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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo testar o crioprotetor Dimetilsulfoxido (DMSO-3%) e o
glicerol, em cinco concentracdes (0,5%, 1%, 3%, 5% e 7%) em uma nova curva de
resfriamento. Foram feitas sete coletas de sete varrdes (n=49) através da técnica da mao
enluvada. O DMSO (3%) e o glicerol foram adicionados separadamente ao diluente de
congelagdo. Durante a andlise da curva, a menor média de vigor espermatico foi observada
a concentracdo de 7% de glicerol. Na concentragdo de 1% de glicerol obteve-se maior média
de motilidade espermatica (72+12,3), sem diferenca em relacdo a concentracdo de 5%.
Maiores médias de vigor e motilidade espermatica pds-descongelacao foram observadas a
3% de glicerol, diferindo das concentragdes de 0,5% de glicerol e 3% de DMSO quanto ao
vigor ¢ dos demais tratamentos quanto a motilidade espermatica. No teste de resisténcia
osmotica o glicerol a 3% como diluente de congelacdo proporcionou melhor protecao a
membrana espermatica, diferindo dos demais tratamentos, exceto do DMSO a 3% e glicerol
a 1%. Observou-se maior porcentagem de células vivas na concentragdo de 5% e 7% de
glicerol, diferindo das demais concentracdes. Ja o maior percentual de espermatozoides com
acrossomas intactos foi observado quando se utilizou o diluente de congela¢do contendo
glicerol a 3% (73,8+11,9). Os resultados do presente estudo, sugeriram que o glicerol, ainda
¢ a melhor op¢do de crioprotetor a ser utilizada nos processos de criopreservacdo do
espermatozoide suino.

Palavras-chave: Agentes crioprotetores, congelagao, espermatozoide, varrao.

ABSTRACT

This study aimed to test the cryoprotectant Dimethylsulfoxide (DMSO-3%) and glycerol, in
five concentrations (0.5%, 1%, 3%, 5% and 7%) in a new cooling curve. Seven collections
from seven boars (n=49) through the gloved hand technique were made. DMSO (3%) and
glycerol were added separately to the freezing diluent. During the analysis of the curve, the
lowest mean sperm count was observed at a concentration of 7% glycerol. The concentration
of 1% glycerol obtained more sperm motility (72+12.3) but, did not differ in concentrations
of 5% glycerol. Higher mean sperm motility and vigor after thawing were observed at 3%
glycerol, differing from 0.5% glycerol and 3% DMSO concentrations regarding vigor and
other treatments regarding sperm motility. In the osmotic resistance test, 3% glycerol as a
freezing agent provided better protection to the spermatic membrane, differing from the
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other treatments except for 3% DMSO and 1% glycerol. A higher percentage of living cells
was observed in the 5% and 7% glycerol concentration, differing from the other
concentrations. The highest percentage of spermatozoa with intact acrosomes was observed
when the freezing diluent containing 3% glycerol (73.8+11.9) was used. The results of this
study suggested that glycerol is still the best cryoprotective option to be used in
cryopreservation processes of swine sperm.

Key Words: Cryoprotector agents, freezing, sperm, boar.

INTRODUCAO

A biotecnologia ¢ um recurso que tem tornado a atividade reprodutiva mais
competitiva. A criopreservagao vem se destacando principalmente quando relacionada a
conservagdo de sémen e de embrides. Sua otimizagdo possibilita a formagao de bancos de
germoplasma, aumento da produtividade de animais de elevado valor genético, preservagao
de espécies e racas ameagadas de extingdo e facilidade no transporte de espermatozoides.
Para que seja possivel uma boa conservagdo da célula espermatica, ¢ necessario preservar-
se a integridade celular (BAKHACH, 2009). Adicionalmente, uma curva ideal de
resfriamento e a diluicdo do sémen em meios adequados sdo cuidados que ndo podem ser
negligenciados (TONIOLLI e CANTANHEDE, 2019; ANDRADE et al., 2019).

Pesquisas abordando o envase do sémen, diferentes diluentes, curvas de
resfriamento, descongelagdo e a agdo de crioprotetores, sdo 0s principais responsaveis pelos
avangos nesta area (ATHURUPANA e FUNAHASHI, 2016; BARROS et al., 2016). Quanto
aos crioprotetores, eles protegem as células durante o abaixamento da temperatura,
promovendo a estabilizagdo das proteinas intracelulares, reduzindo a formagao de cristais de
gelo intracelulares e diminuindo o impacto dos eletrolitos no meio intra e extracelular
(YESTE et al., 2016). Diversos estudos tém sido feitos visando encontrar um crioprotetor
ideal, tendo apresentado uma variagdo no tocante a concentracao utilizada de acordo com a
espécie animal (VARELA Jr et al., 2012; MADEIRA et al., 2013).

O glicerol foi a primeira substancia utilizada e ainda ¢ o mais empregado visando a
protecdo espermatica. Porém, dependendo da sua concentragdo, pode interferir na
capacidade fecundante dos espermatozoides, devido ao seu grau de toxicidade celular
(PURDY, 2006). Apesar do espermatozoide suino, ser mais sensivel ao glicerol do que o
bovino (FISER, 1991), ainda ndo foi identificado um outro crioprotetor que o substitua
satisfatoriamente. Por outro lado, a a¢do crioprotetora do dimetilsulfoxido (DMSO) tem sido
evidenciada em trabalhos de criopreservacao em diferentes espécies: de foliculos ovarianos
na mulher, na porca e na cadela (DEMEESTERE et al., 2006; KIM et al., 2011; LOPES et
al., 2016), odcitos de bufalas e ratas (MAHMOUND et al., 2010; TAN et al., 2009),
embrides de bufala (KUMAR et al., 2010) e espermatozoides suinos (ALKMIN ez al., 2016).
Ele tem uma baixa toxicidade (STONE, 1993), boa capacidade citoprotetora (SOLOCINSKI
et al., 2017), apresentando sinergismo com glicerol na melhora da qualidade e fertilidade in
vivo de espermatozoides criopreservados (SHAH et al., 2016).

Apesar de todos os efeitos benéficos dos crioprotetores, sua toxicidade limita a
concentracdo em que ele pode ser utilizado, limitando também a eficicia da acao
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crioprotetora (YESTE et al., 2016). A partir das principais problematicas relacionadas com
o0 processo de criopreservacdo de sémen na espécie suina, este trabalho teve como objetivo
testar diferentes concentracdes de glicerol além do DMSO a 3%.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual
do Ceara (CEUA-UECE), segundo processo n° 12.236.467-8/2012, atendendo aos critérios
solicitados. Visando a coleta, manipulacdo, andlise e selecdo dos ejaculados, foram
utilizados varrdes com idade variando entre 12 e 30 meses, em sistema rotineiro de coleta
de sémen. Antes de cada coleta, foi realizada uma higieniza¢do externa do prepicio com
sabdo neutro e dgua tratada seguida de esgotamento prepucial por pressdo manual no sentido
caudo-cranial e secagem da regido com papel toalha descartavel.

Avaliacao do Ejaculado in natura

Um total de sete reprodutores foram coletados uma vez por semana, durante 7
semanas (n=49), através da técnica da mao enluvada (HANCOCK e HOVELL, 1959), em
recipiente com capacidade para 500 mL, coberto por um filtro e protegido por envoltorio
térmico. Apds a coleta e identificacdo, o ejaculado foi levado ao laboratério para o seu
processamento. A fracdo gelatinosa, retida pelo filtro, foi desprezada e o sémen in natura
avaliado quanto ao volume (mL), concentragdo (x10° sptz/mL), total de sptz (x10° sptz),
vigor espermatico (0 a 5) e motilidade espermatica (0 a 100%). Para as andlises de vigor e
motilidade, uma amostra de 15uL do sémen in natura foi colocada entre lamina e laminula
para avaliagdo através da microscopia Optica em aumento de 200x. Estes exames serviram
para a avaliacdo individual da qualidade do ejaculado de cada reprodutor, sendo aproveitado
o ejaculado que apresentasse vigor >3,5 e motilidade >85%.

Curva de Resfriamento e Congelacio do Sémen

Visando a congelagio do sémen, de cada ejaculado separou-se um total de 2,5 x10°
sptz, que em seguida foi incubado por 15 minutos a 30 °C e apds este tempo diluido em
Beltsviles Tawing Solution (BTS) a uma propor¢ao de 3 volumes de diluente para 1 volume
de sémen. O ejaculado foi mantido a esta temperatura por mais 45 minutos. Em seguida
transferiu-se o sémen diluido para tubos de centrifuga (50 mL), mantidos em banho maria a
25 °C durante 30 minutos. Apds este periodo os tubos foram transferidos para geladeira no
escuro por 2 horas a 17 °C. Ao final deste tempo, centrifugou-se as amostras a 800g/15
minutos a 5 °C, desprezando o sobrenadante. Em seguida, a papa de espermatozoides (pellet
- 0,5 mL) foi ressuspensa em 2,25 mL do diluente de refrigeracdo (5 °C) a uma concentragao
inicial de 909,1 x10° sptz/mL. As amostras permaneceram a 5 °C por mais 60 minutos
(resfriamento lento). Ao final desse tempo de incubagdo, gota a gota, adicionou-se ao tubo
de centrifuga mais 2,25 mL do diluente de congelagcdo, com uma concentracao final de 500
x10° células/mL. Em seguida o sémen foi envasado em palhetas identificadas (0,5 mL),
sendo as mesmas seladas com alcool polivinilico em p6 (PVC) para congelagdo. A curva de
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resfriamento teve como base o trabalho de Paquignon et al. (1974), tendo sido desenvolvida
apos testes de diferentes protocolos experimentais (Fig. 01).
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Figura 01: Pontos de andlise de vigor e motilidade espermdtica durante a curva de
resfriamento do sémen.

Obs.: Diluentes: Resfriamento = 5,67g de frutose, 20% de gema de ovo e 100 mL de agua destilada;
Congelagdo a mesma composicao + glicerol (nas concentragdes de 1%, 2%, 6%, 10% e 14%) e dimetilsulfoxido
(DMSO0) a 6%. Uma vez que os dois diluentes foram adicionados volume:volume, assim a concentragdo final
do glicerol e do DMSO fica a metade dos valores acima indicados.

As palhetas foram colocadas em uma rampa de congelagdo durante 30 minutos a 5
cm acima do nivel do nitrogénio liquido, a uma temperatura entre -60 a -70 °C, em seguida
foram submersos em nitrogénio liquido (-196 °C). As amostras foram assim conservadas por
um tempo entre 48 e 96 horas, antes de serem descongeladas e analisadas.

Crioprotetores e tratamentos experimentais

Foram testados dois crioprotetores intracelulares, o glicerol e 0o DMSO, adicionados
ao diluente de congelagdo no mesmo momento e maneira conforme descrito, dando origem
a um total de seis tratamentos nas seguintes concentracdes finais: 1) T1: glicerol a 0,5%
(Gly0,5); 2) T2: glicerol a 1% (Glyl); 3) T3: glicerol a 3% (Gly3); 4) T4: glicerol a 5%
(GlyS5); 5) T5: glicerol a 7% (Gly7); 6) T6: dimetilsulfoxido a 3% (DMSO3). Os diferentes
tratamentos foram comparados através das andlises do vigor espermatico (TONIOLLI,
1996); motilidade espermatica, obtida pela observacdo do percentual de células com
movimento (MARTIN RILLO et al., 1996); funcionalidade de membrana ou resisténcia
osmotica (REVELL e MRODE, 1994); vitalidade (% de células vivas) e integridade
acrossomal (DERIVAUX, 1980).
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MOMENTOS E ANALISES DO SEMEN

Durante a curva de resfriamento

Foram feitas seis avaliagdes do vigor e da motilidade espermdtica em diferentes
momentos (Fig. 01), conforme a seguir: 01 = logo ap6s a diluigdo 3:1 com o diluente; 02 =
ap6s o periodo de incubacdo; 03 = apos o periodo de descida da temperatura; 04 = apos
incubagdo e antes da centrifugacao; 05 = apos centrifugagdo e adicao diluente resfriamento
e 06 = apos incubagao e adi¢do do diluente de congelagdo. Visando as analises, foi retirado
da amostra seminal uma gota de 15uL, colocada entre 1dmina e laminula, aquecida a 37 °C
por 10 min. e examinanda a luz da microscopia 6ptica em um aumento de 200x.

Visto que os tratamentos com Glicerol e DMSO s6 poderiam ser comparados a
partir da adi¢do do diluente de congelagdo (exame 6), foi considerado para efeito de
comparagdo os valores obtidos para as caracteristicas vigor e motilidade espermatica nos
exames de 1 a 4 (média) (somente com o diluente BTS) e da mesma forma no exame 5 (com
BTS e frutose). Foram entdo comparados os seguintes resultados: exames 1, exame 5 ¢
Gly0,5; Glyl; Gly3; Gly5; Gly7 e DMSO 3% (exame 6).

ApOs a criopreservacgio

O sémen foi submetido a descongelagdo rapida e posterior ressuspensdo. Com esta
finalidade, o contetdo de cada palheta foi aquecido a uma temperatura de 37 °C, durante 50
segundos em banho-maria e em seguida adicionado o diluente de ressuspensdo (BTS) na
mesma temperatura. Visando os testes in vitro, esta ressuspensao respeitou a concentragao
de uma dose inseminante, sendo cada palheta (0,5 mL) adicionado de 2 mL do diluente de
ressuspensao. Depois de descongeladas e ressuspensas, cada amostra foi colocada dentro dos
tubos de ensaio, mantidas em banho-maria a 37 °C durante 10 minutos para em seguida
serem feitas as analises de vigor, motilidade, integridade acrossomal, vitalidade espermatica
e resisténcia osmotica. Todas as andlises foram realizadas apds descongelagdo, ressuspensao
e incubagdo do sémen em banho maria a 37 °C durante 10 minutos.

Integridade Acrossomal e Vitalidade Espermatica

Foi feito um esfregaco de sémen corado, contando-se um total de 200
células/esfregaco, através da microscopia optica utilizando-se 6leo de imersao e aumento de
1000x. A solucao corante era formada por: azul de bromo-fenol = 0,1g; citrato de sédio =
0,4g; agua destilada = 10mL. Foi medida a osmolaridade da solugao e se necessario ajustada
entre 300 e 310 mOsm. Para preparacdo do esfregaco, se adicionou uma gota de sémen com
outra de corante (15uL cada) e homogenizou-se. Apos 30 segundos procedeu-se o esfregago
a partir dessa preparagdo o qual foi seco a temperatura ambiente para posterior analise. Antes
de serem misturados, sémen e corante estavam a mesma temperatura. Segundo a morfologia
do acrossoma e vitalidade, os espermatozoides foram classificados em 2 categorias: 1) Total
de células com acrossoma intacto (BORTOLOZZO et al., 2005); 2) Total de células Vivas.
(MEDEIROS et al., 2006)

*Enderego para correspondéncia:
lud_furtado@hotmail.com
51



Ciéncia Animal, v.30, n.1, p.47-63, 2020.

Teste de Resisténcia Osmotica

A técnica consistiu na adicdo de 1mL de s€émen diluido em 15mL de dgua destilada,
mantidos por 15 minutos em banho-maria a 37 °C (solug¢do A). Apos o periodo de incubacio,
em ImL da solucdo A foi adicionado 0,5mL de formol salino a 1% (solugdo B). Dessa nova
solucao (C) foi retirada uma aliquota de 15uL, colocado em uma lamina, recoberto por uma
laminula e em seguida levado ao microscépio Optico com um aumento de 200x, sendo
contado um total de 200 espermatozoides por amostra. Células com cauda reta ¢ indicativo
de ruptura de membrana, as que permanecerem com membrana integra apresentam cauda
enrolada ou dobrada. Segundo alguns autores (BARIL et al., 1993; GRAHAM e MOCE,
2005), um ejaculado que apresente um resultado minimo 50% de espermatozoides reativos
ao teste, pode ser considerado um sémen de boa qualidade.

Analise Estatistica

O presente trabalho foi conduzido sob um delineamento experimental inteiramente
casualizado, sendo distribuido em blocos ao acaso. Todos os reprodutores foram coletados
semanalmente, sendo os ejaculados distribuidos por todos os tratamentos. Todas as variaveis
quantitativas foram avaliadas quanto a normalidade de sua distribui¢do utilizando o teste de
Shapiro-Wilk do aplicativo estatistico SAS (v.9.2, SAS Institute, NC, EUA — SAS, 1988).
As varidveis paramétricas foram submetidas a anélise de variancia multifatorial utilizando-
se o procedimento General Linear Models (GLM), do programa Statistical Analysis System
(SAS 6.03) e as médias foram comparadas entre os grupos por meio dos testes de Tukey. As
variaveis ndo paramétricas foram comparadas entre os grupos por meio do teste de Mann-
Whitney e o Qui-quadrado para os resultados em porcentagem. Todos os testes foram
realizados com um indice de significancia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fracdo espermatica do sémen in natura, dos 48 ejaculados analisados no
experimento apresentaram aspecto normal, coloracdo branco leitosa, volume médio de
263,02 mL e concentragio média de 356,74 x10° sptz/mL. Tais caracteristicas estio dentro
da normalidade para a espécie suina (CORREA et al., 2001; SMITAL, 2009). O sémen in
natura apresentou uma motilidade de 90+3,9 e vigor de 4,0+0, estando apto a ser utilizado
nos experimentos.

O maior valor do vigor espermdtico durante a curva de resfriamento foi observado
apos centrifugagdo e adi¢do do diluente resfriamento a temperatura de 5 °C (exame 5) com
média de 3,8+0,4, o qual diferiu dos demais tratamentos (p<0,05). Nas anélises de 1 a 4
(contendo somente BTS), antes da centrifugacdo e adi¢do do diluente de resfriamento, a
média de vigor espermadtico foi a mais baixa durante a curva. Este resultado também foi visto
no grupo experimental contendo a maior concentragdo de glicerol (Gly7), diferindo das
demais analises, exceto do glicerol a 3% (p<0,05). Comparando-se as diferentes
concentracdes do crioprotetor, depois da adicao do diluente de congelagcdo (exame 6), estas
ndo diferiram estatisticamente (p>0,05) das demais concentrac¢des (incluindo DMSO), com
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excegdo da concentracdo de 7% de glicerol (Tab. 01). Aparentemente a concentracao de 7%
do glicerol no meio conservante, apresentou uma agao toxica sobre o espermatozoide, que
se traduziu por uma diminuicdo significativa do valor do vigor espermatico.

Tabela 01: Vigor (0 a 5) e motilidade espermadtica (%) do sémen suino em diferentes
pontos durante a curva de resfriamento apds adi¢ao de diferentes diluentes de congelagao.

Pontos da curva de Parametros
fri t
resiriamento Vigor (0 a 5) Motilidade (%)
Exame 1 a 4 BTS (3:1) 3,1+0,2¢ 72+4,55
Exame 5 Dil. Resfr. 3,8+0,4° 76+8,6%
DMSO (3%) 3,4+0,4° 69+11,4%
Gly0,5 3,4+0,4° 69+13,9%
Glyl 3,5+0,4° 72+12,3%¢
Exame 6

Gly3 3,3+0,5% 67+11.94
Gly5 3,4+0,4° 71+11,1%°
Gly7 3,140,2¢ 67+12,3%

a, b, ¢, d: letras diferentes na mesma coluna, diferenga significativa (p<0,05).

Exames 1 a 4: média de vigor/motilidade espermatica dos pontos 1, 2, 3 ¢ 4 na curva de resfriamento,
diluidos com BTS. Exame 5: média de vigor/motilidade espermatica do ponto 5 na curva de refrigeracao,
ap6s centrifugagdo e adicao do diluente de resfriamento (gema de ovo, frutose). Exame 6: média de
vigor/motilidade espermatica do ponto 6 na curva de resfriamento, ap6s adi¢do do diluente de congelagao.

Na Tab. 01, pode-se também observar que o percentual de células moveis foi maior
ap6s centrifugacao e adicao do diluente de resfriamento (exame 5), ndo diferindo
estatisticamente apenas do tratamento com adicao de glicerol a 1%, que apresentou maior
valor médio de motilidade espermadtica dentre as concentracdes de crioprotetores. As
menores porcentagens de células moéveis foram observadas em espermatozoides
criopreservados sob as concentragdes de 3% e 7% de glicerol (ambas com 67%), ndo
havendo diferenca estatistica entre elas (p>0,05). Os resultados nos tratamentos com DMSO
(3%) e glicerol (0,5%) mostraram-se semelhantes as médias mais baixas de motilidade
espermatica (glicerol a 3%e a 7%) e ao glicerol a 5%, ndo diferindo dos resultados das
primeiras andlises da curva (exame 1 - 4). Amostras de s€émen criopreservadas em diluente
contendo 1% de glicerol apresentaram maiores médias de motilidade em relag¢do as demais
concentracgoes (p<0,05), exceto a com glicerol a 5% e também foi o Uinico que se igualou ao
melhor resultado de motilidade, obtido no exame 5. Quando comparado DMSO e glicerol
na mesma concentracao (3%), ndo foram observadas diferencas entre as médias de células
moveis (p>0,05).

Como observado neste trabalho, a diminui¢do dos valores de vigor e motilidade
espermatica ¢ um efeito esperado durante o processo de resfriamento e conservacao seminal.
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Mesmo em baixas temperaturas, a cé¢lula ndo se encontra totalmente em quiescéncia,
havendo consumo e diminui¢cdo de nutrientes presentes no meio diluente. Como resultado
ocorre o aumento de produtos téxicos no meio devido ao metabolismo espermatico ainda em
atividade (CORREA et al., 2001), ha também alteragdes de pH e osmolaridade (WATSON,
1996).

Durante todas as analises na nova curva de resfriamento foram observados altos
valores de vigor e porcentagem de células moveis em todos os tratamentos. Comparando os
diferentes pontos de andlise durante a curva de resfriamento, observou-se maiores médias
para essas caracteristicas durante o exame 5, apds centrifugacdo e adicdo do diluente de
refrigeragdo. Apos o processo de centrifugacdo ocorre a retirada quase total do plasma
seminal restando somente o pellet de espermatozoides. O plasma seminal possui
componentes que estdo relacionados com a fertilidade e funcionalidade do espermatozoide,
porém sua acao pode ser benéfica ou deletéria (BERGERON e MANJUNATH, 2006). Seus
componentes também podem influenciar negativamente a conservagao de s€émen por conter
fatores de decapacitacdo e inibidores de motilidade, além de diminuir a viabilidade
espermatica (MANJUNATH, 2012). Kawano et al. (2004) relataram a existéncia de fatores
no plasma que modificam o espermatozoide e reduzem a capacidade de fertilizacdo apos a
congelagdo de sémen suino. Estes melhores resultados no exame 5 da curva de resfriamento,
também podem ser explicados pela adi¢do do diluente de resfriamento com gema de ovo na
sua composic¢do, que € um crioprotetor extra-celular.

Com o objetivo de diminuir possiveis crioinjurias durante o protocolo de
congelacdo, algumas substancias com agao crioprotetora, foram adicionadas aos diluentes.
Apesar da grande utilidade do glicerol em protocolos de conservagdo de s€émen suino como
crioprotetor intracelular (BORTOLOZZO et al., 2005), neste estudo, durante as analises da
curva de resfriamento, ndao houve diferenca estatistica entre os resultados médios obtidos
com o0 DMSO e com o glicerol, ambos a 3% adicionados ao diluente de congelacao.

Como crioprotetor, o DMSO foi utilizado pela primeira vez na criopreservagao de
sémen de touro e hemacias humanas e bovinas (LOVELOCK e BISHOP, 1959). Seu efeito
crioprotetor pode ser explicado pelas proprias caracteristicas desta substancia que favorecem
bons resultados para conservacao. Dentre elas, a alta habilidade de permear a membrana da
célula devido ao seu baixo peso molecular, propriedade que provavelmente permite a esses
compostos ligarem-se as moléculas de dgua (KAROW, 2001; BALL e VO, 2001). Por ser
um alcool dipolar, também ¢ capaz de interagir ou combinar-se com acidos nucléicos,
carboidratos, lipideos, proteinas e muitas outras drogas sem alterar de forma irreversivel a
configura¢dao das moléculas (SOJKA et al., 1990). Além disso, tanto o DMSO quanto seus
metabdlitos possuem baixo potencial toxico (GCC, 2007).

Apo6s descongelacdo, percebeu-se que o aumento das concentragdes do glicerol até
a concentragdo de 5% no diluente de congelacdo foi acompanhado pelo aumento dos valores
médios de vigor e de motilidade espermatica (Tab. 02). Os melhores resultados de vigor
espermatico foram observados sob as concentracdes de 1%, 3%, 5% e 7% de glicerol, apesar
dos extremos (1 e 7%) ndo apresentarem diferenca estatistica em relacdo ao glicerol a 0,5%
(p>0,05). O diluente de congelagdo contendo DMSO a 3% resultou em menor valor médio
de vigor espermatico ap6s a descongelagdo, diferindo de todos os outros tratamentos
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(p<0,05). Amostras de sémen na qual se utilizou o glicerol a 5% como crioprotetor
apresentaram maior valor médio (2,3+0,7) de vigor espermatico, apesar de ndo ter havido
diferenga significativa com outras concentragdes do glicerol, com exce¢do da mais baixa
(0,5%).

Tabela 02: Vigor e motilidade espermatica do s€émen suino em diferentes concentracdes de
glicerol e DMSO (3%), apds descongelacao e ressuspensdo no diluente BTS.

Tratamentos (%) Vigor (0 a 5) Motilidade
DMSO03 1,2+0,8° 7+8,94
Gly0,5 1,741,0° 13+12,9¢
Glyl 1,8+0,9% 15+13,6
Gly3 2,0£0,4 38+12,1%
Gly5 2,3+0,7° 21+16,6°
Gly7 2,0+0,7% 21+18,1%

a,b,c,d: letras diferentes na mesma coluna, diferenca significativa (p<0,05).

Nos resultados da porcentagem de células moveis (Tab. 02), 0 DMSO a 3% também
apresentou o menor valor médio para esta caracteristica, diferindo dos demais tratamentos
(p<0,05). Ja o melhor resultado de motilidade espermética foi observado nas amostras em
que se utilizou a concentracdao de 3% de glicerol no diluente de congelagdo, em relagdo a
todos os outros tratamentos, incluindo do DMSO (p<0,05).

Neste estudo observou-se que o uso do DMSO (3%) como crioprotetor de células
espermaticas suinas apresentou resultados mais baixos de vigor e motilidade, corroborando
com Kim et al. (2011), que demonstraram que o DMSO, mesmo em maior concentracao
(5%) ndo conseguiu manter uma boa qualidade espermatica ao s€men suino em comparagao
ao glicerol 3%. Diversos autores (MORAES et al., 1998) observaram que os resultados
médios da motilidade inicial e final em tratamentos usando o glicerol, foram melhores do
que os resultados com o uso do etilenoglicol, durante a criopreservagdo do s€émen de ovinos.
Estudos feitos em outro trabalho (CARDOSO et al., 2000), demonstraram a importancia do
uso do glicerol durante a criopreservagao de sémen em diluente alternativo a base de agua
de coco, bem como em outros diluentes (TONIOLLI et al., 2014 e 2015) podendo ele ser
considerado um crioprotetor de eleicao para o s€émen suino.

Observou-se que o diluente isoladamente nao foi eficaz na preservacao da qualidade
espermatica, ¢ com a adicdo do glicerol ao meio, uma maior acdo crioprotetora foi
evidenciada, visto que, somente apds o uso do glicerol, houve uma diferenca significativa
de vigor e motilidade espermatica entre os diferentes tratamentos. Apesar dos bons
resultados durante a curva de resfriamento com o uso do DMSO, este crioprotetor
demonstrou nao ser tao eficaz para manter bons resultados de vigor e motilidade durante a
criopreservacdo do sémen. Possivelmente outras concentracdes do DMSO adicionado ao
diluente de congelacao devam ser testadas. Por outro lado, acredita-se que uma melhor
combinagdo entre o tipo de crioprotetor ¢ a técnica de congelagdo ainda precisa ser
determinada (PENA et al., 2003).
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A Tab. 03 apresenta os resultados médios das andlises da resisténcia osmotica
(funcionalidade de membrana), nos quais as concentracdes extremas de glicerol ndo
protegeram a membrana plasmatica de maneira tdo eficiente quanto as intermedidrias (1 e
3%). Os resultados de funcionalidade de membrana esperméatica nas concentracdes de
glicerol de 0,5%, 5% e 7%, nao diferiram entre si (p>0,05), mas foram inferiores aos
resultados obtidos com o tratamento Gly3 que apresentou melhor resultado (p<0,05), mas
que apresentou uma equivaléncia de resultados (p>0,05) em relacdo as concentracdes de 1%
de glicerol e 3% do DMSO, sendo estes trés tratamentos, os que obtiveram os melhores
resultados de resisténcia osmotica. Apesar de ndo ter apresentado o maior valor para a
caracteristica resisténcia osmotica, o DMSO (3%), obteve um bom resultado que ndo diferiu
estatisticamente da concentracdo de 3% de glicerol (maior média), porcentagem esta
comumente utilizada na conservacao de sémen suino (YANG et al., 2016). A literatura relata
que o glicerol em baixas concentracdes (entre 1 e 3%) permite uma melhor qualidade pos
descongelagao (ALMID e JOHNSON, 1988), sendo ele o crioprotetor de eleicdo para o
sémen do varrao (SILVA et al., 2015; DAS et al., 2016).

Tabela 03: Resisténcia osmdtica do sémen suino em diferentes concentracdes de glicerol e
DMSO a 3% apds descongelacdo e ressuspensao no diluente BTS.

Tratamentos Resisténcia Osmética (%)
DMSO3 35,2+45,92b¢
Gly0,5% 33,6+4,8%

Gly1% 35,6+3,7%
Gly3% 36,9+4,7*
Gly5% 33,0+4,24
Gly7% 32,7+4,14

a,b,c,d: letras diferentes na mesma coluna, diferenca significativa (p<0,05).

Neste trabalho o DMSO preservou satisfatoriamente a funcionalidade da membrana
espermatica, ¢ seu bom desempenho nos resultados de resisténcia osmotica apds a
criopreservacdo também pode ser explicado pela sua maior rapidez em penetrar na
membrana plasmatica e reduzir a possibilidade de dano celular, causado pelo estresse
osmotico, diminuindo a formacdo de cristais de gelo intracelular e mantendo as
caracteristicas essenciais para o funcionamento do espermatozoide (BALL e VO, 2001).
Considerando a sua baixa toxicidade juntamente com os resultados da caracteristica
resisténcia osmoética, 0 DMSO pode ser indicado para substituir o glicerol em protocolos de
congelagao espermatica.

Ao contrario dos demais parametros analisados neste estudo, obteve-se melhores
percentuais de células vivas (Tab. 04) nas concentragdes mais altas de glicerol (5% e 7%) e
com diferengas significativas em relacdo aos demais tratamentos (p<0,05). Com a menor
concentragdo de glicerol (0,5%) obteve-se 43,6+£3,9 de células vivas, sendo a menor
porcentagem entre todos os tratamentos. O processo de congelagdo/descongelagdo, causa
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danos celulares levando os ejaculados a uma diminui¢do do nimero de células vivas pos
descongelagdo (SILVA e GUERRA, 2011).

Resultados de vitalidade espermatica de sémen criopreservado em diluente
contendo DMSO ndo diferiram dos com glicerol na mesma concentracao de 3%. O glicerol
¢ um constituinte normal presente nas membranas celulares e em todos os 6leos e gorduras
animal e vegetal, podendo ser metabolizado por todas as células. As propriedades das
membranas, t€ém uma importante fun¢do no que diz respeito a sua qualidade e integridade,
que por sua vez tem influéncia direta sobre a sobrevivéncia da célula apos criopreservagao
(WATSON, 2007). Desta forma o uso de um crioprotetor eficiente ¢ fundamental para se ter
um sémen vidvel apds o processo de criopreservacao, uma vez que a viabilidade espermatica
¢ normalmente reduzida, devido a injurias celulares provocadas durante todo o processo de
congelagao/descongelagdao (BIANCH et al., 2006).

Tabela 04: Total de espermatozoides vivos (vitalidade) do sémen suino em diferentes
concentragdes de glicerol e DMSO a 3%, apds descongelacdo e ressuspensdo no diluente
BTS.

Tratamentos Vitalidade (%)
DMSO3 49,2+4,9¢
Gly0,5% 43,6+3,9¢

Gly1% 54,7+3,8°
Gly3% 49,5+9,9¢
Gly5% 58,1+6,7°
Gly7% 56,8+5,6°

a,b,c,d: letras diferentes na mesma coluna, diferenca significativa (p<0,05).

Dentre as diferentes espécies domésticas, o espermatozoide do varrdo, ¢ o mais
sensivel ao processo de congelacdo, com o aparecimento de danos de membrana e de
organelas celulares, devido ao estresse osmatico além de problemas como o choque térmico
e formacgao de gelo intra-celular (WATSON, 2007). Desta forma, além da defini¢do de um
melhor crioprotetor, a melhor combinacao entre ele e técnica de congelacao utilizada, ainda
precisa ser encontrada (PENA et al., 2003).

Com relagao ao total de células com acrossomas intactos (Tab. 05), a concentracao
de 3% de glicerol no meio diluente de congelacdo mostrou melhor resultado (75,0+3,8),
diferindo das demais concentragdes, inclusive do DMSO a 3% (p<0,05) e o menor valor foi
observado no tratamento com o glicerol a 7% (38,2+6,8).

A maior concentracdo de glicerol, provavelmente foi toxica aos espermatozoides,
quando analisada a morfologia acrossomal, diferindo de todos os tratamentos (p<0,05). O
DMSO a 3% obteve o segundo menor resultado de acrossoma intacto (51,447,5), ndo
conseguindo superar a agao protetora do glicerol na mesma concentragao (p<0,05). Quando
comparado com as demais concentrac¢des de glicerol, o DMSO a 3% obteve resultado melhor
apenas em relacao ao glicerol a 7% (p<0,05).

*Enderego para correspondéncia:
lud_furtado@hotmail.com
57



Ciéncia Animal, v.30, n.1, p.47-63, 2020.

Tabela 05: Total de espermatozoides com acrossoma intacto do sémen suino em diferentes
concentragdes de glicerol e DMSO a 3% apds descongelacdo e ressuspensao no diluente
BTS.

Tratamentos Acrossoma Intacto (%)
DMSO03 51,4+7,5¢
Gly0,5% 54,1+7,7¢

Gly1% 66,5+4,9°
Gly3% 75,0+10,3?
Gly5% 58,4+4,7¢
Gly7% 38,2+6,8"

a,b,c,d: letras diferentes na mesma coluna, diferenga significativa (p<0,05).

O glicerol pode ser adicionado ao diluente, entretanto ja foi relatado que sua
toxicidade limita a sua concentragdo, portanto, limita a eficicia da acdo crioprotetora
(YESTE et al., 2016). Apesar de ser conhecido que substincias crioprotetoras podem ter
uma acao direta na produgdo de crioinjirias em concentragdes mais altas (Y1 et al., 2001),
através da alteracdo da polaridade do meio extracelular lesando as membranas, a origem
dessas alteragdes ainda permanece incerta. J& foi relatado também a sua relacdo com
alteragdes nos microtibulos do citoesqueleto (PARKS e GRANHAM, 1992) e a indugdo
acelerada da reagdo acrossomal (SLAVIK, 1987). Em geral sdo utilizadas baixas
concentragdes de glicerol na criopreservacao de s€émen suino devido aos seus efeitos toxicos
e prejudiciais as células espermaticas (BORTOLOZZO et al., 2005; GARCIA-OLLIVARES
et al., 2016), estando inclusive, na espécie equina, relacionada com a queda da fertilidade do
sémen congelado (SQUIRES et al., 1999).

CONCLUSOES

Durante a nova curva de resfriamento as médias de vigor e motilidade espermatica
observadas neste estudo foram satisfatorias em todos os tratamentos. Dessa forma, a curva
pode ser utilizada em protocolos de criopreservagdo de s€émen suino. Em todos os pardmetros
apos a descongelacao, foram observados bons resultados na concentragao de 3% de glicerol.
Por sua vez, o DMSO a 3%, ndo demonstrou eficdcia na preservacdo de vigor e motilidade,
diferindo da média de glicerol a 3%. Este estudo demonstrou que a concentragdo de 3%, o
DMSO nao apresentou beneficios para a criopreservagao de s€men suino em comparagao ao
glicerol. O glicerol ainda ¢ a melhor opgdo de prote¢ao da célula espermatica suina em
protocolos de criopreservacao, necessitando-se de maiores estudos, a fim de se poder
comprovar a viabilidade do uso do DMSO.
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