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RESUMO

IMPACTO DA DILUICAO ISOTERMICA E BITERMICA SOBRE A QUALIDADE
DO SEMEN SUINO

Autor: Maria Clara Silva De Almeida
Orientador: Prof. Fernando Pandolfo Bortolozzo
Co-orientadores: Prof. lvo Wentz

Prof. Mari Lourdes Bernardi

O uso de protocolos de diluicdo bitérmica estad aumentando em centros de inseminacao
artificial e € necessario garantir que as doses de inseminacdo tenham a mesma qualidade
quando comparado com protocolos de diluicdo isotérmica. Quatro ejaculados de cada 19
reprodutores PIC® foram coletados e distribuidos em split sample em trés tratamentos:
diluicdo bitérmica em duas etapas (T1), diluicdo isotérmica em duas etapas (T2) e
diluicdo isotérmica em uma etapa (T3). A curva de temperatura para os trés tratamentos
foi feita utilizando um data logger com sensor de temperatura. As doses inseminantes
foram preparadas utilizando o diluente BTS e armazenadas a 16°C e usadas para
avaliacdo dos parametros espermaticos através do Sistema CASA e avaliagdo de
morfologia espermatica, durante 120 horas. A temperatura das amostras de sémen
submetidas a diluicdo bitérmica em duas etapas alcangou 24,1°C durante 120 minutos ,
enquanto que as amostras submetidas a diluicdo isotérmica em uma ou duas etapas
alcangou 26,8°C e 27,0°C, respectivamente. A motilidade total, a progressiva e BCF
foram influenciadas (P<0,05) pelo tempo de diluicdo, mas ndo pelo protocolo de
diluicdo. A motilidade total e progressiva diminuiu com o tempo de armazenamento
(91.0 £ 0.91 para 81.5 + 1.08 % e 74.0 + 2.48 para 60.4 + 2.59% de 24h para 120h, para
MOT e PROG, respectivamente) enquanto BCF diferiu entre 24 e 120h (28.6 £ 0.76 e
27.3 + 0.79 Hz). As seguintes caracteristicas de motilidade ndo foram afetadas pelo
protocolo de diluicdo e pelo tempo de armazenamento: DAP, DCL, DSL, VAP, VCL,
VSL, STR, LIN, WOB e ALH. As 72 h de armazenamento, a morfologia espermatica
ndo diferiu entre os tratamentos (P>0.05), apresentando uma média geral de 9.2 + 0.36
defeitos totais. Concluindo, a dilui¢do bitérmica torna o processo de produgéo de doses

inseminantes mais rapido, pois demoraram menos tempo para alcancar a temperatura



préxima de armazenamento, sem comprometer a qualidade das doses inseminantes

produzidas.

Palavras-chave: cachaco, choque térmico, dilui¢do, sémen, temperatura.



ABSTRACT

IMPACT OF ISOTHERMIC AND BITHERMIC DILUTION ON QUALITY OF
CHILLED BOAR SPERM

Author: Maria Clara Silva De Almeida
Advisor: Prof. Fernando Pandolfo Bortolozzo
Co-advisors: Prof. lvo Wentz

Prof. Mari Lourdes Bernardi

The use of bithermic dilution protocols is increasing in artificial insemination centers,
being necessary to guarantee that the quality of insemination doses remain the same
when compared to isothermic dilution protocols. Four ejaculates from each one of 19
crossbreed PIC® boars were collected and assigned, in a split sample design, in to three
treatments: two step bithermic dilution (T1), two step isothermic dilution (T2) and one
step isothermic dilution (T3). Temperature curve for the three treatments was recorded
using a temperature sensor data logger. Semen doses prepared with BTS extender were
stored at 16°C and were used to evaluate sperm parameters through CASA system and
sperm morphology, during 120 h. The temperature in semen samples submitted to a
two-step bithermic dilution reached 24.1°C during 120 min, whereas one or two-step
isothermic dilution samples reached 26.8°C and 27.0°C, respectively. Total motility,
progressive motility and BCF were influenced (P<0.05) by the storage time but not by
the dilution procedure. Total and progressive motility reduced throughout the storage
time (91.0 £ 0.91 to 81.5 + 1.08 % and 74.0 £ 2.48 to 60.4 + 2.59% from 24h to 120h,
for MOT and PROG respectively) whereas BCF differed between 24 and 120h (28.6 +
0.76 and 27.3 = 0.79 Hz). The following motility traits were neither affected by the
dilution procedure nor by the time of storage: DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR,
LIN, WOB, and ALH. At 72 h of storage, sperm morphology was not different among
treatments (P>0.05), showing an overall mean of 9.2 + 0.36 total defects. In conclusion,
the bithermic dilution makes the process of artificial insemination doses production
faster by taking less time to reach a temperature close to that of storage, without

impairing semen quality.

Keywords: boar, cold shock, dilution, semen preservation, temperature
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1-INTRODUCAO

A producdo de suinos se tornou altamente competitiva e as granjas, para alcangar
as exigéncias de mercado, incorporaram novas técnicas buscando melhores
desempenhos reprodutivos e reducdo nos custos. A inseminacgdo artificial (1A) é uma
das técnicas que mudou o panorama reprodutivo da suinocultura e possibilitou expressar
o melhor potencial genético dos animais (BENNEMANN, 2006; ROCA et al., 2011).

Inicialmente esta técnica foi introduzida na Russia no comego do século XX.
Entre 1926 e 1927, houve as primeiras tentativas por Ivanov e continuadas por
Milavanov e colaboradores entre 1930 e 1936 (JOHNSON et al., 2000). Em 1931, a IA
ja era realizada em granjas na Russia (LEVIS, 2000). A partir da década de 1990 houve
um crescente desenvolvimento e uma melhora na eficiéncia, além de um aumento
exponencial na utilizagdo comercial (ROCA et al., 2006; WABERSKI, 2009).
Atualmente, é utilizada em mais de 90% das granjas tecnificadas (GADEA, 2003;
SCHULZE, 2013), alcancando, em paises com alta producéo de suinos, como a Suica e
Alemanha 95% e 98%, respectivamente (RIESENBECK, 2011).

A IA trouxe inUmeras vantagens para a producdo de suinos quando comparada
a monta natural. Entre elas estdo a maior seguranca sanitaria, o descarte de ejaculados
improprios para uso, a reducdo de custos por fémea inseminada, a maior evolucdo
técnica da equipe e reducdo do nimero de reprodutores (BORTOLOZZO et al., 2005).
Contudo, uma das maiores vantagens é a aceleracdo do melhoramento genético que
potencializa o uso de reprodutores geneticamente superiores (GERRITS et al., 2005;
ROCA et al., 2006) e agrega caracteristicas desejaveis de carcaca. Entre essas
caracteristicas estdo o maior rendimento de carne, o maior ganho de peso, padronizando
0s animais que irdo para abate (CASTAGNA, 2002; BENNEMANN, 2006). Apesar dos
varios beneficios, ainda existem fatores limitantes do programa de IA como a
necessidade de mao de obra qualificada, remuneracdo diferenciada, estrutura
laboratorial minima e curto periodo de armazenamento das doses inseminantes (DIs)
(BENNEMANN, 2006).

Dentro do programa de IA é necessario um padrdo para se obter resultados
reprodutivos eficientes (WABERSKI, 2009; BROEKHUIJSE et al., 2011a). Por esse
motivo, houve um avanco e algumas tecnologias como diluente de longa duragéo (sete a
dez dias) (GADEA, 2003), uso do Computer-Assisted Semen Analysis (CASA)
(AMANN & WABERSKI, 2014) e a deposicdo pos cervical associada a doses com
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menor nimero de espermatozoides foram adotadas (GARCIA et al., 2007). Apesar de
todos esses progressos, tem se dado pouca atencdo e foco para a técnica de diluicdo
durante o processamento do sémen.

Normalmente, as Centrais de Processamento de Sémen (CPS) com o objetivo
de reduzir os riscos do choque térmico as normalmente, utilizam o protocolo de dilui¢éo
isotérmica, com uma ou duas etapas (LOPEZ RODRIGUEZ et al, 2011; MAES et al.,
2011). Mas ja existem estudos que estdo testando um terceiro protocolo, denominado
diluicdo bitérmica em duas etapas, no qual, o diluente que sera acrescentado na diluicdo
final estd a uma temperatura inferior que a utilizada nos protocolos padrbes
(PETRUNKINA et al., 2005; SCHULZE et al., 2013). Entretanto, ndo existem trabalhos
que utilizam varios ejaculados por reprodutor e 0 mesmo ejaculado dividido para
diferentes tratamentos comparando diluicdo isotérmica e bitérmica.

O presente trabalho comparou trés diferentes protocolos de diluigdo do sémen de
reprodutores suinos. Sendo dois protocolos usando o diluente a 34°C, diluigdo
isotérmica com um ou duas etapas e um terceiro protocolo usando o diluente a 34°C e a
23°C. O objetivo do estudo foi avaliar se a diluicdo bitérmica resulta em doses
inseminantes com a mesma qualidade quando comparada a diluicdo isotérmica com um

ou duas etapas.



15

2-REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-Produgéo de doses inseminantes

A eficiéncia reprodutiva em uma granja tecnificada estd diretamente
correlacionada a fertilidade dos reprodutores (FOXCROFT et al., 2008). Devido a
utilizacdo de 1A, o reprodutor exerce um grande impacto dentro do rebanho
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003; FLOWERS, 2004a; FOXCROFT et al., 2008). Em
média, nas CPS cada reprodutor produz de 51 a 150 bilhdes de espermatozoides por
semana, resultando em 21 a 40 doses (KNOX et al., 2008). Dessa forma, dependendo da
frequéncia de coleta e do nimero de doses por estro por fémea, um Unico reprodutor
pode afetar o desempenho reprodutivo de numerosas fémeas (FLOWERS, 2004a).
Alguns fatores devem ser levados em consideracdo para calcular o numero de doses
produzidas e fémeas inseminadas por macho, como a idade média do reprodutor (1 a 2
anos de idade) e a taxa de reposicdo desses animais nas CPS, que varia entre 20% a
70%, sendo as causas principais: o melhoramento genético e a baixa qualidade
espermatica (KNOX et al., 2008).

Nas Gltimas décadas houve um aumento exponencial do uso de sémen resfriado
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2013) e no nimero de Dls produzidas por hora nas CPS
(WABERSKI, 2009). Isto gerou a necessidade de melhorar a qualidade das Dls e de
existir um padrdo dentro do programa das CPS com producdo de alta qualidade, alta
biosseguridade e alto valor genético para obter resultados reprodutivos eficientes
(WABERSKI, 2009; BROEKHUIJSE et al., 2011a). Tanto fatores relacionados ao
macho quanto fatores externos podem determinar a qualidade das Dls. S8o varias as
etapas de producdo das DIs que podem ser comprometidas. Dentre elas estdo a
higienizacdo do reprodutor, o processo de coleta, 0 encerramento da coleta e passagem
do ejaculado da area suja para a area limpa, o processamento e envase do ejaculado, o
armazenamento e transporte das DIs (BORTOLOZZO et al., 2005; BENNEMANN,
2006).
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2.2-Andlise do Sémen

Ap0s a coleta, os ejaculados sdo submetidos a varias analises e quando estiverem
dentro de um padrdo minimo (motilidade acima de 70% e maximo de 20% de alteragdes
morfolégicas) sdo aprovados para a produgdo de DIs (FLOWERS, 1997;
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003; RUIZ-SANCHEZ et al., 2006; FOXCROFT et al.,
2008). Entretanto, 1% a 10% dos ejaculados sdo descartados por baixa motilidade,
alteracdes morfologicas e contaminacdo bacteriana (KNOX et al., 2008). Diversos
métodos de analise também sdo realizados a fim de avaliar o reprodutor, o ejaculado e a
contaminacdo bacteriana do ejaculado e da dose (BORTOLOZZO et al., 2005).
Contudo, a analise de rotina utilizada como parametro avaliador de todos os ejaculados
na maioria das CPS é a motilidade espermatica (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003;
BROEKHULIJSE et al., 2011b).

A importéncia de se realizar a anélise de sémen est4 relacionada ao potencial de
fertilidade de um reprodutor. Este potencial pode ser mensurado por meio da taxa de
prenhez e do tamanho da leitegada, mas é altamente influenciado pela genética e pela
qualidade das fémeas inseminadas (FOXCROFT et al., 2008; FLOWERS, 2013). Além
disso, demanda maior tempo e custos para se obter esses resultados in vivo
(BERNARDI, 2008).

Assim, é essencial predizer a potencial fertilidade desses animais com o objetivo
de excluir os menos férteis e otimizar o uso dos reprodutores com alta fertilidade
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003; FLOWERS, 2004a; FOXCROFT et al., 2008).
Uma vez comprovada a fertilidade e conhecido o valor genético de um reprodutor, a
disseminacéo de genes de grande interesse econémico no plantel, é considerada o ponto
chave para a eficiéncia do sistema de producdo, através do uso intensificado e
direcionado desses animais (FOXCROFT et al., 2010).

Como uma alternativa para mensurar a fertilidade dos reprodutores, pode-se
utilizar uma combinacdo de exame clinico dos reprodutores associado a avaliagdo in
vitro do sémen (macro e microscopicas) (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003;
FOXCROFT et al., 2008). Desse modo, associar testes in vitro com fertilidade a campo
parece ser uma estratégia eficaz para determinar a capacidade de fertilizacdo para a
selecdo de reprodutores em uma CPS (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003; POPWELL
& FLOWERS, 2004).
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N&o h& apenas um tipo de andlise in vitro que esta fortemente associada a
fertilidade in vivo, determinando com acurécia a potencial fertilidade de um reprodutor
(BERNARDI, 2008; FOXCROFT et al., 2008). Dentro dessas analises, a de motilidade
¢ a mais utilizada (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003; BROEKHUIJSE et al., 2011b).
De acordo com Broekhuijse et al. (2011b), os parametros analisados pelo sistema
CASA podem ser relacionados com a fertilidade dos reprodutores. Contudo, deve ser
levado em consideracdo o efeito do reprodutor e da linhagem genética analisada.
Existem diferencas entre eles que ndo estdo relacionadas com os métodos de analise do
sémen (BROEKHUIJSE et al., 2011b).

Avancos na andlise do ejaculado tem sido feitos, como o uso de corantes
fluorescentes ou compostos conjugados a corantes fluorescentes e citometria de fluxo.
Estes avaliam atributos espermaticos (integridade da membrana, status do acrossoma,
integridade da cromatina e funcdo mitocondrial) de forma rapida e em um grande
nimero de espermatozoides, auxiliando na avaliacdo do sémen (BERNARDI, 2008;
BOE HANSEN et al., 2008). Contudo, esses métodos ndo sdo simples e baratos para
serem utilizados na rotina das CPS (BERNARDI, 2008). Dessa forma, as principais
andlises realizadas em CPS sdo as qualitativas e quantitativas do sémen in natura para
determinar se o ejaculado em questdo é viavel para processamento e entdo, estimar o
nimero de DIs que serdo produzidas (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003; FOXCROFT
et al., 2008)

Devem ser feitas avaliacdes macroscépicas, como volume, cor, odor e aspecto e
avaliacbes microscopicas, incluindo motilidade, morfologia e determinacdo da
concentracdo espermatica (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003; BENNEMANN, 2006,
FOXCROFT et al., 2008).

2.2.1-Avaliagbes Microscopicas

2.2.1.1-Motilidade

A motilidade espermatica é uma das mais importantes caracteristicas seminais
avaliadas e indica o percentual de espermatozoides que se movimentam, além de estar
correlacionada com a viabilidade esperméatica (FLOWERS, 2004b; BERNARDI, 2008;
BROEKHUIJSE et al., 2011a; FOXCROFT et al., 2008).
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A andlise de motilidade deve ser feita logo apo6s a coleta para que o ejaculado
seja liberado para processamento e producdo das DIs (FLOWERS, 1997; RUIZ-
SANCHEZ et al., 2006). E em um segundo momento, ap6s a diluicio para confirmar se
a motilidade continua satisfatoria para ser usada na IA e em amostras que ficam
armazenadas entre 15° e 18°C, por um ou mais dias (BORTOLOZZO et. al., 2005).
Apos a diluicdo e o armazenamento, é importante que as DIs mantenham mais de 70%
de células mdveis e, ndo haja uma diferenca maior que 10% de motilidade entre o
ejaculado in natura e pos-diluido (FLOWERS, 1997; FERREIRA et. al., 2005; RUIZ-
SANCHEZ et al., 2006)

A motilidade é um método de avaliacdo que pode ser realizado pela observacao
subjetiva dos espermatozoides, visto sob um microscopio ou por meio de medicdes mais
objetivas e padronizadas, como o sistema computadorizado CASA (FOXCROFT et al.,
2008; AMANN & WABERSKI, 2014). Este sistema analisa e mede através de imagens
de um microscopio com contraste de fase e um computador os parametros de
deslocamento dos espermatozoides, subdividindo-o de acordo com a direcdo (curvilineo
ou retiliceo) e com a velocidade (FLOWERS, 2004b; DIDION, 2008). Dentro dessa
subdivisdo, as varidveis mais utilizadas relacionadas ao movimento dos
espermatozoides sdo: motilidade progressiva, motilidade total, velocidade curvilinea
(VCL), amplitude do movimento lateral da cabeca (ALH), frequéncia de batimento da
cauda (BCF), velocidade média percorrida (VAP), velocidade em linha reta (VSL),
retilineo (STR), linearidade (LIN) e coeficiente de oscilacio (WOB) (GARCIA
HERREROS et al., 2005). Entretanto, pouco se sabe do envolvimento destas variaveis
com o processo de fecundacdo. Outras fungdes do sistema CASA envolvem a
determinacdo da concentracdo do ejaculado e avaliacdo da morfologia espermatica
(DIDION, 2008).

O sistema CASA otimiza o exame do ejaculado, melhora a eficiéncia da
producdo e, consequentemente, a qualidade das DIs garantindo uma avaliagdo mais
detalhada e precisa da motilidade (BROEKHUIJSE et al., 2011a; SCHULZE, 2013;
AMANN & WABERSKI, 2014). A preciséo do sistema CASA aumenta a probabilidade
de detectar mudancas na motilidade espermatica em relacdo ao sucesso de fecundagéo
do ovocito (BROEKHUIJSE et al., 2011a). Entretanto, este tipo de avaliagdo exige um
alto custo de investimento, funcionarios qualificados e que a técnica seja realizada de
forma padronizada (BROEKHUIJSE, et al., 2011a).
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2.2.1.2-Concentracao espermatica

A concentracdo espermatica € um parametro quantitativo que associado ao
volume do ejaculado, determina o numero total de espermatozoides existentes e,
consequentemente, 0 nimero de doses possiveis a partir deste (MAES et al., 2011).

A determinacdo da concentracdo espermatica deve ter alta acuracia e precisdo
objetivando uma producdo uniforme de DlIs. Essa uniformidade é fundamental,
principalmente, quando o objetivo da CPS € reduzir o nimero de espermatozoides por
dose (HANSEN et al., 2006). A imprecisdo na determinacdo da concentragdo
espermatica pode resultar em um valor superestimado ou subestimado que podem levar
a problemas reprodutivos e aumento do custo de producdo (VIANNA et al., 2004). O
valor superestimado, no qual, a concentracdo mensurada é maior que a concentracao
real do ejaculado, produz DIs com um menor nimero de espermatozoides podendo
resultar em uma taxa de fecundacdo indesejada. J& a determinacdo subestimada, em que
a concentracdo mensurada € menor que a concentragdo real, produz DIs com um
excesso de espermatozoides, indicando uso pouco eficiente dos reprodutores de alto
valor genético (HANSEN et al., 2002; CHRISTENSEN et al., 2004; VIANNA et al.,
2004).

A concentragdo espermatica pode ser determinada pela contagem direta do
nimero de espermatozoides (camara hemocitométrica e contagem eletrdnica de
particulas) ou pela contagem indireta (fotocolorimetria), que € feita por estimativa
(BORTOLOZZO et al., 2005). O método de determinar a concentracdo espermatica
depende da viabilidade técnica e econdémica de cada CPS (BORTOLOZZO et. al.,
2005).

A contagem direta feita em camara hemocitométrica é considerada a técnica
padrdo ouro e é recomendada pela "World Health Organization” (WHO) (MAHMOUD
et al., 1997; VIANNA et al., 2004; HANSEN et. al., 2006). Contudo, demanda maior
tempo e trabalho, ndo sendo empregada na rotina das CPS (HANSEN et. al., 2006). O
uso do espectofotémetro (fotocolorimetria) é o método utilizado com mais frequéncia
nas CPS (HANSEN et al., 2002) em que a leitura da concentracédo ¢ feita através do
grau de absorbancia da luz no ejaculado. Como desvantagem, o espectrofotémetro tende
a superestimar a concentracdo espermatica e a curva de calibracdo ndo é vélida para
todos os reprodutores por diferencas individuais (VIANNA et al., 2004). A quantidade

de particulas de gel ou residuos de gotas citoplasmaticas e bactérias variam de acordo
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com o reprodutor e a coleta resultando em uma imprecisdo na determinacdo da
concentracdo (HANSEN et al., 2002; CHRISTENSEN et al., 2004).

Nos ultimos anos houve um aumento do uso de métodos mais rapidos e
precisos como a contagem eletronica de particulas (sistema CASA) (BORTOLOZZO et.
al., 2005; HANSEN et al., 2006; DIDION, 2008). A contagem eletrdnica é uma
ferramenta que visa melhorar o controle de qualidade nas CPS (HANSEN et al., 2002).
Porém, a precisdo e a acuracia deste método pode ser diminuida por uma
homogeneizacdo incorreta da amostra, por erros na técnica de pipetagem e imprecisao
no preenchimento da camera, necessitando de funcionarios qualificados e treinados
(AMANN & WABERSKI, 2014).

2.2.1.3-Morfologia Espermatica

Assim como a motilidade, a morfologia € uma avaliacdo qualitativa das células
espermaticas (BORTOLOZZO et al., 2005; BERNARDI, 2008) realizada com amostras
de sémen in natura ou de DIs armazenadas. As amostras podem ser obtidas através: de
esfregaco de espermatozoides em lamina corados com eosina-nigrosina ou com azul de
Trypan e Giemsa, ou de preparacdo Umida (amostra fixada de espermatozoides em
formol citrato entre ldmina e laminula) observado em microscopio com contraste de fase
(FOXCROFT et al., 2008).

A morfologia avalia o reprodutor e deve ser realizado quando ha introducéao de
jovens reprodutores a CPS, periodicamente (ndo ultrapassando periodo superior a 60
dias) em todos os reprodutores e quando houver suspeita de alteracbes morfoldgicas
durante os exames de rotina (PURSEL et al., 1972; BORTOLOZZO et. al., 2005). No
exame sdo contadas 200 células espermaticas por amostra, no microscépico de contraste
de fase, com aumento de 1000x e oleo de imersdo. S&o considerados espermatozoides
normais, com alteracdes de cabeca, de colo, de peca intermediaria, presenca de gota
citoplasmatica, defeito de cauda e de acrossoma. O exame para determinar o percentual
de alteracGes espermaéticas necessita de méo-de-obra especializada (BORTOLOZZO, et
al. 2005).

A avaliacdo de morfologia tem como objetivo determinar se as células
espermaticas se desenvolveram e maturaram corretamente e, consequentemente, se

mantém a capacidade de fertilizacdo (GADEA, 2002). As alteracdes de morfologia
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espermatica podem ter origem na espermatogénese, na maturacdo espermatica ou
decorrente da manipulagdo incorreta do ejaculado (CORCUERA et al.,, 2002;
FLOWERS, 2004b; BORTOLOZZO et al., 2005).

Os defeitos de cabeca (tamanho e formato) séo raros, entretanto, a principal
causa é de origem genética, podendo ser causados também de acordo com as condicdes
ambientais (temperaturas elevadas e choque térmico). Essas células apresentam
motilidade, mas acredita-se que tem dificuldade de se ligarem ao Ovulo durante a
fecundacdo. As alteracdes de acrossoma podem ser especificadas como: danificado, em
destacamento e destacado (ausente) (FLOWERS, 2004b).

As alteragdes mais comuns estdo relacionadas a cauda e a gota citoplasmatica
(WABERSKI et al., 1994; FLOWERS, 2004b). A maioria das alteracGes de cauda se
refere a alteracfes genéticas durante o desenvolvimento da cauda, tornando-as dobradas.
Enquanto que, existem alteracOes associadas a condigdes ambientais diversas como
flutuacdo de temperatura, alteraces de pH e/ou osmética que geram caudas enroladas
(FLOWERS, 2004b). A gota citoplasmatica, durante a maturacdo do espermatozoide,
migra da cabeca do espermatozoide em dire¢do a cauda, até se desprender. Quando
presente, a gota citoplasmatica indica a imaturidade da célula espermatica (FLOWERS,
2004b). A gota pode estar localizada proxima a cabeca, denominada gota proximal ou
localizada na cauda, denominada gota distal (WABERSKI et al., 1994; FLOWERS,
2004b).

2.2.2-Processamento do ejaculado

Apos serem feitas as avaliagcdes macro e microscépicas do ejaculado pode-se
dar inicio ao processamento, desde que o ejaculado atenda padrdes exigidos: ter
motilidade acima de 70% e alteracGes morfolégicas inferiores a 20% (FERREIRA et al.,
2005). Contudo, quando o sémen € processado 0S espermatozoides passam por
mudangas nas condic¢des fisico—quimicas, que dependendo do grau em que ocorrem,
podem resultar em efeitos negativos sobre a qualidade da DIs (FERREIRA et al., 2005;
WEITZE, 2012).
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2.2.2.1-Desafios para o processamento das DIs

Durante o processamento do ejaculado e armazenamento das DIs existem trés
desafios principais: choque de diluicdo, choque térmico e envelhecimento das células
durante o armazenamento (WEITZE, 2012).

Quanto menor o nimero de espermatozoides por Dls, menor a quantidade de
plasma seminal e maior volume de diluente, resultando em choque de diluicdo. Ou seja,
ha alteracbes no metabolismo e no equilibrio osmotico das células espermaticas que
associados ao choque térmico aumentam ainda mais o estresse das células espermaticas
pela menor quantidade de plasma seminal (WEITZE, 2012).

Althouse et al. (1998), estabeleceram 12°C como temperatura critica de choque
térmico para o espermatozoide suino. Esses autores compararam amostras armazenadas
a 12°C e a 17°C e detectaram menor motilidade espermatica nas amostras armazenadas
a 12°C. Contudo, essa temperatura, normalmente ndo é alcancada durante o
processamento das DlIs, pois a temperatura do laboratério é controlada, sendo mantida a
24°C e 0 armazenamento entre 16° e 18°C (FERREIRA et al., 2005; LOPEZ et al.,
2011). Em contraste, Weitze (2012), realizou um estudo no qual o sémen diluido com
diluentes de longa e curta duracdo passou por uma pré-incubacdo a 25°C durante 24
horas para depois ser armazenado a 10°C. Os resultados de motilidade e morfologia dos
acrossomas demostraram um efeito protetor da pré-incubacéo, pois esta etapa aumenta a
resisténcia dos espermatozoides contra o choque de frio e que o diluente de longa
duragdo possui uma protecdo adicional quando comparados aos diluentes de curta
duragéo.

O espermatozoide suino é extremamente sensivel a baixas temperaturas se
comparado ao espermatozoide de outras espécies, como bovinos e equinos
(ALTHOUSE et al., 1998; PETRUNKINA et al., 2005). A sensibilidade do
espermatozoide suino esta relacionada principalmente a quedas rapidas na temperatura e
resulta em diminuicdo do metabolismo, perda da motilidade e alteracdo da composic¢ao
intracelular e da membrana (PURSEL et al., 1972; PARKS & LYNCH, 1992).

A porcentagem de colesterol na membrana pode afetar essa sensibilidade do
espermatozoide suino, pois ha uma menor proporcdo de colesterol/fosfolipideos (DE
LEEUW et al.,, 1990; SCHULZE, 2013). O espermatozoide suino possui menor
porcentagem de fosfatidilcolina e maior porcentagem de fosfatidiletanolamina e

esfingomielina na membrana plasmatica, quando comparado ao espermatozoide do
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bovino (JOHNSON et al., 2000; PETRUNKNINA, 2005). Quando ha queda na
temperatura hd uma restricdo no movimento lateral da membrana fosfolipidica levando
a menor fluidez e separacdo das camadas lipidicas, nas quais as proteinas se agrupam
(WATSON, 1996). A resisténcia aos danos causados por choque térmico parece ser
maior em espécies que possuem como caracteristica da membrana espermaética alta
saturacdo de radicais acilo fosfolipideos ligados e a uma elevada proporcéo de esterol
fosfolipideo (PARKS & LYNCH, 1992). Com isso, aumenta a vulnerabilidade dessa
célula ao choque térmico resultando em reorganizacdo das particulas na membrana,
alterando a permeabilidade da membrana, havendo um desequilibrio idnico com perda
de cations e enzimas (DE LEEUW et al., 1990; KATZER et al., 2005; LOPEZ
RODRIGUEZ et. al., 2011).

Durante o processamento das DIs a diminui¢do da temperatura deve ocorrer de
forma continua e gradual. Dessa forma, visa aumentar a resisténcia da membrana
plasmatica do espermatozoide contra o choque térmico e diminuir os danos as células
espermaticas (JOHNSON et al., 2000; FERREIRA et al., 2005; WABERSKI, 2009).
Contudo, mesmo um resfriamento moderado (10°C) pode alterar a membrana
plasmética do espermatozoide, diminuindo sua capacidade fecundante (PETRUNKINA
et al., 2005).

As CPS tém de considerar a alta suscetibilidade dos espermatozoides suinos as
condicdes adversas de temperatura para tentar minimizar os efeitos nocivos causados
pelo choque térmico evitando comprometer a fertilidade das DIs armazenadas
(SCHULZE, 2013).

De acordo com as condicGes e o periodo de armazenamento, 0s espermatozoides
das Dls sofrem mudancas estruturais (alteracdes na mitocondria, no acrossoma e na
membrana plasmatica) e funcionais (queda na motilidade) semelhantes ao
envelhecimento natural das células (WABERSKI et al., 1994b; JOHNSON et al., 2000).
Existe uma correlagdo negativa entre a idade do espermatozoide e a sua capacidade de
fecundacdo (WABERSKI et al., 1994b). A reducdo na capacidade de fecundagédo do
sémen inicia ap6s a ejaculagdo e € um processo gradual, quanto maior o periodo de
armazenamento do sémen menor sua capacidade fecundante (WABERSKI et al., 1994b;
ANIL et al., 2004).
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2.3-Protocolos de diluicéo

Normalmente, nas CPS sdo utilizados dois protocolos de diluicdo para producéo
de Dls:

a) Protocolo da diluigdo isotérmica em apenas uma etapa, em que o ejaculado é diluido
com um volume total de diluente a temperatura de 32°-34°C.

b) Protocolo da diluicio em duas etapas, o ejaculado é primeiramente diluido na
proporcédo de 1:1 (uma parte de ejaculado: uma parte de diluente) na temperatura de 32°-
34°C. Espera-se em torno de 10 — 15 minutos para estabilizar e inicia o segundo
momento, acrescentando o diluente a temperatura de 32°-34°C (FERREIRA et al., 2005;
WABERSKI, 2009; LOPEZ RODRIGUEZ et al., 2011).

De acordo com Weitze (2012) o protocolo de diluicdo isotérmica tem a
capacidade de reduzir os efeitos gerados pelo choque térmico. Isso seria possivel através
de um efeito de protecdo e aclimatacdo da célula espermatica ao novo ambiente,
havendo um efeito estabilizante sobre os espermatozoides (WABERSKI, 2009; LOPEZ
RODRIGUEZ et al., 2011; WEITZE, 2012).

Existem trabalhos que alteraram o segundo momento da técnica rotineira de
diluicdo (PETRUNKINA et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2011;SCHULZE et al.,
2013). A segunda etapa, ou seja, a dilui¢do final ocorre com o diluente & temperatura
préxima de 22°C. Petrunkina et al. (2005) ndo encontraram nenhuma alteracdo de
membrana quando compararam a diluicdo bitérmica e a isotérmica. Assim como Lépez
Rodriguez et al. (2011) ndo observaram diferenca significativa na qualidade seminal
baseado nos parametros do sistema CASA, quando compararam 0s mesmos protocolos
de diluicdo. Embora, Schulze et al. (2013) encontraram uma pequena diferenca na
motilidade e na integridade de membrana nos trés primeiros dias de armazenamento,
quando comparou diluicdo bitérmica e isotérmica.

O protocolo de diluicdo bitermico em duas etapas tem vantagens como: facilitar
0 processamento do sémen, pois apenas um volume pequeno de diluente precisa ser
aquecido a 34°C para ser utilizado na diluicdo 1:1, gerando menos custo a producéo; a
queda de temperatura das DIs ocorre de forma mais rapida, alcancando a temperatura de
armazenamento em menor tempo (16°- 18°C) (SCHULZE et al., 2013). A queda na
temperatura aumenta a fluidez da membrana plasmaética bacteriana associada a uma
alteracdo na funcdo celular e parada no crescimento e metabolismo bacteriano
(ALTHOUSE & LU, 2005). Devido as medidas utilizadas no protocolo bitérmico de



25

diluigdo, as DIs permanecem menos tempo & temperatura ambiente do laboratorio.
Outro ponto positivo é a distribuicdo das DIs em menor tempo para as granjas
comerciais tecnificadas (SCHULZE et al., 2013).

2.4-Diluentes utilizados na producéo de Dls

Os diluentes utilizados na 1A sdo acrescentados ao sémen, tem a funcdo de
permitir que o espermatozoide se mantenha viavel por trés a cinco dias de
armazenamento para que seja capaz de fecundar o ovdcito, garantindo assim, resultados
aceitaveis de fertilidade (WABERSKI et al., 1994; FLOWERS, 2004c; RIESENCK,
2011). Os diluentes possuem nutrientes para 0 metabolismo espermatico, neutralizam
residuos metabdlicos, estabilizam a membrana espermatica, previnem a capacitacdo do
espermatozoide, mantém o equilibrio osmético e retardam o crescimento bacteriano
durante o armazenamento (FLOWERS, 2004c).

Os diluentes possuem como principal fonte de energia a glicose, mas existem
outras como a galactose, frutose, ribose e trealose ndo tdo eficientes (LEVIS, 2000;
KAMP et al., 2003). A glicose também tem papel de manter a osmolaridade do diluente
entre 210 a 290 mOsm, pressdo osmotica que € tolerada pelo espermatozoide suino
(JOHNSON et al. 2000; LEVIS, 2000; FERREIRA et al., 2005).

O pH do sémen in natura varia entre 7,2 e 7,5, sendo levemente alcalino
(JOHNSON et al., 2000; FERREIRA et al., 2005). A alteracdo do pH pode ocorrer pela
producdo de metabdlitos como o &cido latico pelas células espermaéticas e pelas
bactérias. Durante o armazenamento das DIs as concentracbes de 4&cido latico
aumentam, diminuindo o pH e levando a queda da motilidade e do metabolismo dos
espermatozoides (LEVIS, 2000). Para que o pH se mantenha dentro deste intervalo os
diluentes sdo compostos por tampdes que sdo os ions: bicarbonato de sodio, citrato de
sodio e cloreto de potassio e 0os compostos organicos (HEPES) que evitam as oscilagdes
de pH (JOHNSON et al., 2000; FERREIRA et al., 2005). O EDTA (Acido etileno-
diamino-tetracético) tem a funcdo de prevenir ou retardar alteragdes na estrutura e
funcdo da membrana plasmatica (JOHNSON et al., 2000; FERREIRA et al., 2005).

Antibioticos (gentamicina, neomicina, estreptomicina e penicilina) também
fazem parte da composicdo dos diluentes com a funcdo de inibir o crescimento
bacteriano (JOHNSON et al., 2000; FERREIRA et al., 2005).
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Os diluentes sdo divididos em de curta ou longa duracdo. Os diluentes de curta
duracdo mantém a motilidade espermética acima de 70% por até trés dias de
armazenamento (DUBE et al., 2004; VYT et al., 2004; AMBROGI et al., 2006).
Apresentam como vantagem, baixo custo de producéo e baixo preco de comercializagdo
(LEVIS, 2000). O diluente de longa duracdo mantém a motilidade acima de 70% e a
viabilidade dos espermatozoides durante sete a dez dias de armazenamento (DUBE et
al., 2004; AMBROGI et al., 2006; SCHULZE et al., 2013). Estes diluente apresentam
componentes como HEPES que sdo capazes de tolerar maiores oscilagdes de pH e
estabilizantes de membrana como o BSA (albumina sérica bovina), que também
estimula a motilidade espermatica (JOHNSON et al., 2000; DUBE et al., 2004;
FERREIRA et al., 2005).

Assim como o tempo de armazenamento o diluente utilizado pode influenciar os
resultados obtidos dos diferentes protocolos de dilui¢cdo. Os diluentes de longa duracao
parecem fornecer maior protecdo contra os efeitos do choque térmico quando

comparados aos diluentes de curta duracdo (SCHULZE et al., 2013).

2.5-Armazenamento das DlIs

Normalmente as DIs podem ser armazenadas a 15°-18°C por até cinco dias antes
do uso na IA dependendo do diluente utilizado (JONHSON et al., 2000; PAULENZ et
al., 2000).

A baixa temperatura de armazenamento (15°-18°C) tem a funcdo de desacelerar
0s processos metabdlicos, ocasionando um menor consumo de energia por parte do
espermatozoide. Esse baixo consumo de energia visa prolongar a viabilidade destes e
consequentemente, diminuir os danos causados a essas células (PAULENZ et al., 2000;
ALTHOUSE et al., 1998; KATZER et al., 2005; WABERSKI, 2009; WEITZE, 2012).
Além disso, a baixa temperatura de armazenamento diminui os danos causados aos
espermatozoides permitindo que a distribuicdo das DIs para os produtores ndo altere a
capacidade dos espermatozoides de fecundar o ovoécito no trato genital feminino (BOE
HANSEN et al., 2008).

E fundamental evitar flutuacBes da temperatura de armazenamento das DIs,
principalmente, temperaturas inferiores a 15°C ou quedas bruscas de temperatura
(JOHNSON et al., 2000; PAULENZ et a., 2000; KATZER et al., 2005; YOUNG et al.,

2008). Quando essas quedas sdo superiores a 2°C, os espermatozoides reajustam o
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préprio metabolismo visando se adaptar as mudangas do ambiente de armazenamento.
Além disso, ocorre uma alteragdo na composi¢do do diluente, que consequentemente,
diminui a qualidade e a vida util das DIs (YOUNG et al.,, 2008). H& aumento na
ocorréncia de defeitos de acrossoma e inibicdo da capacidade fecundante do
espermatozoide (JOHNSON et al., 2000; KATZER et al., 2005; FERREIRA et al.,
2005). Com isso, é recomendado o monitoramento didrio da temperatura dentro da
conservadora, seja atraves de data loggers computadorizados até simples termdémetros
gue medem a temperatura maxima e a minima (YOUNG et al., 2008).

Deve-se evitar também o armazenamento de DIs ainda aquecidas, para diminuir
a chance de correr o choque térmico nas DIs, ja que estas entrariam em contato com a
temperatura mais baixa da conservadora. Outro efeito negativo seria sobre as Dls ja
armazenadas na conservadora pelo aumento da temperatura dentro da conservadora pela
presenca de DIs ainda aquecidas (YOUNG et al., 2008).

Além desses fatores relacionados a temperatura de armazenamento, 0S
reprodutores podem apresentar variacdo no tempo de manutencdo da motilidade,
durante o armazenamento do sémen. Existem reprodutores que tem a capacidade de
manter a motilidade acima de 60% por um periodo maior, até cinco dias apds coleta,
enquanto outros apresentam uma queda na motilidade mais rapida, a partir do segundo
dia po6s-coleta (REIS et al., 2002).
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Abstract

The use of bithermic dilution protocols is increasing in artificial insemination
centres; therefore, it is necessary to guarantee that the quality of insemination doses
remain the same when compared to isothermic dilution protocols. Four ejaculates from
each of 19 crossbreed PIC® boars were collected and assigned, in a split sample design,
in three treatments: two-step bithermic dilution, two-step isothermic dilution and one-
step isothermic dilution. Temperature curves for the three treatments were recorded
using a temperature sensor data logger. Semen doses were prepared with a BTS
extender and stored at 16°C and then used to evaluate sperm parameters with CASA
system and sperm morphology, for 120 h. The temperature in semen samples submitted
to a two-step bithermic dilution reached 24.6°C after 120 min, whereas one or two-step
isothermic dilution samples reached 26.4°C and 27.4°C, respectively. Total motility,
progressive motility and BCF were influenced (P<0.05) by the storage time but not by
the dilution procedure. Total and progressive motility reduced throughout the storage
time (91.0 £ 0.91 t0 81.5 + 1.08 % and 74.0 £ 2.48 to 60.4 + 2.59% from 24h to 120h,
for MOT and PROG, respectively) whereas BCF differed between 24 and 120h (28.6 +
0.76 and 27.3 £ 0.79 Hz). The following motility traits were neither affected by the
dilution procedure nor by the time of storage: DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR,
LIN, WOB, and ALH. At 72 h of storage, sperm morphology was not different among
treatments (P>0.05), showing an overall mean of 9.2 + 0.4 total defects. In conclusion,
the bithermic dilution makes the production of artificial insemination doses faster by
taking less time to reach a temperature close to that of storage, without impairing semen

quality.
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Introduction

Swine artificial insemination (Al) has seen a significant increase and
improvement in its efficiency since 1990 (Roca et al., 2006). One of the greatest
advantages of this technique is to accelerate the genetic improvement with high genetic
merit sires (Gerrits et al., 2005; Roca et al., 2006). In the majority of intensive pig
production systems worldwide, Al is routinely applied with semen extended in a liquid
state, and usually stored at 16°C up to 5 days (Johnson et al., 2000; Waberski, 2009).

For the efficient production of semen doses, an accurate assessment of sperm
traits is indispensable throughout the process. Much progress has been made and some
technologies like extender for long-term semen preservation (Johnson et al., 2000) and
Computer-Assisted Semen Analysis - CASA (Amann and Waberski, 2014) are being
used. The quality of semen doses assumes a greater importance considering the recent
increase in the use of post-cervical semen deposition combined with sperm cell
reduction (Garcia et al., 2007). However, despite all of the improvements concerning
semen preservation, only a few attempts have focused on optimising the process of
semen dilution.

With the purpose of reducing the risks of cold shock, isothermic dilution
protocols, by one or two steps, are usually performed in Al centres (LOopez Rodriguez et
al., 2011). However, semen dilution at 20°C, compared to 32°C, did not affect the
motility of sperm stored at 16°C (Petrunkina et al., 2005). A bithermic protocol, using
the extender in a lower temperature for the last dilution, is being routinely used in some
artificial insemination centres (Schulze et al., 2013). However, it is necessary to assure
that a bithermic protocol provides semen doses with a similar quality to those obtained
with standard protocols. Studies that evaluate dilution procedures for swine semen using
bithermic protocols are scarce (Petrunkina et al., 2005; Lopez Rodriguez et al., 2011;
Schulze et al., 2013).

The present study compared three different protocols of semen dilution, two
using the extender at 34°C, with one- or two-step isothermic dilution and one, the
bithermic two-step dilution protocol, using the extender at 34°C for the first dilution and

at 23°C for the final dilution. The aim of the study was to evaluate whether bithermic
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dilution provides semen doses with the same quality when compared to isothermic

dilution with one or two steps.

Material and Methods
Animal and facilities

The study was performed in an Al station located in southern Brazil, in Santa
Catarina State. Nineteen crossbreed PIC® boars (Pietran x Duroc x Large White x
Landrace - Agroceres PIC, Patos de Minas, MG, Brazil) aged 8 to 24 months were used.
Boars were housed in individual crates in the same barn. The boars had ad libitum
access to water and were fed daily with 2.5 kg of a corn-soybean diet (15% crude
protein, 0.55% digestible lysine and 3300 kcal metabolisable energy) formulated to
meet their specific nutritional needs (NRC 2012). Room ventilation and temperature
were controlled by an adiabatic ventilation system.

Boar sperm motility, analysed using the CASA system (Sperm Vision 3.7,
Minitib GmbH, Tiefenbach, Germany), was recorded from four to six weeks before the
beginning of the trial. Boars that fulfilled the minimum requirements of 70% of total
motility, after three days of storage, and a maximum of 20% sperm defects were
included in this study.

Semen collection

Four ejaculates from each boar were collected once a week on a routine basis at
the Al station. Boars were collected by glove hand method into a pre-warmed cup
(38°C) coated with a disposable plastic bag (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Germany) and
covered with a filter which was used to remove the gel fraction. Immediately after

collection, the raw semen was transferred to the laboratory.

Semen processing

Once in the laboratory with a controlled temperature (~24°C), the weight of each
ejaculate was recorded, temperature was measured and an aliquot of the ejaculate was
collected for further morphological evaluation. Motility score and concentration of the
ejaculates were obtained using the CASA system. All raw ejaculates used in the trial
fulfilled the following requirements: a) minimum total motility of 80%, and b)

maximum of 20% of morphological abnormalities. Each ejaculate was diluted in BTS
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(Beltsville Thawing Solution - BTS; Minitib GmbH, Tiefenbach, Germany) and
assigned, in a split sample design, to the following treatments:

Two-step bithermic dilution treatment: the ejaculate fraction was diluted ina 1:1
proportion, with one part of the ejaculate at 34 + 1°C and one part of the extender at 34
+ 1°C. The second step for final dilution was performed ten minutes later using the
extender at 23 + 1°C.

Two-step isothermic dilution treatment: the ejaculate fraction was diluted in 1:1
proportion, with one part of the ejaculate at 34 + 1°C and one part of the extender at 34
+ 1°C. The second step for final dilution was performed ten minutes later using the
extender at 34 + 1°C.

One-step isothermic dilution treatment: one dilution was performed using the
ejaculate fraction at 34 + 1°C and the extender also at 34 + 1°C.

After dilution, semen doses were processed to contain 3 x 10%sperm cells in a
final 80 mL volume, in sealed airtight plastic tubes (Minitib GmbH, Tiefenbach,
Germany). Ninety minutes after the dilutions described above, semen doses from each
experimental treatment were stored at 16°C in a semen storage unit (Minitib GmbH,
Tiefenbach, Germany) for 120 h, and were used to evaluate the sperm motility

parameters, in addition to sperm morphology.

Semen analysis

Motility traits were evaluated using the CASA system at different moments. At 0
hour, an aliquot of raw semen was diluted in a 2mL microtube (Sarstedt®, Nimbrecht,
Germany), using an electronic mixing pipette. A dilution rate of 1:9 was used, with
90pL of raw semen and 810 uL of BTS extender being pre-warmed at 34°C. Previously,
the ejaculate in the collection bag was thoroughly homogenised by rotating it at least
five times. This semen sample was stored on top of a warming plate at 38°C and was
homogenised five times. From that sample, an aliquot of 3uL was used to fill, in a
single step and by capillary flow, one of four chambers of standardised slide depth of 20
pum - Leja-4 chambers (Leja, 4 chamber counting slides; Leja Products B.V., Nieuw-
Vennep, the Netherlands). Samples were individually analysed (one chamber filled, one
sample analysed) by CASA, using eight fields per slide along the centre line, at 200x
magnification. Both the microscope-warming stage and the Leja chamber were pre-
warmed at 38°C. The analyses were accepted when the coefficient of variation per eight

fields was lower than 15%. The other CASA evaluations for semen parameters were
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performed at 45 min, 24, 48, 72 and 120 h after final dilution. In those cases, 1mL of
each stored semen dose was collected and kept for 5 min in a thermo block on the top of
a warming plate at 38°C. A 3uL subsample was collected and placed on a pre-warmed
glass slide, completely covered and spread with a pre-warmed cover slip (18 x 18mm).
To obtain CASA parameters, samples were analysed using a common starting position
within each slide, at 200x magnification. To avoid incorrect estimation by CASA,
particles such as droplets, spots and dirt, and sperm heads were identified and manually
deleted by the operator. The mean of the four microscope fields was used for the
analysis.

The following CASA semen parameters were assessed: DAP - Distance Average
Path (um); DCL - Distance Curved Line (um); DSL - Distance Straight Line (um),
defined as the distance that the sperm cell travels in a straight line (um) from the first
frame to the last frame of the analysis; VAP - Velocity Average Path (um/sec), defined
as the average velocity over the smoothed cell path; VCL - Velocity Curved Line
(um/sec), defined as the average velocity measured over the actual point-to-point track
followed by the cell; VSL - Velocity Straight Line (um/sec), defined as the average
velocity measured in a straight line from the beginning to the end of the track; STR -
Straightness (VSL/VAP); LIN - Linearity (VSL/VCL); WOB - Wobble (VAP/VCL);
ALH - Amplitude of Lateral Head Displacement (um), defined as the maximum
measured width of the head oscillation as the sperm cells swam; BCF - Beat Cross
Frequency (Hz), defined as the frequency in which the actual track crossed the
smoothed track in either direction; Motility percentage of sperm >2.5 um AOC, where
DSL is the distance that the sperm cell travels in a straight line (um) from the first frame
to the last frame of the analysis; and progressive forward motility (% sperm > 4.5 um
AOC). Software settings recommended by Minitib GmbH (Tiefenbach, Germany) for
progressive motile cells were adjusted for the cut-off values of AOC. Settings were cell
detection, with a minimum cell size of 20 um and a maximum of 120 um, and DSL
<4.5mm for local cells.

The morphological evaluation of raw and stored semen at 72 h was performed
under phase-contrast microscopy at 1000x magnification. Two hundred sperm cells
were counted and classified according to sperm morphology: normal, acrosome defects,
abnormal head, neck defects, attached proximal cytoplasmatic droplets, attached distal
cytoplasmatic droplets, middle piece defects, bent tail and coiled tail (Pursel et al.,
1972).
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The temperature curve for the three treatments was recorded using a temperature
sensor data logger (myPCProbe, Novus Electronics, Brazil) that features a USB
interface for computer communication. The temperature curve was performed three
times for each treatment. A temperature probe (Pt100, myPCProbe, Novus Electronics,
Brazil) was placed in a central position of the semen mixing cylinder. Temperature was
recorded every minute for a total of 180 min, starting with the record of the temperature
in raw semen, before dilution. The raw semen and Al doses were kept at room
temperature (24°C) until 120 min and then placed at 17°C up to 180 min.

Statistical analyses were performed using the Statistical Analysis System
software, version 9.2 (2005, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Variables concerning
motility characteristics (DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR, LIN, WOB, ALH,
BCF, Total Motility, Progressive Motility) were analysed as repeated measures using
the MIXED procedure. The treatment, storage time and its interaction were included in
the model as fixed effects whereas boars and day of semen collection were used as
random effects. Comparisons of treatments (LSMEANS) were performed with the
Tukey—Kramer test with a 5% probability level for statistical significance. Percentages
of sperm abnormalities were evaluated using the NPARIWAY procedure and
comparisons among treatments were performed with the Kruskal-Wallis test.

Results

Total Motility and Progressive Motility of raw semen were 93.2% + 0.39 and
80.5% = 0.81, respectively. At 45 minutes after the final dilution, there was no
difference among treatments (P>0.05) in any of the CASA parameters. The variables
Total Motility, Progressive Motility and BCF were influenced (P<0.05) by the storage
time but not by the dilution procedure (Table 1). Total Motility and Progressive Motility
reduced throughout the storage time, whereas BCF values were different between 24
and 120 h.
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Table 1. Percentages of total motile and progressive motile sperm cells, and beat cross

frequency (BCF) of boar Al semen doses stored for 120 h, according to the dilution

procedure before being stored at 16°C.

Variables  Two-step  Two-step One-step Pooled
bithermic isothermic  isothermic SEM Mean
dilution dilution dilution
Total motility, %
24 h 91.3 91.1 90.8 0.99 91.0+0.91a
48 h 89.6 88.9 88.0 1.07 88.8 £ 0.94b
72h 87.0 85.3 85.4 1.20 85.9 £ 0.99c
120 h 83.0 81.5 80.1 1.42 81.5+1.08d
Mean 87.7 86.7 86.1 1.03
Progressive motility, %
24 h 74.8 73.3 73.9 2.71 74.0 £ 2.48a
48 h 70.0 69.3 70.8 2.77 70.0 £ 2.50b
72 h 68.5 65.9 66.7 2.77 67.0 £ 2.50c
120 h 62.0 61.5 57.8 3.00 60.4 £ 2.59d
Mean 68.8 67.5 67.3 2.54
BCF, Hz
24 h 28.8 28.4 28.8 0.84 28.6 £ 0.76a
48 h 27.5 27.3 28.3 0.87 27.7+£0.78ab
72h 27.9 21.7 28.0 0.84 27.9 £ 0.76ab
120 h 27.8 26.9 27.3 0.92 27.3+£0.79b
Mean 28.0 27.6 28.1 0.76

Two-step bithermic dilution: The first step dilution consisted of one part of the ejaculate at 34 + 1°C and

one part of the extender at 34 + 1°C. For the second step dilution, the extender was at 23 + 1°C;

Two-step isothermic dilution: The first step dilution consisted of one part of the ejaculate at 34 + 1°C

and one part of the extender at 34 + 1°C. For the second step dilution, the extender was at 34 + 1°C;

One-step isothermic dilution: Only one dilution was performed using the ejaculate fraction at 34 + 1°C

and the extender at 34 + 1°C.

a,b,c,d Values followed by different letters indicate significant differences among the storage moments

(P<0.05).
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The following motility traits were affected neither by the dilution procedure nor
by the time of storage: DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR, LIN, WOB, and ALH.
Overall means for these motility sperm traits are shown in Table 2. At 72 h of storage,
sperm morphology was not different among treatments (P>0.05), showing an overall
mean of 9.2 + 0.4 total defects, with the predominance of acrosome defects (2.8 £ 0.2)
and coiled tails (2.7 £ 0.2).

Table 2. Motility sperm traits of boar Al semen doses submitted to different dilution

procedures before storage at 16°C.

Motility traits Two-step  Two-step One-step

bithermic  isothermic  isothermic Mean
dilution dilution dilution
DAP 25.4 25.1 25.6 25.4+£0.20
DCL 455 44.4 455 45.1+£0.37
DSL 16.9 16.7 17.1 16.9+0.14
VAP 54.8 53.8 54.9 545+ 0.45
VCL 97.5 95.2 97.5 96.7 +0.81
VSL 36.5 36.0 36.9 36.5+0.32
LIN 0.38 0.38 0.38 0.38 £ 0.002
STR 0.66 0.66 0.67 0.66 £ 0.002
ALH 2.62 2.56 2.60 2.60 £ 0.02
WOB 0.56 0.56 0.56 0.56 £ 0.002

Two-step bithermic dilution: The first step dilution consisted of one part of the ejaculate at 34 + 1°C
and one part of the extender at 34 + 1°C. For the second step dilution, the extender was at 23 + 1°C;
Two-step isothermic dilution: The first step dilution consisted of one part of the ejaculate at 34 + 1°C
and one part of the extender at 34 + 1°C. For the second step dilution, the extender was at 34 + 1°C;
One-step isothermic dilution: Only one dilution was performed using the ejaculate fraction at 34 + 1°C
and the extender at 34 + 1°C.

Abbreviations: DAP - Distance Average Path (um); DCL - Distance Curved Line (um); DSL -
Distance Straight Line (um); VAP - Velocity Average Path (um/sec);VCL - Velocity Curved Line
(um/sec);VSL - Velocity Straight Line (um/sec); LIN - Linearity (VSL/VCL); STR - Straightness
(VSL/VAP); ALH - Amplitude of Lateral Head Displacement (um); WOB - Wobble (VAP/VVCL).
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Within 20 min, temperature decreased to 25.3°C in doses submitted to the
bithermic dilution, whereas one and two-step isothermic curves reached 31.4°C and
33.1°C, respectively (Figure 1). Within 120 min, the temperature reached 24.6°C in two-
step bithermic samples, whereas one and two-step isothermic samples reached 26.4°C
and 27.4°C, respectively.

35

L)
(=]
1

¢
@ 25
g
=
2
20 -
E L . Il . J
Room temperature 24°C Storage temperature 17°C
15 -
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
minutes
------ Two-step bithermic dilution === Two-step isothermic dilution One-step isothermic dilution

Figure 1. Temperature of semen samples during processing up to 180 min. Curves
demonstrate mean temperature changes in semen samples submitted to three different
dilution procedures (n=3 each): Two-step bithermic dilution - first and second dilution
with extender at 34°C and 23°C, respectively; Two-step isothermic dilution - both the
first and second dilutions were performed with the extender at 34°C; One-step
isothermic dilution - single dilution with the extender at 34°C. Minutes 0, 1 and 10
correspond to the temperature measurements in raw semen, final first dilution and final
second dilution, respectively. After dilution, all samples were kept at room temperature
(24°C) until 120 min and then placed at 17°C up to 180 min.

Discussion

As boar sperm is extremely sensitive to low temperatures compared to
spermatozoa from other species (Althouse et al., 1998; Petrunkina et al., 2005), a two-
step isothermic dilution protocol is usually performed to prevent the effect of cold shock

(Weitze, 2012). Cold shock reduces the number of viable spermatozoa, declines motility



37

and increases acrosomal defects, which affects spermatozoa function, reducing their
fertilising potential (Althouse et al., 1998; Johnson et al., 2000). The 1:1 dilution with
isothermic extender would provide a protective effect and adaptation of sperm cells; a
slow and gradual temperature drop to the storage temperature at 15-17°C would result
in less cell damage (Waberski, 2009; Weitze, 2012). However, in the present study,
when comparing one-step isothermic dilution to two-step isothermic dilution, none of
motility traits were negatively affected, indicating that the temperature of the extender
at the first dilution was more important than the volume of the extender to be added.
Although a great volume of extender needs to be heated to 34°C, this protocol has the
advantage of the dilution being performed in only one step.

In a two-step procedure, bithermic dilution facilitates semen processing by
reducing the time necessary to reach the desired storage temperature, when compared to
isothermic dilution (Schulze et al., 2013). The fact that none of the CASA semen
parameters differed between the isothermic and bithermic two-step dilution is in
agreement with the results of previous studies (Petrunkina et al., 2005; Lopez Rodriguez
et al., 2011). The results of VAP, VCL, VSL, ALH, BCF, STR and LIN also
corroborate those of Schulze et al. (2013). Nevertheless, Schulze et al. (2013) showed
better results for total motility, progressive motility and integrity of sperm plasma and
acrosomal membranes, in isothermic rather than bithermic dilutions, in addition to a
small significant difference in WOB, on day 6 of storage. The fact that differences
between isothermic and bithermic dilutions were small or absent on the first three days
of storage led these authors to suggest that the lower temperature of the extender for the
final dilution compromised only a small portion of sperm cells, but this difference
increased during the storage time up to six days.

It can be pointed out that not only the storage time, but also the extender used
could influence the results obtained with different dilution procedures. When semen
was preserved in BTS, and the evaluations were performed for 2 days (Lopez Rodriguez
etal., 2011) or 5 days (current study), the dilution procedure did not affect CASA sperm
parameters. On the other hand, the adverse effects of two-step hypothermic dilution
were more pronounced in BTS than in Androstar Plus, mainly with a longer storage
time (Schulze et al., 2013). This suggests that the choice of extender could minimise the
possible negative effect of a faster temperature decline resulting from a two-step

bithermic dilution. Nevertheless, the scarcity of information concerning different
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protective actions of semen extenders for bithermic dilution renders this aspect
inconclusive, and further investigation is necessary for its elucidation.

The considerable individual variation among boars concerning the preservation
capacity of semen quality during storage is well documented (Waberski et al., 1994;
Reis et al., 2002). Due to its lipid membrane composition, swine sperm is particularly
sensitive to cold shock, especially when submitted to temperatures below 15°C. The
lipid phase transition can lead to the rupture of the plasmatic membrane, acrosome
degeneration, and loss of ions and enzymes due to changes in membrane fluidity (DE
Leeuw et al.,, 1991). Although the adverse effects of lipid phase transition are
concentrated between 5-15°C (Watson, 2000), changes in membrane fluidity due to
lipid phase transitions and protein reassembly may occur at temperatures above 20°C
(Canvin & Buhr, 1989; Parks & Lynch, 1992). There is no concrete information about a
possible difference among boars concerning the sensitivity to temperature variation
during semen dilution but it may be possible that some boars are more sensitive to a
two-step hypothermic dilution (Schulze et al., 2013). If this assumption is true, the
group of boars used in each study could be a factor contributing to the discrepancy of
results among studies. In the present study, although overall differences were observed
among boars, they showed a similar response to all treatments (data not shown),
suggesting that they were similarly tolerant to the dilution procedures studied. One of
the positive aspects of this study is that it was performed with a relatively high number
of boars. However, it is important to point out that before the beginning of the trial, all
of the boars included in this study showed a satisfactory response in terms of motility
during three days of semen storage. Thus, for the safe and widespread use of two-step
bithermic or one-step isothermic dilutions, it would be interesting to validate these
results with boars of unknown response to conventional semen preservation.

The use of bithermic instead of isothermic dilution has the advantage of
facilitating semen processing, since it is necessary to heat only small volumes of
extender used for the 1:1 dilution to 34°C (Schulze et al., 2013). We observed that
bithermic dilution provides a faster drop in temperature to room temperature, making it
possible to send semen doses in less time to commercial farms, as pointed out by
Schulze et al. (2013). It must be also taken into account that spending less time at room
temperature is beneficial because bacterial growth can be minimised (Althouse and Lu,
2005).
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Conclusion

Semen quality during storage at 16°C in BTS extender is not affected by dilution
performed in one or two steps when the temperature of the extender is kept at 34°C for
both steps. When using a two-step dilution, the temperature of the extender can be
reduced to 23°C for the second dilution without impairing semen quality, which enables
room temperature to be reached faster.
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4-CONSIDERACOES FINAIS

A inseminacdo artificial tem um papel fundamental na aceleracdo do
melhoramento genético. Atualmente, com o avanco das tecnologias usadas tem-se
conseguido informagfes mais detalhadas sobre o sémen e as caracteristicas dos
espermatozoides. Dessa forma, permite-se explorar o processamento do sémen e a
producdo de DIs com o objetivo de aprimora-lo.

Este foi o primeiro trabalho a comparar trés diferentes protocolos de diluicédo de
um mesmo sémen. Em uma CPS com uma alta producdo de Dls, ha utilizacdo de um
grande volume de diluente por dia. No protocolo padrdo de diluigdo isotérmica do
sémen, o diluente deve ser aquecido a 34°C. Enquanto que, no protocolo de diluicdo
bitérmica em duas etapas utiliza o maior volume de diluente a temperatura ambiente
(23°C). Dessa forma, facilita o processamento de sémen e torna a producéo de DIs mais
rapida.

A principal vantagem da utilizacdo do protocolo bitérmico é que reduz a curva
da temperatura das DIs. Como o diluente que sera acrescentado ao ejaculado na segunda
etapa da diluicdo estd a 23°C, diminui o tempo para as DIs atingirem a temperatura
préxima de armazenamento. Reduzida a curva de temperatura, a distribuicdo das Dls
para serem utilizadas na IA das granjas tecnificadas ocorre em menor tempo.

Outra vantagem € que ele permite aquecer a 34°C apenas uma parte do diluente,
0 qual seria utilizado na primeira etapa da diluicdo. Com isso, diminuem-se 0s custos da
producdo de DlIs, pois a energia gasta e o investimento para armazenamento e
aquecimento de grandes volumes de diluente seriam reduzidos.

Este trabalho demonstrou que o processamento do sémen utilizando a diluicdo
bitérmica mantém a qualidade das DIs produzidas, sendo indicado para as CPS

adotarem este protocolo.
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