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INTRODUCAO

Apesar do sémen suino congelado estar disponivel comercialmente deste 1975, o seu uso tem
ocorrido somente em ocasifes especificas, como em casos de importagdo de genética, visando a producgao
de reprodutores (6). O uso de sémen congelado requer duas a trés vezes mais espermatozoides por dose, 0
tamanho da leitegada é diminuido em um a trés leitdes por parto e a taxa de paricdo € menor, o que
inviabiliza economicamente seu uso em sistemas de producdo, quando comparado ao uso de sémen
acondicionado resfriado na forma liquida (12). Com isso, os beneficios da tecnologia do uso de sémen
congelado ficam limitados (2). A ineficiéncia do congelamento do sémen suino é atribuida aos crioprotetores
e diluentes utilizados, sugerindo que outras solugbes crioprotetoras sejam testadas (9). Estudos com a
utilizacdo de amidas como crioprotetores em substituicdo ou associagdo com o glicerol tém sido conduzidos
com obtengdo de bons resultados (8). Entretanto, estes crioprotetores intracelulares ndo tém sido testados
para sémen suino. O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso das amidas: metilformamida (MF),
dimetilformamida (DMF) e dimetilacetamida (DMA) como crioprotetores intracelulares em diferentes
concentragfes no congelamento de sémen suino.

MATERIAIS E METODOS

Coleta do Sémen: Foram utilizados quatro machos suinos cruzados (Landrace x Large White) e
coletado dez ejaculados de cada macho. As coletas foram realizadas através do método da méo-enluvada,
usando um copo plastico protegido por um copo isotérmico recoberto por gaze, a fim de separar a fragéo do
ejaculado rico em gel. Somente a por¢éo do ejaculado com maior concentracéo espermatica foi utilizada para
o processo de congelamento (15). Apds a coleta do ejaculado, foram avaliados a motilidade e o vigor
espermatico por microscopia 6tica de contraste de fases em aumento de 200x. Somente ejaculados com
motilidade > 70% foram utilizados.

Congelamento do sémen: Imediatamente apds a coleta do sémen foi obtida uma aliquota de 20 mL,
em tubo cdnico de 50 mL, e diluida (1:1, v/v) no diluente Beltsville Thawing Solution (BTS) (11) e seguiu-se o
protocolo de congelamento (15). Para o congelamento foram utilizados as amidas (MF, DMF e DMA) como
crioprotetores intracelulares. Para cada tipo de amida foram utilizadas trés concentracdes: 3, 5 e 7%. Os
diluidores de congelamento (MF 3, 5 e 7%; DMF 3, 5 e 7% e DMA 3, 5 e 7%) a serem adicionados a 5 °C
foram elaborados a partir do diluidor de resfriamento, acrescido de 1,5% Orvus Ex Paste, Equex-Paste e
respectivos crioprotetores para concentracéo final acima mencionada, v/v). O envase do sémen foi feito em
palhetas de 0,5 mL, com concentracdo final de 500 x 10° espermatozéides/palheta. As palhetas foram
congeladas horizontalmente, 5 cm acima do vapor de nitrogénio liquido, por 20 min, sendo apos estocadas
em nitrogénio liquido a -196°C até o descongelamento.

Descongelamento das palhetas: As palhetas foram descongeladas a 37 °C por 20 s, sendo re-
suspensas em tubo cdnico contendo 10 mL de BTS previamente aquecido a 37 °C (1:20, v/v).

Analise de motilidade: Foi feita a incubagdo em banho-maria a 37 °C por 10 min e avaliados a
motilidade (0 a 100 %) através de microscopia 6tica com contraste de fases a 200 x (1).

Analise da integridade de membrana espermatica através de sonda fluorescente: Apés a
avaliacdo da motilidade foi feita a avaliacdo da integridade de membrana espermatica por fluorescéncia (4),
através das sondas Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propidio (IP). A avaliacéo foi feita
em microscoépio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC), através de excitacdo em filtro WU sob
aumento de 400x. Foram contados 200 espermatozoides em uma mesma lamina e classificadas conforme
sua coloracdo em integros (espermatozdides corados em verde em toda sua extensdo) e lesados
(espermatozoides corados em vermelho).

Analise estatistica: Para as variaveis dependentes: percentual de motilidade e espermatozéides com
membrana integra no descongelamento foi gerada analise de variancia pelo modelo linear através de
medidas repetidas. Foram consideradas as variaveis independentes e possiveis interacdes entre elas. A
comparagdo de médias foi feita no teste de Tukey e utilizado o coeficiente de correlagdo de Pearson, para
testar a correlagdo entre as técnicas de motilidade e integridade de membrana. Todas as andlises foram
através do mesmo programa estatistico (13).



RESULTADOS E DISCUSSAO

No descongelamento foi encontrada interagdo entre o tipo de crioprotetor (MF, DMF ou DMA) e a
concentragdo (3, 5 e 7%) utilizados, tanto na avaliacdo da motilidade do sémen (P < 0,05) assim como na
integridade de membrana dos espermatozéides (P < 0,05), cujos resultados estdo apresentados na Tabela 1.
O tratamento com DMA 5% ¢é superior (P < 0,05) tanto para motilidade como percentual de espermatozoéides
com membrana integra ao descongelamento em relagdo aos tratamentos MF3, 5 e 7%, DMF7% e DMA3%.
Na motilidade ao descongelamento o DMA5% néo difere (P > 0,05) dos tratamentos DMF5%, DMA7% e
DMF3%, os quais também ndo diferem entre si (P > 0,05). Para integridade de membrana de
espermatozoides descongelados, os tratamentos DMA5% (50,9), DMF5% (47,9) e DMA7% (46,7), nao
diferem entre si (P > 0,05). O coeficiente de correlacdo de Pearson foi altamente positivo e significativo (r =
0,92, P < 0,0001) entre as técnicas de integridade de membrana por fluorescéncia (CFDA e IP) e microscopia
Optica. A dimetilacetamida é um crioprotetor largamente utilizado nos protocolos de criopreservagdo de
espermatozoéides de peixes (10) e de aves (14), trazendo beneficios a estas espécies na resposta pos-
descongelamento. Em protocolos de criopreservacdo de espermatozoides de peixes a concentracdo de
dimetilacetamida varia de 10 a 15% (10). Em um trabalho comparando crioprotetores e métodos de envase
(pellets e palhetas), foi observado que o glicerol produziu uma menor alteracdo morfolégica nos
espermatozoéides de galos em relagdo ao dimethyl sulfoxide (Me2SO) e a dimetilacetamida, diluidos em
meios de congelamento com diferentes concentracdes de crioprotetores (14). Porém, apds o
descongelamento das amostras na forma de pellets com dimetilacetamida, a fertilidade foi superior em
relagdo as amostras de sémen congeladas com glicerol. Os melhores resultados de motilidade obtidos neste
estudo sdo comparaveis, ou mesmo superiores, aos obtidos por outros autores (3,5,12,16), e proximos a
alguns dos melhores resultados ja obtidos para sémen suino congelado (7), sendo que em todos estes
trabalhos o crioprotetor utilizado sempre foi o glicerol.

CONCLUSAO
O uso de dimetilacetamida e dimetilformamida na concentracdo de 5% pode ser uma alternativa de
crioprotetores para o congelamento de sémen suino.
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Tabela 1: Motilidade e integridade de membrana apos o descongelamento

Tratamento Motilidade, % Integridade de membrana, %
DMA5% 53,8 ° 50,92

DMF5% 50,6 & 479

DMA7% 48,9 *° 46,7 *°

DMF3% 47,9 ®° 46,3 °

DMA3% 46,6 °° 45,2 >

MF3% 44,3 ° 43,4

DMF7% 44,1 ° 42,3°

MF5% 432 ° 43,3

MF7% 34,8° 34,7 ¢

Médias na coluna seguidas de diferentes letras diferem (P < 0,05)



