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Bittencourt, R.F. Viabilidade e fertilidade de sémen ovino criopreservado com glicerol
e dimetilacetamida acrescido de trealose e EDTA. Botucatu, 2009. 201p. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia e o efeito dos crioprotetores glicerol
(GLI) e dimetilacetamida (DMA) em duas concentracdes (3 e 6%), em meio diluidor
com e sem trealose (TRE), associada ou ndo ao EDTA, sobre a viabilidade
espermatica poés-descongelacdo. Para tanto, foram utilizadas quarenta e nove
amostras de sémen de 20 carneiros da raca Santa Inés. Os estudos foram divididos
em trés experimentos. O primeiro comparou as duas concentracdes de GLI em meio
com ou sem a TRE, associada ou ndo ao EDTA. O segundo experimento avaliou a
DMA em duas concentracdes (3 e 6%) em meio com ou sem TRE, associada ou nao
ao EDTA. O terceiro experimento testou os dois diluidores com os melhores
resultados in vitro no experimento 1 e os dois do experimento 2. Todos o0s
experimentos tiveram 0s parametros da cinética espermatica avaliados
subjetivamente e pela analise computadorizada (CASA). A andlise da viabilidade
espermatica foi realizada através da associacdo das sondas fluorescentes iodeto de
propridio, JC-1 e FITC-PSA. Para a analise estatistica das caracteristicas avaliadas,
foi empregado o programa estatistico (SAS), versdo 5.0 (1996). A DMA a 6%
apresentou toxicidade e a 3% demonstrou baixo efeito crioprotetor sobre o
espermatozoide ovino. A adicdo da TRE promoveu efeito negativo sobre a cinética
espermatica, entretanto melhorou os niveis de integridade das membranas
espermaticas pos-descongelacédo. O diluidor com GLI a 6% sozinho foi o protocolo
mais eficaz para a manutencdo da integridade espermatica, entretanto a taxa de
prenhez das fémeas nao diferiu entre os grupos.

Palavras-chave: Ovinos, sémen, criopreservacao, glicerol, dimetilacetamida,
trealose, EDTA.



BITTENCOURT, R.F. Viability and fertility of ram semen cryopreserved with glycerol
and dimethyl acetamide, with trehalose and EDTA. Botucatu, 2009. 201p. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the efficacy and the effect of the
cryoprotectants glycerol (GLY) and dimethyl acetamide (DMA) in two grades (3 and
6%) in extender with and without trehalose (TRE) extender associated or not with
EDTA, on the post-thawing sperm viability. For that, they were used forty nine semen
samples of 20 rams of the Santa Inés breed. The studies were divided into three
experiments. The first one compared the two GLY grades (3 and 6%) in extender
with or without TRE, associated or not with EDTA. The second experiment evaluated
the DMA at two concentrations (3 e 6%) in medium with or without TRE, associated
or not with EDTA. The third one tested the two extenders with the best in vitro results
in experiment 1 and the two from experiment 2. All experiments had the kinetics
sperm parameters evaluated subjectively and by computer analysis (CASA). The
sperm viability evaluation was performed through the multiple sperm parameter
staining with propidium iodide, JC-1 and FITC-PSA. For the statistical analysis of the
characteristics evaluated was used the statistical package (SAS), version 5.0 (1996).
The DMA at 6% was toxic and at 3% had a poor cryoprotective effect for ram semen.
The addition of TRE promoted negative effect on sperm kinetics, entertain improved
levels of sperm membranes integrity post-thawing. The extender with GLI at 6%
alone was the best protocol for maintaining the sperm integrity, however the
pregnancy rates of the ewes did not present difference (P>0.05) among the groups.

Key words: Ovine, semen, cryopreservation, glycerol, dimethy acetamide, trehalose,
EDTA



CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

Segundo dados do IBGE (2006) o rebanho ovino do Brasil, é de 13.856.747 de
cabecas, com 0 maior numero na regiao Nordeste (7.752.139), seguido pela regido
Sul (3.998.753). Em quarto lugar esta a regido Sudeste que passou de 399.925
cabecas em 2001, para 763.617 em 2006. O estado de Sdo Paulo com o maior
rebanho da regido Sudeste (460.746) representa 60,3% destes ovinos (IBGE, 2006).
Do ano de 2003, quando o rebanho ovino era de apenas 287.722 animais (IBGE,
2003), até o ano de 2006 (IBGE, 2006), com o aquecimento da ovinocultura na
regido e no Brasil, 0 estado registrou neste periodo um avanco de 62,4% no niumero
de cabecas, mais de 20% ao ano.

Apesar do crescimento da ovinocultura no Brasil, em numero de animais, a
producdo de carne ovina e seus subprodutos ainda encontram-se abaixo da
demanda do mercado interno, com o volume de importa¢gdes crescendo a cada ano.
Para o abastecimento do mercado interno, o Brasil importou em 2006 7,1 mil
toneladas de carne ovina, cinquenta por cento a mais que no ano de 2005. A maioria
das importacdes é oriunda do Uruguai, que tem conseguido colocar seu produto no
Pais a um preco relativamente menor do que o praticado no mercado interno
(TURINO, 2008). Esta demanda crescente pelos subprodutos de ovinos no pais
evidencia o potencial da ovinocultura em fornecer retorno econdémico para o
investidor brasileiro (VIANA e BORGES, 2005).

De uma forma geral, a caprinovinocultura tem aumentado sua participagcdo no
agronegocio brasileiro e mundial. E para aumentar a produtividade da espécie ovina,
torna-se necessario maximizar o seu potencial biolégico, através de programas de
reproducdo programada, que podem promover o melhoramento genético e como
consequéncia, o0 aumento dos indices produtivos dos ovinos.

Dentre as biotécnicas da reproducao, a inseminacao artificial (IA) é aquela que
propicia maior amplitude de resultados nos programas de melhoramento animal. E o
advento do sémen congelado trouxe uma nova dimensédo para a IA, possibilitando,
de forma maximizada, o melhoramento genético dos rebanhos, pela habilidade em
produzir uma enorme progénie por macho e, em diversos lugares ao mesmo tempo
(LEBOEUF et al., 1998). Além disso, criar a possibilidade da manipulacdo e
armazenamento de material genético (LEBOEUF et al., 2000). Essa caracteristica é

necessaria para criar e difundir o melhoramento genético das racas e facilitando a



aplicacdo das recentes técnicas de genética molecular, em programas de selecéo
animal (LEBOEUF et al., 1998).

O crescimento da inseminacdo artificial tem ocorrido paralelamente ao
desenvolvimento da tecnologia para utilizacdo de sémen congelado, cujo uso tem
sido limitado devido os baixos indices de fertilidade conseguidos com a inseminacao
intracervical nos ovinos (MAXWELL e WATSON, 1996).

Nesses ultimos 50 anos, desde o primeiro relato mundial de congelacdo do
sémen ovino (ARAUJO, 1955), os investimentos nessa tecnologia tém sido
vultuosos, porém, a solucéo ideal para o uso do sémen congelado nessa espécie
ainda nao foi obtida, nem se popularizou com resultados repetitiveis (MORAES,
2003). Isso devido a maior sensibilidade do sémen a congelacao e as caracteristicas
anatomofisiolégicas peculiares das fémeas dessa espécie, que dificultam a
inseminacao transcervical, propocionando baixos indices de fertilidade quando essa
técnica é utlizada. No entanto, a necessidade de um melhor aproveitamento
genético de reprodutores e o alto valor comercial dos mesmos vem servindo de
impulso para o melhoramento da técnica (NEVES et al., 1986).

Os baixos indices de fertilidade das fémeas inseminadas com sémen
descongelado podem ser melhorados com 0s avancos positivos alcancados na
técnica de inseminacéo transcervical (CARNEIRO et al., 2005; SILVA et al., 2005 a;
SILVA et al., 2005 b) e, principalmente, com as melhorias que ainda podem ser
implementadas na técnica de congelacédo de sémen (AISEN et al., 2005).

Alguns autores consideram que o sucesso da utilizacdo de sémen congelado
em programas de inseminacao artificial, necessita do desenvolvimento de diluidores
e protocolos mais eficazes e que melhorem a taxa de gestacdo das fémeas
inseminadas (VALLERIOTE et al., 2005; AISEN et al., 2005).

Assim, este trabalho foi desenvolvido com objetivos de testar a efiacia de dois
crioprotetores penetrantes, o glicerol e a dimetilacetamida, em duas concentracfes
(3 e 6%) e avaliar o efeito destes, em meio hiperosmotico enriqguecido com trealose
ou desta associada ao EDTA, sobre a criopreservacdo do espermatozoide ovino.
Para avaliacdo do status morfofuncional dos espermatozoides pos-descongelacéo
foram utilizadas analises subjetivas e computadorizada da cinética celular,
viabilidade celular através do corante eosina, microscopia de fluorescéncia para
avaliacdo da integridade das membranas espermaticas e do DNA, e por ultimo foi

empregado o teste de fertilidade in vivo.



2. REVISAO DE LITERATURA

Alguns autores consideram que os indices de fertilidade do sémen ovino
congelado ainda podem ser implementados com mudangas, principalmente, nos
aspectos que envolvem a técnica de criopreservacao do sémen da espécie ovina,
como por exemplo, o desenvolvimento de diluidores melhorados (AISEN et al., 2005;
SALLES, 2005).

2.1. Diluidores de congelacéo

Em geral, o diluidor de congelacdo apropriado deve promover uma pressao
osmotica compativel com a do sémen e essa depende dos ingredientes no meio e
da taxa de eletrdlitos e nao-eletrolitos; balanco apropriado de elementos minerais, ja
gue ha indicios de que o nivel de eletrdlitos e ndo-eletrdlitos pode ter um efeito
significativo sobre a fertilidade; combinacdo apropriada de nutrientes, para o
fornecimento adequado de energia aos espermatozdides e manutencdo da
motilidade; neutralizacdo de produtos toxicos produzidos pelos espermatozoides,
como o acido latico e, equilibrio do pH do meio; protecdo contra mudancas de
temperatura, especialmente contra o frio; estabilizacdo dos sistemas enzimaticos e
integridade das membranas conferida por macromoléculas que estabilizardo as
membranas e minimizardo o vazamento de ions e enzimas (AMANN e PICKET,
1987).

A diluicdo do sémen também € importante por permitir um tratamento efetivo do
sémen com antibiéticos, minimizando a possibilidade de transmissdo de patégenos
ou de organismos potencialmente patogénicos, prolongar a sobrevivéncia dos
espermatozoides e protegé-los de condicdes ambientais desfavoraveis, aumentar o
volume do ejaculado, reduzindo os efeitos toéxicos dos subprodutos do metabolismo
espermatico, e possibilitar a avaliacdo apropriada da motilidade espermatica

individual, evitando, ao mesmo tempo, a aglutinacdo dos espermatozoides.



2.1.1. Diluidores convencionais

Os diluidores usados para a preservagdo do sémen ovino, ou de outras
espécies, de forma geral devem ter pH adequado e capacidade de protecdo e
manutenc¢do, osmolaridade adequada, e deve proteger o espermatozoéide de injarias
criogénicas (SALAMON e MAXWELL, 2000).

Diversos diluidores de congelacdo do sémen ovino tém sido testados e
utilizados: os mais comuns sdo os a base de glicina-gema, glicina-gema-leite
(GONZALEZ et al., 1999), 4gua de coco (NUNES, 1998), a base de citrato-acgucar-
gema, leite ou leite desnatado, lactose, sacarose, rafinose e os formulados a base
de tris-gema de ovo (SALAMON e MAXWELL, 2000).

O diluidor formulado a partir da gema de ovo é o mais utilizado para a
preservacao do sémen ovino e advém de um diluidor formulado para congelacdo do
sémen bovino (FOOT et al., 1964; DAVIS et al., 1963), que vem sendo usado
rotineiramente para a espécie ovina.

El-Alamy et al. (2001) em trabalho com ovinos, ao compararam a eficacia dos
meios diluidores tris gema de ovo e leite integral, ndo encontraram diferencas
significativas para os parametros espermaticos avaliados pos-descongelacdo. No
entanto, Gil et al. (2000b) demonstraram melhores indices de viabilidade
espermatica quando o sémen ovino foi congelado em meio a base de leite de vaca e
suplementado com quantidades reduzidas de gema de ovo (5%), comparado ao
sémen congelado com meio tris e 20% gema de ovo. De fato, ao suplementarem o
meio a base de leite, com diferentes concentracdes de gema (5, 10, 15 e 20%). Gil
et al. (2003b) ndo encontraram efeito benéfico com a utilizacdo da gema em
guantidades superiores a 10%.

D’Alessandro et al. (2001) verificaram que a eficacia do diluidor estava
relacionada a concentracdo espermatica na dose inseminante, obtendo melhores
indices de congelabilidade do sémen ovino com o diluidor a base de lactose leite-
gema em maiores concentracbes espermaticas  (100-500 x  10°
espermatozoides/0,25mL), enquanto o meio tris frutose gema obteve melhores
resultados em  menores concentracbes espermaticas (50 x  10°

espermatozoides/0,25mL).



2.1.2. Diluidores a base de lecitina de soja

Os aditivos de origem animal (gema-de-ovo e leite), comumente adicionados a
diluidores de congelacdo de sémen, representam um risco potencial para a
contaminacdo do diluidor, caso certos contaminantes (microbianos ou outros)
estejam no produto in natura. Além desse fato, também h& uma falta de controle da
qualidade desses aditivos, devido a grande variacdo da composi¢cdo dos mesmos
(GIL et al., 2003).

De fato, Bousseau et al. (1998) ao realizarem analises microbiolégicas em dois
diluidores de congelacao de sémen comerciais, adicionados de gema de ovo ou esta
associada ao leite, demonstraram que todas as amostras estudadas (n=17), mesmo
na presenca de associacbes de antibioticos de larga acdo (penicilina,
estreptomicina, lincomicina, espectinomicina ou gentamicina, tilosina, lincomicina e
espectinomicina) encontravam-se com contaminacdo moderada (10-60 CFU/mL) de
agentes bacterianos ou destes associados a mycoplasma. Este fator, associado a
falta de padronizacdo desses aditivos, que podem apresentar grande variacdo nas
suas composicdes (GIL et al., 2003b) estimularam o desenvolvimento de diluidores
comerciais formulados a base de lecitina de soja, como uma alternativa a utilizacéo
da gema de ovo e do leite (Biociphos® and Bioexcell®, IMV, L'Aigle, France) e com
indices de fertilidade semelhantes aqueles do sémen de bovinos e ovinos
criopreservados com os meios convencionais (FUKUY et al., 2008; GIL et al., 2003a;
GIL et al., 2000a).

Apesar dos resultados positivos obtidos com a utilizacdo dos meios a base de
lecitina de soja para a congelacdo do sémen ovino e bovino, Bittencourt et al. (2008)
encontraram baixos indices de congelabilidade do sémen de caprinos, ao utilizar o
meio Bioxcell®. Os autores relataram taxas de motilidade espermatica de 27% com
este diluidor, valor inferior (P<0,05) ao observado com o diluidor tris gema (47%) no
mesmo trabalho, e inferior também aos 56% de motilidade espermatica relatados por
Gil et al. (2003a). Contudo, é importante ressaltar as diferencas na metodologia
empregada para a congelacdo do sémen. Esses ultimos utilizaram a metodologia
rotineiramente empregada na Suécia com a diluicdo do sémen em duas etapas,
adicionando a fracéo do diluidor com glicerol somente ap6s o resfriamento do sémen
a temperatura de 5°C, tanto para o diluidor Bioexcell quanto para o leite-gema de

ovo. No estudo desenvolvido por Bittencourt et al. (2008), para todos 0s grupos



experimentais foi utilizado o método de diluicio em uma etapa, jA com a
concentracéo final de glicerol, inclusive para o Bioexcell, j& que esta é a forma na
qual é feita a sua comercializacdo no Brasil. Esse fato sugere que melhores
resultados com a utilizagéo do Bioexcell® para a congelacdo do sémen poderiam ser
obtidos empregando-se a diluicdo em duas etapas.

Gil et al. (2003a) compararam a eficacia do Bioexcell®, em relacdo a um
diluidor convencional, a base de leite-gema de ovo, para a criopreservacao do
sémen ovino. O estudo verificou indices de fertilidade semelhantes entre as ovelhas
inseminadas com o sémen congelado nos diferentes protocolos.

Taxas de fertilidade semelhantes (P>0,05) também foram observadas por
Fukuy et al. (2008) apds inseminacgdo das ovelhas com o sémen congelado em meio
tris gema (64%), BSA (58%) e a base de lecitina (56%) (Andromed®, Minitub,
Tiefenbach, Alemanha). Em trabalho posterior, a mesma equipe (HIWASA et al.,
2009), apos superovulagcdo das ovelhas, obtiveram bons indices de estruturas
fertilizadas (81%) e taxa de prenhez (72%), ap0s inseminacao laparoscopica em
tempo fixo com sémen congelado com 0 Andromed®.

Gil et al. (2003a) ressaltam que o diluidor a base de lecitina de soja, sem
aditivos de origem animal, pode ser uma alternativa segura quando o sémen
congelado for utilizado para a introducao de material genético em um novo rebanho
e, principalmente, em um outro pais, minimizando os riscos de veiculacdo de

patégenos.

2.2. Crioprotetores

Agentes crioprotetores sdo essenciais para a criopreservacdo de quase todos
sistemas biolégicos (FAHY, 1986). A primeira descricdo do uso de crioprotetores
para a criopreservacao € originada de Maxinov (1908) apud Salamon e Maxwell
(1995) que observou que uma populacédo parcial, de tecidos e células de plantas
suspendidas em solugGes contendo glicerol, sobreviveu a congelacdo a 22°C
negativos.

Esses agentes devem ser adicionados aos diluidores seminais para
possibilitarem a sobrevivéncia dos espermatozoides durante o processo de

congelacao e descongelacdo (AMANN e PICKET, 1987). Estes componentes s&o
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classificados como penetrantes, quando exercem sua acgéo crioprotetora dentro da

célula ou ndo penetrantes, cuja atividade de crioprotecéo ocorre fora da célula.

2.2.1. Crioprotetores penetrantes

Entre os crioprotetores penetrantes, o glicerol € o mais frequentemente utilizado
para os espermatozéides, desde a demonstracdo da sua eficacia (SMITH e POLGE
et al., 1950), e tém acédo tanto intracelular como extracelular na protecdo das
estruturas celulares. O efeito protetor do glicerol é atribuido a sua propriedade
coligativa ou de ligagdo com a agua (SALOMON e MAXWELL, 1995), reduzindo a
temperatura de congelacdo do meio intracelular (HAMMERSTEDT et al. 1990),
prevenindo a formagéo de cristais de gelo. Também aumenta o volume de canais de
solventes descongelados, dilui as altas concentracdes de sais (SQUIRES et al.,
1999) e diminui a pressao osmoética do meio resfriado (SALAMON e MAXWELL,
1995).

O glicerol tem sido o crioprotetor mais usado para a congelacdo de sémen
ovino. Para o sémen congelado através do método convencional lento e com o uso,
principalmente, de diluidores hipertbnicos, a maioria dos estudos demonstra que as
melhores concentracdes de glicerol encontram-se entre 6% a 8% e para a
congelagcdo espermatica rapida, pelo método de “pellets”, melhores taxas de
sobrevivéncia espermatica sdo atingidas com 3 a 4% de glicerol no diluidor
(SALAMON e MAXWELL, 2000).

Apesar do glicerol ser o crioprotetor mais utilizado nos diluidores de congelacao
do sémen ovino, alguns autores afirmam que a sua atividade crioprotetora sobre o
espermatozoide € prejudicada pelo seu efeito negativo sobre a viabilidade e
fertilidade pds-descongelacdo (FAHY, 1986). Seus efeitos deletérios aos
espermatozoides incluem estresse osmético, mudancas na organizacao, fluidez e
permeabilidade da membrana plasmatica, assim como desorganizacdo da sua
composicao lipidica (WATSON, 1995).

Devido a toxicidade do glicerol alguns autores tém preferido fazer a adicdo do
glicerol somente apés o resfriamento do sémen & temperatura de 5°C (FISER e
FAIRFULL, 1989), realizando a diluicdo em duas etapas. Porém, nos dias atuais, a

diluicio em uma etapa é geralmente utilizada com bons resultados, e ndo ha
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nenhuma evidéncia convincente que suporte a necessidade da utilizacdo do
procedimento mais complicado, que é a diluicio em duas etapas (SALAMON e
MAXWELL, 2000).

Esse efeito toxico do glicerol tem acarretado a pesquisa e utilizacdo de outras
substancias, classificadas como crioprotetores intracelulares, em diluidores de
congelacao de sémen ovino.

Outros crioprotetores internos incluem os do grupo de rapida penetracdo, o
etilenoglicol, propanodiol e o dimetil sulféxido (DMSO), que tém menores pesos
moleculares que o glicerol, e agem protegendo o espermatozdide, provavelmente,
através do mesmo mecanismo que o glicerol (MOLINIA et al., 1994a). Estes autores
estudaram a eficiéncia desses crioprotetores, sozinhos ou em diversas associagoes,
na criopreservacado do espermatozoide ovino. Inicialmente verificou-se a ineficacia
do DMSO, como crioprotetor do espermatozoéide ovino. Também foi verificado que,
apesar do etilenoglicol e do propanodiol exercerem atividade crioprotetora sobre 0s
espermatozoides, o glicerol sozinho na concentracdo de 6%, obteve os melhores
resultados tanto na motilidade péds-descongelagcdo, quanto na percentagem de
acrossomas intactos.

Os alcoois poliidricos ou polidis, que sao estruturalmente semelhantes ao
glicerol, também, foram estudados na crioprotecdo do espermatozodide ovino por
Molinia et al. (1994b), sozinhos ou associados ao glicerol. Esses autores, porém,
concluiram que o glicerol, sozinho (6%), foi mais eficaz que os polidis estudados
(adenitol, inositol, manitol, sorbitol e xilitol), tanto nas associa¢cfes, quanto sozinhos.

Molinia et al. (1994a) ainda citaram que o melhor desempenho do glicerol esta
ligado a existéncia de uma interacdo entre esse e a membrana plasmatica do
espermatozoide ovino, 0 que ndo acontece com 0S outros crioprotetores
penetrantes. Os autores também afirmam que a afinidade dos crioprotetores pela
agua, é a principal caracteristica dos solutos que protegem as células vivas das
temperaturas a baixo do ponto de congelacao, e que essa estreita afinidade, € mais
significativa para o glicerol, do que para os outros crioprotetores. Nesse estudo
também se observou o efeito toxico quando os crioprotetores foram associados.
Esse fenbmeno ja havia sido reportado por Fahy (1986), e nho momento ele o
denominou como injurias da congelacédo pela associacdo de crioprotetores.

Outros crioprotetores penetrantes tém sido estudados para congelar o sémen

de mamiferos domésticos, como os crioprotetores da funcdo quimica alcool:
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propilenoglicol, etanol, metanol e alguns da fungdo quimica amida: acetamida,
metilacetamida, dimetilacetamida, formamida, metilformamida, dimetilformamida,
lactamida e butiramida. Alguns crioprotetores penetrantes como o dimetil sulfoxido
(DMSO) e a acetamida tém desempenhado efeito crioprotetor satisfatorio durante a
criopreservacdo de sémen de coelho, uma espécie considerada de dificil
congelabilidade. Outros crioprotetores como a acetamida, metilacetamida e
dimetilformamida tém demonstrado adequado efeito protetor aos espermatozoides
congelados de equinos, sendo alternativas interessantes para a congelacdo de
sémen de garanhdes considerados maus congeladores (Keith, 2002; Alvarenga et
al., 2000; Alvarenga et al., 2002; Snoeck, 2003).

Segundo Alvarenga et al. (2005), dentre as amidas a dimetilformamida é a que
tem promovido melhores indices de congelabilidade do sémen equino, como
também, quando comparado com o glicerol, tem obtido melhores taxas de
fertilidade. As amidas podem representar alternativas promissoras também para a
congelacdo de sémen ovino, com possibilidade de minimizar a variabilidade
individual de congelabilidade entre ejaculados de um mesmo carneiro e com iSso
melhorar os resultados de fertilidade pds-descongelacao.

Skeff et al. (2008) testaram a eficacia da metilformamida em diferentes
concentragcfes para a criopreservacao do sémen ovino. Ao comparar com o glicerol
(5,3%), a metilformamida a 3% proporcionou indices de motilidade espermatica e
integridade de membrana poOs-descongelacdo e apds o teste de termoresisténcia
lento (3h), semelhantes. Os autores sugeriram que também para a espécie ovina, as
amidas podem representar uma alternativa importante para a preservacao
espermatica, sendo necessario, no entanto, estudos para analisar sua fertilidade in
vivo.

O etilenoglicol foi testado Bittencourt et al. (2004) na preservacdo do sémen
caprino. Os autores observaram um maior nimero de defeitos maiores e totais
(p<0,01) para o grupo com sémen congelado em diluidor contendo o glicerol (7%)
em relacdo ao grupo com etilenoglicol (7%), apesar da menor motilidade encontrada
para o segundo grupo (p<0,0001).

Neves Neto et al. (1995) utilizando as mesmas concentracdes de etilenoglicol e
glicerol, encontraram maiores indices de éguas prenhes com a utilizacdo do sémen
congelado com etilenoglicol, demonstrando existir um crioprotetor alternativo para a

congelacao de sémen equino.
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Em trabalhos realizados com ovinos observou-se que os meios de congelacéo
contendo etilenoglicol, utilizado na concentracdo de 0,5M, propiciaram motilidade e
vigor, semelhantes ao glicerol (0,72M), porém, promovendo uma melhor protecéo
acrossomatica (MORAES et al.,, 1998) e melhor preservacdo da integridade das
membranas espermaticas (BRIOSOLA et al. 1999). O etilenoglicol ja foi testado
anteriormente para a criopreservacdo do sémen ovino. Entretanto, segundo o
levantamento bibliografico realizado, todos os trabalhos encontrados, foram
desenvolvidos com sémen ovino congelado em pellets (MORAES et al.,1995,
BRISOLA et al., 1999; MOLINIA et al., 1994) e ndo em palhetas ou mini-palhetas,
que, atualmente, sdo as formas convencionais de comercializagdo de sémen
congelado de todas as espécies animais no Brasil.

A toxicidade dos crioprotetores € um obstaculo fundamental ao potencial da
crioprotecao artificial completa, porém esse fendmeno ainda permanece pouco
compreendido (FAHY et al., 1990).

Com o conhecimento biolégico e fisico-quimico atual dos efeitos dos
crioprotetores, é sugerido que a toxicidade destes agentes € um fator limitante,
fundamental, dentro da criobiologia. Esse fato ndo s6 faz com que esta toxicidade
impossibilite o uso de niveis necessarios desses aditivos, para que se consiga uma
acao crioprotetora completa, mas também pelo fato dessa toxicidade ser
manifestada na forma de crioinjurias, sobre e além dos processos classicos de
crioinjuria celular. Isso acaba levando ao confundimento de quais alteracfes
celulares foram causadas pelos efeitos toxicos do crioprotetor ou pelos inimeros
processos da criopreservacao celular que podem ocasionar danos celulares. O autor
sugeriu que uma melhor supressao dessa toxicidade € possivel, o que possibilitara
avancos no processo de criopreservacao celular (FAHY, 1986).

Leibo (2003)' discorda desse conceito de toxicidade celular provocada pelo
crioprotetor e afirma que as lesdes espermaticas sdo consequéncia do choque
osmotico provocado pela introducdo do sémen em um meio contendo um
crioprotetor, ja que estes acarretam altas osmolaridades ao meio, incompativeis com
a osmolaridade seminal, que € em torno de 300 mOsmol/L. Snoeck (2003) verificou
gue a osmolaridade do seu diluidor de congelacdo (lactose-EDTA-gema-de-ovo)

sem o crioprotetor era de 356 mOsmol/L, apos a introducdo do glicerol (5%) e

L LEIBO, S.P. XV Congresso Brasileiro de Reproducio Animal, (Comunicacéo Pessoal), 2003
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etilenoglicol (5%), em duas solucdes diferentes, a osmolaridade foi para 1110
mOsmol/L e 1230 mOsmol/L respectivamente, demonstrando que 0s
espermatozoides podem sofrer um estresse osmaotico grande em decorréncia desse
diferencial de osmolaridade entre o sémen fresco e apds diluicio nos meios de
congelacéo.

Esse fato discorda dos achados de Fiser e Fairfull (1989), que demonstraram
gque a motlidade poOs-descongelacdo e a integridade acrossomal de
espermatozoides de carneiros, ndo foram afetadas pelas mudancas osmoéticas
glicerol-dependentes, associadas com a diluicdo do sémen. Peris et al. (2000)
relatam que o espermatozoéide ovino mostrou resisténcia intermediaria as variagdes
osmoticas, ndo tendo havido danos a membrana em solucado hiperosmética de
citrato de sédio a 920mOsmol. Essa observacéo vai de acordo com Curry e Watson
(1994) ao relatarem que a viabilidade dos epermatozoéides ovinos foi menos afetada
pela desidratacdo em solucgdes hiperténicas que pela dilatacao celular apés diluicdo

em meio hipoténico.

2.2.2. Crioprotetores néao penetrantes

Os crioprotetores néo penetrantes como a lactose e as lipoproteinas
encontradas na gema do ovo, agem somente no compartimento extracelular. Estes
crioprotetores favorecem a desidratacdo dos espermatozoides, reduzindo a
probabilidade de formacao de grandes cristais de gelo dentro das células (SQUIRES
et al. 1999).

A gema de ovo tem sido largamente usada como crioprotetor da membrana
plasmatica do espermatozdide em diversas espécies, inclusive na espécie ovina
(GONZALEZ et al., 1999; MEDINA et al., 2004; OBA et al., 2004). WATSON (1995)
cita que a gema seria 0 mais efetivo agente protetor do espermatozdéide contra o
choque térmico provocado pelo frio, prevenindo o dobramento de cauda dos
espermatozoides e protegendo a motilidade espermatica.

Watson e Martin (1975) observaram que a gema de ovo conferia certa protecao
ao espermatozoide contra a queda de motilidade e sugeriu que essa protecao
ocorreria durante o resfriamento e congelagdo por sua interacdo com a membrana

plasmatica do espermatozoéide.
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Os lipidios presentes na gema-de-ovo sao 0s principais responsaveis pela acao
protetora sobre a membrana espermatica. O componente essencial de sua agéo é a
interacdo desses lipidios na gema-de-ovo com a membrana espermatica, tornando-a
mais resistente durante o resfriamento (WATSON, 1995).

Quinn et al. (1980) observou que ao adicionar fosfolipidios ao sémen lavado de
carneiros, foi promovida uma imediata protecdo contra o choque térmico, verificada
pela avaliacdo da motilidade. Ao relavarem o sémen, este se tornou novamente
susceptivel ao choque térmico. Esses autores notaram que os fosfolipidios
adicionados ao sémen e incubados por 3h a 37°C, ndo tinham se incorporado as
membranas celulares e que a relacdo de fosfolipidios e colesterol no
espermatozoide ndo foi mudada e, assim, concluiram que o efeito protetor dos
fosfolipidios contra choque térmico dos espermatozoides de carneiros é devido a
uma delicada interacéo dessas estruturas lipidicas com a membrana plasmatica das
células.

Daskin e Tekin (1996) verificaram uma maior taxa de motilidade e uma menor
percentagem de lesdo de acrossoma (respectivamente 47% e 25%) poés-
descongelacéo para o sémen congelado em meio contendo gema de ovo, que para
as amostras congeladas em meio sem gema (19% e 33% para motilidade e leséo
acrossomal, respectivamente).

Fiser e Fairfull (1986) verificaram que a adicdo da gema de ovo ao diluidor do
sémen promoveu melhores indices de sobrevivéncia espermatica apds 0 processo
de congelacédo descongelacao, principalmente quando o sémen ovino foi submetido
a uma curva rapida de resfriamento, previamente a congelacéo.

Outros dois agentes que tém mostrado possuir propriedades crioprotetoras sao
a glicina betaina e a prolina. Estes agentes estabilizam a membrana plasmatica,
provavelmente, por manterem a hidratacdo das proteinas de membrana (WATSON,
1995). Sanchez-Partida et al. (1998) testaram a utilizacdo dessas duas substancias
para a congelacdo do sémen ovino e verificou que o percentual de espermatozoéides
méveis pos-descongelacéo foi maior na presenca da glicina betaina e da prolina do
gue quando as mesmas estavam ausentes no diluidor, entretanto a fertilidade do
sémen com esses aditivos foi reduzida.

Além das lipoproteinas do leite e da gema de ovo, outras substancias atuam

como crioprotetores nao penetrantes, como a albumina sérica bovina (BSA),
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acucares como a frutose, trealose, lactose, manose, rafinose, polimeros sintéticos
como a polivinilpirrolidona, metilcelulose e amido (JASKO, 1994; McKINNON, 1996).

2.2.2.1. Albumina sérica bovina - BSA.

Apesar do efeito positivo da utilizagdo da gema de ovo nos diluidores para a
manutencdo da viabilidade espermatica pés-descongelacdo, esse componente tem
0 inconveniente de apresentar uma falta de controle da qualidade, devido a grande
variagdo na sua composicao (GIL et al., 2003a), bem como os riscos de
contaminacao bacteriana (Bousseau et al.’ 1998). Esses fatos vém estimulando o
desenvolvimento de diluidores quimicamente definidos, ou semi-definidos,
formulados a base de lecitina de soja ou albumina sérica bovina, para a substituicao
da gema de ovo nos meios de congelacdo do sémen ovino (GIL et al., 2000b; GIL et
al., 2003a; MATSUOKA et al. 2006; FUKUY et al, 2007).

Matsuoka et al. (2006) avaliaram diferentes concentracbes de BSA (0; 0,3; 15;
10 e 15%) no meio de congelacdo do sémen ovino, sem gema de ovo. O sémen
congelado com 10 e 15% de BSA apresentou os maiores indices de motilidade
espermatica pos-descongelacdo, em relacdo aos demais grupos estudados,
inclusive quando comparado ao meio frutose com 20% de gema de ovo. Estes
resultados vao de acordo com os observados em trabalhos de Fukuy et al. (2007) e
Fukuy et al. (2008) que ao congelarem o sémen de carneiros com 0S meios tris-
gema de ovo (15%) ou BSA (10%) sem gema de ovo, obtiveram taxas de fertilidade
semelhantes (64 e 66% com tris-gema versus 58 e 65% com BSA) das fémeas
inseminadas em tempo fixo, via intra-uterina. Estes achados indicam que a BSA
pode substituir integralmente a gema de ovo nos meios de congelacdo do sémen

ovino, sem comprometer os indices de fertilidade.

2.2.2.2. Trealose

Os acucares tém diversas fungdes no diluidor de sémen, incluindo o

fornecimento de substrato energético para os espermatozoides, a manutencao da
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pressdo osmotica do meio e atuando como um crioprotetor (BERLINGUER et al.,
2007).

Um agucar que tem se destacado como crioagente espermatico é a trealose
gue € um dissacarideo e exerce agao crioprotetora sobre o espermatozéide pela sua
atividade desidratante e interagdo com as membranas celulares.

A atividade crioprotetora sobre as membranas plasmaticas exercida pela
trealose estaria relacionada a sua capacidade de estabelecer pontes de hidrogénio
com as cabecas polares dos fosfolipidios da membrana, substituindo, assim, as
moléculas de 4gua durante o processo de desidratacdo prevenindo a ocorréncia dos
eventos de fusdo das membranas plasmaticas (BAKAS e DISALVO et al., 1991).

Além de promoverem a estabilidade da membrana plasmética os
dissacarideos, como a sacarose e a trealose, também tem a capacidade de
preservar as proteinas de membrana, através da substituicio da agua presente
entre as cadeias de aminoacidos, mantendo a proteina estavel e evitando sua
desnaturacdo (LESLIE et al. 1995). Dessa forma, a utlizacdo da trealose tem
promovido melhorias nas taxas de motilidade e preservagdo da morfologia
espermatica ovina pos-descongelacdo (AISEN et al., 2000; AISEN et al., 2005).

Aisen et al. (2005) demonstraram que a utilizacdo de um diluidor hiperténico a
base de trealose aumentou a viabilidade e fertilidade do sémen pos-descongelacéo.
Nesse estudo, a adicdo de 100 mOsmol/L de trealose ao diluidor possibilitou o
aumento de 35% de motilidade espermatica pds-descongelacdo, em relacdo ao
sémen congelado no diluidor sem o dissacarideo. E o0 sémen dos carneiros diluidos
e criopreservados em meio contendo a trealose possibilitou, em dois experimentos,
indices de nascimento de 45% e 47% com a inseminacao transcervical. indices de
fertilidade duas vezes e meia superiores a fertilidade obtida pelo grupo controle, sem
trealose.

Entretanto, existem relatos de insucesso com a utilizacdo da trealose para a
congelacdo do sémen ovino, como o estudo realizado por Valleriote et al. (2005) e
Bittencourt et al. (2007), que ndo observaram o efeito positivo da adi¢do da trealose
no diluidor de congelacdo. Esses Utimos encontraram, através da analise
computadorizada, taxas inferiores (P<0,05) de motilidade espermatica para o sémen
congelado com adicdo de 100mOsmol de trealose comparado com o grupo controle

tris gema de ovo de, respectivamente, 83% e 67%.
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Esses resultados vao de acordo com estudo recente desenvolvido pela mesma
equipe (BITTENCOURT et al., 2008b) com ovinos, cujos valores da motilidade total
(MT), velocidade curvilinea (VCL) e deslocamento lateral de cabeca (ALH) foram
inferiores (P<0,05) para o sémen congelado em meio hiperosmético a base de
trealose, em relagdo ao meio isotonico (similar sem trealose). Este fato
provavelmente esté relacionado a maior densidade do meio diluidor hiperténico, que
pode influenciar o deslocamento espermético, reduzindo os movimentos (ALH) e as
velocidades destes (VAP, VSL, VCL). Dessa forma, os resultados das avaliagbes da
cinética espermatica ficam comprometidos no meio hipertbnico, em relacdo aos
meios isotonicos, usados mais comumente. Os autores verificaram que essas
diferencas ndo representaram alteracdes espermaticas importantes, como as
relacionadas a membrana plasmatica ou as organelas, especialmente as
mitocondrias, responsaveis pelo metabolismo energético e que € uma das causas
da reducao verificada nos parametros da cinética espermatica. Isso foi demonstrado
pelos indices semelhantes de integridade da membrana plasmatica, acrossomal e
potencial de membrana mitocondrial entre os grupos controle e com adicdo de
100mOsmol de trealose. Este fato reforca a justificativa de que o meio diluidor
hipertbnico exercer maior resisténcia aos espermatozdides e isto estaria
representado pelas taxas inferiores das caracteristicas relacionadas a cinética
espermatica.

Com o objetivo de reduzir o percentual de glicerol no meio de congelacéo,
minimizando consecutivamente o0s provaveis efeitos tdxicos desse crioagente,
Bittencourt et al. (2008a) testaram a eficacia de um meio enriquecido com trealose
(100mOsmol), associado a uma concentracao inferior de glicerol (3%). No entanto,
nao tiveram sucesso, cujo grupo controle contendo 6% de glicerol obteve as
melhores taxas de viabilidade espermatica pés-descongelacéo.

Os resultados conflitantes existentes na literatura cientifica sobre o efeito da
adicdo da trealose aos meios isotbnicos a base de gema de ovo-glicerol, sobre os
indices de viabilidade espermatica pés-descongelacao (BITTENCOURT et al. 2008,
BITTENCOURT et al. 2008b; AISEN et al., 2005; ABGOALA e TERADA, 2003;
AISEN et al., 2000), podem ser justificadas pelas variacbes nos protocolos de
diluicdo, descongelacédo e rediluicdo, composi¢cao do meio diluidor e concentracao

da trealose utilizada.
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Alguns trabalhos tém demonstrado que atividade de crioprotecéo da trealose
pode ser potencializada quando a mesma é utilizada em conjunto com o EDTA,
cujos autores afirmam que h& a existéncia de uma atividade sinérgica importante
entre essas substancias (AISEN et al., 2000; BAKAS e DISALVO, 1991).

Esses achados discordam dos observados por Bittencourt et al. (2008b). Neste
estudo os autores encontraram indices inferiores de motilidade espermatica,
velocidade progressiva, velocidade curvilinea, velocidade de trajeto, deslocamento
lateral de cabeca e de espermatozdides rapidos (%), tanto para o sémen congelado
apenas com a adicdo da trealose como pra associacao trealose mais edta.

2.3. Aditivos utilizados no meio de congelacao

Alguns autores consideram que os indices de fertilidade do sémen ovino
congelado ainda podem ser implementados com o desenvolvimento de diluidores
melhorados (AISEN et al., 2005; SALLES, 2005; VALLERIOTE et al., 2005).

Dessa forma vem-se buscando enriquecer o meio de congelacdo do sémen
ovino com substancias com diferentes funcbes, que juntas ou individualmente
possam possibilitar a maximizacado do processo de criopreservacao celular, refletido

em maiores indices de fertilidade das fémeas inseminadas.

2.3.1. Quelante de Célcio EDTA

A peroxidacédo dos fosfolipidios da membrana espermatica é um outro fator que
influencia a queda da fertilidade do sémen congelado. Essa peroxidacdo pode ser
prevenida através da manipulacdo seminal em condicfes anaerbbicas e através da
utilizacdo de antioxidantes e agentes quelantes como o EDTA (etileno-diamino-tetra-
acetato-dissodico) (SALAMON e MAXWELL, 2000).

Além desse fato, em temperaturas reduzidas, ha uma queda na sintese de ATP
e todos os mecanismos fisiolégicos dependentes de ATP, como a bomba de sddio-
potassio, ficam comprometidos. Isso pode resultar em uma despolarizacdo parcial
da membrana plasmatica, provocando a abertura dos canais de calcio controlados

por voltagem, levando, assim, ao influxo do mesmo. Esse aumento do célcio
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intracelular promoveria a ativacdo das fosfolipases, e, assim, ocorreria a hidrélise
dos fosfolipidios da membrana espermética. Tanto as alteragbes provocadas aos
fosfolipidios, como a formacgéo de acidos graxos livres, acarretariam um aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial e plasmatica, o que potencializaria a
morte celular (AMANN e PICKETT, 1987).

Outro fator importante é a interacdo entre o ion de Ca2+ e os lipidios de
membrana, o qual tem importante influéncia sobre a orientacdo das cabecas polares
dos fosfolipidios da membrana, do grau de solubilidade e da fase de transicédo
guando h&4 mudanca de temperatura (BAKAS et al.,, 1991). O calcio também tem
uma importante funcdo na ocorréncia da reacdo acrossomal, que é reduzida na
presenca do etileno-diamino-tetra-acetato-dissodico (EDTA) (ROLDAN et al., 1994).

Visando minimizar o efeito deletério do calcio durante o processo de
congelacdo, a partir de 1973, alguns autores passaram a empregar o EDTA em
meios diluidores para a congelagéo de sémen equino (MARTIN et al., 1979).

A funcdo principal do EDTA é a de quelar o célcio no meio extracelular,
diminuindo seu influxo para o meio intracelular (WATSON, 1981). Essa funcéo é
extremamente importante, principalmente no processo de resfriamento, ja que a
concentracao de calcio intracelular aumenta na propor¢cao em que cai a temperatura,
sendo o espermatozéide capaz de restaurar os niveis normais de célcio até 22°C ou
em temperaturas superiores a esta, por um periodo de até duas horas. Porém o
acumulo irreversivel de célcio intracelular pode ser observado ao resfriar o
espermatozdide bovino a temperaturas abaixo de 16°C, estando esse acontecimento
correlacionado com a ocorréncia de lesbes na membrana espermatica
(ROBERTSON e WATSON, 1986).

Assim, o EDTA tem sido adicionado na composicdo de diluidores de
centrifugacdo e de congelacdo de sémen da espécie equina (ALGHAMDI et al.,
2002, DEVIREDDY et al., 2002), de Ihama (BAER et al., 1999), de bovinos e bufalos
(DHAMI et al., 1993), suinos (NUNES et al., 2000) e caprinos (PURANIK et al 1994 e
BITTENCOURT et al., 2004). Para a congelacdo do sémen ovino o EDTA foi usado
por Bittencourt et al. (2008b), Aisen et al. (2005) e Aisen et al. (2000).

Dhami e Sahni (1993) observaram, no sémen de bovinos e bubalinos, uma
superioridade (P<0,05) de 10-12% na taxa de motilidade espermatica pos-
descongelacao com o diluidor que continha 0,1% de EDTA em sua composicao, em

relagéo ao diluidor que ndo o continha.
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Bittencourt et al. (2004) também observaram taxas de motilidade espermética
10% superior para os espermatozoéides caprinos congelados em diluidor com 0,1%
de EDTA, em relacdo ao diluidor que ndo o continha.

Em trabalho recente com ovinos, esses autores (BITTENCOURT et al., 2008b)
demonstraram que a adicdo do quelante de calcio EDTA (0,1%) ao meio com
trealose ndo promoveu melhorias nas taxas de cinética espermatica pos-
descongelacgéo, cujos resultados, embora numericamente superiores (exceto para
motilidade total) aos obtidos com a trealose sozinha, ndo representaram diferenga
significativa. Observou-se também, que o EDTA néo foi eficaz para a reducdo das
alteracbes de membrana plasméatica, acrossomo e membrana mitocondrial, quando

comparado com 0s meios que ndo o continha.

2.3.2. Emulsificantes

Alguns trabalhos tém demonstrado que a introducdo de substancias
emulsificantes, como o dodecil e lauryl sulfato de sédio ao meio de congelacéo, tem
melhorado os indices qualitativos, sobrevivéncia e longevidade dos espermatozoides
pos-descongelacdo, de cdes (ROTA et al., 1999; PENA e LINDE-FORSBERG, 2000;
PENA et al., 2002), equinos (FURST, 2002), caprinos (BITTENCOURT et al., 2005)
e ovinos (MAIA et al., 2005, ALAMY e FOOTE 2001; OLIVEIRA et al., 1988).

A funcdo do emulsificante € aumentar a disponibilidade dos fosfolipidios da
gema de ovo, melhorando assim a sua capacidade de protecdo a membrana
plasmatica dos espermatozoides contra o choque térmico e as alteracdes
promovidas pelo processo de criopreservacédo (ROTA et al, 1999).

O OEP (ovus es paste) foi testado por MAIA et al. (2005) no diluidor de
congelacdo do sémen ovino. Os autores compararam a congelabilidade do sémen
ovino em um diluidor a base de Tris-gema de ovo com 0%, 0,5% e com 1% de OEP.
Esse estudo demonstrou que a adicdo do OEP aumentou (P<0,05) a motilidade total
e progressiva do espermatozéide em relacdo ao meio sem detergente. No diluidor
Tris a motilidade total e progressiva foram de 34% e 24%, respectivamente,
enquanto que no meio Tris com 0,5% de Equex essas foram de 65% e 39% e no
Tris com 1% foram 70% e 39%. Resultados que demonstraram o efeito benéfico da

utilizacdo do detergente na congelacdo do sémen ovino.
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Resultados benéficos com a utilizacdo de emulsificantes no meio de
congelacdo do sémen ovino foram relatados por El-Alamy e Foot (2001) e Oliveira et
al. (1998) que observaram maiores indices de células vivas, motilidade progressiva,
integridade acrossomal e taxa de paricdo, quando comparado com O Ssémen
congelado com 0 meio sem o emulsificante.

Pena e Linde-Forsberg (2000) em trabalho com cées e Bittencourt et al. (2008
c¢) trabalhando com caprinos, também demonstraram que o diluidor de congelacdo
do sémen que continha 0,5% de emulsificante promoveu melhores (P<0,05) indices
de sobrevivéncia pds-descongelacéo e apds o teste de termoresisténcia.

Entretanto, Foote e Arriola (1987) com sémen de touro, citam que a adicdo de
detergente ao diluente a base de leite foi extremamente deletério aos
espermatozoides, resultando em reducao da motilidade espermatica pré-congelacéo

e auséncia da mesma apos a congelacéo-descongelacao.

2.3.3. Antioxidantes

Metabolitos reativos do oxigénio (ROS) sédo formados e degradados por todos
0s organismos aerobicos, levando tanto a concentracgdes fisiologicas requeridas para
funcionamento normal das células, ou em excessivas quantidades, levam ao
chamado estresse oxidativo. Os ROS incluem um nuamero de moléculas reativas
guimicamente, derivadas do oxigénio, sendo algumas mais reativas, como o radical
hidroxila e outras menos reativas, como o0 peroxido de hidrogénio e o superéxido
(NORDBERG e ARNER, 2001).

Os sistemas de protecdo antioxidante nos espermatozoéides sao primariamente
de origem citoplasmatica. Entretanto, os espermatozoéides durante as fases finais de
diferenciacdo perdem a maioria do seu citoplasma, descartando parte significativa
do citoplasma contendo os antioxidantes que agiriam combatendo os efeitos
deletérios das espécies oxigénio reativas e peroxidacdo lipidica (BUCAK et al.,
2007).

A liberacdo controlada e espontanea de oxigénio molecular, formando baixas
concentracfes de ROS é requerida para a manutencao da capacidade fertilizante e

para o processo de capacitacao/reacdo acrossomal dos espermatozoides (BUCAK
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et al., 2007). Entretanto, excessivas quantidades de ROS inibem a motilidade
espermatica e a capacidade fertilizante (BAUMBER et al., 2000).

A criopreservacao induz o estresse fisico e quimico da membrana espermatica,
associado ao estresse oxidativo e aos ROS gerados pela morte espermatica ou pelo
oxigénio molecular do ambiente, levando a queda na motilidade, integridade da
membrana e potencial fertilizante dos espermatozéides (UPRETI et al. 1998). Dessa
forma, diversos trabalhos tém introduzido substéncias com atividade antioxidante,
como a taurina, hipotaurina, trealose, cisteamina, catalase, acido ascoérbico, a
tocoferol (vitamina E) nos meios de congelacdo do sémen ovino (BUCAK et al.,
2007; DE GRAAF et al., 2007; MARTINS-BESSA et al., 2007; AISEN, et al., 2003,
MAIA, 2006; SANCHEZ-PARTIDA et al., 1997) e de outras espécies (FERNANDEZ-
SANTOS et al., 2009; MICHAEL et al., 2009)

Bucak et al. (2007) observaram que o sémen ovino congelado com meio
acrescido de 50mM de trealose, 25mM de taurina, e 5 e 10mM cisteamina,
proporcionou maiores percentagens de motilidade pds-descongelacdo, embora sem
efeito positivo (P>0,05) sobre os indices de integridade da membrana, acrossomal e
da morfologia espermatica, em relagdo ao grupo controle, sem antioxidantes.
Sanschez-Partida et al. (1997) também obtiveram efeito positivo significativo da
taurina (25 mM or 50 mM) sobre a motilidade espermatica ovina pos-descongelacao,
mas este efeito ndo foi refletido nos indices de fertilidade das fémeas inseminadas,
com sémen congelado em diluidor com ou sem a taurina. Os autores concluiram que
o efeito crioprotetor da taurina provavelmente estava mais relacionado ao efeito na
regulacdo osmoética do que com o seu efeito antioxidante. Os outros antioxidantes
testados (inositol, hipotaurina, carnosina e acido ascoérbico) ndo exerceram atividade
benéfica sobre os parametros espermaticos avaliados.

De Graaf et al. (2007) incorporaram a catalase ao diluidor do sémen de
carneiros, antes de submeté-lo a sexagem por citometria de fluxo e posterior
criopreservacdo, na tentativa de inibir o estresse oxidativo oriundo de ambos os
processos. Os autores ndo observaram efeito positivo da catalase sobre nenhum
dos parametros espermaticos estudados. A ineficacia da catalase e da vitamina E,
adicionadas ao meio de diluicdo do sémen ovino, para a manutencao da motilidade
espermatica também foi verificada por Upreti et al. (1997). JA Maia (2006) observou
que a adicdo da catalase ao diluidor Tris-gema, melhorou a viabilidade do

espermatozoide ovino, em relacdo aos outros diluidores sem a catalase ou
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associado a um anélogo hidrossoltvel do antioxidante tocoferol (Trolox C). A autora
considerou que a catalase, pode ser um aditivo importante para 0os meios de
congelacao do sémen ovino.

Os resultados conflitantes encontrados na literatura podem estar relacionados
aos diversos fatores e condi¢cdes que podem induzir a producado elevada de ROS e
seus efeitos deletérios sobre o sémen, como também podem estar associados as
técnicas de avaliacdo dos parametros espermaticos e do efeito oxidativo sobre
esses. Sabe-se que quanto maior o niumero de células mortas maior a producao de
ROS (DE GRAAF et al.,, 2007), entdo, quanto mais eficaz for o diluidor para a
manutenc¢do da viabilidade espermatica, menor atividade oxidativa vai estar presente
no ambiente. Além do que, os meios de congelacdo, muitas vezes jA possuem em
sua composicao substancias com atividade antioxidante (FOOT et al., 2002). Dessa
forma, a adigdo desses componentes ao meio torna-se desnecessaria.

Os efeitos do estresse oxidativo sobre a célula espermatica podem estar
refletidos em niveis estruturais que as avaliacbes usualmente utilizadas ndo séo
capazes de identificar. Fernandez-Santos et al. (2009) observaram que o sémen
bovino incubado com uma substancia altamente oxidativa, previamente a
congelacdo, quando comparado ao grupo controle, ndo apresentou diferencas para
o percentual de células viaveis, alteracdes de acrossoma e cauda, entretanto, os
niveis de fragmentacdo de DNA foram superiores (P<0,05). Porém, ao incorporar o
antioxidante catalase ao meio diluidor com o componente oxidante, os indices de
lesdo de DNA foram minimizados. Li et al. (2007) também observaram que a adicao
dos antioxidantes catalase e ascorbato ao meio de congelacdo do sémen humano,
proporcionou menores hiveis de ROS produzidos, consequentemente, indices

inferiores de alteracdo do DNA espermatico, observados através do teste “Cometa”.



CAPITULO 2:
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EXPERIMENTO 1:

Viabilidade dos espermatozoides ovinos criopreservados com a
utilizacdo do glicerol em duas concentragcdes, em meio diluidor com e

sem trealose, associada ou ndo ao EDTA.

Trabalho a ser enviado para o periédico Revista Brasileira de Satde e Producdo Animal
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BITTENCOURT, R.F. Viabilidade dos espermatozdides ovinos criopreservados com
a utilizacdo do glicerol em duas concentragcbes, em meio diluidor com e sem
trealose, associada ou ndo ao EDTA. Botucatu, 2009. 201p. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

RESUMO

Vinte amostras de sémen de 10 carneiros Santa Inés foram submetidas a
criopreservacdo, com o objetivo de avaliar a eficacia da concentracao do glicerol
(GLI, de 3 e 6%) em um meio hiperosmético com trealose (TRE, 100mOsmol) ou
TRE mais EDTA e seu efeito sobre a viabilidade espermética p6s-descongelacéo.
Assim, foram formados seis grupos experimentais: TRIS+GLI3%; TRIS+GLI6%;
TRIS+GLI3%+TRE; TRIS+GLI6%+TRE; TRIS+GLI3%+TRE+EDTA e
TRIS+GLI6%+TRE+EDTA. Logo apés a avaliagdo, o sémen foi diluido nos
diferentes meios e congelado com dose inseminante de 80 x 10° espermatozdides e
palhetas de 0,25mL. Ap6s a descongelacdo, realizada em banho-maria & 38°C por
50s, o sémen foi diluido (1/20) e os parametros da cinética espermatica avaliados
subjetivamente e pela andlise computadorizada (CASA). A andlise da viabilidade
espermatica foi realizada através da associacao das sondas fluorescentes iodeto de
propridio (IMP, integridade de membrana plasmatica), JC-1 (PMM, potencial de
membrana mitocondrial) e aglutinina de Pisum sativum conjugada a fluoresceina de
isotiocianato - FITC-PSA (IAC, integridade acrossomal). Para a andlise estatistica
das caracteristicas avaliadas, foi empregado o programa estatistico (SAS), verséo
5.0 (1996) (Procedimento MEANS e GLM com P<0,05). O diluidor com GLI a 6% foi
o protocolo mais eficaz para a manutencéo da integridade espermatica e a adicao da
trealose ao diluidor Tris ndo promoveu melhorias nas taxas de viabilidade
espermatica pos-descongelacao.

Suporte Financeiro: FAPESP- Brasil proc. 05/59530-2.
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BITTENCOURT, R.F. Ram sperm viability cryopreserved with the glycerol in two
grades in extender with or without trehalose, associated or not with EDTA. Botucatu,
2009. 201p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista

ABSTRACT

Twenty semen samples of ten rams of the Santa Inés breed were cryopreserved with
the objective of verifying the effect of the glycerol grade (GLI, 3% and 6%) in a
hyperosmotic extender with trehalose (TRE, 100mOsmol) or TRE plus EDTA and its
effect on the post-thaw sperm viability. Then, they were formed six experimental
groups: TRIS+GLI3%; TRIS+GLI6%; TRIS+GLI3%+TRE; TRIS+GLI6%+TRE;
TRIS+GLI3%+TRE+EDTA and TRIS+GLI6%+TRE+EDTA. After evaluation, the
semen was diluted in the different extenders and frozen with of 80 x 10°
sperms/0,25mL. After the thawing accomplished in 38°C water bath for 50s, the
thawed semen was diluted (1/20) and the kinetic sperm parameters were analyzed
subjectively and by computer analyses system (CASA). The sperm viability
evaluation was performed by using the multiple sperm parameter staining with
propidium iodide (PMI, plasmatic membrane integrity), JC-1 (MMP, mitochondrial
membrane potential) and Pisum sativum agglutinin conjugates with fluorescein
isothiocyanate — FITC-PSA (ACI, acrosomal integrity). All the statistical analyses
were performed using the SAS software version 5.0 (1996) (Proceeding MEANS and
GLM with p<0.05). The extender with GLI at 6% was the best protocol for maintaining
the sperm integrity and the trehalose addition to the Tris extender did not promoted
the increase of the post-thawing sperm viability rates.

Financial support: FAPESP- Brazil proc. 05/59530-2
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1. INTRODUCAO

A trealose é um dissacarideo, com atividade crioprotetora devido sua
atividade desidratante e interacdo com as membranas celulares, além de exercer
efeito antioxidante, minimizando as lesdes espermaticas geradas pelo processo de
criopreservacdo espermética (AISEN et al, 2005). A concentracdo de trealose no
diluidor com melhores indices de viabilidade in vitro e fertilidade in vivo observados
por Aisen et al. (2002) foi de 100mOsmol/L. Estes autores relataram o aumento de
35% de motilidade espermatica pés-descongelacdo e taxas de prenhez duas vezes
e meia maiores com a introducdo da trealose no meio de congelacgao.

Os trabalhos mostram a ocorréncia de atividade sinérgica importante entre o
EDTA e a trealose, com efeitos benéficos observados sobre as taxas de motilidade e
preservacdo da morfologia espermatica pos-descongelacdo (AISEN et al.,, 2000;
BAKAS e DISALVO, 1991).

A criopreservagcdo do sémen promove a elevagdo dos niveis de calcio
intracelular, o que resulta em disfuncédo e morte celular (AMANN e PICKETT, 1987).
Assim, visando minimizar o efeito deletério do calcio durante o processo de
congelacao, a partir da década de 1970 alguns pesquisadores passaram a empregar
o etileno-diamino-tetra-acetato-dissédico (EDTA) em meios diluidores para a
congelacdo de sémen de diferentes espécies (MARTIN et al., 1979; BITTENCOURT
et al.,, 2004; AISEN et al., 2005). Sua principal funcdo é quelar o calcio no meio
extracelular, diminuindo seu influxo para o meio intracelular, o que minimiza, o efeito
deletério do célcio sobre os espermatozéides (AMANN e PICKETT, 1987).

Em estudo com bovinos e bubalinos observou-se superioridade de 10-12% na
taxa de motilidade espermatica pds-descongelacdo com o diluidor que continha
0,1% de EDTA em sua composicdo, em relacdo aquele que ndo o continha (DHAMI
e SAHNI, 1993). Resultados semelhantes foram verificados na espécie caprina, cuja
motilidade espermatica na descongelacao foi 10% superior no diluidor com o EDTA
(0,1%) em sua composicao (BITTENCOURT et al., 2004).

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da trealose, adicionada ao meio
diluidor com duas concentracfes de glicerol, e da sua associacdo com o quelante de
célcio EDTA, para a manutencdo da viabilidade do espermatozéide ovino pos-
descongelacdo. Foi objetivo deste trabalho também, estudar as correlacdes

existentes entre 0s paramentros espermaticos encontrados pés-descongelacao.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. O local e o Periodo

As atividades de colheita, avaliagdo do sémen in natura dos reprodutores
ovinos e criopreservacdo foram realizadas na Tertdlia Central Genética (TCG),
situada no municipio de Santo Antdnio de Jesus, Estado da Bahia. Esta etapa foi
desenvolvida em Novembro de 2008. As andlises laboratoriais pds-descongelacdo
foram conduzidas no Laboratério de Estudos em Biotecnologia Aplicada a
Reproducdo de Ovinos e Caprinos e no Centro de Diagndstico e Biotecnologia em
Reproducdo Animal (CERAN), pertencentes ao Departamento de Reproducao
Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP),
municipio de Botucatu, Estado de Sdo Paulo. Esta etapa foi realizada nos meses de
Dezembro de 2008 a Fevereiro de 2009.

2.2. Animais Experimentais

Foram utilizados 10 carneiros Santa Inés Puros de Origem (PO) (Figura 1), com

registro na Associacao Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO).

FIGURA 1: Reprodutores da raca Santa Inés Puros de Origem, utilizados como
doadores de sémen para as congelacfes experimentais.
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Todos os reprodutores utilizados foram submetidos a programa de controle
sanitério, através de vermifugacéo inicida 30 dias antes do inicio das colheitas. A
alimentacao era baseada em 1Kg de concentrado balanceado, formulado na prépria
central, com média de 18% de proteina bruta e sal mineral para ovinos, agua e feno
de alfafa & vontade. Estes animais tinham idades entre 12 a 40 meses e foram
submetidos a um regime de colheitas de sémen e exames androlégicos e aqueles
considerados aptos, conforme preconizado por Henry e Neves (1998), foram
mantidos no programa. Destes animais foram colhidos pelo menos dois ejaculados
diarios, por periodo de dois a trés dias consecutivos, previamente ao inicio das

colheitas com fins experimentais.

2.3. Colheita e Avaliacdo do Sémen Prée-Congelacéo

As colheitas de sémen foram realizadas com a utilizagdo de vagina artificial
com agua aquecida entre 42 a 50°C, tendo como manequim uma fémea em estro
natural. O ejaculado foi colhido em tubos graduados, protegidos da luz e da
temperatura ambiente por um protetor térmico. Apés a colheita a amostra de sémen
foi encaminhada imediatamente para o laboratorio de processamento (Figura 2),
colocado em banho-maria a temperatura de 37°C e avaliada quanto ao volume,
aspecto, turbilhonamento, vigor e motilidade espermatica.

O volume do ejaculado foi verificado por visualizagédo direta do sémen no tubo
graduado e registrado em mililitros (mL), e o turbilhonamento (escala de 0-5)
observado através de uma gota de sémen sobre uma lamina pré-aquecida em mesa
aquecedora a 37°C, em microscopia optica com aumento de 100x. Para observacao
do vigor (escala de 0-5) e da motilidade total e progressiva (0-100%), foi procedida a
diluicdo (1:50) do sémen no meio diluidor Tris-gema de ovo (ROBERTS, 1986),
utilizado como o grupo controle deste experimento (descrito a seguir no item 2.4).
Na sequéncia 10uL desta amostra eram colocados entre lamina e laminula e
observada em microscopia Optica com aumento de 200x, tal como preconizado pelo
Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (CBRA) (HENRY e NEVES, 1998).

Para o calculo da concentracdo espermatica, empregou-se a camara de

Neubauer, com sémen diluido na proporcédo de 10uL para 4mL (1:400) de solucao
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de formol-salina tamponada (HANCOCK, 1957). A contagem foi realizada em
microscopia Optica com aumento de 200x.

A mesma amostra de sémen em formol-salina tamponada usada para calculo
da concentracao foi usado para avaliagdo da morfologia espermética, por isso teve-
se o cuidado de manter o tubo com formol salina sobre a placa aquecedora para que
fossem evitadas alteracdes na célula espermatica, provocadas por choque-térmico.
O estudo da morfologia espermatica foi realizado posteriormente através de
preparacdo Umida, colocando-se 10 pL da amostra diluida sob lamina e laminula e
observando os espermatozoides em microscopia de contraste de fase (aumento de
1.000X), computando e classificando 100 células de acordo com as anormalidades
encontradas. Estas foram classificadas conforme descritas por Blom (1973).

O teste supravital foi empregado para avaliacdo da integridade da membrana
plasmatica do sémen in natura. Entretanto, diferente do preconizado na técnica
original (BARTH e OKO, 1989), pela praticidade foi utilizado apenas o corante
eosina amarela’, sem a nigrosina (Figura 2), baseado em relatos de Cedenho e
Tokunaga (1995) que ndo encontraram diferenca (P>0,05) para a avaliacéo
realizada com ambas as formulacdes. Dessa forma, foi feito sobrepondo em lamina
uma gota de sémen (10uL) com uma gota da eosina (10uL), previamente aquecida
(37°C) e elaboracdo de esfregaco, deixando secar sobre placa aquecedora.
Imediatamente apds seca, a amostra foi observada em microscopia Optica com
aumento de 400x. As células coradas (vermelhas) foram consideradas com
membrana plasmatica lesada e as sem coloracdo com membrana integra.

Os reprodutores foram submetidos as colheitas de sémen e aqueles
ejaculdados com mais de 60% de integridade de membrana plasmatica (supravital) e
75% de motilidade espermatica eram aproveitados para o experimento. Assim,
foram utilizados dois ejaculados de cada reprodutor, totalizando 20 amostras de

sémen para este experimento.

! Vetec Ltda (Duque de Caxias-RJ, Brasil)
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FIGURA 2: A: Laboratorio de manipulacdo e processamento do sémen da
Tertulia Central Genética; B: Teste supravital observado em microscopia Optica,
com aumento de 400x. Setas pretas indicando espermatozéides corados de
vermelho com lesdo da membrana plasméatica e setas azuis indicando 0s
espermatozoides ndo corados, com membrana integra.

2.4. Grupos Experimentais

A solucado de Tris-gema de ovo-glicerol (ROBERTS, 1986) foi o diluidor base
utilizado neste trabalho. Todos os reagentes quimicos que o compuseram (2,429 de
Tris, 1,59 de acido citrico, 1,25g de glicose e glicerol, para 100mL), bem como os
aditivos EDTA e a trealose, utilizados nos grupos experimentais, foram fabricadas
pelo laboratério VETEC Ltda?, exceto o sulfato de gentamicina® (13,4 mg).

Para o desenvolvimento do trabalho foram formados seis grupos experimentais,

conforme descritos na Tabela 1.

TABELA 1. Composicao, pH e osmolaridade dos diferentes diluidores estudados (TRIS+GL3%,
TRIS+GLI6%, TRIS+GLI3%+TRE, TRIS+GLI6%+TRE, TRIS+GLI3%+TRE+EDTA,
TRIS+GLI6%+TRE+EDTA).

O icerol  Teo%e  syeora PHAOSTladae
TRIS+GLI3% TRIS 3 - 6,25/359
TRIS+GLI6% TRIS 6 - 6,3/351
TRIS+GLI3%+TRE TRIS 3 300 - 6,3/465
TRIS+GLI6%+TRE TRIS 6 300 - 6,36/455
TRIS+GLI3%+TRE+EDTA TRIS 3 300 0,1 6,36/455
TRIS+GLI6%+TRE+EDTA TRIS 6 300 0,1 6,34/451

% Vetec Ltda (Duque de Caxias-RJ, Brasil)
% Schering-Plough S/A (S&o Paulo-SP, Brasil)
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2.5. Resfriamento e Congelagdo do Sémen

ApOs as avaliacdes iniciais e célculo da concentragdo espermatica, um total de
400 x 10° de espermatozoéides foram adicionados a tubos pré-aquecidos contendo
1mL de cada um dos seis diluidores (Tabela 1), jA com o percentual final de glicerol
(diluicBdo em uma etapa), compondo quatro doses inseminantes de 80 x 10° de
espermatozoides com motilidade em 0,25mL, para cada grupo experimental. Assim,
o ejaculado teve que ter no minimo 2.400 x 10° de espermatozéides méveis.

ApoOs a diluicdo nos diferentes meios, o sémen foi novamente avaliado,
envasado em palhetas de 0,25mL e resfriado até 5°C em camara refrigerada com
temperatura estabilizada®, a uma taxa de resfriamento médio de 0,46°C/min,
segundo metodologia descrita por Furst (2005). Apés duas horas de resfriamento e
tempo equilibrio a temperatura de 5°C, a congelagdo foi efetuada mantendo-se as
palhetas por 20min a uma altura de 5cm da lamina de nitrogénio liquido (N?) e

posteriormente mergulhadas no N2,

2.6. Avaliacdo do Sémen Pos-Descongelacao

As amostras dos diferentes grupos experimentais foram descongeladas em
banho-maria a 38°C por 50 segundos, de trinta a noventa dias apds a congelacao.
Apoés a descongelacdo, o sémen de cada grupo foi depositado em micro tubos de
1,5mL>, previamente aquecidos e mantidos & 37°C, dos quais retiravam-se amostras
para as avaliagcbes in vitro. Para a avaliacdo subjetiva da motilidade e vigor
espermatico e teste supravital, procedeu-se como descrito para o sémen in natura
(item 2.3).

* Minitub do Brasil, Rio Grande do Sul, Brasil
® Microtubos MCT-150-C, 1,5mL, Axygen Scientific INC
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2.6.1. Avaliacdo Computadorizada da Cinética Espermética

Uma aliquota de 5pL (2 X 10° espermatozéides) dos diferentes grupos
experimentais foi diluida em 120uL de meio X-CELL® (16,6 x 10°
espermatozoides/mL), previamente aquecido a 37°C, e mantida nesta temperatura
por cinco a dez minutos. A seguir 10puL desta mistura foram transferidos para
camaras de Makler’ e levadas para avaliacdo da cinética espermatica através do
analisador de sémen modelo IVOS 122 (Figura 3) (set up no Anexo IV). Esta andlise
foi feita com a contagem minima de quatro campos diferentes e minimo de 300
células. As caracteristicas avaliadas foram: as percentagens de espermatozoides
com motilidade total (MTH, %), motilidade progressiva (MPH, %) e de
espermatozoides rapidos (RAP, %), velocidade progressiva (VSL, pum/s), velocidade
curvilinea (VCL, um/s), velocidade de trajeto (VAP, um/s), deslocamento lateral de
cabeca (ALH, um), frequéncia de batimento flagelar (BCF, Hz), linearidade (LIN, %)
e retilinearidade (STR, %).

FIGURA 3: A: Analisador de sémen modelo IVOS 12 do Laboratério de Estudos
em Biotecnologia Aplicada aos Pequenos Ruminantes; B: Diversas
subpopulacdes de espermatozéides sob microscopia de epifluorescéncia
(1000x), em filtro I3 (excitacdo BP 450-490 e supressédo LP515).

® IMV, L'Aigle, Franca
" Makler Counting Chamber, Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel
® Hamiton Thorn Biosciences, Beverly, MA, EUA
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2.6.2. Avaliacdo das Membranas Plasmética, Acrossomal e Potencial da

Membrana Mitocondrial

Para a avaliacdo da integridade das membranas esperméticas foi empregada a
associacdo das sondas fluorescentes iodeto de propridio - IP° (IMP, integridade de
membrana plasmatica), iodeto de 5,5',6,6’tetracloro-1,1,3,3’-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina - JC-1'° (PMM, potencial de membrana
mitocondrial) e aglutinina de Pisum sativum conjugada a fluoresceina de
isotiocianato - FITC-PSA™ (IAC, integridade da membrana acrossomal). Foi utilizada
metodologia descrita por Celeghini (2005) e adaptada para ovinos por Azevedo
(2006), com algumas modificacdes.

Uma amostra de 5uL de sémen (2 X 10° espermatozoéides) foi diluida em 120pL
de meio X-CELL (16,6 x 10° espermatozéides/mL), ao qual foram adicionadas as
solucdes de trabalho das sondas fluorescentes (Anexos de IV a VI) nas seguintes
proporgdes: 2uL de IP e 2uL de JC-1. A mistura foi homogeneizada, mantida
protegida da luz e incubada a 37°C por 10 a 15 minutos. Apds esse periodo, foram
adicionados 25pL da solucéo de trabalho de FITC-PSA, procedendo-se novamente a
homogeneizacdo e logo em seguida uma aliquota dessa mistura de 10uL foi
colocada entre lamina e laminula e 100 espermatozoéides foram avaliados sob
imersdo, aumento de 1000x, em microscopia de epifluorescéncia’?® (Figura 3),
usando filtro 13 (excitacdo BP 450-490 e supressao LP515). A classificacdo das
células foi feita como descrita por Celeghini (2005): A auséncia ou presenca de
fluorescéncia verde fosca e consequentemente a presenca ou auséncia de
fluorescéncia vermelha na cabeca indicava respectivamente a lesdo ou nédo da
membrana plasmatica. A presenca ou auséncia de fluorescéncia verde intenso no
acrossomo indicava respectivamente lesdo ou ndo da membrana acrossomal. Pecas
intermediarias com coloracdo vermelha ou vermelho-amarelada predominante em
toda a cauda e coloracao verde indicavam respectivamente, alto e baixo potencial da
membrana mitocondrial. Seguindo-se este critério obtinham-se oito subpopulacdes

espermaticas (SBP):

% Sigma, P4170 (St Louis, MO, EUA)

' Molecular Probes, 73168

1 Sigma, LO770 (St Louis, MO, EUA)

!2 | eica DMLB — Leica Microsystems, Litz, Alemanha
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SBP 1 - membrana plasmatica integra, acrossomo intacto e alto potencial de
membrana mitocondrial; SBP 2 - membrana plasmatica integra, acrossomo intacto e
baixo potencial de membrana mitocondrial; SBP 3 - membrana plasmética integra,
acrossomo lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial; SBP 4 - membrana
plasmatica integra, acrossomo lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial;
SBP 5 - membrana plasmética lesada, acrossomo intacto e alto potencial de
membrana mitocondrial; SBP 6 - membrana plasmética lesada, acrossomo intacto e
baixo potencial de membrana mitocondrial; SBP 7 - membrana plasmatica lesada,
acrossomo lesado e alto potencial de membrana mitocondrial; SBP 8 - membrana

plasmatica lesada, acrossomo lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial.

As etapas de avaliacdo do sémen descongelado encontram-se na Figura 4.

FIGURA 4: Fluxograma das etapas de avaliacdo do sémen pds-descongelacao.

2.7. Delineamento e Analise Estatistica

O delineamento estatistico empregado foi inteiramente casualizado (REIS,

2003), no qual os ejaculados foram considerados as repeticbes (n=20) e os
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protocolos de processamento do sémen (TRIS+GLI3%; TRIS+GLI6%;
TRIS+GLI3%+TRE; TRIS+GLI6%+TRE; TRIS+GLI3%+TER+EDTA;
TRIS+GLI6%+TRE+EDTA) mais o sémen In natura foram considerados o0s

tratamentos (n=7). Foram processados, separadamente, dois ejaculados por animal.

Para a andlise estatistica das caracteristicas avaliadas, foi empregado o
programa estatistico Statistical Analysis System (SAS) — versdo 5.0 (1996). Assim,

realizou-se a seguinte seqiéncia de analises:

1- A consisténcia dos dados e a analise descritiva (médias e desvio-padréo)
das caracteristicas de interesse (motilidade espermatica total e progressiva
subjetivas, vigor espermatico, além dos parametros de cinética espermatica e
integridade das membranas espermaticas, obtidas, respectivamente, pela analise
computadorizada e pela microscopia de fluorescéncia ao estudo foram realizadas
mediante o emprego do Procedimento MEANS (PROC MEANS).

2- O efeito dos tratamentos e dos carneiros sobre os parametros de interesse
ao estudo (motilidade espermatica total e progressiva subjetivas, vigor espermatico,
aléem dos parametros de cinética espermatica e integridade das membranas
espermaticas, obtidas, respectivamente, pela andlise computadorizada e pela
microscopia de fluorescéncia) foi avaliado através da analise de variancia (ANOVA)
utilizando-se para tanto o Procedimento “General Linear Model” (PROC GLM). Para
a comparacao das médias empregou-se o teste de Student - Newman - Keuls
(SNK), com nivel de probabilidade de cinco por cento.

3- A relacdo entre os parametros espermaticos estudados foi avaliada pelo

teste de correlacao linear de Pearson, com nivel de significancia de cinco por cento.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos com a avaliagdo do sémen in natura e pos-
descongelacédo nos diferentes diluidores experimentais estdo representados nas
Tabelas de 2 a 6.

O resumo da analise de variancia, com os valores de F e seus respectivos
niveis de significancia, referentes aos efeitos dos reprodutores e dos diferentes
tratamentos experimentais sobre os parametros de cinética espermatica subjetiva e
computadorizada, viabilidade esperméatica avaliada pelo teste supravital e viabilidade
das membranas espermaticas analisadas pela microscopia de fluorescéncia esta
representado no Anexo |.

Todos os parametros estudados, tanto para o sémen in natura (motilidade total
e progressiva subjetivas, vigor espermatico e viabilidade espermatica pelo
supravital), quanto para o sémen descongelado (cinética espermatica subjetiva e
computadorizada, viabilidade espermatica através do supravital e integridade das
membranas espermaticas analisadas pela microscopia de fluorescéncia), sofreram
efeito significativo dos carneiros. Estes achados demonstram a heterogeneidade do
grupo de doadores de sémen utilizados no estudo, escolhidos aleatoriamente,
representando condicfes individuais de congelabilidade diferenciadas, fator
importante para representatividade deste estudo. De forma semelhante, foi
observado efeito significativo dos tratamentos sobre quase todos os parametros de

cinética espermatica (exceto BCF e LIN) e integridade da membrana pelo supravital.

3.1. Avaliacéo Subijetiva da Cinética Espermatica

A analise de variancia (ANOVA) demonstrou que as caracteristicas subjetivas
da cinética espermatica avaliadas neste estudo, motilidade total (MTS), progressiva
(MPS) e vigor espermatico (VIG), apresentaram efeito significativo do tratamento.

Através da ANOVA também se pode verificar que o processo de congelacao
dos espermatozéides foi deletério e influenciou significativamente (P<0,05) a
reducdo dos indices de motilidade total (MTS), progressiva (MPS) e vigor

espermatico (VIG). Em relacdo a estes parametros, pode-se observar na Tabela 2
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gue o sémen in natura foi superior ao congelado em todos o0s protocolos
experimentais.

A reducdo (P<0,05) dos indices de MTS apds o processo de congelagéo-
descongelagcéo corrobora com diversos estudos como o de Rodello (2006) (de
86,3% para 50,3%), Azevedo (2006) (86,6 para 57,7%) e Valente et al. (2009) (de
67% e 68% para 46% e 36%, respectivamente, de acordo com o diluidor utilizado).
Verificam-se valores semelhantes para a MTS do sémen in natura deste estudo
(89,6%), em relacéo aos dois primeiros trabalhos citados e superiores em relacéo ao
estudo de Valente et al. (2009). Entretanto, a média de MTS pds-descongelacdo
observada neste estudo, tanto para o grupo controle (TRIS+GLI6%; MTS= 75,5%)
guanto para média geral dos tratamentos (60,5%), foram superiores as relatadas nos
trabalhos citados.

TABELA 2. Médias e desvios-padrdo dos parametros subjetivos da cinética espermatica no
sémen in natura e pos-descongelacdo, nos diferentes diluidores estudados (TRIS+GL3%,
TRIS+GLI6%, TRIS+GLI3%+TRE, TRIS+GLI6%+TRE, TRIS+GLI3%+TRE+EDTA,
TRIS+GLI6%+TRE+EDTA).

TRATAMENTO
Pardmetros o TRIS+ TRIS+ TRIS+GLI  TRIS+GLI ;f/i'f{'%" g;'f;%'
0, 0, 0, 0,
GLI3% GLI6% 3+TRE  6W+TRE  pnor  SEt o
TS o 8962 60,5 C 75,5 b 61,7 ¢ 56,7 52,8 ¢ 55,2 ¢
% +o044 +15,2 +10,6 +14,9 +16,8 +135 +12,0
wps o BL3a 470¢ 61,0 b 48,5 ¢ 422¢ 39,2¢ 41,0c
% 1066 +15,9 +10,0 +153 +18,4 +14.9 +127
Vs %432 03,8 b 03,9b 03,6 03,4c 03,5¢ 03,5¢
+00,2 +00,2 +00,2 +00,3 +00,4 +003 +003

= Motilidade total (MTS), motilidade progressiva (MPS) e vigor espermético (VIG).
Valores seguidos de letras mindsculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(P<0,05).

Entre os diluidores testados, o TRIS+GLI6% obteve os melhores (P<0,05)
percentuais de MTS (75,5%), MPS (61,0%) e VIG (3,95), sendo este ultimo, porém,
semelhante (P>0,05) ao obtido com o grupo TRIS+GLI3% (3,85).

Nota-se que o efeito do percentual de glicerol sobre a MTS e MPS observado
entre os diluidores TRIS+GLI3% e TRIS+GLI6%, nao foi verificado entre os grupos
com trealose (TRIS+GLI3%+TRE, TRIS+GLI6%+TRE) ou trealose mais EDTA
(TRIS+GLI3%+TRE+EDTA, TRIS+GLI6%+TRE+EDTA), demonstrando o efeito
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negativo, sobre a MTS e MPS, quando a trealose ou esta associada ao EDTA foram
adicionados ao meio com glicerol na concentragéo de 6% (Tabela 2).

Achados semelhantes foram observados por Becker (2004), em que a adigéo
do dissacarideo sacarose (375mOsmol) ao meio de congelacdo do sémen caprino,
com 6,8% de GLI reduziu (P<0,05) os indices de MTS pdés-descongelacdo (37%),
em relacdo ao meio isosmético com o GLI na mesma concentracdo (52%). Estes
resultados e as conclusdes levantadas pela autora, contribuem para justificar os
obtidos neste estudo, que sob as condi¢cfes de intensa desidratacdo produzidas pelo
diluente hiperosmotico, a citotoxidade do glicerol seria exacerbada (BECKER, 2004),
como provavelmente aconteceu nos diluidores hiperosméticos com 0s maiores
niveis de GLI deste estudo (TRIS+GLI6%+TRE, TRIS+GLI6%+TRE+EDTA) e como
relatado por Valente et al. (2009) ao utilizar meio enriquecido com 88mOsmol de
TRE e 5,3% de GLI (P<0,05, MTS= 46% e 36%, respectivamente, para 0 grupo
controle sem TRE e com TRE. Médias estas inferiores as deste experimento).

A toxicidade celular exercida pelo GLI a 6% no meio hiperosmaotico, em uma
segunda hipotese, pode explicar porque o efeito do percentual de glicerol (3%
versus 6%) sobre a MTS e MPS, observado (P<0,05) entre 0os meios isosmoticos
TRIS+GLI3% e TRIS+GLI6%, ndo foi verificado (P>0,05) entre o0s grupos
hiperosmoticos com TRE ou TRE+EDTA.

De fato, os resultados positivos observados em ovinos com o uso de meio
hiperosmético a base de TRE tem se baseado em meios de congelacdo com no
maximo 3% de GLI (AISEN et al., 2002, AISEN et al., 2005, BUCAK et al., 2007).
Aisen et al. (2002) estudando os melhores niveis de TRE (50 a 400mOsmol) em
meio isosmoético (Tris-citrato 10% de gema e 3% de GLI, 300mOsmol), observaram
maior (P<0,05) indice de MTS com a adicdo de 100mOsmol de TRE, quando
comparado ao meio isosmotico (52% versus 32%). Ja Bucak et al. (2007) ao
testarem a TRE nas concentracfes de 50 e 100mOsmol obtiveram taxas de MTS,
respectivamente, de 59 e 56%, sendo a primeira superior (P<0,05) a MTS obtida
com o meio similar sem a TRE (igual ao utilizado por AISEN et al., 2002).

Neste trabalho, entretanto, a adicdo da TRE ao meio diluidor isosmoético com
3% de GLI ndo promoveu melhorias sobre os indices de MTS e MPS po0s-
descongelacéo, como relatado nos trabalhos anteriores (AISEN et al., 2002, AISEN
et al., 2005, BUCAK et al., 2007). Provavelmente, variacbes nos protocolos de

diluicAo (uma ou duas etapas), descongelagdo (curva de descongelagcdo) e
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rediluicdo, composicao do meio diluidor (concentracdo de gema e glicerol), utilizados
neste e nos demais trabalhos, além dos efeitos dos carneiros, podem ser
responsaveis pelas diferencas observadas nos resultados, comprometendo o efeito
comparativo.

Diferente do observado por Dhami e Sahni (1993) e Bittencourt et al. (2004),
cuja adicdo de 0,1% de EDTA ao meio de congelacdo de sémen, proporcionou
indices de 10-12% a mais na MTS, em relacdo ao meio sem EDTA, neste trabalho
ndo houve efeito da adicdo do quelante de calcio EDTA ao meio de congelacéo.
Resultados semelhantes foram relatados por Aisen et al. (2000), que né&o

observaram melhorla da MTS po6s-descongelacdo com uso do EDTA.

3.2. Avaliacéo da Viabilidade Espermatica — Teste Supravital

Nesta avaliacdo foram observadas subpopulacbes de espermatozoides
parcialmente corados e estes foram consideradas como células com les&o. Devido a
nitida correspondéncia da regido nao corada com a regidao acrossomal € possivel
gue a estreita justaposicdo da membrana plasmatica como a membrana nuclear,
logo apos a porcao posterior do acrossoma na regiao equatorial, tenha impedido a
difusdo do corante para a regiao anterior do citoplasma da cabeca espermatica, o
gue os mantiveram parcialmente corados (BRITO et al., 2003).

O efeito significativo do tratamento (ANOVA, Anexo |, Tabela 2) também foi
observado para a viabilidade espermatica pelo teste supravital (SV). Entretanto, ao
realizarmos o estudo da variancia excluindo da anélise o sémen in natura, o efeito
do tratamento néo foi mais demonstrado.

Assim como observado para avaliagdes subjetivas da cinética espermatica, o
processo de congelacao-descongelacao dos espermatozoides afetou negativamente
os indices de \viabilidade celular no teste supravital (SV), que foram
significativamente inferiores para o sémen congelado nos diferentes diluidores
experimentais em relacdo ao sémen in natura (Tabela 3). No entanto, as taxas de
SV néao foram influenciadas (P>0,05) pela composicao do diluidor utilizado, refletindo
gue os mesmos conferiram niveis semelhantes de protecdo a membrana plasmatica
durante o processo de criopreservacdo, ou que 0S possiveis danos espermaticos

originados deste processo ndo tenham sido detectados pelo teste supravital.
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A reducao dos indices de viabilidade espermética pés-descongelacdo, também
foi verificada em ovinos por Valente et al. (2009). Estes autores observaram quedas
significativas (P<0,05) de SV de 84% e 85% no sémen in natura, para 59% e 66%,
respectivamente, pds-descongelacéo, de acordo com o meio de congelacéo testado.
No presente estudo foram obtidas reducdes nos indices de SV que variaram de
+18% (TRIS+GLI6%) até +26% (TRIS+GLI6%+TRE), indices estes proximos aos
obtidos por Valente et al. (2009), de £19 a 25%.

TABELA 3. Médias e desvios-padréo dos indices de viabilidade espermatica, avaliados pelo
teste supravital (SV) no sémen in natura e pés-descongelacdo, nos diferentes diluidores
estudados  (TRIS+GLI3%, TRIS+GLI6%  TRIS+GLI3%+TRE, TRIS+GLI3%+TRE,
TRIS+GLI3%+TRE+EDTA, TRIS+GLI6%+TRE+EDTA).

TRATAMENTO

Parmetro . TRIS+  TRIS+  TRIS¥GLI TRIS+GLI X>rSLL TRISIOL
GLI3%  GLI6%  3%+TRE  6%+TRE o 1xt  SX7IR

76,1a 52,6 b 58,4 b 50,9 b 56,2 b 51,6 Db 53,1b

sV + 08,1 +10,6 +12,9 +11,1 +11,7 +10,0 +10,5

Valores seguidos de letras minUsculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste
SNK (P<0,05).

Bucak et al. (2007) relataram taxas de SV de 76,7%, 66,0% e 72,2%, para o
sémen ovino congelado respectivamente, em meio isosmotico e este acrescido de
50 e 100mOsmol de TRE. Estes indices nao diferiram (P>0,05) entre os grupos e
foram superiores aos obtidos neste trabalho, para todos 0s grupos experimentais
(£53,8%).

O teste supravital como método complementar para avaliacdo da qualidade
seminal vem sendo constantemente utilizado tanto na pesquisa como em condicfes
de campo, em diferentes espécies (CEDENHO e TOKUNAGA 1995; FURST et al.,
2005; BUKAK et al., 2007; VALENTE et al., 2009), devido a sua praticidade, baixo
custo, melhores resultados quando comparados a outros corantes (VIGANO et al.,
1990) e alta correlagdo (P<0,05) com as técnicas avancadas de avaliacdo da
viabilidade espermatica com sondas fluorescentes (IP mais carboxifluorosceina ou
SYBR-14), embora com uma tendéncia para superestimar as alteracdes da

membrana plasmatica (BRITO et al., 2003) e apresente menor sensibilidade que as
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sondas, para detectar essas alteracdes no sémen in natura (CHALAH e BRILLARD,
1998).

3.3. Avaliacdo Computadorizada da Cinética Esperméatica

Na Tabela 4 encontram-se as médias dos parametros da cinética espermatica
poés-descongelacao, obtidas pela analise computadorizada e a comparacao dessas
entre os diferentes diluidores experimentais.

Quase todos os parametros da cinética espermatica (exceto BCF e LIN)
sofreram efeito significativo dos tratamentos e este foi claramente demonstrado pela
superioridade (P<0,05) do grupo TRIS+GLI6%, em relacdo a motilidade espermatica
total (MTH) e progressiva (MPH), confirmando os resultados obtidos com a avaliacéo
subjetiva da motilidade espermatica total.

As médias de MTH e MPH observadas neste estudo foram de 62,3 e 41,3%.
Essas médias foram superiores as obtidas em estudos anteriores realizados por
Rodello (2006) (50,3% e 21,9%), Maia (2006) (51,2% e 31,4%) e Azevedo (2006)
(60,1% e 25,5%).

Corroborando com achados obtidos na avaliacdo subjetiva da cinética
espermatica, verificou-se que o efeito (P<0,05) do percentual de glicerol sobre a
MTH e MPH, observado entre os diluidores TRIS+GLI3% e TRIS+GLI6%, ndo se
repetiu entre os grupos com trealose (TRIS+GLI3%+TRE, TRIS+GLI6%+TRE) ou
trealose mais EDTA (TRIS+GLI3%+TRE+EDTA, TRIS+GLI6%+TRE+EDTA). A
hipétese mais provavel é a de que o glicerol na concentracdo de 6% tenha exercido
toxicidade celular (BECKER, 2004), quando adicionado aos meios de alta
osmolaridade (TRIS+GLI6%+TRE e TRIS+GLI6%+TRE+EDTA), influenciando
negativamente os resultados e anulando as diferencas significativas para MTH e
MPH observadas entre as concentracdes testadas no meio isosmético (TRIS+3%
versus TRIS+6%).

Esta hip6tese fica mais clara ao se constatar que nenhum efeito benéfico
(P>0,05) foi verificado ao adicionar a TRE ao meio com glicerol na concentracéo de
3% (TRIS+GLI3%+TRE), sobre a MTH e MPH, sendo ainda, esta Ultima
caracteristica comprometida (P<0,05) quando a TRE foi associada ao EDTA
(TRIS+GLI3%+TRE+EDTA, MP=30,6%), em relacdo aos grupos TRIS+GLI3%
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(MP=42,2%) e TRIS+GLI3%+TRE (MP=42,0%), além do grupo controle (MP=
52,5%, TRIS+GLI6%).

TABELA 4. Médias e desvios-padrdo dos parametros de cinética espermatica pos-
descongelacdo, obtidos através da analise computadorizada, nos diferentes diluidores
estudados (TRIS+GL6%, TRIS+GLI3%, TRIS+GLI3%+TRE, TRIS+GLI6%+TRE,
TRIS+GLI3%+TRE+EDTA, TRIS+GLI6%+TRE+EDTA).

TRATAMENTO
Parametro TRIS+GLI TRIS+GLI
TRIS+ GLI3% TRIS+ GLI6% ;5?;%" g;'ﬁfé' 3%+TRE 6%+ TRE
? 0 +EDTA +EDTA
60,2 b 73.6a 62,1b 59,0 b 55,2 b 55,5 b
. , , . , , ,
MTH (%) +158 +11.1 +14,2 +15,2 +12.4 +13,3
MPH (56) 422 52,5a 42,0b 34,4 be 30,6 ¢ 33,3 bc
0 +14.9 +09.7 +17.7 +20.9 +16,8 +16,9
VAP (umis) 14472 149,0 a 113,6 b 97.4c¢ 98,3 ¢ 101,8 ¢
H +16.1 +155 +20.6 +27.4 +27.0 +21,7
vsLumis) 12912 132,4a 103,6 b 88,6 ¢ 89,4 ¢ 92,6
H +17.8 +15.9 +20.7 +27.4 +264 +22.0
veL qmisy  2L4a 219.5a 162,5b 1417 ¢ 141,8 ¢ 146,0 ¢
H +259 +229 +16,1 +23.1 +238 +16,9
ALHm) %87 06,5a 04,9b 04,7b 04,5b 04,7b
H +00,9 +00,8 +00,5 +00,5 +00,3 +00,6
42,6 42,1 43,2 42,0 41,2 41,3
BCF (Hz) +02,5 +03,1 +03,0 +02,9 +02,6 +03,0
STR (%) 85,1 b 85,35 a 87,7a 87,0 ab 87,2 ab 87,0 ab
+04,1 +03,2 + 03,4 +03,9 +03,7 +04,2
LIN (56) 58,6 59,7 62,7 60,6 61,5 61,8
+07,8 + 06,6 +08,5 +09,9 +08,9 +10,0
RAP (%) 49,5 b 63,0a 46,9 b 37.9¢ 338¢ 37.0¢
0 +16,2 +11,5 +18,9 +223 +17,7 +18,3

= Motilidade total (MTH), motilidade progressiva (MPH), velocidade progressiva (VSL),
velocidade curvilinea (VCL), velocidade de trajeto (VAP), deslocamento lateral de cabeca
(ALH), frequéncia de batimento flagelar (BCF), retilinearidade (STR), linearidade (LIN) e
espermatozéides rapidos (RAP).

Valores seguidos de letras minUsculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(P<0,05).

Os resultados obtidos neste experimento contradizem os relatos de Aisen et al.
(2002) que demonstraram que a utilizacdo de um diluidor hipertdnico a base de
trealose aumentou a viabilidade do sémen ovino pdés-descongelacdo. Nesse estudo,
a TRE a 100 mOsmol/L foi a concentracdo com os melhores resultados quando
comparada a 50, 200 e 400mOsmol. E ao adiciona-la ao diluidor isoténico (Tris-

gema de ovo-glicerol) possibilitou 0 aumento de 35% de motilidade esperméatica pos-
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descongelacdo, em relacdo ao sémen congelado no diluidor sem o dissacarideo. E
importante ressaltar que no estudo de Aisen et al (2002) foi utilizado no meio
isotonico base, o glicerol na concentracdo de 3%, semelhante ao grupo isotonico
TRIS+3% deste trabalho. Ao compararem-se as médias de motilidade obtidas entre
0S meios isotonicos, dos respectivos estudos, verificam-se valores superiores para a
MTH obtidas no presente estudo (x60% versus *40%). Algumas diferencas na
composicdo do diluidor podem justificar as diferencas encontradas entre 0s
resultados. No trabalho de Aisen et al. (2002) foi utilizado um meio diluidor com 10%
de gema de ovo, metade da utilizada neste trabalho, o que pode ter conferido ao
diluidor menor capacidade crioprotetora. Assim, a adicdo da TRE ao meio isotonico
do referido trabalho contribuiu para implementar a atividade de crioprotecéo desse,
melhorando (P<0,05) os indices de MTH pos-descongelacdo. Provavelmente, o
meio diluidor isosmético utilizado neste estudo ja tenha propiciado as condi¢des de
crioprotecdo adequadas aos espermatozoéides, de forma que a adicdo da TRE nao
exerceu nenhum efeito benéfico durante o processo preservacao.

De uma forma geral, diversos trabalhos na literatura cientifica citam o efeito
positivo que a adicdo da trealose aos meios de congelacdo tem propiciado aos
espermatozoides (AISEN et al., 2000; ABGOALA e TERADA, 2003; AISEN et al.,
2005). Entretanto, existem relatos de insucesso com a utilizacdo da trealose para a
congelacdo do sémen ovino, como o estudo realizado por Valleriote et al. (2005) e
Bittencourt et al. (2007), que ndo observaram beneficio da adicdo da trealose ao
diluidor de congelacdo. Esses Ultimos encontraram, através da analise
computadorizada, taxas inferiores (P<0,05) de MTH para o sémen congelado com
adicdo de 100mOsmol de TRE, comparado com o grupo controle Tris-gema de ovo
(20%)-Glicerol (6%), respectivamente, 83% e 67%.

Evidentemente, variacbes nos protocolos de diluicdo, descongelacdo e
rediluicdo, composicdo do meio diluidor e concentracdo da trealose utilizada podem
ser responsaveis pelas diferencas observadas na literatura cientifica.

A criopreservacdo do sémen promove uma elevacdo dos niveis de calcio
intracelular (WATSON, 2000). Esse aumento resulta em disfuncdo e morte celular
(AMANN e PICKETT, 1987; WATSON, 2000). Assim, visando minimizar o efeito
deletério do calcio durante o processo de congelacéo, tem-se empregado o EDTA,

cuja funcéo principal é a de quelar o céalcio no meio extracelular, diminuindo seu
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influxo para o meio intracelular (WATSON, 1981), inibindo, assim, o efeito deletério
do célcio sobre os espermatozoides (AMANN e PICKETT, 1987).

Bakas e Disalvo (1991) e Aisen et al. (2000) demonstraram que atividade de
crioprotecdo da trealose pode ser potencializada quando a mesma é utilizada em
conjunto com o EDTA, devido a existéncia de uma atividade sinérgica importante
entre essas substancias. Aisen et al. (2000) observaram que a adicdo da TRE
(100mOsmol) associada ao EDTA (0,15%) proporcionou maior (P<0,05) taxa de
motilidade espermética (59%) em relacdo ao meio sem os aditivos (48,8%). Os
autores justificaram esses achados sugerindo que o Ca'™ compete com a TRE,
inibindo o seu efeito de estabilizacdo sobre a membrana espermatica. Assim, ao
adicionar o EDTA ao diluidor este seqiiestra o Ca*™ no meio extracelular, deixando a
TRE livre para exercer sua atividade crioprotetora. Estes resultados discordam dos
obtidos no presente experimento, cuja adicdo do EDTA ao meio com TRE néao
melhorou (P>0,05) as taxas de MTH como também influenciou negativamente
(P<0,05) as taxas de MPH, em relacédo aos diluidores sem EDTA (TRIS+GLI3%+;
TRIS+GLI3%+TRE).

Essas divergéncias observadas entre os trabalhos, sobre a eficacia da
utilizacdo do EDTA para a criopreservacdo espermatica esta relacionada a
ocorréncia de alguns fendbmenos, e entre estes o principal seria o fator de interacao
entre os componentes do meio diluidor, uma vez que nem sempre a remoc¢ao do
célcio do meio extracelular é desejavel. Este fato foi observado em estudo que, ao
avaliar o efeito da associacdo EDTA e TRE (AISEN et al., 2005), demonstrou que o
diluidor com EDTA ao retirar o calcio do meio extracelular, inibiu a acdo antioxidante
da trealose, sugerindo a existéncia de um efeito positivo da interacdo entre a
trealose e o calcio, sobre a regido polar dos fosfolipidios da membrana espermatica.

As médias gerais obtidas neste trabalho para velocidade de trajeto (VAP) e
velocidade curvilinear (VCL) foram respectivamente, 117,7 e 170,7um/s, valores
superiores se comparadas com as médias verificadas por Maia (2006) (93,9 e 165,6
um/s) e Azevedo (2006) (93,0; 164,5um/s). Em relacdo a velocidade progressiva
(VSL) o valor médio obtido entre os grupos deste estudo foi de 106,1um/s, bem
superior a VSL média de 73,2um/s relatada por Maia (2006). A importancia dessas
velocidades para a capacidade espermatica de fertilizar o odcito in vivo ainda nao foi
claramente evidenciada. Mais importante que a mensuracao destes parametros é a

determinacdo da relacdo existente entres eles (retilinearidade, STR= VAP/VSL e
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linearidade, LIN= VCL/VSL), que representa a progressividade dos movimentos
espermaticos (VERSTEGEN et al. 2002), tendo esta alta correlacdo com a fertilidade
in vivo (QARAWI et al., 2002).

O valor médio de deslocamento lateral da cabeca espermética (ALH),
mensurado em micrometros (um), foi de 5,3 entre os protocolos estudados, inferior
ao citado por Maia 2006 (7,5um) e Azevedo (2006) (7,4um). O ALH é um parametro
importante, pois é uma das caracteristicas que podem afetar a producao in vitro de
embrides (BARLOW et al., 1991) e esta relacionada a habilidade do espermatozoide
humano em penetrar no muco cervical e de se fundir com o odcito (AITKEN et al.,
1985). Entretanto, o aumento do ALH esta relacionado a hiperativacdo espermatica,
gue é uma etapa necessaria para a fertilizacdo do odcito (LAMBERT, 1981), sendo
utilizada em associacao ao VCL, VSL e LIN para mensurar o status de hiperativacéo
dos espermatozoides (VERSTEGEN et al. 2002). Estudos com diferentes espécies
(GRUNERT et al., 1989; MORTIMER e MORTIMER, 1990; BURKMAN et al., 1991;
MORTIMER e MAXWELL, 1999) tém relatado valores médios de ALH de 7pum a 9um
para subpopulacdes de espermatozoides hiperativados, valor este superior aos
obtidos no presente estudo. Em trabalho com ovinos (MORTIMER e MAXWELL,
1999), que estudou o padrdo da cinética do espermatozoide ovino hiperativado,
definiu para esta condicéo, valores médios de VCL > 250,0 pum/s, VSL < 100,0 pm/s
e ALHmax > 9,0. As médias obtidas neste estudo para VCL, VSL e ALH ficaram fora
do padrao definido para os espermatozéides hiperativados. Este fato € importante
para avaliacdo da fertilidade do sémen congelado, ja que a hiperativacdo
espermatica € uma etapa posterior do processo de capacitacdo celular, e este
guando ocorrido prematuramente, reduz o tempo de vida util dos espermatozoides e
a sua capacidade de fecundar o oécito (MEDEIROS et al. 2002).

Através dos resultados obtidos pela analise computadorizada da cinética
espermatica (Tabela 3), pode-se observar que a adicdo da trealose ao meio de
congelacao, influenciou negativamente (P<0,05) a capacidade de deslocamento
espermatico, refletido nos menores indices (P<0,05) de ALH, VAP, VSL e VCL nos
diluidores com TRE.

Esses dados vao de acordo com resultado obtido em projeto piloto que
antecedeu este estudo (BITTENCOURT et al., 2007), cujos valores da MTH, VCL e
ALH foram inferiores (P<0,05) para o sémen congelado em meio hiperosmaético a

base de TRE (100mOsmol), em relacdo ao meio isoténico (similar sem trealose).
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Este fato pode estar relacionado a maior densidade do meio diluidor hipertdnico, que
influi sobre a capacidade de deslocamento espermatico, reduzindo os movimentos
(ALH) e as velocidades dos movimentos (VAP, VSL, VCL). Refor¢cando esta
afirmacao, Mortimer (1997) relatou que o aumento da densidade do meio externo
dos espermatozéides resulta em diminuicdo da amplitude da onda flagelar. E Amirat
et al. (2004) descreveram valores superiores para VCL e VAP em diluidor contendo
lipoproteina de baixa densidade, em relagdo a meio com gema de ovo.

Dessa forma, os resultados das avaliacdes da cinética espermética ficam
comprometidos no meio hipertonico, em relagdo aos meios isotdnicos usados mais
comumente, dificultando analises comparativas. Essas diferencas, no entanto,
podem ndo representar alteracdes espermaticas importantes, como as relacionadas
a membrana plasmatica ou as organelas, especialmente as mitocondrias,
responsaveis pelo metabolismo energético e que € uma das causas da reducéo
verificada nos parametros da cinética espermatica. Para tanto, é necessaria a
utilizacdo de técnicas complementares que possam contribuir para esta conclusao,
como a avaliacdo da integridade e funcionalidade da membrana plasmatica e
mitocondrial.

Outro achado relevante € a superioridade (P<0,05) das trés velocidades
espermaticas avaliadas (VAP, VSL e VCL) para o grupo TRIS+GLI3%+TRE em
relacio aos diluidores com 6% de GLI (TRIS+GLI6%+TRE e
TRIS+GLI6%+TRE+EDTA). Esses dados sao justificaveis, ja que o efeito deletério
sobre a motilidade subjetiva e computadorizada, ocasionada pela citotoxidade da
combinacéo do GLI a 6% em meio hiperosmético com TRE (Becker, 2004), também
pode ter contribuido para a inferioridade (P<0,05) da VAP, VSL e VCL. Estas
velocidades  também  foram  inferiores  (P<0,05) para o  diluidor
TRIS+GLI3%+TRE+EDTA, em relacdo ao TRIS+GLI3%+TRE. Possivelmente, para
o diluidor utilizado, o sequestro do Ca™ no meio extracelular pelo EDTA, promoveu
efeito indesejavel, provavelmente inibindo a acdo antioxidante da trealose,
resultando nos indices inferiores (P<0,05) das respectivas velocidades (AISEN et al.,
2002).

A retilinearidade (STR), uma relacdo direta entre VSL e VAP em
percentagem, estima a proximidade do percurso da célula espermatica a uma linha
reta, com 100% de correspondéncia a 6tima retilinearidade (VERSTEGEN et al.,

2002). Este importante parametro, ja que define a progressividade dos movimentos
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espermaticos, foi a Unica variavel influenciada positivamente (P<0,05) pela adi¢édo
da TRE ao meio com 3% de GLI (TRIS+GLI3%, 87,7% versus TRIS+GLI3%,
85,1%). Essa caracteristica ndo variou significativamente entre os demais grupos.
As variaveis frequéncia de batimento flagelar (BCF) e linearidade (LIN)
mantiveram-se constantes entre 0S grupos experimentais, nao diferindo
estatisticamente. Os valores médios verificados para ambas as caracteristicas foram
de 42,1Hz e 60,8%. Tanto a BCF como LIN s&o caracteristicas que sofrem
alteracbes importantes do seu padrdo no processo de hiperativacdo espermatica.
Além da elevacdo dos movimentos e da velocidade curvilinea (VCL) e do
deslocamento lateral da cabeca (ALH) esse fenbmeno é acompanhado por uma
reducdo do batimento fragelar (BCF) e queda marcante da linearidade (LIN) para
niveis inferiores ou iguais a 30% (MORTIMER e MAXWELL, 1999). O percentual
médio de LIN observado entre os grupos do presente estudo foi quase o dobro
desse valor de referéncia. Assim, baseando-se nos resultados da avaliacéo
computadorizada para ALH, VSL, VCL e LIN, utilizados para tracar o perfil cinético
das células hiperativadas, estes forneceram subsidios que sugerem que o0s
diluidores testados neste trabalho proporcionaram niveis de congelabilidade
satisfatorios, evitando a ocorréncia prematura do processo hiperativacao

espermatica.

3.4. Avaliacdo Simultanea da Integridade das Membranas Plasmatica e

Acrossomal e do Potencial da Membrana Mitocondrial.

A associacdo das sondas fluorescentes FITC-PSA, IP e JC-1 permitiu obter a
frequéncia das subpopulacbes esperméaticas (SBP), verificadas pela avaliacdo
simultanea da integridade das membranas (Tabela 5). Algumas das subpopulacdes
espermaticas (SBP), visualizadas na avaliacgdo em conjunto da integridade das
membranas plasméatica e acrossomal e do potencial da membrana mitocondrial do
espermatozoide podem ser visualizadas na Figura 5.

As subpopula¢des encontradas com maior ocorréncia foram SBP1 (membrana
plasmatica integra, acrossomo intacto e baixo potencial de membrana mitocondrial
11,5%); SBP2 (membrana plasmatica integra, acrossomo intacto e alto potencial de

membrana mitocondrial; 14,6%); SBP5 (membrana plasmatica lesada, acrossomo
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intacto e baixo potencial de membrana mitocondrial; 18,5%); SBP6 (membrana
plasmatica lesada, acrossomo intacto e alto potencial de membrana mitocondrial;
28,2%); SBP7 (membrana plasmatica lesada, acrossomo lesado e baixo potencial
de membrana mitocondrial; 8,8%) e SB8 (membrana plasmética lesada, acrossomo
lesado e alto potencial de membrana mitocondrial; 18,3%). As SBP3 (membrana
plasmatica integra, acrossomo lesado e alto potencial de membrana mitocondrial) e
SBP4 (membrana plasmatica integra, acrossomo lesado e baixo potencial de
membrana mitocondrial) foram raramente observadas (0,01% e 0,15%,

respectivamente).

TABELA 5. Médias e desvios-padrdo das frequéncias das subpopulacdes espermaticas
(SBP), obtidas através da combinacdo das sondas fluorescentes iodeto de propridio,
aglutinina de Pisum sativum conjugada a fluoresceina de isotiocianato (FITC-PSA) e iodeto
de 5,5,6,6’tetracloro-1,1,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina  (JC-1), nos diferentes
diluidores estudados (TRIS+GL6%, TRIS+GLI3%, TRIS+GLI6% TRIS+GLI3%+TRE,
TRIS+GLI3%+TRE, TRIS+GLI3%+TRE+EDTA, TRIS+GLI6%+TRE+EDTA).

TRATAMENTO
Parametro  TRiS+ TRIS+ TRIS+GLI  TRIS+GLI ;&'f{'%" g;)'f{',% !
GLI3% GLIB% 3%+TRE 6%+TRE e +EDTA

SBP1(%) 123+113 17,1+152 09,1+085 11,8+123 116+130 07,2+085
SBP2(%) 118+129 185+198 138+109 155+147 121+106  16,1+14,6
SBP3(%) 00,0+000 000+000 000+002 000+000 000+000 00,0002
SBP4(%)  00,3+01,1 00,0+002 001+004 000+002 00,0+000 00,3+008
SBPS5(%) 195+174 153+146 21,1+221 190+128 193+139 16,6+154
SBP6(%) 322+180 226+129 285+148 263+142 342+181 248+121
SBP7(%) 07,2+071 09,2+10,38 07,8+07,2 10,7+108 07,1+07,2 10,6 +09,9

SBP8(%) 161+10,0 17,62+14,9 205+132 16,7+09,6 16,7+09,7 22,2+125

= Avaliacdo simultAdnea das membranas espermaticas. Subpopulagbes: SBP 1 - membrana
plasmatica integra, acrossomo intacto e baixo potencial de membrana mitocondrial; SBP 2 -
membrana plasmaética integra, acrossomo intacto e alto potencial de membrana mitocondrial;
SBP 5 - membrana plasmética lesada, acrossomo intacto e baixo potencial de membrana
mitocondrial; SBP 6 - membrana plasmatica lesada, acrossomo intacto e alto potencial de
membrana mitocondrial; SBP 7 - membrana plasmética lesada, acrossomo lesado e baixo
potencial de membrana mitocondrial; SBP 8 - membrana plasmatica lesada, acrossomo lesado
e alto potencial de membrana mitocondrial;
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De uma forma geral, apesar das variagbes numéricas observadas para as SBP,
estas nao diferiram significativamente entre diferentes protocolos experimentais.
Este fato pode ser justificado pela elevada variacdo da frequéncia das
subpopulacdes observadas com os espermatozoéides congelados nos diferentes
diluidores. A ANOVA demonstrou, para as SBP de maior frequéncia, coeficientes de
variacdo (CV) que se estenderam de 54,1% (SBP6) a 101,7% (SBP1), dentro dos
tratamentos. O CV representa a magnitude das variagdes néo controladas no estudo
e quanto maior o seu valor maior a instabilidade real dos dados. Coeficientes de
variacdo maiores ou iguais a 30% sdo considerados muito instaveis (REIS, 2003) e
podem comprometer a ANOVA, pois para se obter resultados significativos (P<0,05),
a variacdo das medias entre os tratamentos deve ser maior que dentro dos mesmos,
caso contrario compromete-se a ANOVA e consequentemente a comparacdo das
médias entre os grupos estudados.

A SBP1 (membrana plasmatica integra, acrossomo intacto e baixo potencial de
membrana mitocondrial) é a categoria mais representativa da viabilidade
espermatica, ja que demonstra a integridade estrutural e funcional de todas as
estruturas celulares estudadas e seria a subpopulacdo de espermatozéides em
melhores condicbes de migrar pelo trato genital da fémea e fertilizar o odcito.
Através da ANOVA néo foi verificada diferenca significativa entre as médias de
SBP1 no diferentes tratamentos (Tabela 5). A média geral obtida neste estudo para
SBP1 foi de 11,5%, sem variacdo entre os grupos (P>0,05), um pouco inferior aos
14,9% verificados por Azevedo (2006) com ovinos e aos 16,0% por Celeghini (2005)
com bovinos, mas superior aos 0,9% relatados por Maia (2006), também com
ovinos. Assim como no presente experimento, todos os trabalhos citados utilizaram
em seu protocolo de fluorescéncia as sondas FITC-PSA, IP e JC-1.

Azevedo (2006) relatou reducdo em torno de 60,3% de espermatozoides da
SBP1 apos a criopreservacdo. Este dado reflete o fato de que apesar da evolucao
dos protocolos de congelacdo do sémen ovino, 0s niveis de manutencdo da
viabilidade celular apds este processo ainda sdo muito baixos e devem ser
melhorados.

A média geral de espermatozodides da SBP2 (membrana plasmatica integra,
acrossomo intacto e baixo potencial de membrana mitocondrial) encontrada foi de
14,6%, e suas respectivas médias entre os tratamentos néo diferiram (P>0,05)

(Tabela 5). O valor médio de SBP2 observado neste trabalho foi inferior aos 30,27%



53

citados por Maia (2006) em trabalho com ovinos, e superior aos 6,5% e 7,3%
relatados por Azevedo (2006) e por Celeghini (2005) com ovinos e bovinos,

respectivamente.

= SBP 1 - membrana plasmatica integra, acrossomo intacto e alto potencial de membrana
mitocondrial; SBP 2 - membrana plasmaética integra, acrossomo intacto e baixo potencial de
membrana mitocondrial; SBP 5 - membrana plasmatica lesada, acrossomo intacto e alto
potencial de membrana mitocondrial; SBP 6 - membrana plasmaética lesada, acrossomo intacto
e baixo potencial de membrana mitocondrial; SBP 7 - membrana plasmatica lesada, acrossomo
lesado e alto potencial de membrana mitocondrial; SBP 8 - membrana plasmatica lesada,
acrossomo lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial.

FIGURA 5: Subpopulacdes espermaticas (SBP) obtidas na avaliacao
simultanea da integridade das membranas plasmatica e acrossomal e do
potencial de membrana mitocondrial do espermatozoide ovino, visualizadas
sob microscopia de epifluorescéncia (1000x), pelo uso simultaneo da aglutinina
de Pisum sativum conjugada a fluoresceina de isotiocianato - FITC-PSA),
potencial da membrana mitocondrial (PMM, iodeto de 5,5,6,6’tetracloro-
1,1,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina - JC-1).

As categorias SPB 3 (membrana plasmatica integra, acrossomo lesado e alto
potencial de membrana mitocondrial) e SBP4 (membrana plasmatica integra,
acrossomo lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial) tiveram uma baixa

frequéncia neste estudo (0,01% e 0,15%). Relatos semelhantes foram descritos por
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Azevedo (2006) (0,2% e 0,3%) e por Celeghini (2005) (0,1% e 0,1%). Como
observado pelos autores anteriores, este resultado era esperado, pois usualmente,
antes que haja uma lesdo acrossomal deve-se ocorrer uma lesdo da membrana
plasmética (AZEVEDO, 2006). Ou ainda, a lesdo do acrossomo ou a ocorréncia da
criocapacitacdo, pode ser seguida do processo de permeabilizacdo da membrana
plasmatica, tornando bem curto o periodo em que a célula mantém-se impermeavel
ao IP, o que torna a observacao dessas subpopulacdes raras (CELEGHINI, 2005).
Os percentuais médios obtidos para SPB3 e SPB4 nos diferentes grupos
experimentais ndo diferiram significativamente (Tabela 5).

Os achados relacionados ao percentual de SBP5 (membrana plasmatica
lesada, acrossomo intacto e alto potencial de membrana mitocondrial) deste estudo
(18,5%) foram semelhantes ao verificados por Sousa (2007) (17,8%), (utilizando
FITC-PSA; IP e Rodaminal23) e bem superiores aos indices encontrados na
literatura (com FITC-PSA; IP e JC-1), para diversas espécies e que variaram entre
0,5% (MAIA, 2006), 1,98% (GONZALEZS, 2004) 3,3% (AZEVEDO, 2006) e 5%
(CELEGHINI, 2005). Celeghini (2005) sugere como justificativa para os baixos
percentuais dessa categoria espermatica no seu estudo, que apos a lesdo da
membrana plasmatica a homeostase celular é perdida e comecam a ocorrer
fendbmenos que conduzem a morte celular e concluem com a hipotese de que
células nesta categoria estariam em uma fase de transi¢cdo, tendo como préoxima
etapa a perda da funcdo mitocondrial e motilidade. Entretanto, a lesdo mitocondrial
pode ser derivada do processo evolutivo da degradacdo espermatica, sendo uma
etapa consequente a lesdo da membrana plasmatica, ou ndo, como demonstrado
por Martinez-Pastor (2004) que n&o observarem poés-descongelacdo correlacdo
positiva (P>0,05) entre integridade de membrana plasmatica (Hoescht 33258) e
reducdo da atividade mitocondrial (JC-1), sendo esta U realizada por citometria de
fluxo com 50 mil eventos a uma taxa de fluxo de 1500 células por segundo.

Azevedo (2006) também demonstrou que os eventos que levam a ocorréncia
da lesdo da MP e reducdo do PMM podem ocorrer de forma paralela e
independente. Este autor observou que ao incubar o sémen descongelado por duas
horas a 37°, houve uma reducéo significativa (P<0,05) do potencial mitocondrial em
alguns protocolos (reducdo média de 19,5% para 9,2%). O mesmo nao foi
observado com a integridade da membrana plasmatica, que se manteve constante

até o final (de 21,8 para 21,7%). Através desses achados pode-se sugerir que a
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baixa incidéncia da SBP5 observada nos estudos citados pode estar mais associada
ao protocolo de congelacao do sémen, que de uma forma geral proporcionou indices
reduzidos de manutencdo do PMM pdés-descongelagcédo (de 1,6% a 19,5%), como
uma conseqiéncia direta das injurias as mitocbndrias durante o processo de
criopreservacao (WINDSOR e WHITE, 1995).

De fato, tanto a membrana mitocondrial quanto a membrana plasmatica dos
espermatozoides sao igualmente sensiveis as lesdes provocadas pelo processo de
criopreservacao, fato este que justifica altas correlacbes positivas geralmente
encontradas entre eles. Entretanto, os mecanismos de injaria podem ser
independentes, apesar de correlatos, e esta afirmacdo pode ser confirmada pelas
diferencas (P<0,05) observadas entre os indices de PMM e IMP em diferentes
momentos pés-descongelacdo, mesmo com a existéncia de alta correlacdo positiva
entre eles (r=0,95 e 0,88, P<0,0001) (BOLLWEIN, et al., 2008).

A porcentagem média de espermatozoides classificados na categoria SBP 6
(membrana plasméatica lesada, acrossomo intacto e baixo potencial de membrana
mitocondrial) de 28,2% (Tabela 5) ficou bem préxima aos 22,8%; 28,6% e 26,8%
relatados, respectivamente, por Sousa (2007), Maia (2006) e Azevedo (2006), todos
em trabalho com ovinos.

Assim como verificado pra SPB 5, a taxa média de espermatozoéides na SPB 6
foi numericamente (P>0,05) inferior para o grupo TRIS+GLI6%, em relacdo aos
demais, chegando a valores percentuais proximos a 12% de diferenca quando
comparado com 0S espermatozoides congelados no diluidor
TRIS+GLI3%+TRE+EDTA (Tabela 5). A elevada instabilidade das médias dentro
dos grupos experimentais justifica a auséncia de significancia estatistica, apesar das
importantes diferencas numeéricas.

As categorias SPB 7 (membrana plasmatica lesada, acrossomo lesado e alto
potencial de membrana mitocondrial) e SBP 8 (membrana plasméatica lesada,
acrossomo lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial) tiveram frequéncias
neste estudo de 8,8% e 18,3% e assim como as demais subpopulacdes
espermaticas o efeito tratamento nao foi observado (Tabela 5).

O mesmo comportamento conflitante observado pela SPB 5 neste estudo, em
relacdo ao grande numero de relatos na literatura cientifica, foi observado também
para a SPB 7. Os trabalhos citam, para esta subpopulacédo espermatica, percentuais

préximos ou abaixo de 1%. Azevedo (2006) sugeriu que quando os niveis de dano



56

hY

chegam a membrana plasmética, dificimente a membrana mitocondrial consiga
manter concomitantemente sua potencialidade funcional elevada. No entanto, essa
afirmacgéo discorda dos achados de Sousa (2007) que encontraram 28,9% e 14,9%
de células com lesdo da membrana plasméatica e espermatozoides com atividade
mitocondrial (usando, respectivamente, Rodaminal23 e Mototracker Green FM),
embora os indices dessa categoria espermatica observados com JC-1 tenham sido
abaixo de 1%. Papaioannou et al. (1997), através e citometria de fluxo, encontraram
um grande percentual de espermatozéides com membrana plasmética lesada
emitindo fluorescéncia moderada a Rodamina 123. Os autores, no entanto,
sugeriram ser este achado uma consequéncia da incapacidade das mitocondrias
lesadas em reter o corante que, em excesso, passa pela membrana lesada, corando
o citoplasma celular e emitindo fluorescéncia de grau moderado. Em contraponto,
assim como no presente estudo, também observaram um percentual de células com
membrana plasmatica lesada e com alta atividade mitocondrial, préximo a 10%. Os
autores classificaram esta subpopulacéo espermatica como células moribundas, que
inicialmente tinham a capacidade de acumular o corante nas mitocondrias e de reté-
lo durante o processo seguinte de degeneracéo e morte celular.

A subpopulacéo classificada como SBP 8 representa a pior configuracdo do
status estrutural e funcional do espermatozoide, ja que contém injurias em todas as
estruturas analisadas (membranas plasméatica e acrossomal e potencial de
membrana mitocondrial). A sua frequéncia média de 18,8% neste estudo ficou
abaixo do verificado em trabalhos anteriores com ovinos de 25,8%; 39,7% e 46,9%,
para Maia (2006), Sousa (2007) e Azevedo (2006), respectivamente, e 46,6%
(GONZALEZ, 2005) e 36,0% (CELEGHINI, 2005), para bovinos. Os indices
inferiores obtidos para esta categoria neste estudo podem ser justificados, pois
guase 9% das células com lesdo da membrana plasmatica e acrosomal foram
classificadas na SPB 7, devido o PMM, enquanto que nos trabalhos citados o indice
de células com lesdo das membranas plasmatica e acrossomal ficaram
concentradas na categoria SBP8.

O grupo experimental TRIS+GLI6%+TRE+EDTA obteve os piores resultados
numericamente (P>0,05), o0, ja que propiciou 0S menores percentuais de
espermatozoides classificadas na SPB 1, que sdo as células com melhor status
funcional e/ou estrutural, como também proporcionou 0s maiores percentuais de

espermatozoides da categoria SPB 8, célula de maior representatividade da
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inviabilidade espermética, pois apresenta lesbes em todas as estruturas estudadas.
Esses resultados podem vir a confirmar as observacdes feitas nas analises
anteriores, que foram afetadas de forma negativa, provavelmente, pela citotoxidade
da combinagdo do GLI a 6% em meio hiperosmotico com TRE (BECKER, 2004),
como também pelo efeito prejudicial do EDTA ao captar o Ca*™ do meio, inibindo a
acao antioxidante da trealose, o que resultou em indices inferiores da cinética

espermatica, bem como da integridade das membranas espermaticas.

3.5. Avaliacdo Individual da Integridade das Membranas Plasmatica e

Acrossomal e do Potencial da Membrana Mitocondrial

Para esta avaliacdo, os resultados obtidos com a associacdo das sondas
fluorescentes FITC-PSA, IP e JC-1 foram individualizados em trés categorias
distintas: integridade de membrana plasmatica (IMP), composta pelo percentual de
espermatozoides com membrana plasmatica integra (soma das subpopulacbes SBP
1, SBP 2, SBP3 e SBP4); integridade acrossomal (IAC) representando o percentual
de espermatozodides com membrana acrossomal integra (soma das subpopulacoes
SBP 1, SBP 2, SBP5 e SBP6) e potencial de membrana mitocondrial (PMM) que
representou o percentual de espermatozéides com alto potencial de membrana
mitocondrial (soma das subpopulacées SBP 1, SBP 3, SBP5 e SBP7).

Diferentemente do observado para a ANOVA das SBP, os valores médios
obtidos para IMP e IAC dentro dos grupos se comportaram de forma mais estaveis
(CV = 39,3% e 14,4%) e refletiram no efeito significativo (P<0,05) dos tratamentos
sobre essas variaveis (Anexo 1). O PMM foi mais instavel (CV= 62,5%) e as
diferencas numéricas das médias obtidas ndo diferiram (P>0,05) entre oS grupos
experimentais.

Os percentuais médios obtidos para IMP, IAC e PMM e a comparacao destes
entre 0s grupos estudados podem ser visualizados na Tabela 6. Através desta,
pode-se observar que o diluidor convencional TRIS+GLI6% proporcionou 0s
melhores (P<0,05) indices de integridade da membrana plasmatica entres 0os grupos
testados (35,8%).

Este indice foi superior aos 29,7% (MAIA, 2006) e 21,8% (AZEVEDO, 2006) em

trabalhos com ovinos, utilizando meio diluidor semelhante (Tris-gema de ovo glicerol)
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e inferior aos 50,9% relatados por Sousa (2007), também com ovinos, mas utilizando
meio de congelacdo a base de glicina-gema-leite. Os autores anteriores também
utilizaram para a avaliacdo, a associacao das sondas fluorescentes IP, FITC-PSA e
JC-1.

Os resultados de IMP verificados neste estudo se comportaram de forma
semelhante aos observados pela MTS, MPS, MTH e MPH, os quais foram
significativamente superiores para o diluidor TRIS+GLI6%, em relagdo a todos os
demais grupos, aditivados ou ndo de TRE e TRE+EDTA (Tabela 6).

TABELA 6. Médias e desvios-padrdo das frequéncias de espermatozéides com membrana
plasmatica (IMP) e acrossomal integras (IAC) e com alto potencial da membrana mitocondrial
(PMM), obtidas através da combinacao das sondas fluorescentes iodeto de propridio, aglutinina
de Pisum sativum conjugada a fluoresceina de isotiocianato (FITC-PSA) e iodeto de
5,5’,6,6'tetracloro-1,1,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1), nos diferentes diluidores
estudados (TRIS+GL3%, TRIS+GLI6%, TRIS+GLI3%+TRE, TRIS+GLI6%+TRE,
TRIS+GLI3%+TRE+EDTA, TRIS+GLI6%+TRE+EDTA).

TRATAMENTO
Parametro  TRiS+ RIS+ TRIS«GLI  TRiS+GLI  1H0>e0LL - TRISTOH
0 0, 0, 0,
GLIZ%  GLI6% 3%+TRE  6%+TRE S/ 1R ety
MP (%) 245b  358a 23,1b 27,4b 23,7b 23,7
£133 161 +08,0 £12,6 £105 +09,5
AC (%) T760a  738ab 7267ab  72,7ab 773a 65,5 b
£106  +147 £115 £13.2 £115 £10,:3
PMM (06 391 417 38,1 41,6 38,1 33,9
£202  +323 £324 +28,9 27,9 £31,1

Valores seguidos de letras minUsculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(P<0,05).

No entanto, trabalhos tém relatado que a adicdo da trealose melhora os indices
de manutencédo da integridade da membrana plasmatica. Abgoala e Terada (2003)
observaram que a substituicdo integral do meio Tris-gema de ovo por uma solucéo
de TRE (375mOsmol) aumentou significativamente as taxas de fluidez de
membrana, melhorando os indices de congelabilidade do sémen caprino. Hu et al.
(2009) com suinos, ao adicionar diferentes concentracbes de TRE (25 a
200mOsmol/Kg) ao meio isotbnico, obteve melhor nivel manutencédo da IMP (teste
hiposmético) com 100mOsmol de TRE, em relacdo ao meio isotbnico e aos demais
grupos. Da mesma forma e utilizando o mesmo método de avaliacdo, Aisen et al.
(2002) verificaram uma melhoria dos niveis de IMP dos espermatozoides ovinos,

além de taxas de nascimento duas vezes e meia superior com um meio
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hiperosmético enriquecido com de 100mOsmol de TRE (semelhante ao grupo
TRIS+GLI3%+TRE), em relagdo ao grupo isosmotico sem TRE (semelhante ao
grupo TRIS+GLI3%). Em trabalho posterior utilizando os mesmos grupos
experimentais (meio isosmético versus TRE 100mOsmol), Aisen et al. (2005)
encontraram maiores niveis de IMP, avaliada por microscopia eletrénica, com o
diluidor com TRE, em relacdo ao sem TRE (72,6% versus 33,4%). E importante
ressaltar que o diluidor isosmético utilizado no estudo citado era diferente ao
utilizado no presente estudo, com metade (10%) dos percentuais de gema de ovo, 0
qgue pode ter conferido menor protecdo espermatica e justificar a congelabilidade
inferior entre os diluidores testados. E a auséncia da diferenca significativa entre os
grupos com 3% de GLI, com e sem TRE (TRIS+GLI3% versus TRIS+GLI3%+TRE)
verificado no presente estudo, verificado no presente estudo, provavelmente, estaria
no fato de que composicdo do meio isosmotico testado aqui tenha proporcionado
niveis de protecdo a membrana plasmatica que substituem a utilizacdo da TRE, néo
justificando o seu uso.

Resultados conflitantes no mesmo trabalho também tém sido reportados, como
os de Valente et al. (2009), que apesar de ter obtido com a eosina nigrosina indices
superiores (P<0,05) de integridade de membrana plasmatica (66,5% versus 59,8%),
para 0 sémen ovino congelado em meio hiperosmoético com trealose e menores
niveis de gema de ovo (G1l: 15% de gema versus G2: 4,5% de gema mais
88mOsmol de TRE), verificou para este, taxas inferiores (P<0,05) de integridade da
membrana plasmatica pelo teste hiposmatico (32,1% versus 40,6%). E os resultados
com a TRE foram ainda piores (P<0,05) no teste in vivo, refletido nos baixos indices
de fertilidade das fémeas inseminadas (3,8% versus 20,5%).

A auséncia de efeito positivo ou negativo da adicdo da TRE ao meio de
congelacdo isosmoético, sobre os niveis de IMP, ja foi relatado anteriormente
(VALLERIOTE et al., 2005, BITTENCOURT et al., 2007, BUCAK et al., 2007).

O efeito deletério da combinacdo do GLI a 6% em meio hiperosmoético com
TRE (TRIS+GLI6%+TRE; TRIS+GLI6%+TRE+EDTA), assim como observado para
a maioria dos parametros da cinética espermatica, também se refletiu sobre os
indices inferiores de IMP (P<0,05), em relacdo ao meio isotbnico com a mesma
concentracdo de GLI (TRIS+GLI6). O efeito negativo do GLI em altas concentracdes
no meio hiperosmético ja havia sido reportado por Becker (2004) que observou

maiores (P<0,05) niveis de IMP, no sémen caprino congelado em meio
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hiperosmético com sacarose a 375mOsmol e 1,7 ou 3,4% de GLI, comparados a
6,8%.

Bakas e Disalvo (1991) defendem a hipétese que o Ca™, por competir com a
TRE pelos mesmos sitios de ligagdo na membrana plasmética, inibe a sua atividade
crioprotetora. Desta forma, a atividade de crioprotecdo da TRE poderia ser
potencializada quando a mesma € utilizada em conjunto com o EDTA, pois este
seqiiestra o Ca'" extracelular, deixando a TRE livre para exercer em plenitude a sua
atividade crioprotetora (BAKAS e DISALVO, 1991; AISEN et al., 2000). Contudo, a
atividade sinérgica entre a TRE e o EDTA observada por Aisen et al. (2000) néo foi
demonstrada neste estudo, cuja adicdo do EDTA aos diluidores com TRE,
independente da concentracdo de GLI, ndo proporcionou melhoras significativas
(P>0,05) na IMP. Em trabalho posterior, Aisen et al. (2005) obtiveram resultados que
contradisseram os seus achados anteriores, cujos percentuais de células com IMP,
obtidos por microscopia eletronica e teste hiposmoético, foram inferiores para o
diluidor com a associacdo TRE+EDTA (72,6 % versus 40% e 64% versus 40,3%).
Os autores sugeriram, como justificativa para os dados verificados neste ultimo
estudo, que o EDTA, ao retirar o calcio do meio extracelular, inibiu a acéo
antioxidante da trealose, que € favorecida pela interagdo com o Ca™".

Os indices de integridade da membrana acrossomal (IAC) ficaram bem
proximos entre os diluidores estudados (de 65,5 a 77,3%), mas sofreu influéncia do
tratamento pela ANOVA (Anexo 1). O percentual médio de IAC obtido neste
experimento (71,3%) foi semelhante ao observado por Sousa (2007) (73,3%) e
superior aos encontrados por Maia (2006) e Azevedo (2006) de 59,9% 51,5%,
respectivamente. Todos esses estudos foram com ovinos e utilizaram a associacao
FITC-PSA para avaliacdo da IAC.

As médias de IAC foram superiores (P<0,05) para os grupos TRIS+GLI3% e
TRIS+GLI3%+TRE+EDTA, em relacdo ao TRIS+GLI6%+TRE+EDTA e semelhante
entre os demais (Tabela 6). Os menores niveis de IAC observados pelo
TRIS+GLI6%+TRE+EDTA devem estar relacionados a soma de dois fatores
negativos ja discutidos nos itens anteriores deste trabalho. A citotoxidade exercida
pela combinacdo do GLI a 6% em meio hiperosmoético, como também o efeito
prejudicial do EDTA, quando associado ao meio diluidor com TRE.

Ao compararem-se o0s indices de IMP e IAC, indiferentemente dos

tratamentos, pode-se constatar ser este Ultimo parametro mais resistente as injurias
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provocadas pelo processo de criopreservacao. Essa afirmacdo corrobora com 0s
diversos achados na literatura, com diferentes espécies, que relatam redu¢des muito
inferiores nos niveis de IAC em relacdo a IMP, apds o processo de congelagéo-
descongelagcéo (MAIA, 2006; AZEVEDO, 2006; CELEGHINI et al., 2008; VALENTE
et al., 2009) o que justifica seus indices superiores.

A adicdo a TRE, exceto para o grupo TRIS+GLI6%+TRE+EDTA, n&o exerceu
efeito sobre os niveis de IAC nos diluidores testados (Tabela 6). Relatos similares
foram feitos por Aisen et al. (2000); Aisen et al. (2002) e Valente et al. (2009) que
ndo observaram diferencas nos percentuais de células com lesdes acrossomais na
microsocpia de contraste de fase, apds congelacdo em meio hiperosmoético com
TRE ou em meio isotonico. Estes achados discordam dos relatados por Hu et al.
(2009), que utilizando a FITC-PNA detectaram maiores niveis de IAC nos
espermatozoides congelados com diferentes concentragbes de TRE (25 a
200mOsmol) que no meio sem TRE.

Os altos niveis de calcio estdo relacionados a ocorréncia de alteragdes no
acrossomo espermatico e exercem papel importante no processo de reacao
acrossomal (ROLDAN et al., 1994), que pode ser inibido na presenca do EDTA, ao
quelar o Ca™ no meio extracelular impedindo seu influxo. No entanto, a adi¢do do
EDTA aos diluidores de congelacao testados néo influenciou (P>0,05) os indices de
IAC. Bittencourt et al. (2008) utilizando microscopia de contraste de fase, também
nao verificaram melhorias nas taxas de integridade acrossomal com a utilizacéo de
0,1% de EDTA no meio de congelacdo do sémen caprino, embora tenha obtido uma
reducdo do numero de defeitos espermaticos totais. Da mesma forma Aisen et al.
(2000) obtiveram indices similares de lesdo de acrossomo no sémen congelado em
meio com ou sem EDTA, tendo verificado apenas efeito positivo do EDTA sobre a
integridade acrossomal, quando associado a TRE. As diferencas obtidas entre os
trabalhos podem estar relacionadas a diversos fatores como a composi¢cdo do meio
diluidor, ja discutido anteriormente. A qualidade e taxa do processo de resfriamento
também podem influenciar na eficacia da utilizacdo do quelante de calcio EDTA, ja
que o aumento do influxo de Ca*" para a célula € maximizado na propor¢do em que
se reduz a temperatura (ROBERTSON e WATSON, 1986). Provavelmente, taxas de
resfriamento adequadas, que minimizem o processo de estresse térmico pelo frio,
podem evitar o influxo exacerbado de Ca++, de forma que a adicdo do quelante

EDTA néo surte efeito positivo.
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N&o foi verificado efeito significativo do tratamento pela ANOVA sobre o
parametro PMM (Anexo ).

O percentual médio de PMM obtido neste trabalho foi de 38,8%, indice
superior aos verificados por Martinez-Pastor et al. (2004) — 23,3%; Maia (2006) -
1,6% e Azevedo (2006) — 19,5%, todos trabalhando com ovinos e ao obtidos por
Gonzalez (2004) — 18,03%, Bollwein et al. (2008) — 23,8% e Celeghini (2005) — 1 a
5%, com bovinos. indices superiores de PMM aos deste estudo foram relatados por
Connell et al (2002) — 39,8% com humanos e Nascimento (2006) — 44,6% com
equinos. Ressalta-se que todos os estudos citados utilizaram a JC-1 para avaliagéo
do PMM, exceto Connell et al. (2002) que trabalhou com Rodaminal23.

Os percentuais médios obtidos nos diferentes tratamentos foram semelhantes
entre si (P>0,05) e podem ser observados na Tabela 6. Assim como aconteceu para
a IMP e IAC, a adicdo da TRE nédo implementou (P>0,05) os indices de PMM. De
forma semelhante, a associacdo TRE+EDTA néo exerceu efeito (P>0,05) sobre a
PMM, o que também nédo era esperado, ja que o influxo de calcio intracelular
derivado do processo de resfriamento do sémen promove a ativacdo das
fosfolipases, ocorrendo hidrélise dos fosfolipidios da membrana espermatica. Tanto
as alteracbes provocadas aos fosfolipidios, como a formacdo de acidos graxos
livres, acarretam um aumento da permeabilidade e lesdo da membrana mitocondrial
(AMANN e PICKETT, 1987). A adicao do EDTA ao diluidor de congelacdo deveria
minimizar esse processo, melhorando os niveis de PMM, pois captaria o célcio
extracelular impedindo seu influxo. As justificativas utilizadas anteriormente para
auséncia de efeito da utilizacdo do EDTA nos diluidores aqui testados, também se
adequam para os niveis de PMM.

De forma semelhante a IAC, os menores valores numeéricos (P>0,05) de PMM
ocorreram para o sémen congelado com o grupo TRIS+GLI6%+TRE+EDTA,
reforcando a baixa congelabilidade conferida pela combinacdo dos seus

componentes nas concentragdes utilizadas.
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3.6. Correlagfes Entre os Parametros Espermaticos Estudados

Os coeficientes de correlacdo linear obtidos pelo teste de Pearson, entre
todos os parametros de cinética espermatica e os de integridade das membranas
espermaticas podem ser observados nas Tabelas 7 a 9.

Como esperado, os parametros subjetivos da cinética espermatica
apresentaram elevadas correlagdes e altamente significativas com os parametros da
cinética espermatica obtidos pela analise computadorizada (Tabela 7). E
interessante ressaltar a alta correlacdo entre o VIG e as velocidades espermaticas
VSL, VAP e VCL (r>0,65; P<0,0001). Isso demonstra que a analise subjetiva ainda é
uma ferramenta importante de avaliagdo, principalmente em condicbes em que o

custo do analisador seminal computadorizado é um fator limitante.

TABELA 7. Coeficientes de correlagdo de Pearson verificados entre os parametros de cinética
espermatica.

MTS MPS VIG MTH MPH VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN

MTS 1,00

MPS o7+ 100
VIG 0525 0,50 1,00

MTH 0040 003" 041 1000 -

MPH  g7e 086+ 065%* 0,820 1009

VAP (54 052%% 0,80 0415 0,73 1,007 -

VSL 0540+ 0,53 0,80%* 0,42%* 0,76 0,99** 1,00

VCL 0469+ 0,46"* 0,65** 0,36"* 0,54** 0,89 0,84* 1,00

ALH  019¢ 020* 025 014 008 047 037* 0,77 1,00

BCF 008 009 -014 006 010 003 033 0,18* 0,20 1,00

STR  0,35mx 0,340 0,27+ 0,31* 0,59** 0,27 0,38 -0,07 0,527 0,02 1,00

LIN 0,38+ 0,38+ (Q25%* 031* 0,67 048 0,58 0,08 0,48+ -0,20* 0,88*** 1,00

RAP 0,89*** 0,88*** 0,66*** 0,84** 0,98*** 0,33* 0,77*** 0,62** 0,20 0,09 0,48%* 0,58***

= Coeficientes de correlacéo obtidos pelo teste de correlacéo linear de Pearson. Na linha e na
coluna: Motilidade total subjetiva (MTS, %), motilidade progressiva subjetiva (MPS, %),
motilidade total computadorizada (MTH), motilidade progressiva computadorizada (MPH),
velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinea (VCL, um/s), velocidade de trajeto
(VAP, um/s), deslocamento lateral de cabeca (ALH, um), freqiéncia de batimento flagelar (BCF,
Hz), retilinearidade (%) e linearidade (%).

* P<0,05

** P<0,01

** P<0,0001
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Também foram verificadas correlagbes positivas e significativas (P<0,05)
entre as motilidades subjetivas e computadorizadas (MTS, MPS, MTH e MPH), em
relacdo as velocidades espermaticas (VAP, VSL e VCL) e os parametros que
indicam a progressividade dos movimentos (STR e LIN). Fato semelhante foi
descrito por Al-Qarawi et al. (2002). Entretanto, diferente deste estudo, os autores
encontraram correlagdes positivas (P<0,05) entre o ALH e as motilidades obtidas
pela andlise computadorizada (CASA). Esse fato pode ser justificado, pois o padréo
de ALH é fortemente influenciado pelo meio diluidor utilizado, como ocorreu neste
estudo com os diluidores hiperosméticos e como observado por Mortimer e Maxwell
(2004) que relataram maior ALH para os espermatozdéides ovinos descongelados e
resuspendidos em PBS com BSA. Com o padrdao de ALH alterado, a relagéao
existente entre este e os demais parametros podem ser influenciados. O ALH
guarda relacdo inversa com a qualidade e progressividade do movimento
espermatico e este fato ficou caracterizado pelas correlacdes negativas e altamente
significativas entre este e 0 STR e LIN. Na verdade néo se sabe até que ponto esta
afirmacao pode ser feita, pois ndo existem limitem estabelecidos para se determinar
padrao ideal de ALH e em que niveis podem interferir no movimento progressivo do
espermatozoide ou mesmo na capacidade deste de atravessar o trato reprodutivo
feminino e alcancar o sitio de fertilizacdo (CELEGHINI, 2005). Esta afirmacéo pode
ser reforcada pelos resultados de Al-Qarawi et al. (2008) ao relatar correlacao
positiva entre o ALH e as variaveis LIN e STR no sémen in natura de bovinos.

A frequéncia de batimento flagelar apresentou apenas uma discreta
correlacao positiva (P<0,05) com o VCL e negativa com a LIN.

A interacdo entre os parametros de cinética e integridade das membranas
espermaticas foi estudada (Tabela 8) e algumas observa¢des importantes devem
ser feitas. A integridade da membrana plasmatica, verificada pelo teste supravital
com corante eosina (SV) demonstrou correlacdo positiva e altamente significativa
(P<0,0001) com as motilidades espermaticas subjetivas e computadorizas,
demonstrando ser este um teste eficaz para avaliacdo do percentual de células
méveis e que, pelo seu baixo custo e praticidade, pode ser facilmente implementada
nas atividades de campo e pesquisa.

O mesmo pbde ser verificado para o parametro IMP avaliada pela
microscopia de fluorescéncia, que também apresentou correlacdes positivas, com

ambas as motilidades subjetivas (MTS e MPS) e com a motilidade total
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computadorizada (MTH), embora ndo tenha apresentado correlagdo com a MPH.
CorrelagBes positivas entre motilidade espermética total e IMP também foram
citadas por Celeghini et al. (2008), os quais verificaram coeficientes de correlacdo de
91% (P<0,05). Estas correlacbes sao esperadas, ja que a integridade estrutural e
funcional da membrana plasmatica dos espermatozéides é fundamental para a

manutencdo da sua viabilidade e do metabolismo celular, que é refletido no

percentual de células moveis.

TABELA 8. Coeficientes de correlacbes de Pearson observados entre os parametros de
cinética espermatica e os de integridade das membranas espermaticas.

MTS MPS VIG MTH MPH VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN

Y 0,49%* 0,47%* 002  056** 0,36+ 001 002 -004 -009 -005 017 0,10
IMP 0,27%* 0,27 -0,02 0,30* 0,09 0002 -002 014 022* 006 -0,18% -0,24*
IAC 0,21* 0,18+ 0,08 0,26** 0,23* 0,07 0,10 -0,01 -0,14 -0,15 0,24** 0,21*

PMM 004 -009 0,32+ -008 0,15 0,33* 0,35*** 0,19* -0,09 -0,15 0,23*  0,37**

= Coeficientes de correlacdo obtidos pelo teste de correlacdo linear de Pearson. Na linha:
Motilidade total subjetiva (MTS, %), motilidade progressiva subjetiva (MPS, %), motilidade
total computadorizada (MTH), motilidade progressiva computadorizada (MPH), velocidade
progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinea (VCL, um/s), velocidade de trajeto (VAP,
um/s), deslocamento lateral de cabeca (ALH, um), freqiéncia de batimento flagelar (BCF,
Hz), retilinearidade (%) e linearidade (%). Na coluna integridade da membrana plasmatica
pelo teste supravital eosina (SV) e integridade da membrana plasméatica (IMP) e acrossomal
(IAC) e alto potencial da membrana mitocondrial (PMM), observados pela associagdo das
sondas fluorescentes IP, FITC-PSA e JC-1 (aumento de 1000X).

* P<0,05

** P<Q,01

*** P<0,0001

Um fato observado neste estudo que chama a atencdo € a correlacao
negativa (P<0,05) entre a IMP e os parametros que estimam a progressividade do
movimento celular LIN e STR. Esses achados contradizem os resultados obtidos
neste mesmo estudo, que revelaram correlacdo positiva (P<0,05) entre a IMP e as
motilidades progressiva subjetiva e computadoriza. De qualquer forma essa
correlacdo negativa pode ser entendida como um fator negativo, ja que as variaveis

LIN e STR séo utilizadas para caracterizar qualidade do movimento espermatico e a
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IMP para determinar viabilidade estrutural e funcional dos espermatozoides, de
forma que seus valores deveriam se comportar de forma diretamente proporcional.

Como ocorreu com 0 SV e a IMP a integridade da membrana acrossomal
(IAC) apresentou correlagédo significativa com as motilidades espermaticas subjetivas
e computadorizadas (P<0,05). Este resultado também era esperado e justificavel, ja
gue para que ocorram as alteracées na membrana acrossomal, possivelmente a
membrana plasmética j& foi lesada, pois esta € muito mais sensivel as injurias
provocadas pelo processo de criopreservacdo que a membrana acrossomal,
comprometendo o metabolismo celular e interferindo na motilidade espermética. E
ao contrario do verificado para IMP observou-se para IAC correlagbes positivas
(P<0,05) com a STR e LIN.

O PMM correlacionou-se positivamente (P<0,05) com o VIG, VSL, VCL, STR
e LIN. Correlagdes entre do PMM com VSL, VCL e LIN também foram descritas
anteriormente por Connell et al. (2002) para o sémen in natura de homens.
Entretanto, ap0s a criopreservacdo essas correlagbes na sua maioria
desapareceram e restringiram-se a MP, LIN e uma tendéncia para VCL (P=0,06),
revelando que o sémen congelado, apds as alteracbes sofridas durante a
preservacdo comporta-se de forma diferente em relacdo as suas caracteristicas e as
respectivas interacdes entre elas. Assim como Connell et al. (2002), Martinez-Pastor
et al. (2004), em trabalho com ovinos, Gonzalez (2005) e Celeghini et al. (2008) com
bovinos, encontraram correlacdes significativas entre PMM e as motilidades
espermaticas, discordando dos achados apresentados neste trabalho. Essa
diferenca entre os trabalhos pode-se explicar, pois no presente estudo as células
com PMM nao se restringiram as subpopulacbes espermaticas com membrana
plasmatica integra e consequentemente com motilidade espermatica, como
verificado na grande parte dos trabalhos consultados. De forma que a correlacao
entre o percentual de células moveis e PMM pode ter sido influenciada.

A correlagdo positiva (P<0,05) entre PMM e a avaliacdo subjetiva VIG
verificada neste experimento também foi observada por Gonzalez (2004) e Celeghini
(2005), com elevado coeficiente e alta significancia (r=0,66; P<0,0001). Este dado é
importante, pois faz da avaliagdo subjetiva do VIG um bom parametro para estimar,
em condicBes de restricbes estruturais e de equipamentos, o status funcional

mitocondrial.
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As correlacdes positivas (P<0,05) verificadas entre PMM e STR e PMM e LIN
evidenciam a hipotese de que as células que conseguiram passar pelo processo
deletério da criopreservacdo e mantiveram um adequado status funcional das
mitocondrias, conseguem de forma mais adequada, manter o padrao de motilidade
celular fisiol6gico da espécie, com predominancia da progressividade.

Na Tabela 9 estdo descritos os coeficientes de correlacdo obtidos entre os
parametros da integridade das membranas espermaticas (SV, IMP, IAC e PMM).
Pode-se verificar a ocorréncia de correlagao positiva (P<0,05) entre SV e IMP. As
correlagBes positivas e significativas de SV com as motilidades espermaticas e
verificadas também entre SV e IMP reafirmam a importancia desse teste para
estimar a viabilidade espermatica, principalmente pelo baixo custo e praticidade do
mesmo.

A correlacdo positiva (P<0,05) evidenciada entre SV e IAC também foi
demonstrada entre IMP e IAC. Os mecanismos de ocorréncia das alteracbes
acrossomais estao intimamente relacionados aos da membrana plasméatica, sejam
eles relacionados as injurias diretas provocadas pelo processo de criopreservacao
(variagcdo osmotica, desidratacéo e formacao de macrocristais intracelulares) ou pelo
processo cronologico de degradacdo celular, relacionados a criocapacitacao
(GREEN e WATSON, 2001). Isso explicaria a correlacdo positiva entre esses
parametros, ja relatada anteriormente (GONZALEZ, 2004).

TABELA 9. Coeficientes de correlacdes de Pearson, observados entre os parametros de
integridade das membranas espermaticas.

SV IMP IAC PMM
SV 1,00 - - -
IMP 0,24** 1,00 - }
IAC 0,32** 0,43%** 1,00 -
PMM -0,13 -0,14 0,03 1,00

= : Coeficientes de correlagdo obtidos pelo teste de correlacao linear de Pearson. Na linha e
na coluna: Integridade da membrana plasmatica pelo teste supravital eosina (SV) e
integridade da membrana plasmatica (IMP) e acrossomal (IAC) e alto potencial da membrana
mitocondrial (PMM), observados pela associacdo das sondas fluorescentes IP, FITC-PSA e
JC-1 (1000X).

* P<0,05

** P<0,01

** P<0,0001
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N&o foi observada neste estudo, correlacdo significativa entre o PMM e os
demais parametros de integridade das membranas espermaticas (Tabela 9).
Martinez-Pastor et al. (2004) também reportaram a auséncia de correlacdo entre
PMM e IMP, avaliados pela combinacdo do Hoescht 258 e JC-1. Entretanto,
discordando desses achados Gonzalez (2004) e Bollwein et al. (2008) verificaram
elevadas correlagdes positivas (r>0,90, P<0,05)) entre IMP e PMM. No presente
trabalho, assim como relatado por Sousa (2007), um importante percentual das
células com PMM também apresentavam lesdo da membrana plasmética, sendo
estas classificadas por Papaioannou et al. (1997) como células moribundas (em
degeneracao), o que pode ter influenciado a auséncia de correlagédo entre PMM e
IMP.

4. CONCLUSOES

Levando-se em consideracdo os resultados obtidos com este experimento
podem-se chegar as seguintes conclusdes:

O diluidor isosmético, com glicerol na concentracdo de 6%, foi mais eficaz para
a manutencao da viabilidade espermatica de ovinos, quando comparado ao diluidor
similar, com o glicerol na concentracéo de 3%

A adicao da trealose ao meio com glicerol a 6% influenciou negativamente os
parametros espermaticos pos-descongelacao.

Os meios diluidores adicionados de trealose ou desta associada ao EDTA néo
melhoraram os indices de congelabilidade do sémen ovino e promoveram efeito
deletério sobre os parametros da cinética espermatica ovina;

Os resultados obtidos com os testes in vitro permitem concluir com seguranca
gue o diluidor isosmético com glicerol a 6% foi o mais eficaz para manutencédo dos
indices de viabilidade do sémen ovinos pés-descongelacao;

A analise subjetiva da cinética espermatica e o estudo da integridade da
membrana plasmatica através do teste supravital com eosina podem ser utilizadas
como técnicas de andlise da qualidade seminal, quando ha limitacao da utilizacdo de
métodos mais avancados, pois, apresentam correlacdes significativas com diversos

métodos de avaliacdo da viabilidade da célula espermética ovina.
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EXPERIMENTO 2:

Viabilidade dos espermatozoides ovinos criopreservados com a
utilizacdo da dimetilacetamida em duas concentragdes, em meio diluidor
com e sem trealose, associada ou nao ao edta
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RESUMO

Dezoito amostras de sémen de nove carneiros da raca Santa Inés foram submetidas
a criopreservacao, com o objetivo de avaliar a eficacia da concentracdo da
dimetilacetamida (DMA, 3% e 6%) em um meio hiperosmético com trealose (TRE,
100mOsmol) ou TRE mais EDTA e seu efeito sobre a viabilidade esperméatica pés-
descongelagcédo. Assim, foram formados sete grupos experimentais: TRIS+GLI6%;
TRIS+DMA3%; TRIS+DMA6%; TRIS+DMA3%+TRE; TRIS+DMA6%+TRE;
TRIS+DMA3%+TRE+EDTA e TRIS+DMA6%+TRE+EDTA. Logo apds da avaliagéo,
o sémen foi diluido nos diferentes meios e congelado com dose inseminante de 80 x
10° espermatozéides. Ap6s a descongelacdo, realizada em banho-maria & 38°C por
50s, o sémen foi diluido (1/20) e os parametros da cinética espermatica avaliados
subjetivamente e pela analise computadorizada (CASA). A analise da viabilidade
espermatica foi realizada através da associacdo das sondas fluorescentes iodeto de
propridio (IMP, integridade de membrana plasmatica), JC-1 (PMM, potencial de
membrana mitocondrial) e aglutinina de Pisum sativum conjugada a fluoresceina de
isotiocianato - FITC-PSA (IAC, integridade acrossomal). Para a andlise estatistica
das caracteristicas avaliadas, foi empregado o programa estatistico (SAS), verséo
5.0 (1996). A DMA a 6% foi toxica e apresentou baixo efeito crioprotetor sobre o
espermatozoide ovino. A adicdo da trealose promoveu efeito negativo sobre a
cinética espermatica, entretando melhorou os niveis de IMP e IAC pos-
descongelacéo. O diluidor com GLI a 6% sozinho foi o protocolo mais eficaz para a
manutencao da integridade espermatica.

Suporte Financeiro: FAPESP- Brasil proc. 05/59530-2.
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Eighteen semen samples of nine rams of the Santa Inés breed were cryopreserved
with the objective of verifying the effect of the dimethyl acetamide grade (DMA, 3 and
6%) in a hyperosmotic extender with trehalose (TRE, 100mOsmol) or TRE plus
EDTA and its effect on the post-thaw sperm viability. Then, they were formed seven
experimental groups: TRIS+GLI6%; TRIS+DMA3%; TRIS+DMA6%;
TRIS+DMA3%+TRE; TRIS+DMA6%+TRE; TRIS+DMA3%+TRE+EDTA  and
TRIS+DMA6%+TRE+EDTA. After evaluation, the semen was diluted in the different
extenders and frozen with of 80 x 10° sperm/0,25mL. After the thawing accomplished
in 38°C water bath for 50s, the thawed semen was diluted (1/20) and the kinetic sperm
parameters were analyzed subjectively and by computer analyses system (CASA).
The sperm viability evaluation was performed by using the multiple sperm parameter
staining with propidium iodide (PMI, plasmatic membrane integrity), JC-1 (MMP,
mitochondrial membrane potential) and Pisum sativum agglutinin conjugates with
fluorescein isothiocyanate — FITC-PSA (ACI, acrosomal integrity). All the statistical
analyses were performed using the SAS software version 5.0 (1996). The DMA at
6% was toxic and had a poor cryoprotective effect for ram semen. The addition of
trehalose promoted negative effect on sperm kinetics, entertain improved levels of
IMP and IAC post-thawing. The extender with GLI at 6% alone was the best protocol
for maintaining the sperm integrity was the most effective protocol to maintain the
integrity sperm.

Financial support: FAPESP- Brazil proc. 05/59530-2
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1. INTRODUCAO

O (glicerol tem sido o crioprotetor mais usado para a congelacdo de sémen
ovino em concentragdes que variam de 3 a 8% (SALAMON e MAXWELL, 2000).
Entretanto, autores afirmam que a sua atividade crioprotetora sobre o
espermatozoide é prejudicada pelo seu efeito negativo sobre a viabilidade e
fertilidade poés-descongelacdo (FAHY, 1986). Seus efeitos deletérios aos
espermatozoides incluem estresse osmotico, mudancas na organizacao, fluidez e
permeabilidade da membrana plasmatica, assim como desorganizacdo da sua
composicao lipidica (WATSON, 1995).

Esse efeito tdxico do glicerol tem acarretado a pesquisa e utilizacdo de outros
crioprotetores intracelulares em diluidores de congelacéo de sémen.

Medeiros et al. (2002) ao testar a dimetilacetamida em concentracdo de 5%
obtiveram bons indices de congelabilidade do sémen de garanhdes, com taxas de
motilidade total e progressiva pelo CASA, semelhantes quando comparado ao
glicerol (GLI) a 5% (46,6% e 10% versus 27,9% e 8,75%, P>0,05). E Gomes et al.
(2002) verificarem a superioridade das motilidades subjetivas e computadorizadas
obtidas com a dimetilformamida (DMF) a 5%, comparada ao GLI na mesma
concentracdo. Estes autores relataram que as amidas sao efetivas para a
criopreservagdao de sémen de garanhdes com baixa tolerancia ao glicerol ("bad
freezers”), sendo uma alternativa importante para a preservacdo do sémen desses
reprodutores.

Taxas de prenhez semelhantes foram por Vidament et al. (2002) ao utilizar o
sémen congelado com GLI (2%) e a diimetiformamida (DMF, 2%), de,
respectivamente 46% e 50%.

Para espécie ovina os dados sdo escassos com a utilizacdo das amidas como
crioprotetores seminais. Skeff et al. (2008) testou a metilformamida (MF) para a
preservacdo do sémen ovino em diferentes concentracdes (3, 5, 7 e 9%) e
comparou ao glicerol (5,3%). A MF na concentracédo de 3% proporcionou indices de
MTS e integridade de membrana pos-descongelacdo, e apdés o teste de termo-
resisténcia lento (3h), semelhantes (P>0,05) ao obtido com o GLI. Os autores
sugeriram que também para a espécie ovina, as amidas podem representar uma
alternativa importante para a preservacdo espermatica, sendo necessario, no

entanto, estudos para analisar sua fertilidade in vivo.
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Diversos trabalhos tém relatado bons resultados com o uso de meio
hiperosmético a base de TRE para a congelacdo do sémen ovino (AISEN et al.,
2002, ABGOALA e TERADA, 2004; AISEN et al., 2005, BUCAK et al., 2007). Aisen
et al. (2002) estudando os melhores niveis de TRE (50 a 400mOsmol) em meio
isosmético de Tris observaram maior (P<0,05) indice de MTS com a adi¢cédo de
100mOsmol de TRE, quando comparado ao meio isosmatico (52% versus 32%). Ja
Bucak et al. (2007) ao testarem a TRE nas concentracdes de 50 e 100mOsmol
obtiveram taxas de MTS, respectivamente, de 59 e 56%, sendo a primeira superior
(P<0,05) a MTS obtida com o meio similar sem a TRE.

De fato a TRE exerce atividade crioprotetora sobre a membrana plasmatica,
devido a sua capacidade de estabelecer pontes de hidrogénio com as cabecas
polares dos fosfolipidios da membrana, substituindo as moléculas de agua durante o
processo de desidratacdo o que inibe a ocorréncia dos eventos de fusdo das
membranas plasmaticas (BAKAS E DISALVO et al., 1991). Além deste fato, Bakas e
Disalvo (1991) e Aisen et al. (2000) demonstraram atividade sinérgica importante
entre o EDTA e a trealose, com efeitos benéficos observados nas taxas de
motilidade e preservacdo da morfologia espermatica pés-descongelacao.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de testar a capacidade de
crioprotecao da dimetilacetamida em duas concentracdes, sobre 0 espermatozoide
ovino, e a sua interagcdo com a trealose ou deste associado ao EDTA.

Também objetivou-se verificar a ocorréncia de correlacbes entre os diversos

métodos de avaliacdo espermatica in vitro.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. O local e o Periodo

As atividades de colheita, avaliacdo do sémen in natura dos reprodutores
ovinos e criopreservacdo foram realizadas na Tertulia Central Genética (TCG),
situada no municipio de Santo Anténio de Jesus, Estado da Bahia. Esta etapa foi
desenvolvida em Novembro de 2008. As andlises laboratoriais foram conduzidas no
Laboratério de Estudos em Biotecnologia Aplicada a Reproducdo de Ovinos e

Caprinos e no Centro de Diagndstico e Biotecnologia em Reproducdo Animal
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(CERAN), pertencentes ao Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia
Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), municipio de
Botucatu, Estado de S&o Paulo. Esta etapa foi realizada entre os meses de
Dezembro de 2008 e Fevereiro de 2009.

2.2. Animais Experimentais

Foram utilizados 9 carneiros Santa Inés Puros de Origem (PO) com registro na
Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO) (estes foram 0s mesmos
utilizados no Experimento 1, sendo que um foi retirado do programa devido
ocorréncia de urolitiase). Todos os reprodutores utilizados foram submetidos a
programa de controle sanitario, através de vermifugacao inicida 30 dias antes do
inicio das colheitas. A alimentacdo era baseada em 1Kg de concentrado
balanceado, formulado na propria central, com média de 18% de proteina bruta e sal
mineral para ovinos, agua e feno de alfafa a vontade. Os reprodutores tinham idades
entre 12 a 40 meses e foram submetidos a um regime de colheitas de sémen e
exames andrologicos. Agqueles considerados aptos, conforme preconizado por Henry
e Neves (1998), foram mantidos no programa. Destes animais foram colhidos pelo
menos dois ejaculados diarios, por periodo de dois a trés dias consecutivos,

previamente o inicio das colheitas com fins experimentais.

2.3. Colheita e Avaliacdo do Sémen Pré-Congelacédo

As colheitas de sémen foram realizadas com a utilizacdo de vagina artificial
com Agua aquecida entre 42 a 50°C, tendo como manequim uma fémea em estro
natural. O ejaculado foi colhido em tubos graduados, protegidos da luz e da
temperatura ambiente por um protetor térmico. Apés a colheita a amostra de sémen
foi encaminhada imediatamente para o laboratério de processamento, colocado em
banho-maria a temperatura de 37°C e avaliada quanto ao volume, aspecto,

turbilhonamento, vigor e motilidade espermatica.
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O volume do ejaculado foi verificado por visualizagéo direta do sémen no tubo
graduado e registrado em mililitros (mL), e o turbilhonamento (escala de 0-5)
observado através de uma gota de sémen sobre uma lamina pré-aquecida em mesa
aquecedora a 37°C, em microscopia optica com aumento de 100x. Para observacio
do vigor (escala de 0-5) e da motilidade total e progressiva (0-100%), foi procedida a
diluicdo (1:50) do sémen no meio diluidor Tris-gema de ovo (ROBERTS, 1986),
utilizado como o grupo controle deste experimento (descrito a seguir no item 2.4).
Na sequéncia 10uL desta amostra eram colocados entre lamina e laminula e
observada em microscopia 6ptica com aumento de 200x, tal como preconizado pelo
Colégio Brasileiro de Reprodugéo Animal (CBRA) (HENRY e NEVES, 1998).

Para o calculo da concentracdo espermatica, empregou-se a camara de
Neubauer, com sémen diluido na proporcédo de 10uL para 4mL (1:400) de solucao
de formol-salina tamponada (HANCOCK, 1957). A contagem foi realizada em
microscopia optica com aumento de 200x.

A mesma amostra de sémen em formol-salina tamponada usada para calculo
da concentracéo foi usado para avaliacdo da morfologia espermatica, por isso teve-
se o cuidado de manter o tubo com formol salina sobre a placa aquecedora para que
fossem evitadas alteracdes na célula espermatica, provocadas por choque-térmico.
O estudo da morfologia espermatica foi realizado posteriormente através de
preparacao umida, colocando-se 10 pL da amostra diluida sob lamina e laminula e
observando os espermatozodides em microscopia de contraste de fase (aumento de
1.000X), computando e classificando 100 células de acordo com as anormalidades
encontradas. Estas foram classificadas conforme descritas por Blom (1973).

O teste supravital foi empregado para avaliacdo da integridade da membrana
plasmatica do sémen in natura. Entretanto, diferente do preconizado na técnica
original (BARTH e OKO, 1989), pela praticidade foi utilizado apenas o corante
eosina amarela’, sem a nigrosina (Figura 2), baseado em relatos de Cedenho e
Tokunaga, (1995) que ndo encontraram diferenca (P>0,05) para a avaliacao
realizada com ambas as formulacdes. Dessa forma, foi feito sobrepondo em lamina
uma gota de sémen (10uL) com uma gota da eosina (10uL), previamente aquecida
(37°C) e elaboracdo de esfregaco, deixando secar sobre placa aquecedora.

Imediatamente apdés seca, a amostra foi observada em microscopia 6ptica com

! Vetec Ltda (Duque de Caxias-RJ, Brasil)
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aumento de 400x. As células coradas (vermelhas) foram consideradas com
membrana plasmatica lesada e as sem coloragdo com membrana integra.

Os reprodutores foram submetidos as colheitas de sémen e aqueles
ejaculdados com mais de 60% de integridade de membrana plasmatica (supravital) e
75% de motilidade espermatica eram aproveitados para o experimento. Assim,
foram utilizados dois ejaculados de cada reprodutor, totalizando 18 amostras de

sémen para este experimento.

2.4. Grupos Experimentais

A solucdo de Tris-gema de ovo-glicerol (ROBERTS, 1986) foi o diluidor base
utilizado neste traballho e que serviu como o grupo controle. Todos os reagentes
guimicos que o compuseram (2,429 de Tris, 1,5g de acido citrico, 1,259 de glicose e
glicerol, para 100mL), bem como os aditivos EDTA e a trealose, utilizados nos
grupos experimentais, foram fabricadas pelo laboratério VETEC, exceto o sulfato
de gentamicina® (13,4 mg) e o crioprotetor dimetilacetamida® (Sigma-Aldrich).

Para o desenvolvimento do experimento foram formados sete grupos

experimentais, conforme descrito na Tabela 1.

TABELA 1. Composicao, pH e osmolaridade dos diferentes diluidores estudados (TRIS+GL6%,
TRIS+DMA3%, TRIS+DMA6%, TRIS+DMA3%+TRE, TRIS+DMA6%+TRE,
TRIS+DMA3%+TRE+EDTA, TRIS+DMA6%+TRE+EDTA).

Grupo Dg;isdeor % GLI % DMA (mg';fml) % EDTA Osmoﬁgr/idade
(mOsmol/Kg)
TRIS+GLI6% (controle) TRIS 6 6 - - 6,25/359
TRIS+DMA3% TRIS i 3 - - 6,21/356
TRIS+DMA6% TRIS i 6 - - 6,27/351
TRIS+DMA3%+TRE TRIS i 3 300 - 6,21/455
TRIS+DMA6%+TRE TRIS i 6 300 - 6,27/460
TRIS+DMA3%+TRE+EDTA  TRIS i 3 300 0,1 6,09/435
TRIS+DMA6%+TRE+EDTA  TRIS i 6 300 0,1 6,17/446

= Glicerol (GLI), dimetilacetamida (DMA) e trealose (TRE).

% Schering-Plough S/A (S&o Paulo-SP, Brasil)
® Sigma Aldrich - D5511 (St Louis, MO, EUA)
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2.5. Resfriamento e Congelagdo do Sémen

ApOs as avaliagOes iniciais e célculo da concentracdo espermatica, um total de
400 x 10° de espermatozoéides foram adicionados a tubos pré-aquecidos contendo
1mL de cada um dos sete diluidores (descritos na Tabela 1), ja com o percentual
final do crioprotetor (diluicho em uma etapa), compondo quatro doses inseminantes
de 80 x 10° de espermatozdides com motilidade em 0,25mL, para cada grupo
experimental. Assim, o ejaculado teve que ter no minimo 2.800 x 10° de
espermatozoides moveis.

ApoOs a diluicdo nos diferentes meios, o sémen foi novamente avaliado,
envasado em palhetas de 0,25mL e resfriado até 5°C em camara refrigerada com
temperatura estabilizada®, a uma taxa de resfriamento médio de 0,46°C/min,
segundo metodologia descrita por Furst (2005). Apés duas horas de resfriamento e
tempo equilibrio a temperatura de 5°C, a congelagdo foi efetuada mantendo-se as
palhetas por 20min a uma altura de 5cm da lamina de nitrogénio liquido (N?) e

posteriormente mergulhadas no N2,

2.6. Avaliacdo do Sémen Pos-Descongelacao

As amostras dos diferentes grupos experimentais foram descongeladas em
banho-maria a 38°C por 50 segundos, de trinta a noventa dias apds a congelacao.
Apoés a descongelacdo, o sémen de cada grupo era depositado em microtubos de
1,5mL>, previamente aquecidos e mantidos & 37°C, dos quais retiravam-se amostras
para as avaliacbes in vitro. Para a avaliacdo subjetiva da motilidade e vigor
espermatico e teste supravital, procedeu-se como descrito para o sémen in natura
(item 2.3).

* Minitub do Brasil, Rio Grande do Sul, Brasil
® Microtubos MCT-150-C, 1,5mL, Axygen Scientific INC
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2.6.1. Avaliacdo Computadorizada da Cinética Espermética

Uma aliquota de 5pL (2 X 10° espermatozéides) dos diferentes grupos
experimentais foi diluida em 120uL de meio X-CELL® (16,6 x 10°
espermatozoides/mL), previamente aquecido a 37°C, e mantida nesta temperatura
por cinco a dez minutos. A seguir 10uL desta mistura foram transferidos para
camaras de Makler’ e levadas para avaliacdo da cinética espermatica através do
analisador de sémen modelo IVOS 12° (set up no Anexo V). Esta andlise foi feita
com a contagem minima de quatro campos diferentes e minimo de 300 células. As
caracteristicas avaliadas foram: as percentagens de espermatozoides com
motilidade total (MTH, %), motilidade progressiva (MPH, %) e de espermatozdides
rapidos (RAP, %), velocidade progressiva (VSL, pum/s), velocidade curvilinea (VCL,
pm/s), velocidade de trajeto (VAP, um/s), deslocamento lateral de cabeca (ALH,
pm), frequéncia de batimento flagelar (BCF, Hz), linearidade (LIN, %) e
retilinearidade (STR, %).

2.6.2. Avaliacdo das Membranas Plasmatica, Acrossomal e Potencial da

Membrana Mitocondrial

Para a avaliacdo da integridade das membranas espermaticas foi empregada a
associacdo das sondas fluorescentes iodeto de propridio - IP° (IMP, integridade de
membrana plasmatica), iodeto de 5,5',6,6’tetracloro-1,1,3,3’-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina - JC-1'° (PMM, potencial de membrana
mitocondrial) e aglutinina de Pisum sativum conjugada a fluoresceina de
isotiocianato - FITC-PSA' (IAC, integridade da membrana acrossomal). Para esta
avaliacdo 5pL de sémen (2 x 10° espermatozéides) foram diluidos em 120uL de
meio X-CELL, ao qual foram adicionadas as solucdes de trabalho das sondas
fluorescentes (Anexo IV a VI) nas seguintes propor¢des: 2L de IP e 2uL de JC-1. A

mistura foi homogeneizada, mantida protegida da luz e incubada a 37°C por 10 a 15

® IMV, L'Aigle, Franca

" Makler Counting Chamber, Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel
® Hamiton Thorn Biosciences, Beverly, MA, EUA

% Sigma, P4170 (St Louis, MO, EUA)

' Molecular Probes, 73168

1 Sigma, LO770 (St Louis, MO, EUA)
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minutos. Apés esse periodo, foram adicionados 25uL da solugdo de trabalho de
FITC-PSA, procedendo-se novamente a homogeneizacdo e logo em seguida uma
aliquota dessa mistura de 10uL foi colocada entre lamina e laminula e 100
espermatozoides foram avaliados sob imersdo, aumento de 1000x, em microscopia
de epifluorescéncia’?, usando filtro I3 (excitacdo BP 450-490 e supressdo LP515). A
classificacao das células foi feita como descrita por Celeghini (2005): A auséncia ou
presenca de fluorescéncia verde fosca e consequentemente a presencga ou auséncia
de fluorescéncia vermelha na cabeca indicava respectivamente a lesdo ou nao da
membrana plasmatica. A presenca ou auséncia de fluorescéncia verde intenso no
acrossomo indicava respectivamente lesdo ou ndo da membrana acrossomal. Pecas
intermediarias com coloracdo vermelha ou vermelho-amarelada predominando em
toda a cauda e coloracédo verde indicavam, respectivamente, alto e baixo potencial
da membrana mitocondrial. Seguindo-se este critério obtinham-se oito

subpopulacdes espermaticas (SBP):

SBP 1 - membrana plasmatica integra, acrossomo intacto e alto potencial de
membrana mitocondrial; SBP 2 - membrana plasmatica integra, acrossomo intacto e
baixo potencial de membrana mitocondrial; SBP 3 - membrana plasmatica integra,
acrossomo lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial; SBP 4 - membrana
plasmatica integra, acrossomo lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial,
SBP 5 - membrana plasmatica lesada, acrossomo intacto e alto potencial de
membrana mitocondrial; SBP 6 - membrana plasmatica lesada, acrossomo intacto e
baixo potencial de membrana mitocondrial; SBP 7 - membrana plasmatica lesada,
acrossomo lesado e alto potencial de membrana mitocondrial; SBP 8 - membrana

plasmatica lesada, acrossomo lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial.
2.7. Delineamento e Analise Estatistica
O delineamento estatistico empregado foi inteiramente casualizado (REIS,

2003), no qual os ejaculados foram considerados repetices (n=18) e os protocolos
de processamento do sémen (TRIS+GLI6%; TRIS+DMA3%; TRIS+DMA6%;

!2 | eica DMLB — Leica Microsystems, Litz, Alemanha
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TRIS+DMA3%+TRE; TRIS+DMA6%+TRE; TRIS+DMA3%+TRE+EDTA,
TRIS+DMA6%+TRE+EDTA) mais o sémen In natura foram considerados o0s
tratamentos (n=8).

Para a andlise estatistica das caracteristicas avaliadas, foi empregado o
programa estatistico Statistical Analysis System (SAS) — versédo 5.0 (1996). Deste
modo, realizou-se a seguinte sequéncia de analises:

1- A consisténcia dos dados e a andlise descritiva (médias e desvio-padréo)
das caracteristicas de interesse ao estudo foram realizadas mediante o0 emprego do
Procedimento MEANS (PROC MEANS).

2- O efeito dos tratamentos e dos carneiros sobre os parametros de interesse
ao estudo (motilidade espermatica total e progressiva subjetivas, vigor espermatico,
aléem dos parametros de cinética espermatica e integridade das membranas
espermaticas, obtidas, respectivamente, pela andlise computadorizada e pela
microscopia de fluorescéncia) foi avaliado através da analise de variancia (ANOVA),
utilizando-se para tanto o Procedimento “General Linear Model” (PROC GLM). Para
a comparacao das médias empregou-se o teste de Student - Newman - Keuls
(SNK), com nivel de probabilidade de cinco por cento.

3- A relacdo entre os parametros espermaticos estudados foi avaliada pelo

teste de correlacao linear de Pearson, com nivel de significancia de cinco por cento.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos com a avaliagdo do sémen in natura e pos-
descongelagcdo nos diferentes diluidores experimentais estdo representados nas
Tabelas de 2 a 6.

O resumo da analise de variancia, com os valores de F e seus respectivos
niveis de significancia, referentes aos efeitos dos reprodutores e dos diferentes
tratamentos experimentais sobre 0os parametros de cinética espermatica subjetiva e
computadorizada, viabilidade esperméatica avaliada pelo teste supravital e viabilidade
das membranas espermaticas analisadas pela microscopia de fluorescéncia esta
representado no Anexo II.

A maioria dos parametros estudados, tanto para o sémen in natura (motilidade
total e progressiva subjetivas, vigor espermatico e viabilidade espermatica pelo
supravital), quanto para o sémen descongelado (cinética espermatica subjetiva e
computadorizada, exceto BCF, viabilidade espermatica através do supravital e
integridade das membranas espermaticas analisadas pela microscopia de
fluorescéncia, exceto IMP), sofreram efeito significativo dos carneiros (Anexo IlI,
Tabela 3). Estes achados demonstram a heterogeneidade do grupo de doadores de
sémen utilizados no estudo, escolhidos aleatoriamente, representando condicfes
individuais de  congelabilidade  diferenciadas, fator importante para
representatividade deste estudo. De forma semelhante, foi observado efeito
significativo dos tratamentos sobre quase todos os parametros de cinética
espermatica (exceto BCF) e integridade da membrana pelo supravital (Anexo I,
Tabelas 3 e 4).

3.1. Avaliacéo Subijetiva da Cinética Espermatica

A analise de variancia (ANOVA) demonstrou que as caracteristicas subjetivas
da cinética espermatica avaliadas neste estudo, motilidade total (MTS), progressiva

(MPS) e vigor espermatico (VIG), sofreram efeito significativo do tratamento (Anexo

).
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Através da ANOVA também se verificou que o processo de congelacdo dos
espermatozoides foi deletério e influenciou significativamente (P<0,05) na reducao
dos indices de MTS, MPS e VIG. Em relacdo a MTS e VIG, pode-se observar na
Tabela 2 que 0 sémen in natura foi superior ao congelado em todos os protocolos
experimentais. A semelhanca do VIG entre sémen in natura e o congelado em
alguns dos protocolos experimentais pode ser justificado pelo método de avaliacéo
do sémen in natura, que foi diluido no meio diluidor controle (TRIS+GLI6%), que tem
0 crioprotetor na sua composi¢cao e promove uma reducdo do vigor espermatico nos
momentos iniciais, até que ocorra o equilibrio osmético entre meio externo e interno

da célula.

TABELA 2. Médias e desvios-padrdo dos parametros subjetivos da cinética espermatica no
sémen In natura e pés-descongelacdo, nos diferentes diluidores estudados (TRIS+GL6%,
TRIS+DMA3%, TRIS+DMA6% TRIS+DMA3%+TRE, TRIS+DMA3%+TRE,
TRIS+DMA3%+TRE+EDTA, TRIS+DMA6%+TRE+EDTA).

TRATAMENTOS
TRIS+  TRIS+  TRIS+DMA TRIS+DMA
S [l ira GLIe% DMAW% DMAow DVA3% DMAGK 3%:TRE  6%+TRE
+TRE __ +TRE __ +EDTA +EDTA
MTS (%) 856a  769b  616c  344e  586cd+ 402e  517d 38.8e
+045  +092  +139  +203 098 +16,3  +09,9 +13,8
MPS (%) 752a  608b  441c  21le  383cdx 2lle  320d 22e
+049  +£101  +130  #165 11,7 +103  +118 +10,1
VIG(0-5) 038a  040a  039a  034b  033b  030c  3ilc 03,0¢c
+002  +001  +002  +003  +003  +003  +002 +00,3

= Motilidade total (MTS), motilidade progressiva (MPS) e vigor espermético (VIG).
Valores seguidos de letras minUsculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(P<0,05).

A reducdo (P<0,05) dos indices de MTS apds o processo de congelacéo-
descongelacdo do sémen ovino corrobora com diversos estudos anteriores como o
de Rodello (2006) (de 86,3% para 50,3%), Azevedo (2006) (86,6 para 57,7%) e
Valente et al. (2009) (de 67% e 68% para 46% e 36%, respectivamente, de acordo
com o diluidor utilizado). Verifica-se valor semelhante para a MTS do sémen in
natura deste estudo (85,6%), em relacdo aos dois primeiros trabalhos citados e
superior comparado ao estudo de Valente et al. (2009). Entretanto, a média de MTS
pos-descongelacdo observada neste estudo, tanto para o grupo controle
(TRIS+GLI6%; MTS= 76,9%) quanto para média geral dos tratamentos (56,0%),

foram superiores as relatadas nos trabalhos citados.
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Entre os diluidores testados, o TRIS+GLI6% obteve os melhores (P<0,05)
percentuais de MTS (76,9%), MPS (60,8%) e VIG (4,05), sendo este ultimo, porém,
semelhante (P>0,05) ao obtido com o grupo TRIS+DMA3% (3,94).

Nota-se que o a dimetilacetamida (DMA), na concentracdo de 6% (comparada
a 3%), influenciou negativamente (P<0,05) tanto os indices de MTS quanto MPS
(Tabela 2), independente da presenca dos aditivos trealose (TRE) e EDTA.

A TRE ou esta associada ao EDTA nao promoveram nenhum efeito benéfico
sobre as avaliacfes espermaticas subjetivas. E quando acrescentados juntos ao
diluidor com 3% de DMA (TRIS+DMA3%+TRE+EDTA), deprimiram de forma
significativa os percentuais de MTS e MPS (P<0,05), comparando-se com 0 grupo
sem esses aditivos (TRIS+DMA3%) (61,6 e 44,1% versus 51,7 e 32,0%).

3.2 Avaliacdo Computadorizada da Cinética Espermatica

Na Tabela 3 encontram-se as médias dos parametros da cinética espermatica
pos-descongelacéo, obtidas pela analise computadorizada e a comparacao dessas
entre os diferentes diluidores experimentais.

Quase todos o0s parametros da cinética espermatica da avaliacdo
computadorizada (exceto BCF) sofreram efeito significativo do tratamento e este foi
claramente demonstrado pela superioridade (P<0,05) do grupo TRIS+GLI6%, em
relacdo a maioria das caracteristicas estudadas (motilidade espermatica total (MTH)
e progressiva (MPH), velocidade progressiva (VSL), velocidade curvilinea (VCL),
velocidade de trajeto (VAP), linearidade (LIN) e espermatozoéides rapidos (RAP)),
confirmando os resultados obtidos com a avaliacdo subjetiva da motilidade
espermatica.

A andlise computadorizada demonstrou que a DMA na concentracdo de 6%,
independente da presenca ou ndo do EDTA ou EDTA+TRE (TRIS+DMA6%,
TRIS+DMA6%+TRE e TRIS+DMA6%+TRE+EDTA), comprometeu de forma
importante a cinética espermatica ovina, refletida nos indices inferiores de MT, MP,
VAP, VSL, VCL, LIN e RAP, guando comparada ao diluidor isosmético com 3% de
DMA (TRIS+DMA3%).
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O efeito negativo da adicdo da TRE sozinha, verificada na avaliacdo subjetiva
também foi constatada na analise computadorizada. Na Tabela 3 pode-se verificar
gue os diluidores TRIS+DMA3%+TRE e TRIS+DMA3%+TRE+EDTA acarretaram
indices de MPH, VAP, VSL, VCL, RAP bem inferiores (P<0,05) aos obtidos pelo
diluidor similar sem TRE.

TABELA 3. Médias e desvios-padrdo dos parametros de cinética espermatica pos-
descongelacdo, obtidos através da analise computadorizada, nos diferentes diluidores
estudados (TRIS+GL6%, TRIS+DMA3%, TRIS+DMA6% TRIS+DMA3%+TRE,
TRIS+DMA3%+TRE, TRIS+DMA3%+TRE+EDTA, TRIS+DMA6%+TRE+EDTA).

TRATAMENTO
X TRISH TRIS+
Parametro  rpigy  TRIS+ TRIS+ g&'igo/ . g&'igo/ . DMA3%  DMA6%
GL6%  DMA3%  DMA6%  —oi 7 Sl TRE +TRE
+EDTA +EDTA
MTH () 752a  606b 322¢ 56,7 b 40,0 ¢ 52,1b 38,4 ¢
+087  +142 +20,5 +11,5 +17.4 +10,7 +14.9
MPH (%) 557a  413b 19,1d 33,0¢ 20,5d 27.7¢ 19.4 d
+089  +111 +13,3 +10,0 +10.1 +08,7 +07,5
VAP(um/s) 14792  1321b 104,9 ¢ 98,2 ¢ 87,9d 88,7 d 88,7 d
+11,4  +081 +17,3 +16,5 +10,6 +11,8 +10,5
VSL (um/s) 1338a 1182b  925¢ 87.9¢ 76,6 d 79,3 d 78,5d
+106  +07.8 +152 +14,9 +09,0 +11,8 + 08,4
VCL(um/s) 2021a  1844b 162,0 ¢ 143,3d 140,7 d 132,3d 138,1d
+240  +19,2 +26,8 +20,6 +19,6 +135 +155
ALH@um) 06la  059ab  060ab 05,2 ¢ 05,5 bc 05,2 ¢ 05,4 bc
+009  +008 +00,9 +00,6 +00,8 +00,65  +00,6
BCF (Hz) 413 41,6 40,6 40,7 411 41,0 41,3
+023  +021 +03,0 +01,2 +01,8 +01,7 +01,8
STR(%) 864a  84lab  8L9b 85,0a 82,2b 85,0a 83,7 ab
+036  +028 + 04,4 +03,1 +03,9 +02,9 +02,0
LINGk,  652a  6L5b 54,6 cd 59,8 b 53,2d 58,5 bc 55,4 cd
+065  +0509 +06,5 +0421  +051 +05,5 +03,8
RAP (%) 644a  481b 225d 35,.8¢ 233d 31.2¢ 22,1d
+092  +131 + 156 +13,3 +11,3 +09,7 +07,0

= Motilidade total (MTH), motilidade progressiva (MPH), velocidade progressiva (VSL),
velocidade curvilinea (VCL), velocidade de trajeto (VAP), deslocamento lateral de cabeca
(ALH), freqiiéncia de batimento flagelar (BCF), retilinearidade (STR), linearidade (LIN) e
espermatozéides rapidos (RAP).

Valores seguidos de letras mindsculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(P<0,05).

Observou-se também, que ao incorporar o0 EDTA ao diluidor hiperosmaético com
3% de DMA (TRIS+DMA3%+TRE+EDTA) houve uma reducéo nos valores de VAP e
VSL.
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3.3. Avaliagdo da Viabilidade Espermatica — Teste Supravital

O efeito significativo do tratamento (ANOVA) também foi observado para a
viabilidade espermética pelo teste supravital (SV).

Assim como observado para avaliagdes subjetivas da cinética esperméatica, o
processo de congelacao-descongelacdo dos espermatozoides afetou negativamente
0os indices de Vviabilidade celular no teste supravital (SV), que foram
significativamente inferiores para o sémen congelado nos diferentes diluidores

experimentais em relagdo ao sémen in natura (Tabela 4).

TABELA 4. Médias e desvios-padrdo dos indices de viabilidade espermatica, avaliados pelo
teste supravital (SV) no sémen In natura e poés-descongelacdo, nos diferentes diluidores
estudados (TRIS+GL6%, TRIS+DMA3%, TRIS+DMA6% TRIS+DMA3%+TRE,
TRIS+DMA3%+TRE, TRIS+DMA3%+TRE+EDTA, TRIS+DMAG6%+TRE+EDTA).

TRATAMENTO
TRIS+ TRIS+ TRIS+DMA TRIS+DMA

0 0 °  +TRE +TRE +EDTA +EDTA
sv(w) 789a 572b  498b  243d  532b  375c  527b 37,2¢
+045 +12,8 +126 +165 +128 +184  +089 +13,1

Valores seguidos de letras minUsculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(P<0,05).

As taxas de SV foram influenciadas (P<0,05) pela composicdo do diluidor
utilizado e vieram a reforcar os resultados verificados através da avaliacdo da
cinética espermatica, cujos espermatozoides criopreservados com 6% de DMA
tiveram maiores (P<0,05) danos de membrana plasmatica, verificados pelo teste
supravital com o corante eosina. E entre estes grupos, houve uma influéncia
benéfica da TRE, que proporcionou uma maior (P<0,05) manutencdo de SV,
comparado com o diluidor com 6% de DMA e sem TRE, grupo este que obteve os

menores (P<0,05) indices de SV entre todos os meios testados (Tabela 4).

O percentual de SV néao variou (P>0,05) entre os espermatozéides congelados
com o grupo controle TRIS+GLI6% e com os diluidores com 3% de DMA,

independente da presenca ou ndo dos aditivos TRE e EDTA.
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3.4. Avaliacdo da Integridade das Membranas Plasmética e Acrossomal e do

Potencial da Membrana Mitocondrial

Para esta avaliacdo, os resultados obtidos com a associacdo das sondas
fluorescentes FITC-PSA, IP e JC-1 foram individualizados em trés categorias
distintas: integridade de membrana plasmatica (IMP), composta pelo percentual de
espermatozoides com membrana plasmatica integra (soma das subpopulacfes
espermaticas SBP 1, SBP 2, SBP3 e SBP4); integridade acrossomal (IAC)
representando o percentual de espermatozoides com membrana acrossomal integra
(soma das subpopulacées SBP 1, SBP 2, SBP5 e SBP6) e potencial de membrana
mitocondrial (PMM) que representou o percentual de espermatozéides com alto
potencial de membrana mitocondrial (soma das subpopulacbes SBP 1, SBP 3, SBP5
e SBP7) (Tabela 5).

Os valores médios obtidos para IMP e IAC dentro dos grupos se comportaram
de forma estavel (CV = 45,5% e 16,7%) e refletiram no efeito significativo (P<0,05)
dos tratamentos sobre essas variaveis (Anexo II). O PMM foi mais instavel (CV=
63,8%) e as diferencas numéricas das médias obtidas entre os grupos experimentais
apresentaram apenas uma tendéncia a significancia (P=0,06).

Os percentuais meédios obtidos para IMP, IAC e PMM dos diferentes grupos
estudados podem ser visualizados na Tabela 5.

Ao compararmos 0Ss meios isosmoéticos, a DMA na concentracdo de 6%
(TRIS+DMA+6%), assim como verificado para 0s parametros espermaticos
avaliados anteriormente, influenciou negativamente (P<0,05) os indices de
integridade da membrana plasmatica (IMP), avaliada pela microscopia de
fluorescéncia. O mesmo aconteceu com o0 meio hiperosmoético com TRE apenas
(TRIS+DMA6%+TRE), que proporcionou indices inferiores de IMP, em relacdo ao
meio similar com 3% de DMA.

O efeito positivo da TRE para a manutencdo da viabilidade da membrana
plasmatica verificada pelo corante eosina (SV) nédo foi confirmada pela microscopia
de fluorescéncia (IMP). E nenhum efeito benéfico (P>0,05) sobre a membrana

plasmatica foi verificado pela associacdo TRE+EDTA (Tabela 5).
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TABELA 5. Médias e desvios-padrao das frequéncias de espermatozéides com membrana
plasméatica (IMP) e acrossomal integras (IAC) e com alto potencial da membrana mitocondrial
(PMM), obtidas através da combinacao das sondas fluorescentes iodeto de propridio, aglutinina
de Pisum sativum conjugada a fluoresceina de isotiocianato - FITC-PSA e iodeto de
5,5’,6,6'tetracloro-1,1,3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina - JC-1, nos diferentes diluidores
estudados (TRIS+GL6%, TRIS+DMA3%, TRIS+DMA6% TRIS+DMA3%+TRE;
TRIS+DMA3%+TRE, TRIS+DMA3%+TRE+EDTA, TRIS+DMAG6%+TRE+EDTA).

TRATAMENTO
Parametro TRIS+ TRIS+ TRIS+DMA _ TRIS+DMA
EFE'{Z; Eﬁfgw Bﬁ'igw DMA3% DMAG6%  3%+TRE 6%+TRE
0 0 °  +TRE +TRE +EDTA +EDTA

IMP (%) 29.0a 18,2 bc 08,3d 25,2 ab 09,8 cd 20,7 ab 15,4 bed

+16,6  +10,2 +089  +04,9 +06,1 + 05,0 +05,1
IAC (%) 766a  692a 450ct 722a 55,2 bc 70,1a 64,5 ab

+10,0  +16,5 18,3 +09,1 +132 +125 +10,8
PMM (%)  51.2 16,6 31,0 48,5 40,4 42,7 52,0

+334  +250 +332  +27,1 +38,4 +31,4 + 25,6

Valores seguidos de letras minusculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(P<0,05).

Os indices de integridade da membrana acrossomal (IAC) variaram
consideravelmente entre os diluidores estudados (de 45,0 a 76,6%) e essas
diferencas entre os tratamentos foram verificadas pela ANOVA (Anexo Il). O
percentual médio de IAC obtido neste experimento (65,4%) foi inferior ao observado
por Sousa (2007) (73,3%) e superior aos encontrados por Maia (2006) e Azevedo
(2006) de 59,9% 51,5%, respectivamente. Todos esses estudos foram com ovinos e
utilizaram a associacdo FITC-PSA para avaliacdo da IAC.

As médias de IAC foram fortemente influenciadas pela concentracdo de DMA
no meio, cujos grupos com 6% de DMA (TRIS+DMA6% e TRIS+DMA6%+TRE)
obtiveram os piores (P<0,05) indices em relacdo ao grupo controle e aos com 3% de
DMA. Dentro dos meios com 6% de DMA, observou-se para a IAC o efeito positivo
da associacdo TRE+EDTA, que o melhorou numericamente, em relacdo ao diluidor
s6 com TRE, fazendo-o diferir do meio similar sem aditivos (TRIS+DMA6%) e
igualando-o ao grupo controle e aos outros com 3% de DMA. Os demais grupos nao
diferiram entre si (P>0,05) para esta variavel.

Nao foi verificado efeito significativo do tratamento pela ANOVA sobre o
parametro PMM (Anexo II).

O percentual médio de PMM obtido neste trabalho foi de 40,4%, indice
superior aos verificados por Martinez-Pastor et al. (2004) — 23,3%; Maia (2006) -
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1,6% e Azevedo (2006) — 19,5%, todos trabalhando com ovinos e ao obtidos por
Gonzalez (2004) — 18,03%, Bollwein et al. (2008) — 23,8% e Celeghini (2005) — 1 a
5%, com bovinos. indices superiores de PMM aos deste estudo foram relatados por
Connell et al (2002) — 39,8% com humanos e Nascimento (2006) — 44,6% com
equinos. Todos os estudos citados utilizaram a JC-1 para avaliagdo do PMM, exceto
Connell et al. (2002) que trabalhou com Rodaminal23.

Os percentuais médios obtidos nos diferentes tratamentos foram semelhantes
entre si (P>0,05) e podem ser observados na Tabela 5. Apesar da nitida diferenca
numeérica entre os percentuais de PMM nos diferentes tratamentos, essa ndo passou
de uma tendéncia estatistica, principalmente quando comparados 0s grupos
TRIS+GLI6% e  TRIS+DMA3%  (51,2% versus 16,6%, P=0,08) e
TRIS+DMA6%+TRE+EDTA com o TRIS+DMA3% (52,0% versus 16,6%, P=0,07).

Os resultados obtidos com este estudo sugerem que, apesar das tendéncias
numéricas, o PMM néo foi influenciado (P>0,05) pela adicdo da TRE ou desta

associada ao EDTA, como também né&o sofreu efeito do percentual de DMA testado.

3.5. Correlagbes Entre os Parametros Espermaticos Estudados

Os coeficientes de correlacdo linear obtidos pelo teste de Pearson, entre os
parametros de cinética espermatica (MPH, VAP, VSL e LIN) e os de integridade das
membranas espermaticas (SV, IMP, IAC e PMM) podem ser observados na Tabela
6.

Foram verificadas correlagcdes positivas elevadas e altamente significativas
entre 0os parametros da cinética espermatica obtidos pela analise computadorizada
(Tabela 6). Pode-se observar a alta magnitude (r=0,77 e r=0,80, P<0,0001) das
correlacdes entre a MPH e as velocidades espermaticas (VAP, VSL) e entre a MPH
e a LIN (r=0,64, P<0,0001), estas duas ultimas, caracteristicas que indicam a

progressividade do movimento espermatico.

A interacdo entre os parametros de cinética e integridade das membranas
espermaticas também foi analisada (Tabela 6) e verificou-se que a taxa de

integridade da membrana plasmatica, obtida pelo teste supravital com corante
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eosina (SV) demonstrou correlagdes positivas e altamente significativas (P<0,001)

com quase todos os parametros estudados aqui (exceto PMM).

TABELA 6. Coeficientes de correlacfes observados entre os parametros de cinética
espermatica e os de integridade das membranas espermaticas.

SV IMP IAC PMM MPH VAP VSL LIN
sV 1,00
IMP 0,57*+* 1,00
IAC 0,59%+* 0,68%*+ 1,00
PMM 0,002 0,06 0,01 1,00
MPH 0,66 0,60 0,57 0,11 1,00
VAP 0,31 0,34* 0,28+ 0,14 0,77+ 1,00
VSL 0,32 0,37* 0,31* 0,14 0,80%** 0,99+ 1,00
LIN 0,34* 0,48%** 0,484 0,19 0,64+ 0,51%** 0,60%** 1,00

= . Coeficientes de correlacdo obtidos pelo teste de correlacdo linear de Pearson. Integridade
da membrana plasmética pelo teste supravital eosina (SV), integridade da membrana
plasmatica (IMP) e acrossomal (IAC) e alto potencial da membrana mitocondrial (PMM),
observados pela associacdo das sondas fluorescentes IP, FITC-PSA e JC-1 (1000X).
Motilidade progressiva computadorizada (MPH), velocidade progressiva (VSL, um/s),
velocidade de trajeto (VAP, um/s), e linearidade (%).

* P<0,05

** P<Q,01

** P<0,0001

O mesmo pode ser verificado para o parametro IMP, avaliada pela
microscopia de fluorescéncia, que correlacionou-se positivamente (P<0,05) com as
caracteristicas da cinética espermatica e com a integridade da membrana
acrossomal, IAC (r=0,59, P<0,0001)

Como ocorreu com 0 SV e a IMP a integridade da membrana acrossomal
(IAC) apresentou correlacdo significativa (P<0,05) com todos os parametros da
cinética espermatica.

Na Tabela 6 observa-se que PMM néo apresentou correlacdo com nenhum
dos parametros da cinética espermatica confrontados pelo teste de Pearson
(P>0,05).
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Os coeficientes de correlacdo obtidos entre os parametros da integridade das
membranas espermaticas (SV, IMP, IAC e PMM) estao descritos na Tabela 6. Pode-
se verificar a ocorréncia de correlacdo positiva (P<0,05) entre SV e IMP (r=0,57) e
SV e IAC (r=0,59).

A correlacdo positiva (P<0,05) evidenciada entre SV e IAC também foi
demonstrada entre IMP e IAC (r=0,68, P<0,0001).

N&o foi observada neste estudo, correlacdo significativa entre o PMM e os
demais parametros de integridade das membranas esperméaticas (Tabela 6).

4. DISCUSSAO

4.1. Avaliagdo Subjetiva e Computadorizada da Cinética Espermatica

O efeito toxico da DMA na concentracdo de 6% verificado no presente trabalho
discorda dos resultados obtidos por Medeiros et al. (2002) com equinos, ao testarem
a DMA em concentracdo bem préxima a utilizada aqui (5%). Os autores obtiveram
bons indices de congelabilidade do sémen de garanhdes, com taxas de MTH e MPH
semelhantes quando comparado ao glicerol a 5% (46,6% e 10% versus 27,9% e
8,75%, P>0,05). Os valores de VCL (um/s) e RAP (%) também foram semelhantes
(56,0 e 24,9 versus 60,2 e 16,7, P>0,05) entre os dois grupos. E diferente do
observado no presente trabalho, o estudo citado verificou que a DMA a 3% propiciou
melhores (P<0,05) indices de MP em relacdo ao sémen congelado com GLI a 5%
(15,2% versus 8,7). Os autores, no entanto, relatam que a superioridade das amidas
frente ao GLI pode ser explicada, pelo fato de boa parte dos garanhdes utilizados no
trabalho apresentavam baixa congelabilidade ao GLI (bad freezers). Resultado
semelhante foi obtido por Gomes et al. (2002) ao verificarem a superioridade das
motilidades subjetivas e computadorizadas obtidas com a dimetilformamida a 5%,
comparada ao GLI na mesma concentracdo. Os autores relataram se tratar de
garanhdes com baixa congelabilidade ao GLI, ja que apenas dois dos 17 machos
apresentaram boa qualidade do sémen pdés-descongelacdo, utilizando este
crioprotetor. Entretanto, ao se trabalhar com machos com boa congelabilidade ao

GLI, tem-se obtido indices semelhantes de Vviabilidade espermatica pos-



98

descongelagdo com a utilizagcdo do GLI ou das amidas (GRAHAM, 2002; SQUIRES
et al., 2004).

BIANCHI et al. (2008) com suinos relataram a superioridade da DMA (5%)
frente ao GLI (3%), em relacdo a MTS pés-descongelacéo (53,8 versus 38,1%). E
diferentemente do verificado no presente estudo, a DMA nao apresentou efeito
deletério sobre a cinética espermética em concentragdes de até 7%.

E importante ressaltar a existéncia de diferencas intrinsecas importantes entre
0s espermatozlides das espécies estudadas, que provavelmente levam as
respostas diferentes de acordo com o crioprotetor utilizado e seus niveis de
tolerancia. Um exemplo claro disto é que diferente do que ocorre com 0s ruminantes,
a alta toxidade apresentada pelo GLI aos espermatozdides equinos exige que 0s
seus niveis devam ser bem baixos no meio de congelagao (x3%), para que o sémen
desta espécie promova indices satisfatérios de fertilidade pds-descongelacéo
(VIDAMENT et al., 2008).

Para espécie ovina os dados sdo escassos com a utilizacdo das amidas como
crioprotetores. Skeff et al. (2008) testaram a metilformamida (MF) para a
preservacdo do sémen ovino em diferentes concentracoes (3, 5, 7 e 9%) e
comparou ao glicerol (5,3%). A MF na concentracdo de 3% proporcionou indices de
MTS e integridade de membrana pos-descongelacdo, e apdés o teste de termo-
resisténcia lento (3h), semelhantes (P>0,05) ao obtido com o GLI. E assim como
observado neste trabalho, também verificaram efeito deletério sobre os parametros
espermaticos com a amida nas concentracoes mais elevadas. Os autores sugeriram
gue também para a espécie ovina, as amidas podem representar uma alternativa
importante para a preservacao espermatica, sendo necessario, no entanto, estudos
para analisar sua fertilidade in vivo.

Diversos trabalhos tém relatado bons resultados com o uso de meio
hiperosmético a base de TRE para a congelacdo do sémen ovino (AISEN et al.,
2002, ABGOALA e TERADA, 2004; AISEN et al., 2005, BUCAK et al., 2007). Aisen
et al. (2002) estudando os melhores niveis de TRE (50 a 400mOsmol) em meio
isosmatico a base de Tris observaram maior (P<0,05) indice de MTS com a adicao
de 100mOsmol de TRE, quando comparado ao meio isosmotico (52% versus 32%).
Ja Bucak et al. (2007) ao testarem a TRE nas concentracfes de 50 e 100mOsmol
obtiveram taxas de MTS, respectivamente, de 59 e 56%, sendo a primeira superior

(P<0,05) a obtida com o0 meio similar sem a TRE.
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Neste trabalho, entretanto, a adicdo da TRE ao meio diluidor ndo promoveu
melhorias sobre os indices de cinética espermatica pds-descongelacdo, como
relatado nos trabalhos anteriores.

O efeito deletério da adicdo da TRE (100mOsmol) ao meio isosmoético pode
estar ligado ao efeito osmético proporcionado pela mesma e ao tempo de exposicado
dos espermatozoéides ovinos ao ambiente hiperosmotico. Este trabalho seguiu
metodologia descrita em trabalhos anteriores (AISEN et al., 2000; AISEN et al.,
2002, BUCAK et al., 2007) que preconiza a diluicio do sémen no meio
hiperosmético de congelacdo previamente o processo de resfriamento e
estabilizacdo a 5°C, que ocorreu em duas horas, assim como indicado nos trabalhos.

A osmolaridade do meio hiperosmético utilizado no presente trabalho foi de
460mOsmol/Kg, estando esta abaixo dos niveis de tolerancia do espermatozoide
ovino, que segundo Peris et al. (2000) suporta sem danos osmolaridades de até
910mOsmol. Entretanto, trabalho conduzido por Becker (2004) verificou que a
exposicao dos espermatozoides caprinos por 30 minutos em solucéo hiperosmoética
de sacarose a 490mOsmol provocou uma elevada reducdo no percentual de
espermatozoides moveis (45,7% do controle). Em outro estudo da mesma autora
pode-se verificar que periodos de exposicao inferiores a 10 minutos em meio Tris-
gema de ovo, adicionado de 375mOsmol de sacarose, proporcionaram melhores
indices de MTS pds-descongelacdo, levando a autora a reduzir para apenas cinco
minutos o tempo de exposicdo do sémen caprino ao meio hiperosmdético,
previamente a congelacdo. Protocolo semelhante foi descrito por Abgoala e Terada
(2004), utilizando um tempo de exposicdo de apenasl5 minutos a solucdo
hiperosmoética de TRE previamente a congelacéo.

Com essas observacbes pode-se sugerir que os indices negativos obtidos
com 0s meios hiperosmoticos de TRE (x460mOsmol/Kg) desse estudo estariam
relacionados a excessiva exposicdo do sémen ovino ao meio hiperosmaotico
enriquecido com 100mOsmol de TRE, o que também pode explicar outros relatos de
insucesso com a utilizacao da trealose para a congelacdo do sémen ovino, como o
estudo realizado por Valleriote et al. (2005) e Bittencourt et al. (2007), que né&o
observaram beneficio da adicdo da trealose ao diluidor de congelacdo. Esses
ultimos encontraram, através da analise computadorizada, taxas inferiores (P<0,05)
de MTH, VCL e ALH para o sémen congelado com adi¢cdo de 100mOsmol de TRE,

comparado com o grupo controle Tris-gema de ovo (83% e 67%, respectivamente).
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Diferengas entre os resultados obtidos neste estudo e os demais, referente ao
efeito da TRE, podem estar ligadas a outros fatores como variagées nos protocolos
de diluicdo (uma ou duas etapa), descongelagdo (curva de descongelagédo) e
rediluicdo, composicdo do meio diluidor (concentracdo de gema e glicerol),
comprometendo o efeito comparativo.

Outro fator que pode ter contribuido para a reducdo nos valores da cinética
espermatica, verificada nos meios hiperosmoéticos, € a maior densidade do meio
hipertbnico, que pode prejudicar a capacidade de deslocamento espermatico,
reduzindo as velocidades dos movimentos (VAP, VSL, VCL). Concordando com esta
afirmacao, Mortimer (1997) relatou que o aumento da densidade do meio externo
dos espermatozdéides resultou em diminuicdo da amplitude da onda flagelar. E
Amirat et al. (2004) descreveram valores superiores para VCL e VAP em diluidor
contendo lipoproteina de baixa densidade, em relacdo a meio com gema de ovo.

Diferente do observado por Dhami e Sahni (1993) e Bittencourt et al. (2004),
cuja adicdo de 0,1% de EDTA ao meio de congelacdo de sémen, proporcionou
indices de 10-12% a mais na MTS, neste trabalho ndo houve efeito da adicdo EDTA
ou este foi negativo, como verificado para VAP e VSL que tiveram menores valores
no meio TRIS+DMA3%+TRE+EDTA comparado ao TRIS+DMA3%+TRE.
Resultados semelhantes foram relatados por Aisen et al. (2000), que né&o
observaram melhora da cinética espermatica ovina pés-descongelacdo com uso do
EDTA.

Essas divergéncias observadas entre os trabalhos sobre a eficacia da
utilizacdo do EDTA para a criopreservacdo espermatica esta relacionada a
ocorréncia de alguns fendbmenos, e entre estes o principal seria o fator de interacao
entre os componentes do meio diluidor, uma vez que nem sempre a remoc¢ao do
célcio do meio extracelular é desejavel. Este fato foi observado em estudo que, ao
avaliar o efeito da associacdo EDTA e TRE (AISEN et al., 2005), demonstrou que 0
diluidor com EDTA ao retirar o calcio do meio extracelular, inibiu a acao antioxidante
da trealose, sugerindo a existéncia de um efeito positivo da interacdo entre a

trealose e o calcio, sobre a regido polar dos fosfolipidios da membrana espermatica.

4.2. Avaliacdo da Viabilidade Espermatica — Teste Supravital
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A reducdo dos indices de viabilidade espermatica pés-descongelacdo, pelo
teste supravital, também foi verificada em ovinos por Valente et al. (2009). Estes
autores observaram quedas significativas (P<0,05) de SV de 84% e 85% no sémen
in natura, para 59% e 66%, respectivamente, pés-descongelacdo, de acordo com o
meio de congelacdo testado. No presente estudo foram obtidas reducdes nos
indices de SV que variaram de +21,7% (TRIS+GLI6%) até +54,6% (TRIS+GLI6%),
indices estes proximos aos obtidos por Valente et al. (2009), de +19 a 25%.

Bucak et al. (2007) relataram taxas de SV de 76,7%, 66,0% e 72,2%, para o
sémen ovino congelado respectivamente, em meio isosmaético e este acrescido de
50 e 100mOsmol de TRE. Estes indices nado diferiram (P>0,05) entre os grupos e
foram superiores a média obtida neste trabalho, para todos os grupos experimentais
(x49,0%).

Os resultados verificados para SV refletiram o efeito deletério proporcionado
pela DMA na concentragéo de 6%, que reduziu significativamente os indices de SV.
Os maiores (P<0,05) percentuais de danos de membrana plasmatica, determinados
pelo teste supravital com o corante eosina, com a DMA a 6%, reforga os resultados
obtidos através da avaliacdo da cinética espermatica. E entre estes grupos, houve
uma influéncia benéfica da TRE, que proporcionou uma maior (P<0,05) manutencéo
de SV, comparado com o diluidor com 6% de DMA e sem TRE (TRIS+DMA6%),
grupo este que obteve os menores (P<0,05) indices de SV entre todos os meios
testados (Tabela 4).

De fato a TRE exerce atividade crioprotetora sobre a membrana plasmatica,
devido a sua capacidade de estabelecer pontes de hidrogénio com as cabecas
polares dos fosfolipidios da membrana, substituindo as moléculas de agua durante o
processo de desidratacdo o que inibe a ocorréncia dos eventos de fusdo das
membranas plasmaticas (BAKAS E DISALVO et al., 1991).

O percentual de SV néao variou (P>0,05) entre os espermatozéides congelados
com o grupo controle TRIS+GLI6% e com os diluidores com 3% de DMA.
Resultados semelhantes foram descritos por Medeiros et al. (2000) com equinos que
nao observaram diferenca para a integridade de membrana espermatica, avaliada
por fluorescéncia (IP e CFDA), entre o sémen congelado com 3% de DMA ou 5% e
GLI. Da mesma forma Henry et al. (2002) ndo verificaram diferenca para a taxa de
integridade da membrana plasmatica ovina (IP e CFDA e teste hiposmatico) para o

sémen congelado com 3,5% de acetamida e 5% de GLI, evidenciando que os
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crioprotetores a base de amida sdo uma alternativa segura para a criopreservacao

de sémen de garanhdes.

4.3. Avaliagdo da Integridade das Membranas Plasmética e Acrossomal e do

Potencial da Membrana Mitocondrial

O percentual médio de IMP obtido entre os grupos deste experimento foi de
18,0%. Este indice foi inferior aos 29,7% (MAIA, 2006), 21,8% (AZEVEDO, 2006) e
50,9% relatados por Sousa (2007), todos em trabalhos com ovinos e utilizando para
a avaliacdo, a associacdo das mesmas sondas fluorescentes IP, FITC-PSA e JC-1,
utilizadas aqui. Este indice foi comprometido pela baixa congelabilidade do sémen
nos grupos com 6% de DMA que ficaram abaixo de 155% (8,3% para
TRIS+DMAG6%; 9,8% para TRIS+DMA6%+TRE e 15,4% para
TRIS+DMA6%+TRE+EDTA).

A ineficacia da TRE verificada neste estudo contradiz os achados da literatura,
cuja adicdo da trealose ao diluidor isosmotico promoveu melhoria nos indices de
manutencdo da integridade da membrana plasmatica. Abgoala e Terada (2003)
observaram que a substituicdo integral do meio Tris-gema e ovo por uma solucédo de
TRE (375mOsmol) melhorou significativamente as taxas de fluidez de membrana,
melhorando os indices de congelabilidade do sémen caprino. Ho et al. (2009) com
suinos, ao adicionar diferentes concentracoes de TRE (25 a 200mOsmol/Kg) ao
meio isotdnico, obteve melhor nivel manutencdo da IMP (teste hiposmotico) com
100mOsmol de TRE, em relacdo ao meio isotbnico e aos demais grupos. Da mesma
forma e utilizando o mesmo método de avaliacdo, Aisen et al. (2002) verificaram
uma melhoria dos niveis de IMP dos espermatozoides ovinos, além de taxas de
nascimento duas vezes e meia superior com um meio hiperosmotico enriquecido
com de 100mOsmol de TRE (semelhante ao grupo TRIS+GLI3%+TRE), em relacao
ao grupo isosmético sem TRE (semelhante ao grupo TRIS+GLI3%). Em trabalho
posterior utilizando com 0s mesmo grupos experimentais (meio isosmoético versus
TRE 100mOsmol), Aisen et al. (2005) encontraram maiores niveis de IMP, avaliada
por microscopia eletrénica com o diluidor com TRE, em relacdo ao sem TRE (72,6%

versus 33,4%).
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Entretanto, é importante chamar atencéo ao fato de que ao introduzir a TRE no
meio com 3% de DMA, a taxa de IMP aumentou numericamente (P>0,05) em
relagdo ao similar sem TRE, igualando-se (P>0,05) a obtida com o grupo controle
(TRIS+GLI6%). Fato semelhante ocorreu com a adicdo da TRE ao meio com 6% de
DMA, que promoveu a elevacdo (P>0,05) dos valores de IMP, em relagdo ao meio
sem TRE (TRIS+DMA6%), que se tornaram semelhantes (P>0,05) a obtida com o
meio isosmotico com DMA a 3% (TRIS+DMA3%) Este fato sugere que a TRE de
certa forma melhorou os indices de IMP, mesmo que discretamente.

O uso da TRE tem resultado em achados conflitantes, tanto entre trabalhos
diferentes como no mesmo. Valente et al. (2009), que apesar de ter obtido com a
eosina nigrosina indices superiores (P<0,05) de integridade de membrana
plasmatica (66,5% versus 59,8%), para o sémen ovino congelado em meio
hiperosmotico com trealose e menores niveis de gema de ovo (G1: 15% de gema
versus G2: 4,5% de gema mais 88mOsmol de TRE), verificou para este, taxas
inferiores (P<0,05) de integridade da membrana pelo teste hiposmético (32,1%
versus 40,6%). E os resultados com a TRE foram ainda piores (P<0,05) no teste in
vivo, refletido nos baixos indices de fertilidade das fémeas inseminadas (3,8%
versus 20,5%).

A auséncia de efeito positivo ou negativo da adicdo da TRE ao meio de
congelacdo isosmotico, sobre os niveis de IMP, ja foi relatado anteriormente
(VALLERIOTE et al., 2005, BITTENCOURT et al., 2007, BUCAK et al., 2007).

O efeito deletério da utilizacdo do DMA a 6%, assim como observado para a
maioria dos parametros da cinética espermatica e SV, também se refletiu sobre os
indices inferiores de IMP (P<0,05), em relacdo aos meios a DMA a 3%, cujos grupos
TRIS+tDMA6% e TRIS+DMA6%+TRE, acarretaram os menores indices de IMP,
guando comparados aos diluidores com apenas metade do crioprotetor (Tabela 5).
Em outras espécies as amidas, como a DMA, tém sido utlizadas para a
criopreservacdo do sémen em niveis semelhantes ao utilizado neste estudo (5%)
(MEDEIROS et al., 2002; BIANCHI et al., 2008) até percentuais acima de 11%
(TSELUTIN et al, 1999; ZEE et al., 2008), sem exercer nenhum efeito toxico sobre
0s espermatozdides. Para a espécie ovina ndo se tem relatos dos niveis de
tolerancia e toxicidade que as amidas exercem sobre o espermatozoéide desta
espécie. Entretanto, Skeff et al. (2008) verificaram que as concentracdes de 7 e 9%

da acetamida proporcionaram piores taxas de MP pds-descongelacdo que estaa 3 e
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5%, o que faz sugerir que os niveis de tolerdncia do sémen ovina as amidas,
provavelmente sejam inferiores aos observados em outras espécies.

Ao compararmos os indices de IMP e IAC, indiferentemente dos tratamentos,
pode-se constatar ser este Ultimo parametro mais resistente as injurias provocadas
pelo processo de criopreservacdo. Essa afirmagdo corrobora com os diversos
achados na literatura, com diferentes espécies, que relatam reducdes muito
inferiores nos niveis de IAC em relacdo a IMP, apds o processo de congelagéo-
descongelacédo (MAIA, 2006; AZEVEDO, 2006; CELEGHINI et al., 2008; VALENTE
et al., 2009) o que justifica seus indices superiores.

A adicdo a TRE sozinha ndo exerceu efeito sobre os niveis de IAC nos
diluidores testados (Tabela 5). Relatos similares foram feitos por Aisen et al. (2000);
Aisen et al. (2002) e Valente et al. (2009) que n&o observaram diferencas nos
percentuais de células com lesGes acrossomais na microsocpia de contraste de
fase, apos congelagcdo em meio com e sem TRE. Discordando destes relatos Hu et
al. (2009), utilizando a sonda fluorescente FITC-PNA, detectaram maiores niveis de
IAC nos espermatozoides congelados com diferentes concentracdes de TRE (25 a
200mOsmol) que no meio sem TRE.

Entretanto, quando em associacdo com o EDTA (TRIS+DMA6%+TRE+EDTA)
a TRE proporcionou uma melhoria dos indices de IAC no sémen congelado com 6%
de DMA.

Os altos niveis de calcio estdo relacionados a ocorréncia de alteracdes no
acrossomo espermatico e exercem papel importante no processo de reacao
acrossomal (ROLDAN et al., 1994), que pode ser inibido na presenca do EDTA, ao
quelar o Ca™ no meio extracelular impedindo seu influxo. Além disto, os niveis
excessivos de Ca’™" competem a TRE pelos mesmos sitios de ligagdo na membrana
plasmatica, inibindo a sua atividade crioprotetora (BAKAS e DISALVO, 1991). Desta
forma, a atividade de crioprotecdo da TRE pode ser potencializada quando a mesma
¢ utilizada em conjunto com o EDTA, que seqiiestra o Ca™" extracelular, deixando a
TRE livre para exercer em plenitude a sua atividade crioprotetora (BAKAS e
DISALVO, 1991; AISEN et al., 2000). Estas observa¢des podem explicar o ocorrido
com o diluidor com 6% de DMA, cujos valores numéricos de IAC foram melhorados
com a adicdo do EDTA (TRIS+DMA6%+TRE+EDTA), o fazendo superar (P<0,05)
dos obtidos com o diluidor similar isosmético (TRIS+DMA6%) e se igualar ao grupo

controle e demais com 3% de DMA. Relato semelhante foi feito Aisen et al. (2000)
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gue observaram efeito positivo do EDTA sobre a integridade acrossomal, quando
associado a TRE.

Diferente do observado neste experimento, LANDIN-ALVARENGA et al.
(2002) em trabalhos com equinos e utilizando a associagcado FITC-PNA, observaram
melhores (P<0,05) indices de IAC com a utilizacdo do DMA a 5%, em relagdo ao GLI
na mesma concentracdo (55,6% versus 34,4%). Os autores concluiram que a
superioridade das amidas sobre o GLI esta relacionada a menor toxicidade, ao
menor peso molecular, além de serem mais permeaveis as células e com maior
capacidade coligativa com a agua, favorecendo sua atividade crioprotetora sobre os
parametros espermaticos avaliados. Entretanto, fica claro pelos resultados
apresentados pelos autores anteriores, que o estudo foi conduzido com cavalos que
apresentavam baixa congelabilidade ao GLI, o que pode ter influenciado na
superioridade das amidas.

Era esperado um efeito positivo do EDTA sobre a PMM, ja que o influxo de
calcio intracelular derivado do processo de resfriamento do sémen promove a
ativacdo das fosfolipases, ocorrendo hidrolise dos fosfolipidios da membrana
espermatica. Tanto as alteracdes provocadas aos fosfolipidios, como a formacao de
acidos graxos livres, acarretam um aumento da permeabilidade e lesdo da
membrana mitocondrial (AMANN e PICKETT, 1987). A adicdo do EDTA ao diluidor
de congelacdo deveria minimizar esse processo, melhorando os niveis de PMM,
pois captaria o calcio extracelular impedindo seu influxo. As justificativas utilizadas
anteriormente para auséncia de efeito da utilizacdo do EDTA nos diluidores aqui
testados, também se adequam para os niveis de PMM.

Os parametros da cinética espermatica estdo intimamente relacionados a
atividade mitocondrial e refletem, de acordo com a suas magnitudes, o estatus
funcional das mitocéndrias e a sua capacidade metabdlica para fornecimento de
energia a célula. Correlacdes positivas entre PMM e a cinética espermatica foram
descritos por diversos autores com diferentes espécies (Connell et al., 2002;
Martinez-Pastor et al., 2004; Gonzalez, 2005; Celeghini et al., 2008).

Seguindo esse raciocinio a baixa taxa de PMM observada com o diluidor
TRIS+DMA3% (16,6%) que tendeu a significancia (P>0,06), em relacdo ao
TRIS+GLI6% e TRIS+DMA6%+TRE+EDTA, ndo condiz com os achados da cinética
espermatica para este grupo, que obteve os maiores (P<0,05) valores de MP, VAP,

VSL, VCL e RAP em relagdo aos demais diluidores com amidas, apesar de
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inferiores (P<0,05), quando comparados ao grupo controle com GLI. Porém, os
maiores valores obtidos na cinética espermatica para o TRIS+DMA3%, em relacéo
aos demais grupos congelados com amida, podem ser justificados peloo fato deste
nao estar sobre influéncia da densidade do meio, aumentada com a adicdo da TRE
e que como ja citado anteriormente pode interferir na magnitude das caracteristicas
da cinética espermatica. E a compara¢do com o outro diluidor isosmético sem TRE
(TRIS+DMAG6%) fica prejudicada pela atividade toxica da DMA na concentracdo de

6%, que deprimiu a atividade espermatica ovina.

4.4. CorrelagBes Entre os Parametros Esperméticos Estudados

Foram verificadas correlacOes altas e positivas entre todo os parametros da
cinética espermatica. Resultados semelhantes foram descritos por Al-Qarawi et al.
(2002) ao observarem correlacdes positivas (P<0,05) entre MPH e VSL, VAP, VCL,
ALH, LIN e STR. Assim como neste trabalho, Al-Quarawi também obteve
correlacdes positivas entre VAP, VSL e LIN (P<0,05).

As correlacbes positivas e altamente significativas entre SV e todos o0s
parametros confrontados (exceto PMM), demonstra ser este um teste eficaz para
avaliacao do percentual de células moveis e do status morfofuncional das mesmas e
gue, pelo seu baixo custo e praticidade, pode ser facilmente implementada nas
atividades de rotina de campo e pesquisa.

A existéncia de correlacdo entre IMP e a MPH também foram citadas por
Celeghini et al. (2008), os quais verificaram para esta coeficientes acima de 91%
(P<0,05). Estas correlacdes sdo esperadas, ja que a integridade estrutural e
funcional da membrana plasmatica dos espermatozéides € fundamental para a
manutencdo da sua viabilidade e do metabolismo celular, que é refletido no
percentual de células moveis.

A correlacdo positiva observada entre IMP e LIN é um achado importante,
pois este dltimo € utilizado para caracterizar qualidade do movimento espermatico
(VERSTEGEN et al., 2002) e a IMP para determinar viabilidade estrutural e funcional
dos espermatozoides, de forma que seus valores devem se comportar de forma

diretamente proporcional.
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A Integridade da mebrana a acrossomal e a MPH apresentaram elevadas
correlacfes positivas e significativas e isso ja era esperada e justificavel, j& que para
gue ocorram as alteracdes na membrana acrossomal, possivelmente a membrana
plasmética ja foi lesada (AZEVEDO, 2006), pois esta é muito mais sensivel as
injurias provocadas pelo processo de criopreservacdo que a membrana acrossomal,
0 que compromete o metabolismo celular e interfe na motilidade espermatica.

Diferente dos achados do presente estudo, Connell et al. (2002) e Martinez-
Pastor et al. (2004), em trabalho com ovinos, Gonzalez (2005) e Celeghini et al.
(2008) com bovinos, encontraram correlagbes significativas entre PMM e as
motilidades espermaticas.

Correlagcbes positivas entre o PMM e VSL, VCL e LIN foram descritas
anteriormente por Connell et al. (2002) para o sémen in natura de homens.
Entretanto, ap0s a criopreservacdo essas correlagbes na sua maioria
desapareceram e restringiram-se a MP, LIN, revelando que o sémen congelado,
apos as alteracOes sofridas durante a preservacao comporta-se de forma diferente
em relacdo as suas caracteristicas e as respectivas interacdes entre elas.

Os resultados conflitantes entre os resultados observados da literatura e os
obtidos no presente trabalho, sobre o PMM e sua correlacdo com a motilidade
espermatica pode-se explicar, pois no presente estudo as células com PMM néo se
restringiram as subpopulacfes espermaticas com membrana plasmatica integra e
consequentemente com motilidade espermatica, como verificado na grande parte
dos trabalhos consultados. De forma que a correlacdo entre o percentual de células
moéveis e PMM pode ter sido influenciada.

O parametro SV além de apresentar correlagdes positivas (P<0,05) com as
caracteristicas da cinética espermatica, também demonstrou estar correlacionada
com a IMP (r=0,57, P<0,0001) e IAC (r=0,59, P<0,0001), reafirmando a importancia
desse teste para estimar a viabilidade espermatica, principalmente pelo baixo custo
e praticidade do mesmo.

A forte interacdo observada entre IMP e IAC (r=0,68, P<0,0001) é explicada ja
gue mecanismos de ocorréncia das alteracBes acrossomais estdo intimamente
relacionados aos da membrana plasmatica, sejam eles relacionados as injurias
diretas provocadas pelo processo de criopreservacdo (variacdo osmotica,
desidratacdo e formacdo de macrocristais intracelulares) ou pelo processo

by

cronolégico de degradacdo celular, relacionados a criocapacitagdo (GREEN e
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WATSON, 2001). Isso explicaria a correlacdo positiva entre esses parametros, ja
relatada anteriormente (GONZALEZ, 2004).

Como verificado no presente trabalho, Martinez-Pastor et al. (2004) reportaram
a auséncia de correlagéo entre PMM e IMP, avaliados pela combinacdo do Hoescht
258 e JC-1. Entretanto, discordando desses achados Gonzalez (2004) e Bollwein et
al. (2008) verificaram elevadas correlacdes positivas (r>0,90, P<0,05) entre IMP e
PMM.

Como relatado por Sousa (2007), no presente estudo observou-se um
importante percentual das células com PMM que também apresentava lesdo da
membrana plasmatica, ja descritas e classificadas anteriormente por Papaioannou et
al. (1997) como células moribundas (em degeneracao), o que pode ter influenciado a
auséncia de correlacéo entre PMM e IMP.

5. CONCLUSOES

Levando-se em consideracdo os resultados obtidos com este experimento
podem-se chegar as seguintes conclusoes:

O diluidor isosmatico com glicerol na concentracdo de 6%, utilizado como grupo
controle do experimento, foi o mais eficaz para a manutencédo das caracteristicas
espermaticas, quando comparado aos demais que continham a dimetilacetamida
como crioprotetor

A dimetilacetamida na concentracdo de 6% revelou efeito deletério importante
sobre os parametros de viabilidade espermatica pdés-descongelacdo, quando
comparada a concentracdo de 3%.

A adicdo da trealose aos meios de congelacdo deprimiu os parametros da
cinética espermatica, embora tenha proporcionado em alguns diluidores efeito
positivo sobre a integridade da membrana plasmatica e acrossomal, reforcando a
hipétese de que a influéncia negativa sobre a cinética espermatica esteja restrita ao
fato do meio hiperosmaético, devido a sua maior densidade, promover maior

resisténcia ao deslocamento celular.
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Foi verificado efeito sinérgico entre a trealose e o EDTA para a manutencao
dos indices de integridade acrossomal, quando adicionado ao diluidor com 6% de
dimetilacetamida.

Os resultados obtidos com os testes in vitro permitem concluir com seguranga
que o diluidor isosmotico com glicerol a 6% foi o mais eficaz para manutencéo dos
indices de viabilidade do sémen ovinos pos-descongelacao;

O estudo da integridade da membrana plasmatica através do teste supravital
com eosina pode ser utilizada como técnica de andlise da qualidade seminal,
guando héa limitacdo da utilizacdo de métodos mais avancados, pois, apresenta
correlacbes significativas com diversos métodos de avaliacdo da viabilidade da

célula espermética ovina.
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EXPERIMENTO 3:

Viabilidade e fertilidade dos espermatozoéides ovinos criopreservados
com a utilizag&do do glicerol e da dimetilacetamida, em meio diluidor com
e sem trealose.
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BITTENCOURT, R.F. Viabilidade e fertilidade dos espermatozoides ovinos
criopreservados com a utilizacao do glicerol e da dimetilacetamida, em meio diluidor
com e sem trealose. Botucatu, 2009. 201p. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO

Onze amostras de sémen de carneiros da raca Santa Inés foram submetidas a
criopreservacao, com o objetivo de avaliar a eficacia da dimetilacetamida (DMA, 3%)
ou do glicerol (GLI, 6%) em um meio hiperosmoético com trealose (TRE, 1200mOsmol)
sobre a viabilidade espermatica pos-descongelacdo. Assim, foram formados quatro
grupos experimentais: TRIS+GLI6%; TRIS+GLI6%+TRE; TRIS+DMA3% e
TRIS+DMA3%+TRE. Logo apds da avaliacdo, o sémen foi diluido nos diferentes
meios e congelado com dose inseminante de 150 x 10° espermatozéides. Apés a
descongelacdo, realizada em banho-maria a 38°C por 50s, o sémen foi diluido (1/20)
e 0s parametros da cinética espermatica avaliados subjetivamente e pela analise
computadorizada (CASA). A analise da viabilidade espermatica foi realizada através
da associacdo das sondas fluorescentes iodeto de propridio (IMP, integridade de
membrana plasmatica), JC-1 (PMM, potencial de membrana mitocondrial) e
aglutinina de Pisum sativum conjugada a fluoresceina de isotiocianato - FITC-PSA
(IAC, integridade acrossomal). Também foi realizada a avaliacdo da integridade do
DNA pelo teste do Cometa. Por fim, cento e setenta fémeas foram sincronizadas e
inseminadas em tempo fixo com sémen congelado no diferentes diluidores. Para a
analise estatistica das caracteristicas avaliadas, foi empregado o programa
estatistico (SAS), versao 5.0 (1996). A DMA apresentou baixo efeito crioprotetor
sobre o espermatozoide ovino. A adicdo da trealose promoveu efeito negativo sobre
a cinética espermatica, entretanto melhorou os niveis de PMM pdés-descongelacéo
no diluidor com DMA. O GLI a 6% sem TRE foi o protocolo mais eficaz para a
manutencdo da integridade espermatica. As taxas de concepcdo nao diferiram
(P>0.05) entre 0s grupos experimentais.

Suporte Financeiro: FAPESP- Brasil proc. 05/59530-2.
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BITTENCOURT, R.F. Viability and fertility of ram sperm cryopreserved with glycerol
or dimethyl acetamide in extender with or without trehalose. Botucatu, 2009. 201p.
Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Eleven semen samples of rams of the Santa Inés breed were cryopreserved with the
objective of verifying the effect of the dimethyl acetamide (DMA, 3) or glycerol (GLY,
6%) in a hyperosmotic extender with trehalose (TRE, 100mOsmol) on the post-thaw
sperm viability. Then, they were formed four experimental groups: TRIS+GLY6%;
TRIS+GLY6%+TRE; TRIS+DMA3%; TRIS+DMA3%+TRE. After evaluation, the
semen was diluted in the different extenders and frozen with of 150 x 10°
sperms/0,25mL. After the thawing accomplished in 38°C water bath for 50s, the
thawed semen was diluted (1/20) and the kinetic sperm parameters were analyzed
subjectively and by computer analyses system (CASA) The sperm viability evaluation
was performed by using the multiple sperm parameter staining with propidium iodide
(PMI, plasmatic membrane integrity), JC-1 (MMP, mitochondrial membrane potential)
and Pisum sativum agglutinin conjugates with fluorescein isothiocyanate — FITC-PSA
(ACI, acrosomal integrity). The DNA integrity was analyzed by Comet assay. Finally,
one hundred and seventy ewes were inseminated at fixed time. All the statistical
analyses were performed using the SAS software version 5.0 (1996). The DMA had
a poor cryoprotective effect for ram semen. The addition of trehalose promoted
negative effect on sperm kinetics; entertain improved levels of PMM post-thawing in
the DMA extender. The GLI at 6% alone was the best protocol for maintaining the
sperm integrity was the most effective protocol to maintain the integrity sperm. The
conception rates did not present difference (P>0.05) among the groups.

Financial support: FAPESP- Brazil proc. 05/59530-2
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1. INTRODUCAO

O uso do glicerol na concentracdo de 3 a 8% ainda tem sido o protocolo mais
utilizado para a criopreservacdo do sémen de ovinos (SALAMON e MAXWELL,
2000). No entanto, efeitos deletérios sobre a viabilidade espermatica, provocadas
por diversos fatores como estresse osmoético, mudancas na organizacao, fluidez e
permeabilidade da membrana plasmatica eassim como desorganizacdo da sua
composicao lipidica (WATSON, 1995) tem impulsionado o estudo e pesquisa por
crioprotetores e aditivos alternativos que possibilitem indices de fertilidade
superiores aos obtidos atualmente para a espécie ovina.

Segundo Alvarenga et al. (2005) as amidas tém apresentado niveis
satisfatérios de preservacdo do sémen de garanhfes, principalmente naqueles
reprodutores com alta intolerancia ao glicerol. Esse fator foi demonstrado diversas
vezes (GOMES et al., 2002; MEDEIROS et al., 2002).

Landin-Alvarenga et al. (2002), em trabalhos com equinos observaram
melhores (P<0,05) indices de integridade acrossomal a utilizagdo do DMA a 5%, em
relacdo ao GLI na mesma concentracdo (55,6% versus 34,4%). Os autores
concluiram que a superioridade das amidas sobre o GLI esta relacionada a menor
toxicidade, ao menor peso molecular, além de serem mais permeaveis as células e
com maior capacidade coligativa com a agua, favorecendo sua atividade
crioprotetora.

A eficacia das amidas para a preservacdo dos parametros espermaticos in
vitro, tem se traduzido em taxas de prenhez semelhantes as com o glicerol, como
verificado por Vidament et al. (2002) utilizando o glicerol e a dimetilacetamida a 2%.
E indices de prenhez superiores obtidos com amidas, em relacdo ao glicerol foram
relatados por Moffet et al. (2003). A superioridade das amidas parece estar
relacionada a uma maior longevidade no trato genital da fémea, conferida por estas
aos espermatozoides pés-descongelacdo, em relacdo ao GLI (ALVARENGA et al.,
2005).

Com ovinos, a metilformamida proporcionou taxas satisfatorias de preservacgao
espermatica, com indices semelhantes de motilidade espermatica e integridade de
membrana pds-desongelacdo e apos o teste de termoresisténcia lento (SKEFF et
al., 2008).
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Dessa forma, também para a espécie ovina, as amidas podem representar uma
alternativa importante para a preservacdo espermatica.

Um acucar que tem se destacado como crioagente espermatico é a trealose
qgue € um dissacarideo cuja atividade crioprotetora sobre as membranas plasmaticas
estaria relacionada a sua capacidade de estabelecer pontes de hidrogénio com as
cabecas polares dos fosfolipidios da membrana, substituindo, assim, as moléculas
de agua durante o processo de desidratacdo prevenindo a ocorréncia dos eventos
de fusdo das membranas plasmaticas (BAKAS e DISALVO et al., 1991).

Além de promoverem a estabilidade da membrana plasmatica os
dissacarideos, como a sacarose e a trealose, também tem a capacidade de
preservar as proteinas de membrana, através da substituicdo da agua presente
entre as cadeias de aminoacidos, mantendo a proteina estavel e evitando sua
desnaturacdo (LESLIE et al. 1995).

Assim, em diversos trabalhos tém-se relatado bons resultados com o uso de
meio hiperosmotico a base de TRE para a congelacdo do sémen ovino (AISEN et
al., 2002, ABGOALA e TERADA, 2004; AISEN et al., 2005, BUCAK et al., 2007).
Aisen et al. (2002) estudando os melhores niveis de TRE (50 a 400mOsmol) em
meio isosmotico de Tris observaram maior (P<0,05) indice de motilidade com a
adicdo de 100mOsmol de TRE, quando comparado ao meio isosmotico (52% versus
32%). Alguns trabalhos tém mostrado atividade sinérgica importante entre o EDTA e
a trealose, com efeitos benéficos observados nas taxas de motilidade e preservacgao
da morfologia espermatica pos-descongelacio (AISEN et al., 2000; BAKAS e
DISALVO, 1991).

Espermatozoéides com lesdo de DNA podem apresentar integridade estrutural
e funcional das membranas e das organelas como também, padrdo normal de
motilidade. E apesar das lesdes ocorridas no DNA espermatico ndo interferirem no
processo de fertilizacdo ovocitaria e clivagem, as altera¢cdes na estrutura do DNA
sdo responsaveis por falhas no desenvolvimento e ocorréncia da morte embrionaria
em estagios posteriores (NEILD et al., 2005; DRUMMEN et al., 2004). Assim, devido
a importancia da integridade do DNA para a fertilidade dos espermatozdides, testes
gue o avaliem sdo necessarios.

O teste do cometa mensura a quebra da fita de DNA e o comprimento da
“cauda do cometa” representa os fragmentos liberados do nucleo. As bases de DNA

oxidadas podem ser detectadas com alta sensibilidade possibilitando a identificagao
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de pequenas alteracdbes no DNA pela exposicdo das fitas simples ou duplas
danificadas das células (Singh et al., 1988; Collins et al., 1995; Santella, 1997;
Hartmann et al., 1998), sendo este uma ferramenta importante na contribuicdo para
avaliacdo da qualidade do processo de congelacédo e dos niveis de lesdo de DNA
proporcionados pelo mesmo.

Assim, a realizacdo deste trabalho teve como objetivo avaliar e eficacia dos
crioproterores glicerol e dimetilacetamida, associados ou ndo a trealose, para a
criopreservacdo do sémen dos ovinos, avaliando através da inseminacao artifical a
capacidade fertilizante dos espermatozéides criopreservados com estes protocolos.
Também foi objetivo verificar a ocorréncia de correlagcdes entre os diversos
parametros avaliados in vitro e destes com as taxas de fertilidades obitdas. Por fim,
este estudo procurou implementar a técnica do cometa para avaliacdo da
integridade do DNA de espermatozoides da espécie ovina, submetidos a

criopreservagao.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. O local e o Periodo

As atividades de colheita e avaliacdo do sémen in natura dos reprodutores
ovinos, criopreservagcdo do sémen e inseminagao artificial foram realizadas no
Campo Experimental Pedro Arle, Povoado Manuino - Fazenda Queimadas, Zona
Rural - Frei Paulo, Sergipe, da Unidade Tabuleiros Costeiros da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA). Estas etapas foram desenvolvidas de Abril
a Maio de 20089.

As analises laboratoriais pés-descongelacdo foram conduzidas no Laboratério
de Estudos em Biotecnologia Aplicada a Reproducéo de Ovinos e Caprinos e no
Centro de Diagnostico e Biotecnologia em Reproducdo Animal (CERAN),
pertencentes ao Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), municipio de Botucatu, Estado de Séao

Paulo. Estas avaliacdes foram realizadas em Junho de 2009.

2.2. Animais Experimentais — Doadores de sémen

Foram utilizados 11 carneiros adultos Santa Inés Puros de Origem (PO) (Figura
1), com registro na Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO). Todos os
reprodutores utilizados foram submetidos ao programa semestral de controle
sanitario da EMBRAPA, através de vermifugacdo. Estes animais faziam parte do
rebanho residente da EMBRAPA — Tabuleiros Costeiros-SE e foram submetidos a
um regime de colheitas de sémen e exames andrologicos e aqueles considerados
aptos, conforme preconizado por Henry e Neves (1998), foram mantidos no
programa. Destes animais foram colhidos pelo menos dois ejaculados consecutivos,

previamente o inicio das colheitas com fins experimentais.



124

FIGURA 1: Reprodutores da raga Santa Inés utilizados como doadores de
sémen para as congelacdes experimentais na EMBRAPA Tabuleiros Costeiros-
SE.

2.3. Colheita e Avaliacdo do Sémen Prée-Congelacéo

As colheitas de sémen foram realizadas com a utilizagdo de vagina artificial
com &agua aquecida entre 42 a 50°C, tendo como manequim uma fémea em estro
natural (Figura 2). O ejaculado foi colhido em tubos graduados, protegidos da luz e
da temperatura ambiente por um protetor térmico. Apos a colheita a amostra de
sémen era encaminhada imediatamente para o laboratério de processamento,
colocado em banho-maria a temperatura de 37°C e avaliado quanto ao volume,
aspecto, turbilhonamento, vigor e motilidade espermatica.

O volume do ejaculado foi verificado por visualizagcédo direta do sémen no tubo
graduado e registrado em mililitros (mL), e o turbilhonamento (escala de 0-5)
observado através de uma gota de sémen sobre uma lamina pré-aquecida em mesa
aquecedora a 37°C, em microscopia optica com aumento de 100x. Para observacao
do vigor (escala de 0-5) e da motilidade total e progressiva (0-100%), foi procedida a
diluicdo (1:50) do sémen no meio diluidor utilizado como o grupo controle do
experimento (Tris-gema de ovo). A seguir 10uL desta amostra foram colocados entre
lamina e laminula e observada em microscopia éptica com aumento de 200x, tal
como preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA) (HENRY e
NEVES, 1998).
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Para o calculo da concentragdo espermatica, empregou-se a camara de
Neubauer, com sémen diluido na propor¢cdo de 10uL para 4mL (1:400) de solucéo
de formol-salina tamponada (HANCOCK, 1957). A contagem foi realizada em

microscopia Optica com aumento de 200x.

FIGURA 2: Colheita e avaliacdo do sémen pré-congelacdo. A: A esquerda area
externa do laboratorio de avaliacdo e manipulacdo de sémen da Fazenda
Queimadas e a direita 0 aprisco onde eram realizadas as colheitas de sémen,;
B: Area interna do Laboratdrio de manipulacio de sémem; C: Fémea contida
utilizada como manequim para colheita de sémen; D: Colheita de sémen
através da vagina artificial.

A mesma amostra de sémen em formol-salina tamponada usada para calculo
da concentracédo foi usado para avaliacdo da morfologia espermatica, por isso teve-
se o cuidado de manter o tubo com formol salina sobre a placa aquecedora para que
fossem evitadas alteracdes na célula espermatica, provocadas por choque-térmico.
O estudo da morfologia espermatica foi realizado posteriormente através de

preparacdo Umida, colocando-se 10 pL da amostra diluida sob lamina e laminula e
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observando os espermatozoides em microscopia de contraste de fase (aumento de
1.000X), computando e classificando 100 células de acordo com as anormalidades
encontradas. Estas foram classificadas conforme descritas por Bloom (197 3).

O teste supravital foi empregado para avaliacdo da integridade da membrana
plasmética do sémen in natura. Entretanto, diferente do preconizado na técnica
original (BARTH e OKO, 1989), pela praticidade foi utilizado apenas o corante
eosina amarela!, sem a nigrosina, baseado em relatos de Cedenho e Tokunaga,
(1995) que ndo encontraram diferenca (P>0,05) para a avaliacdo realizada com
ambas as formulacdes. Dessa forma, foi feito sobrepondo em lamina uma gota de
sémen (10puL) com uma gota da eosina (10uL), previamente aquecida (37°C) e
elaboracdo de esfregaco, deixando secar sobre placa aquecedora. Imediatamente
apos seca, a amostra foi observada em microscopia 6ptica com aumento de 400x.
As células coradas (vermelhas) foram consideradas com membrana plasméatica
lesada e as sem coloragdo com membrana integra.

Os reprodutores foram submetidos as colheitas de sémen e aqueles
ejaculdados com mais de 60% de integridade de membrana plasmatica (supravital) e
75% de motilidade espermatica eram aproveitados para o0 experimento. Assim, foi
utilizado um ejaculado de cada reprodutor, totalizando 11 amostras de sémen para

este experimento.

2.4. Grupos Experimentais

A solucdo de Tris-gema de ovo-glicerol (ROBERTS, 1986) foi o diluidor base
utilizado neste trabalho. Todos os reagentes quimicos que o compuseram (2,429 de
Tris, 1,59 de acido citrico, 1,25g de glicose e glicerol, para 100mL), bem como os
aditivos EDTA e a trealose, utilizados nos grupos experimentais, foram fabricadas
pelo laboratério VETEC Ltda® exceto o sulfato de gentamicina® (13,4 mg) e o

crioprotetor dimetilacetamida®.

! Vetec Ltda (Duque de Caxias-RJ, Brasil)

> VETEC Ltda (Duque de Caxias-RJ, Brasil)

% Schering-Plough S/A (Séo Paulo-SP, Brasil)
* Sigma Aldrich - D5511 (St Louis, MO, EUA)
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Para o desenvolvimento deste experimento foram escolhidos os diluidores que
obtiveram os melhores resultados in vitro nos experimentos descritos nos capitulos

anteriores (Experimento 1 e Experimento 2):

TABELA 1. Composicdo, pH e osmolaridade dos diferentes diluidores estudados (TRIS+GL6%,
TRIS+GLI6%+TRE, TRIS+DMA3%, TRIS+DMA3%+TER).

pH/

Grupo Diluidor base % GLI % DMA VRIS Osmolaridade
(mOsmol)
(mOsmol/Kg)
TRIS+GLI16% TRIS 6 - - 6,14/380
TRIS+GLI6%+TRE TRIS 6 - 300 6,14/485
TRIS+DMA3% TRIS - 3 - 6,21/371
TRIS+DMA3%+TRE TRIS - 3 300 6,21/480

= Glicerol (GLI), dimetilacetamida (DMA) e trealose (TRE).

2.5. Resfriamento e Congelacdo do Sémen

Apés as avaliacdes iniciais e calculo da concentracdo espermatica, um total de
1200 x 10° de espermatozéides eram transferidos para tubos pré-aquecidos, sendo
posteriormente adicionados a estes 2mL de cada um dos quatro diluidores (descritos
na Tabela 1), jA com o percentual final dos crioprotetores (diluicio em uma etapa),
compondo oito doses inseminantes de 150 x 10° de espermatozéides com
motilidade, para cada grupo experimental. Assim, o0 ejaculado tinha que ter no
minimo 4.800 x 10° de espermatozéides méveis (oito doses inseminantes para cada
um dos quatro grupos). Caso o numero de espermatozoéides do ejaculado fosse
insuficiente, foi feita uma segunda colheita para completar o nimero de doses
necessarias para a inseminacao e as posteriores avaliagdes in vitro.

Apés a diluicdo nos diferentes meios, o sémen foi novamente avaliado,
envasado em palhetas de 0,25mL e resfriado até 5°C em camara refrigerada
stabilizada com esta temperatura °, a uma taxa de resfriamento médio de
0,46°C/min, segundo metodologia descrita por Furst (2005). Ap6s duas horas de

resfriamento e tempo equilibrio a temperatura de 5°C, a congelacéo foi efetuada

® Minitub do Brasil, Rio Grande do Sul, Brasil
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mantendo-se as palhetas por 20min a uma altura de 5cm da lamina de nitrogénio

liquido (N?) e posteriormente mergulhadas no N2,

2.6. Avaliacdo do Sémen Pés-Descongelacao

Dois meses apés as congelacdes, as amostras dos diferentes grupos
experimentais foram descongeladas em banho-maria a 38°C por 50 segundos. As
amostras descongeladas de cada grupo eram depositado em micro tubos de 1,5mL®,
previamente aquecidos e mantidos a 37°C, dos quais se retiravam aliquotas para as
avaliac@es in vitro. Para a andlise subjetiva da motilidade e vigor espermético e teste

supravital, procedeu-se como descrito para o sémen in natura (item 2.3).

2.6.1. Avaliagdo Computadorizada da Cinética Espermatica

Uma aliquota de 5pL de sémen, dos diferentes grupos experimentais (3 x 10°
espermatozéides), foi diluida em 150uL de meio X-CELL’ (20 x 10°%mL),
previamente aguecido a 37°C, e mantida nesta temperatura por cinco a dez minutos.
A seguir 10pL desta mistura eram transferidos para camaras de makler® (Makler
Counting Chamber, Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel) e levadas para avaliacédo
da cinética espermatica através do analisador de sémen modelo IVOS 12° . Esta
analise foi feita com a contagem minima de quatro campos diferentes e minimo de
300 células. As caracteristicas avaliadas foram: as percentagens de
espermatozoides com motilidade total (MTH, %), motilidade progressiva (MPH, %) e
de espermatozoéides rapidos (RAP, %), velocidade progressiva (VSL, um/s),
velocidade curvilinea (VCL, um/s), velocidade de trajeto (VAP, um/s), deslocamento
lateral de cabeca (ALH, um), frequéncia de batimento flagelar (BCF, Hz), linearidade
(LIN, %) e retilinearidade (STR, %).

® Microtubos MCT-150-C, 1,5mL, Axygen Scientific INC

"IMV, L'Aigle, Franca

® Makler Counting Chamber, Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel
® Hamiton Thorn Biosciences, Beverly, MA, EUA



129

2.6.2. Avaliacdo das Membranas Plasmética, Acrossomal e Potencial da

Membrana Mitocondrial

Para a avaliacdo da integridade das membranas esperméticas foi empregada
a associacdo das sondas fluorescentes iodeto de propridio - IP'° (IMP, integridade
de membrana plasmatica), iodeto de 5,5',6,6’tetracloro-1,1,3,3’-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina - JC-1' (PMM, potencial de membrana
mitocondrial) e aglutinina de Pisum sativum conjugada a fluoresceina de
isotiocianato - FITC-PSA' (IAC, integridade da membrana acrossomal). Para esta
avaliacdo 5uL de sémen (3 x 10° espermatozéides) foram diluidos em 150uL de
meio X-CELL, ao qual foram adicionadas as solu¢des de trabalho das sondas
fluorescentes (Anexos de IV a VI) nas seguintes proporc¢des: 2uL de IP e 2uL de JC-
1. A mistura foi homogeneizada, mantida protegida da luz e incubada a 37°C por 20-
30 minutos. Apoés esse periodo, foram adicionados 25uL da solucdo de trabalho de
FITC-PSA, procedendo-se novamente a homogeneizacdo e logo em seguida uma
aliguota dessa mistura de 10upL foi colocada entre lamina e laminula e 100
espermatozoides foram avaliados sob imersdo, aumento de 1000x, em microscopia
de epifluorescéncia’®, usando filtro I3 (excitacdo BP 450-490 e supressdo LP515). A
classificacao das células foi feita como descrita por Celeghini (2005), com algumas
alteracoes, em relacdo ao procedimento de leitura e classificacdo do potencial da
membrana mitocondrial: A auséncia ou presenca de fluorescéncia verde fosca e
consequentemente a presenca ou auséncia de fluorescéncia vermelha na cabeca
indicava respectivamente a lesdo ou ndo da membrana plasmatica. A presenca ou
auséncia de fluorescéncia verde intenso no acrossomo indicava respectivamente
lesdo ou ndo da membrana acrossomal. Pecas intermediarias com coloracéo
vermelha ou vermelho-amarelada em algumas regides difusas ou em toda a cauda e
coloracdo verde indicavam respectivamente, alto e baixo potencial da membrana

mitocondrial.

1% Sigma, P4170 (St Louis, MO, EUA)

" Molecular Probes, 73168

'2 Sigma, LO770 (St Louis, MO, EUA)

'3 eica DMLB — Leica Microsystems, Litz, Alemanha
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SBP 1 - membrana plasmatica integra, acrossomo intacto e alto potencial de
membrana mitocondrial; SBP 2 - membrana plasmatica integra, acrossomo intacto e
baixo potencial de membrana mitocondrial; SBP 3 - membrana plasmética integra,
acrossomo lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial; SBP 4 - membrana
plasmatica integra, acrossomo lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial;
SBP 5 - membrana plasméatica lesada, acrossomo intacto e alto potencial de
membrana mitocondrial; SBP 6 - membrana plasmética lesada, acrossomo intacto e
baixo potencial de membrana mitocondrial; SBP 7 - membrana plasmatica lesada,
acrossomo lesado e alto potencial de membrana mitocondrial; SBP 8 - membrana

plasmatica lesada, acrossomo lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial.

2.6.3. Avaliagéo da integridade do DNA pelo teste do “COMETA”

Para esta avaliacdo aliquotas contendo 3 x 10° espermatozéides
descongelados de cada um dos quatro protocolos experimentais era colocados em
150 pL de PBS livre de Célcio e Magnésio **. Desta diluicdo, uma aliquota de 5pL (1
x 10° espermatozéides) foi transferida e homogeneizada delicadamente em 120pL
de agarose 0,5% de baixo ponto de fusdo’® a 37°C, sendo esta solucéo dispensada
em uma lamina com agarose 1,5% de ponto de fusdo normal*®, cobrindo-a com uma
laminula 24x60mm*’. Cada lamina foi acondicionada por cinco minutos a +4°C,
retirando-se, a seguir, a laminula, cuidadosamente, e mergulhou-se a lamina em
solucéo de lise gelada (+4°C, 2,5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, pH10 com 1%
Triton X-100, 10mM de DL-Dithiothreitol’®), recém preparada. As laminas
permaneceram submersas nesta solucao por 1,5 horas. Posteriormente, as laminas
foram lavadas por cinco minutos com PBS livre de Célcio e Magnésio passando por
um periodo de descanso em tampé&o alcalino a 5°C(1mM EDTA e 300mM NaOH, pH
+13) por 20 minutos para a ampliacdo e expressdo dos sitios alcalis labeis. Apos
este periodo, submeteu-se as laminas a eletroforese por 15 minutos de corrida a

17V em 300mA. Para avaliacao da corrida eletroforética foram realizados controles

* Invitrogen Corporation- 21600-010 (New York, NY, USA)

'* Sigma - A9414 (St Louis, MO, EUA)

'® Sigma - A9539 (St Louis, MO, EUA)

7 perfecta Ind. e Com. de laminas de vidro (S&o Paulo, SP, Brasil).
'8 Sigma - D9163 (St Louis, MO, EUA)
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positivos para cada cuba, onde as amostras foram submetidas a lesdao de DNA com
peréxido de hidrogénio (H20;) a 200uM por 5 minutos em gelo. Todas as laminas
foram mergulhadas em uma solucéo de neutralizagéo (0,4M Tris, pH 7,5) por 15
minutos e fixadas em etanol absoluto. Estas etapas foram realizadas no Laboratério
de Endocrinologia do Departamento de Medicina Veterinaria e Zootecnia da FMVZ-
UNESP-Botucatu.

As laminas foram armazenadas em temperatura ambiente até a leitura em
objetiva de 400X em microscopio de fluorescéncia Axioplan 11'° (Figura 3) com 80uL
de corante Syber Gold® (diluido na proporcédo de 10.000X em &gua destilada),
coberta com laminula 24x60mm e a leitura realizada em analisador de imagens
Comet Assay II*
Faculdade de Medicina - UNESP-Botucatu.

, ho Laboratério de Toxicogendmica e Epidemiologia Molecular da

FIGURA 3: Microscoépio de fluorescéncia Axioplan Il

Para cada momento as amostras foram avaliadas em duplicata e contadas 50

células, utilizando os parametros de tail intensity (intensidade do DNA contido na

19 Zeiss (Wolfville, N.S., Canada)
%% |nvitrogen Corporation - $11494 (New York, NY, USA)
%! perceptive Instruments (Haverhill, Inglaterra)
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cauda do cometa) e tail moment (produto da porcentagem de DNA presente na
cauda e o comprimento da mesma a partir do centro de gravidade da cabeca do

cometa).

2.6.4. Animais Experimentais — FEmeas

Para este estudo foram utilizadas cento e setenta fémeas ovinas (Figura 4 A),
nuliparas e pluriparas, da raca Santa Inés Puras de Origem (PO), com registro na
Associacéo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO). Estes animais faziam parte
do rebanho residente da EMBRAPA — Tabuleiros Costeiros-SE. As fémeas foram
selecionadas um més antes do inicio do protocolo de sincronizagdo, mediante
exame ultra-sonografico para avaliagdo do status uterino e presenca de possivel
prenhez. Foram utilizadas apenas ovelhas ndo prenhes e, aquelas com escore
corporal abaixo de trés (escore de 0-5), passaram a receber suplementacdo

concentrada até o inicio do protocolo de sincronizacao de cio.

FIGURA 4. A: Ovelhas da raca Santa Inés utilizadas no experimento, nos
currais de manejo da EMBRAPA Tabuleiros Costeiros-SE; B: Observacao da
receptividade das fémeas a monta dos rufiées com criptorquidia bilateral.
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Foram formados quatro grupos de fémeas, a serem inseminadas com sémen
congelado nos quatro diluidores experimentais, tendo-se o cuidado de distribuir nos

lotes, numeros homogéneos das fémeas nuliparas.

® Grupo 1: n=44 fémeas inseminadas com sémen congelado com o diluidor
TRIS+GLI 6%

® Grupo 2: n=42 fémeas inseminadas com sémen congelado com o diluidor
TRIS+ GLI 6%+TRE;

® Grupo 3: n=42 fémeas inseminadas com sémen congelado com o diluidor
TRIS+DMA 3%;

® Grupo 4: n=42 fémeas inseminadas com sémen congelado com o diluidor

TRIS+DMA 3%+TRE.

2.6.5. Sincronizacao do estro e da ovulacado e Inseminacéo artificial

As ovelhas foram submetidas a sincronizacao do estro e da ovulacdo conforme
protocolo de longa duracdo descrito por Takada et al (2004) (Figura 5), utilizando
esponjas intravaginais contendo 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP)%,
mantidas por 12 dias e na retirada do dispositivo, aplicacdo de 400 Ul de
gonadotrofina coriénica equina (eCG)*. Aplicou-se 0,5 mL de antibiético
tetraciclina® em cada esponja, a fim de se evitar possiveis infeccdes locais. No
momento da insercdo da esponja, a vulva foi higienizada e introduziu-se o
dispositivo intravaginal com aplicador apropriado, devidamente limpo com anti-

sépticos.

%2 progespon® - Schering-Plough S/A (S&o Paulo-SP, Brasil)
3 Novormon - Schering-Plough S/A (S&o Paulo-SP, Brasil)
4 Tormicina LA - Tortuga, (S&o0 Paulo-SP, Brasil )
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Detecgéo do estro

55-60 horas

Introducéo da Retirada da esponja e
esponja (60 mg aplicacéo de 400 Ul de eCG IATE
MAP)

FIGURA 5: Representacdo esquematica do protocolo de sincronizacao do
estro e ovulagao, utilizado no Experimento.

A observacao de estro foi realizada visualmente por técnicos treinados, com a
utilizacdo de machos estéreis com criptorquidia bilateral, na proporcdo de 5% em
relacdo as fémeas (Figura 4 B). Estes foram colocados em contato com as fémeas
por 10 minutos logo apods a retirada dos dispositivos das fémeas e, posteriormente,
com intervalos de 12h, verificando-se por trinta minutos a presenca de receptividade
das fémeas a monta, até 0 momento das inseminacoes.

A inseminacao artificial foi realizada em tempo fixo (IATF), em todas as fémeas,
55 a 60 horas (57,5h) ap0s a retirada da esponja contendo progestageno. Antes da
inseminacao artificial, os animais passaram por um jejum solido e hidrico de 18
horas. A técnica da IATF empregada neste estudo seguiu protocolo descrito por
Almeida (2007), como a seguir: Realizou-se a tranquilizacdo com cloridrato de
xilazina a 2% %°, 0,2 mg de xilazina por Kg de peso corpéreo, pela via intramuscular.
No campo cirurgico, area cranial ao Ubere, foi feita a tricotomia e procedeu-se a
lavagem e anti-sepsia da regido antes da IATF. Procedeu-se anestesia local com
infiltracdo de 2mL de cloridrato de lindocaina a 2%2® em cada um dos pontos de
incisdo. Os animais foram contidos em uma maca na posicdo classica para
inseminacao laparoscopica (IAL) (Figura 6 E), com uma inclinacdo de 30°, ficando
em decubito dorsal com a cabeca inclinada para baixo. O trocater de cinco mm foi
inserido, 10 a 15 centimetros (cm) cranial ao Ubere, para introducdo do laparoscoépio
(6tica de 5 mm) e visualizacdo do sistema genital e um outro trocater de cinco mm

foi introduzido 10 a 20 cm ao lado, para permitir a passagem da pipeta apropriada

> Anasedan, Vetbrands (Jacarei, SP, Brasil)
% Bravet (Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
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para IAL. O abdome foi inflado com o auxilio de uma bomba de ar, para melhor
visualizacdo do sistema genital. Ap6s a visualizacdo dos cornos uterinos, e
introducdo da pipeta por meio do trocater, o inseminador introduziu-a em um dos
cornos uterinos e aplicou metade da dose inseminante e, logo apos introduziu a
pipeta no outro corno, onde aplicou a outra metade da dose inseminante. As etapas

da IAL encontram-se na Figura 6.

FIGURA 6: Equipamentos e etapas da Inseminacdo Atrtificial por
Laparoscopia. A: Acima fonte de luz e abaixo trocateres, estilete e bastao
de manipulacéo; B: Laparoscopio de 5mm mantido imerso em solu¢éo anti-
séptica entre as inseminacdes; C: Anestesia local; D: Incisdes para
insercdo dos trocaters; E: Pesquisa pelos cornos uterinos; F: Introducéo do
aplicador seminal e administragao da dose inseminante bilateral.
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A pele e camada muscular do abdome nado foram suturadas devido a pequena
incisdo feita. Realizou-se a anti-sepsia da ferida cirtrgica com solucao de iodo a 1%,
com repelente e cicatrizante topico®’. Administrou-se 1,0 mL de antibiético a base de
tetraciclina® para cada 10 Kg de peso, em cada ovelha, apés o procedimento.

O diagnostico de gestacao foi realizado por meio de exames ultra-sonograficos
transretais, utilizando-se um aparelho de ultra-sonografia (Scaner 100, Pie Medical,
Nutricell) com um transdutor de 5 MHz, 45 dias ap0s a inseminagéo artificial.

2.7. Delineamento e Anélise Estatistica

Para etapa de criopreservacao de sémen utilizou-se o delineamento estatistico
inteiramente casualizado (REIS, 2003), no qual os ejaculados foram considerados
repeticobes (n=11) e os protocolos de processamento do sémen (TRIS+GL3%;
TRIS+GL6%; TRIS+GL3%+TRE; TRIS+DMA3%; TRIS+DMA6%+TRE) mais o
sémen In natura foram considerados os tratamentos (n=>5).

Para a analise estatistica das caracteristicas avaliadas, foi empregado o
programa estatistico Statistical Analysis System (SAS) — versao 5.0 (1996). Para
tanto realizou-se a seguinte sequiéncia de analises:

1- A consisténcia dos dados e a analise descritiva (médias e desvio-padrao)
das caracteristicas de interesse ao estudo foram realizadas mediante o emprego do
Procedimento MEANS (PROC MEANS).

2- O efeito dos tratamentos e dos carneiros sobre os parametros de interesse
ao estudo (motilidade espermatica total e progressiva subjetivas, vigor espermatico,
além dos parametros de cinética espermatica e integridade das membranas
espermaticas, obtidas, respectivamente, pela andlise computadorizada e pela
microscopia de fluorescéncia) foi avaliado através da andlise de variancia (ANOVA),
utilizando-se para tanto o Procedimento “General Linear Model” (PROC GLM). Para
a comparacao das médias empregou-se o teste de Student - Newman - Keuls
(SNK), com nivel de probabilidade de cinco por cento.

3- A relacdo entre os parametros espermaticos estudados foi avaliada pelo

teste de correlacao linear de Pearson, com nivel de significancia de cinco por cento.

"' |epecid - Dow agrosciences industrial LTDA (Brasil, Franco da Rocha-SP)
8 Tormicina LA — Tortuga (Brasil, Sdo Paulo-SP)
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4- Para comparacao das taxas de prenhez entre as fémeas submetidas aos
diferentes protocolos de sincronizagdo foi utilizado o teste de dispersédo de
frequéncias qui-quadrado.

5- A avaliacdo da ocorréncia do efeito dos diferentes reprodutores utilizados
(n=11) e inseminadores (n=3) sobre a taxa de fertilidade das fémeas inseminadas

também foi realizada através do teste qui-quadrado.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos com a avaliagdo do sémen in natura e poés-
descongelagcdo nos diferentes diluidores experimentais estdo representados nas
Tabelas 2 a 10.

O resumo da analise de variancia, com os valores de F e seus respectivos
niveis de significancia, referentes aos efeitos dos reprodutores e dos diferentes
tratamentos experimentais sobre 0os parametros de cinética espermatica subjetiva e
computadorizada, viabilidade espermatica avaliada pelo teste supravital e viabilidade
das membranas espermaticas analisadas pela microscopia de fluorescéncia esta
representado no Anexo llI.

Através da ANOVA, foi verificado efeito do carneiro para a maioria dos
parametros estudados exceto VIG, VCL, STR e BCF, demonstrando a
heterogeneidade do grupo de doadores de sémen utilizados no estudo, escolhidos
aleatoriamente, representando condicbes individuais de congelabilidade
diferenciadas, fator importante para representatividade deste estudo. De forma
semelhante, foi observado efeito significativo dos tratamentos sobre quase todos os
parametros de cinética espermatica (exceto VCL, BCF e STR) e os referentes a

integridade das membranas espermaticas.

3.1. Avaliacédo Subijetiva da Cinética Espermatica

A analise de variancia (ANOVA) demonstrou que as caracteristicas subjetivas
da cinética espermatica avaliadas neste estudo, motilidade total (MTS), progressiva
(MPS) e vigor espermatico (VIG), sofreram efeito significativo do tratamento (Anexo
).

A ANOVA também demonstrou que o0 processo de congelacdo dos
espermatozoides foi deletério e influenciou significativamente (P<0,05) na reducéo
dos indices MTS, MPS e VIG. Em relacdo a MTS e VIG, pode-se observar na Tabela
2 que o sémen in natura foi superior ao congelado em todos os protocolos
experimentais. A semelhanca do VIG entre sémen in natura e o congelado em
alguns dos protocolos experimentais pode ser justificado pelo método de avaliacdo

do sémen in natura, que foi diluido no meio diluidor controle (TRIS+GLI6%), que tem
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o crioprotetor na sua composi¢cao e promove uma reducdo do vigor espermatico nos
momentos iniciais, até que ocorra o equilibrio osmotico entre meio externo e interno

da célula.

TABELA 2. Médias e desvios-padrao dos parametros subjetivos da cinética espermatica no
sémen in natura e pos-descongelacdo, nos diferentes diluidores estudados (TRIS+GL6%,
TRIS+GL6%+TRE, TRIS+DMA3%, TRIS+DMA3%+TRE).

TRATAMENTO
Parametro
TRIS+GLI TRIS+DMA
0, 0,

In natura TRIS+ GLI6% +6%+TRE TRIS+DMA3% 306+ TRE
MTS (%) 82,2+02,6a 64,0+ 11,3b 56,3+18,5b 35,0+£12,0c 43,8+ 15,3 ¢

73,6 £ 48,1+1 44,5+ 18,7 23,6+ 12,2 22+1
MPS (%) 3,6+055a 8,1+13,8b ,5+18,7b 3,6+122c 32,2+15,8¢
VIG 04,0+ 00,0 a 04,0+ 00,0 a 03,5+00,1b 03,5+00,4b 03,2+ 00,3¢c

= Motilidade total (MTS), motilidade progressiva (MPS) e vigor espermatico (VIG).
Valores seguidos de letras minusculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(P<0,05).

A reducdo (P<0,05) dos indices de MTS ap0s o processo de congelacéo-
descongelacdo do sémen ovino corrobora com diversos estudos anteriores como 0
de Rodello (2006) (de 86,3% para 50,3%), Azevedo (2006) (86,6 para 57,7%) e
Valente et al. (2009) (de 67% e 68% para 46% e 36%, respectivamente, de acordo
com o diluidor utilizado). Verifica-se valor de MTS bem proximo do sémen in natura
deste estudo (82,2%), em relacdo aos dois primeiros trabalhos e superior
comparado ao estudo de Valente et al. (2009). E média de MTS pds-descongelacéo
observada neste estudo, tanto para o grupo controle (TRIS+GLI6%; MTS= 64,09%)
guanto para média geral dos tratamentos (56,18%), foram semelhantes as relatadas
por Rodelo (2006) e Azevedo (2006) e superior ao verificado por Valente et al.
(2009).

Entre os diluidores testados, os diluidores com GLI obtiveram os melhores
(P<0,05) percentuais de MTS (64,0% e 56,3%) e MPS (48,1% e 44,5) em relacéo
aos com DMA (35,0 e 23,6% versus 43,2 e 32,2%). O VIG nao diferiu entre os
espermatozoides congelados com DMA e GLI associados a TRE (3,54 versus 3,59),
tendo o diluidor hiperosmético com DMA os valores mais baixos (P<0,05) e o0 meio

isosmatico de GLI os maiores (P<0,05)
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A TRE n&o promoveu nenhum efeito benéfico sobre as motilidades

espermaticas subjetivas e teve influéncia negativa sobre o VIG (Tabela 2).

3.2. Avaliagdo Computadorizada da Cinética Espermatica

Na Tabela 3 encontram-se as médias dos parametros da cinética espermatica

pos-descongelacao, obtidas pela analise computadorizada e a comparacdo dessas

entre os diferentes diluidores experimentais.

TABELA 3. Médias e desvios-padrdo dos parametros de cinética espermatica pos-
descongelacdo, obtidos através da analise computadorizada, nos diferentes diluidores
estudados (TRIS+GL6%, TRIS+GL6%+TRE, TRIS+DMA3%, TRIS+DMA3%+TRE).

TRATAMENTO

Pardmetro
TRIS+ GLI6% TRIS+GLI+6%+TRE TRIS+DMA3% TRIS+DMA3%+TRE

MTH (%) 61,7+121 a 55,2+19,7 a 31,9+128 b 41,0170 b
MPH (%) 441+129 a 41,0+155 ab 21,8+11,2 ¢ 29,2+ 15,6 bc
VAP (um/s) 126,7 + 23,0 116,5 + 14,4 122,2+19,5 105,8 + 18,2
VSL (um/s) 119,3+15,8a 107,0 + 13,2ab 110.0 + 19,2ab 97,2+173b
VCL (um/s) 188,4 + 17,0a 155,8 + 16,9b 165,1 + 53,5ab 145,4 +21,9b
ALH (um) 06,0+ 00,7 a 04,5+00,6 b 05,6 +00,7 a 04,6+00,9 b
BCF (H2) 42,2 +02,3 43,8 + 03,2 41,5+ 02,8 43,2 + 03,3
STR (%) 87,0 £ 03,9 89,2+ 02,7 85,7+ 04,1 88,3+ 03,0
LIN (%) 62,8 + 06,6 ab 68,0+ 04,8 a 60,0+05.8 b 65,5+ 05,0 ab
RAP (%) 50,7+14,3 a 453+17,7 a 247+12,7 b 31,5+17,0 b

» Motilidade total (MTH), motilidade progressiva (MPH), velocidade progressiva (VSL),
velocidade curvilinea (VCL), velocidade de trajeto (VAP), deslocamento lateral de cabeca
(ALH), frequéncia de batimento flagelar (BCF), retilinearidade (STR), linearidade (LIN) e

espermatozéides rapidos (RAP).

Valores seguidos de letras minlsculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK

(P<0,05).
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Quase todos os parametros da cinética espermética da avaliacao
computadorizada (exceto VAP, BCF e STR) sofreram efeito significativo do
tratamento, tendo a MTH reduzida de forma consideravel nos diluidores com o
crioprotetor DMA, independente da presenca ou ndo da TRE no meio. E ao
compararmos apenas 0s meios isosmoticos (TRIS+6%GLI e TRIS+tDMA3%), nota-
se gque os menores (P<0,05) percentuais de MPH foram obtidos com a utilizagcédo da
DMA.

A adicdo da TRE ao meio com GLI afetou negativamente (P<0,05) os
parametros VCL e ALH. E a reducédo (P<0,05) deste ultimo parametro também foi
observada no meio hiperosmético com DMA, em relacdo ao diluidor sem TRE
(Tabela 3). Entretanto, foi verificado um aumento numérico (P>0,05) no indice de
LIN no meio TRIS+GLI6%+TRE, em relagdo ao meio similar sem TRE, que o fez

diferir (P<0,05) para esta variavel, quando comparado ao grupo TRIS+DMA3%.

3.3. Avaliacéo da Viabilidade Espermatica — Teste Supravital

O efeito significativo do tratamento (ANOVA) também foi observado para a
viabilidade espermatica pelo teste supravital (SV).

Assim como observado para avaliagfes subjetivas da cinética espermatica, o
processo de congelacdo-descongelacdo dos espermatozoides afetou negativamente
os indices de \viabilidade celular no teste supravital (SV), que foram
significativamente inferiores para o sémen congelado nos diferentes diluidores

experimentais em relacdo ao sémen in natura (Tabela 4).

TABELA 4. Médias e desvios-padrao dos indices de viabilidade espermatica, avaliados pelo
teste supravital (SV) no sémen In natura e poés-descongelagdo, nos diferentes diluidores
estudados (TRIS+GL6%, TRIS+GL6%+TRE, TRIS+DMA3%, TRIS+DMA3%+TRE).

TRATAMENTO

Parametro . .
In natura TRIS®GLIG% | oCHO%  rRisipvagyy  [RISTOMASY

EOS 786+039a 575+107b  441+173c  450+103c  47,1+110c¢c

Valores seguidos de letras minasculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(P<0,05).
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As taxas de SV foram influenciadas (P<0,05) pela composicao do diluidor
utilizado, tendo o meio TRIS+GLI6% proporcionado os melhores indices de SV, em
relacdo aos demais meios testados, evidenciando o efeito deletério sobre a
membrana plasmatica, quando a TRE foi adicionada a este diluidor (Tabela 4).

O percentual de SV néo variou (P>0,05) entre os espermatozoéides congelados
com o meio hiperosmatico de GLI (44,1%) e os meios com DMA (45,0 E 47,1%).

3.4. Avaliacdo da Integridade das Membranas Plasmética e Acrossomal e do

Potencial da Membrana Mitocondrial

Para esta avaliacdo, os resultados obtidos com a associacdo das sondas
fluorescentes FITC-PSA, IP e JC-1 foram individualizados em trés categorias
distintas: integridade de membrana plasmatica (IMP), composta pelo percentual de
espermatozoides com membrana plasmatica integra (soma das subpopulacbes
espermaticas SBP 1, SBP 2, SBP3 e SBP4); integridade acrossomal (IAC)
representando o percentual de espermatozéides com membrana acrossomal integra
(soma das subpopulacées SBP 1, SBP 2, SBP5 e SBP6) e potencial de membrana
mitocondrial (PMM) que representou o percentual de espermatozéides com alto
potencial de membrana mitocondrial (soma das subpopulacdes SBP 1, SBP 3, SBP5
e SBP7).

Os valores médios obtidos para IMP, IAC e PMI dentro dos grupos se
comportaram de forma estavel (respectivamente, CV = 47,4, 14,4 e 23,3%) e
refletiram no efeito significativo (P<0,05) dos tratamentos sobre essas variaveis
(Anexo II).

Os percentuais médios obtidos para IMP, IAC e PMM dos diferentes grupos
estudados podem ser visualizados na Tabela 5.

Em relacdo aos indices de IMP, apenas foi observada diferenca significativa
entre 0s meios isosmoticos (TRIS+GLI6%, 27,5% versus TRIS+DMA3%, 13,9%) que
foram semelhantes (P>0,05), para esta variavel, em relacdo aos demais grupos
experimentais. A inferioridade da DMA para a manutencdo da integridade da

membrana plasméatica observada com a microscopia de fluorescéncia confirma os



143

resultados de SV, que foi superior para o diluidor com GLI comparado a DMA com
ou sem TRE (Tabela 4).

Discreto efeito positivo da adicdo da TRE ao meio de congelacdo pode ser
observado ao verificarmos que na sua presenca o0 diluidor com DMA
(TRIS+DMA3%+TRE) obteve um aumento numérico na taxa de IMP, tornando esse

indice semelhante ao obtido com o grupo controle (TRIS+GLI6%).

TABELA 5. Médias e desvios-padrdo das frequéncias de espermatozéides com membrana
plasmatica (IMP) e acrossomal integras (IAC) e com alto potencial da membrana mitocondrial
(PMM), obtidas através da combinacao das sondas fluorescentes iodeto de propridio, aglutinina
de Pisum sativum conjugada a fluoresceina de isotiocianato - FITC-PSA e iodeto de
5,5’,6,6'tetracloro-1,1,3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina - JC-1, nos diferentes diluidores
estudados (TRIS+GL6%, TRIS+GL6%+TRE, TRIS+DMA3%, TRIS+DMA3%+TRE).

TRATAMENTO
Parémetro
TRIS+ GL16% TRIS+GLI+6%+TRE TRIS+DMA3% TRIS+DMA3%+TRE
IMP (%) 275+125a 22,7+14,7 ab 13,9+11,2b 19,9+ 11,8 ab
IAC (%) 72,2+13,1a 70,6+ 12,7 a 59,8+15,2b 65,+ 14,2 ab
PMM (%) 85,0+ 06,6 a 59,7+20,7b 46,0+219c 64,3+19,3b

Valores seguidos de letras minUsculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(P<0,05).

A integridade da membrana acrossomal (IAC) foi fortemente influenciada pelo
tipo de diluidor utilizado (Tabela 5).

Os indices de integridade da membrana acrossomal (IAC) variaram
consideravelmente entre os diluidores estudados (de 59,8 a 72,2%) e essas
diferencas entre os tratamentos foram verificadas pela ANOVA (Anexo lll). O
percentual médio de IAC obtido neste experimento (67,0%) foi inferior ao observado
por Sousa (2007) (73,3%) e superior aos encontrados por Maia (2006) e Azevedo
(2006) de 59,9% 51,5%, respectivamente. Todos esses estudos foram com ovinos e
utilizaram a associacdo FITC-PSA para avaliacdo da IAC.

As taxas inferiores para IAC foram verificadas com o diluidor isosmético
TRIS+DMA3% que foi semelhante (P>0,05) ao obtido com o diluidor similar com
TRE (59,8% versus 65,9%).e inferior (P<0,05) em relacdo ao TRIS+GLI6% (72,2%)
e ao TRIS+GLI6%+TRE (72,2%). Este resultado, somado ao fato de que a adicao da
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TRE proporcionou que o grupo TRIS+DMA3%+TRE obtivesse indices semelhantes
(P>0,05) de IAC, quando comparado ao diluidores com GLI, faz sugerir a hip6tese
da atividade benéfica da TRE sobre essa caracteristica.

O percentual médio de PMM obtido neste trabalho foi de 63,8%, indice
superior aos verificados por Martinez-Pastor et al. (2004) — 23,3%; Maia (2006) -
1,6%; e Sousa (2007); Azevedo (2007) — 19,5%, todos trabalhando com ovinos e ao
obtidos por Gonzalez (2004) — 18,03%, Bollwein et al. (2008) — 23,8% e Celeghini
(2004) — 1 a 5%, com bovinos; Nascimento (2006) — 44,6%, com equinos e Connell
et al. (2002) — 39,8% com humanos.

No entanto, a superioridade verificada no presente trabalho, para esta
variavel, é justificada pela diferenca na técnica de preparacao e leitura utilizada, que
proporcionou que um maior numero de espermatozoides fosse classificado nas
subpopulacdes celulares apresentando PMM.

Neste experimento foi feita uma alteragdo no protocolo avaliagdo, com o
aumento do tempo de incubacdo a temperatura de 37°C, previamente a leitura.
Também se alterou o procedimento de leitura e classificacdo do potencial da
membrana mitocondrial. Na avaliacdo da PMM foram identificados padrbes de
fluorescéncia, com niveis diferentes de coloracao e intensidade, em regides distintas
da peca intermediaria do mesmo espermatozoide. Assim, diferente do protocolo
convencional de leitura, que considera com alto potencial mitocondrial (PMM)
apenas as células apresentando coloracdo vermelha ou vermelho-amarelada
predominante em toda a cauda, neste trabalho também foi considerada como tendo
PMM os espermatozéides com coloracdo vermelha ou vermelha-amarelada em
pontos difusos da regido mitocondrial.

Foi verificado efeito significativo do tratamento pela ANOVA, sobre o
parametro PMM (Anexo lll), e as diferencas entre os grupos experimentais podem
ser observados na Tabela 5.

O percentual de espermatozdides com PMM foi superior (P<0,05) para o grupo
TRIS+GLI6% em relacdo a todos os demais e os indices inferiores (P<0,05) foram
obtidos com o meio isosmético com DMA. A adicdo da TRE propiciou resultados
distintos de acordo com o crioprotetor utilizado. A taxa de PMM foi favorecida
(P<0,05) com a adicdo da TRE ao meio com DMA (46,0 versus 64,3). Entretanto, foi
observado o inverso no grupo com glicerol, cuja taxa de PMM foi reduzida (P<0,05)

com a associacdao da TRE ao meio de congelagdo (85,0% versus 59,7%). Os
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diluidores hiperosmoéticos de DMA e GLI proporcionaram indices semelhantes
(P>0,05) de PMM

3.5. Avaliacdo da Integridade do DNA espermatico através do teste do
“‘COMETA”

Através da ANOVA pode-se verificar o efeito do tratamento para o parametro
TINT. O TMOM apresentou elevada instabilidade dentro dos grupos e o efeito do
tratamento ndo foi evidenciada (Anexo lllI). Também pode-se verificar a influéncia do
carneiro sobre ambas as variaveis (Anexo Ill). Os percentuais médios obtidos para
estas variaveis do teste do cometa estdo apresentados na Tabela 6.

TABELA 6. Médias e desvios-padrdo do dano de DNA, mensurados através do tail intensity
(TINT, %) e tail moment (TMOM, %), dos espermatozéides ovinos criopreservados nos
diferentes  diluidores estudados (TRIS+GL6%, TRIS+GL6%+TRE, TRIS+DMA3%,
TRIS+DMA3%+TRE) e nos controles positivo (CPOS) e negativo (CNEG).

TRATAMENTO
Parémetro
TRIS+ TRIS+ o, TRIS+
CFE =S GLI6% GLI+6%+TRE VRl Ehiate DMA3%+TRE
TINT (%) 28,6 a 19,0b 149b 15,8b 14,7b 16,6 b
+11,6 + 05,0 +07,5 + 08,3 + 06,6 +11,5
TMOM (%) 06,0 a 03,1a 039a 03,8a 029a 04,4 a
+ 03,2 +1,5 +03,0 + 04,5 +02,3 + 04,5

(P<0,05).

O indice de TINT obtido para o grupo CPOS (controle positivo - sémen fresco
com inducao de lesdo de DNA) superou (P<0,05) o verificado para o grupo CNEG
(controle negativo - sémen in natura sem inducéo da lesdo de DNA), como também
foi mais alto que os verificados nos diferentes grupos do experimento (Tabela 6).

Apesar dos valores de TMOM terem sido quase o dobro no CPOS em relacao
ao CNEG e os demais tratamentos, os seus valores nao diferiram estatisticamente.
Este fato pode ser justificado pela levada instabilidade verificada pelos seus valores
dentro dos grupos (CV=109,2).

As taxas de TINT ndo variaram (P>0,05) entre os diferentes diluidores

estudados. O mesmo foi observado para o parametro TMOM (Tabela 6). E para
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ambos os parametros, néo foi verificada diferenca (P>0,05) entre os indices obtidos
no sémen in natura e apds a congelacéo nos diferentes diluidores experimentais.
Conforme a analise das laminas, foram observados diferentes niveis de lesdo

de DNA espermatico, como podem ser visualizados na Figura 7.

Figura 7: Teste do cometa em espermatozoides de
ovinos, apresentando maiores e menores graus de lesao
de DNA, em microsopia de fluorescéncia com aumento de
400x e uso do corante Syber Gold.
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3.6. Fertiidade das Fémeas Inseminadas nos Diferentes Diluidores

Experimentais.

Na Tabela 7 encontram-se as taxas de prenhez (TP) das ovelhas, obtidas apés
a inseminacao artificial em tempo fixo, com o sémen congelado nos diferentes

protocolos experimentais.

TABELA 7. Comparacdo da taxa de prenhez (TP) e percentual de cio presente (CIO), nas
fémeas inseminadas com sémen congelado nos diferentes diluidores experimentais
(TRIS+GL6%, TRIS+GL6%+TRE, TRIS+DMA3%, TRIS+DMA3%+TRE).

TRATAMENTO
Parametro
TRIS+ GLI6% TRIS+GLI+6%+TRE TRIS+DMA3% TRIS+DMA3%+TRE
TP * (%) 27,27 26,19 35,71 19,05
CIO (%) 59,09 54,76 61,90 47,62

* Apos ultrassonografia realizada 45 dias ap6s a inseminagéo.

Através do estudo de disperséo de frequéncias (qui-quadrado) pode-se verificar
gue os indices de prenhez (TP) das fémeas foi semelhante independente do diluidor
de congelacdo utlizado. Entretanto, foi observada uma tendéncia (P=0,08) a
superioridade para a TP do grupo TRIS+DMA3% em relacdo ao diluidor
TRIS+DMA3%+TRE.

Pelo teste do qui-quadrado foi observado efeito do inseminador sobre a TP
(Tabela 8).

A taxa média de cio observada nas fémeas foi de 55,8% e a sua observacéo
esteve diretamente associada a ocorréncia da prenhez (P<0,01). Ou seja, o indice
de fémeas gestantes foi maior (P<0,05) entre aquelas que apresentaram cio
(71,7%), em relacdo as que ndo apresentaram (28,2%). Da forma semelhante, a
taxa de cio foi maior (p<0,05) nas fémeas que ficaram prenhes (71,7%) apos a IATF
gue nas néo prenhes (50,0%). Nao foi observada diferenca (P>0,05) para a taxa de
cio entre os lotes de fémeas inseminadas nos diferentes protocolos experimentais
(Tabela 7).
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O efeito do reprodutor utilizado também néo foi verificado (P=0,60) sobre os

indices de prenhez, pelo teste qui-quadrado.

TABELA 8. Comparacéo da taxa de prenhez entre as fémeas inseminadas, de acordo com 0
inseminador que executou a técnica.

INSEMINADORES

Parametro : : :
Inseminador 1 Inseminador 2 Inseminador 3

TP * (%) 30,772 17,19° 35,38°

* Apos ultrassonografia, realizada 45 dias ap6s a inseminacao.

Valores seguidos de letras minusculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste SNK
(P<0,05).

3.7. Correlagdes Entre os Parametros Espermaticos Estudados

Os coeficientes de correlacdo linear obtidos pelo teste de Pearson, entre os
parametros de cinética espermatica (MPH, VAP, VSL e LIN), os de integridade das
membranas espermaticas (SV, IMP, IAC e PMM) e integridade do DNA (TINT e
TMOM) podem ser observados na Tabela 9.

Foram verificadas correlagcdes positivas elevadas e altamente significativas
entre 0s parametros da cinética espermatica obtidos pela analise computadorizada
(Tabela 9). Pode-se observar as correlacdes significativas entre a MPH e as
velocidades espermaticas (VAP, VSL) (r=0,52 e r=0,65, P<0,0001) e entre a MPH e
a LIN (r=0,48, P<0,0001), estas duas Uultimas, caracteristicas que indicam a
progressividade do movimento espermatico.

A interacdo entre os parametros de cinética e integridade das membranas
espermaticas também foi analisada (Tabela 9) e verificou-se que a taxa de
integridade da membrana plasmatica, obtida pelo teste supravital com corante
eosina (SV) demonstrou correlacdes positivas e altamente significativas (P<0,001)
com todos os parametros de integridade das membranas espermaticas (IMP, IAC e
PMM) e com a MTH. O mesmo padréo de interacdo observado entre SV e IMP, IAC,

PMM e MTH foi verificado verificada para a IMP.
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Correlagcédo positiva importante foi observada entre IMP e parametros que
avaliam os niveis de lesdo do DNA espermético, TINT (r=0,34, P<0,05) e TMOM
(r=0,35, P<0,05).

TABELA 9. Coeficientes de correlacfes observados entre os parametros de cinética
espermatica e os de integridade das membranas espermaticas e DNA.

sV IMP IAC PMM  MPH VAP  VSL LIN TINT TMOM TP
sv 1,00
IMP 0,82%* 1,00
IAC 0,71** 0,76** 1,00

PMM 0,36* 034* 0,16 1,00

0,26

MPH *k *k kK
052%  051% 053  f)0o

1,00
VAP 0,23 0,11 0,16 0,06 0,52 1,00

VSL 0,22 0,13 0,19 0,11 0,65** 0,87** 1,00

LIN 0,16 -0,13 -000 0,04 0,48+ 0,18 0,37 1,00
TINT 0,27 « -
. 0,34 0,41 0,09 0,24 0,14 0,19 -0,05 1,00
P=0,08
T™™MOM 007 o0ss+ O30 012 008 008 011 0,05 065 1,00
P 0,17 0,17 0,23 0,01 0,01 0,06 0,04 -0,16  -0,06 0,09 1,00

= : Coeficientes de correlagdo obtidos pelo teste de correlagdo linear de Pearson. Integridade
da membrana plasmética pelo teste supravital eosina (SV), integridade da membrana
plasmatica (IMP) e acrossomal (IAC) e alto potencial da membrana mitocondrial (PMM),
observados pela associacdo das sondas fluorescentes IP, FITC-PSA e JC-1 (1000X).
Motilidade progressiva computadorizada (MPH), velocidade progressiva (VSL, um/s),
velocidade de trajeto (VAP, um/s), e linearidade (%), tail intensity (TINT, intensidade do DNA
contido na cauda do cometa), tail moment (TMOM, produto da porcentagem de DNA presente
na cauda e o comprimento da mesma a partir do centro de gravidade da cabeca do cometa) e
taxa de prenhez das fémeas inseminadas.

* P<0,05

** P<0,01

*** P<0,0001

Como ocorreu com 0 SV e a IMP a integridade da membrana acrossomal

(IAC) apresentou correlagéo significativa (P<0,05) com MPH. A IAC, assim como a
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IMP também demonstrou interacdo positiva com TINT (r=0,41, P<0,01) e tendéncia
com TMOM (r=0,30, P=0,06).

Ainda na Tabela 9, observa-se que PMM né&o apresentou correlacdo com
nenhum dos parametros da cinética espermatica confrontados pelo teste de Pearson
(P>0,05), mas demonstrou correlagdo com os parametros relacionados a integridade
da membrana plasmética (SV e IMP)

Os coeficientes de correlacdo obtidos entre os parametros da integridade das
membranas espermaticas (SV, IMP, IAC e PMM) estao descritos na Tabela 9. Pode-
se verificar que todos esses parametros correlacionaram-se entre si de forma
positiva (P<0,05), exceto PMM e IAC. E as interacdes evidenciadas entre IAC e SV e
IAC e IMP foram de alta magnitude e alta significancia (r=0,71 e r=0,76, P<0,0001).

Os parametros de avaliacdo da integridade do DNA (TINT e TMOM), nédo
apresentaram correlagcdo positiva com nenhuma das caracteristicas da cinética
espermatica. Entretanto, interacdes positivas e significativas foram encontradas
entre essas e os indices de integridade da membrana plasmatica e acrossomal
(Tabela 9).

A TP nao apresentou correlacdo significativa com os parametros avaliados

neste estudo.

4. DISCUSSAO

4.1. Avaliacdo Subjetiva e Computadorizada da Cinética Espermatica

Os resultados deste estudo revelaram o efeito deletério da DMA sobre a MTS e
MP do sémen pos-descongelacédo. Diferente do observado no presente trabalho,
Medeiros et al. (2002) verificaram que a DMA a 3% propiciou melhores (P<0,05)
indices de MP em relacdo ao sémen congelado com GLI a 5% (15,2% versus 8,7).
Os autores, no entanto, relatam que a superioridade das amidas frente ao GLI pode
ser explicada, pelo fato de boa parte dos garanhfes utilizados no trabalho
apresentarem baixa congelabilidade ao GLI (bad freezers). Resultado semelhante foi
obtido por Gomes et al. (2002) ao verificarem a superioridade das motilidades
subjetivas e computadorizadas obtidas com a dimetilformamida a 5%, comparada ao

GLI na mesma concentracdo. Os autores relataram se tratar de garanhdes com
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baixa congelabilidade ao GLlI, j& que apenas dois dos 17 machos apresentaram boa
qualidade do sémen pos-descongelagéo, utilizando este crioprotetor. Entretanto, ao
se trabalhar com machos com boa congelabilidade ao GLI, tem-se obtido indices
semelhantes de viabilidade espermética pos-descongelacdo com a utilizacdo do GLI
ou das amidas (GRAHAM, 2002; SQUIRES et al., 2004).

BIANCHI et al. (2008) com suinos relataram a superioridade da DMA (5%)
frente ao GLI (3%), em relacdo a MTH pés-descongelacdo (53,8 versus 38,1%).

E importante ressaltar a existéncia de diferencas intrinsecas importantes entre
0s espermatozéides das espécies estudadas, que provavelmente levam a respostas
diferentes de acordo com o crioprotetor utilizado e seus niveis de tolerancia. Um
exemplo claro disto € que diferente do que ocorre com 0s ruminantes, a alta
toxidade apresentada pelo GLI aos espermatozoides equinos exige que 0S seus
niveis devam ser bem baixos no meio de congelacdo (x3%), para que o sémen
desta espécie promova indices satisfatérios de fertilidade pds-descongelacéo
(VIDAMENT et al., 2008).

Para espécie ovina os dados sao escassos com a utilizacdo das amidas como
crioprotetores. Entretanto relato feito por Skeff et al. (2008) descreve indices de MTS
logo apds a descongelacdo semelhantes entre a metilformamida (MF) a 3 e 5%,
comparada ao glicerol a 5,3%. E a MF na concentracédo de 3% proporcionou indices
de MTS e integridade de membrana ap0s o teste de termo-resisténcia lento (4h),
semelhantes (P>0,05) aos obtidos com o GLI. Os autores sugeriram as amidas
podem representar uma alternativa importante para a preservacdo espermatica
ovina, sendo necessario, no entanto, estudos para analisar sua fertilidade in vivo.

Diversos trabalhos tém relatado bons resultados com o uso de meio
hiperosmético a base de TRE para a congelacdo do sémen ovino (AISEN et al.,
2002, ABGOALA e TERADA, 2004; AISEN et al., 2005, BUCAK et al., 2007). Aisen
et al. (2002) estudando os melhores niveis de TRE (50 a 400mOsmol) em meio
isosmatico a base de Tris observaram maior (P<0,05) indice de MTS com a adicao
de 100mOsmol de TRE, quando comparado ao meio isosmotico (52% versus 32%).
Ja Bucak et al. (2007) ao testarem a TRE nas concentracdes de 50 e 100mOsmol
obtiveram taxas de MTS, respectivamente, de 59 e 56%, sendo a primeira superior
(P<0,05) a MTS obtida com o meio similar sem a TRE.

Apesar da TRE n&o ter proporcionado melhorias sobre as motilidade

espermaticas e ter acarretado indices inferiores de VIG, VCL e ALH, verificou-se
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discreto efeito positivo da TRE, melhorando o indice de LIN p6s-decongelacdo. E
este fato é importante, pois a LIN esta intimamente relacionada a qualidade e
progressividade do movimento espermatico (VERSTEGEN et al.,, 2002), que é
fundamental para que os espermatozolides atravessem o0 sistema reprodutor da
fémea e atinjam o sitio de fertilizagdo.

O efeito deletério da adicdo da TRE ao meio isosmético sobre a cinética
espermatica pode estar ligado ao efeito osmético proporcionado pela mesma e ao
tempo de exposicdo dos espermatozdides ovinos ao ambiente hiperosmatico.

Peris et al. (2000) verficaram que o espermatozoide ovino suporta sem danos
osmolaridades de até 910mOsmol. Entretanto, trabalho realizado por Becker (2004)
com caprinos demonstrou que apesar de niveis de tolerancia da membrana
plasmatica de até 900mOsmol, ao incubarem os espermatozéides por 30 minutos
em solucdo hiperosmotica de sacarose a 490mOsmol provocaram uma elevada
reducdo no percentual de espermatozoides moveis (45,7% do controle). Em outro
estudo da mesma autora pode-se verificar que periodos de exposicao inferiores a 10
minutos em meio Tris-gema de ovo, adicionado de 375mOsmol de sacarose,
proporcionaram melhores indices de MTS pdés-descongelacéo, levando a autora a
reduzir para apenas cinco minutos o tempo de exposicdo do sémen caprino ao meio
hiperosmaotico, previamente a congelacdo. Protocolo semelhante foi descrito por
Abgoala e Terada (2004), utilizando um tempo de exposi¢cédo de apenas 15 minutos a
solucéo hiperosmaética de TRE previamente a congelacao.

Com essas observacbes pode-se sugerir que os indices negativos obtidos
com 0s meios hiperosmoticos de TRE (x460mOsmol/Kg) desse estudo estariam
relacionados a excessiva exposicdo do sémen ovino ao meio hiperosmético
enriquecido com 100mOsmol de TRE, o que também pode explicar outros relatos de
insucesso com a utilizacdo da trealose para a congelacdo do sémen ovino, como o
estudo realizado por Valleriote et al. (2005) e Bittencourt et al. (2007), que néao
observaram beneficio da adicdo da trealose ao diluidor de congelacdo. Esses
ultimos, assim como neste trabalho encontraram, valores inferiores (P<0,05) de VCL
e ALH para o sémen congelado com adicdo de 100mOsmol de TRE, comparado
com o grupo controle sem TRE.

Diferencas entre os resultados obtidos neste estudo e os demais, referente ao
efeito da TRE, podem estar ligadas a outros fatores como varia¢cées nos protocolos

de diluicdo (uma ou duas etapas), descongelagédo (curva de descongelacdo) e
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rediluicdo, composicdo do meio diluidor (concentracdo de gema e glicerol),
comprometendo o efeito comparativo.

Outro fator que pode ter contribuido para a reducdo nos valores da cinética
espermatica, verificada nos meios hiperosmoéticos, é a maior densidade do meio
hipertbnico, que pode prejudicar a capacidade de deslocamento espermatico,
reduzindo as velocidades dos movimentos (VAP, VSL, VCL). Concordando com esta
afirmacao, Mortimer (1997) relatou que o aumento da densidade do meio externo
dos espermatozdéides resultou em diminuicdo da amplitude da onda flagelar. E
Amirat et al. (2004) descreveram valores superiores para VCL e VAP em diluidor

contendo lipoproteina de baixa densidade, em relacdo a meio com gema de ovo.

4.2. Avaliacdo da Viabilidade Espermatica — Teste Supravital

A reducado dos indices de viabilidade espermatica pdés-descongelacédo, pelo
teste supravital, também foi verificada em ovinos por Valente et al. (2009). Estes
autores observaram quedas significativas (P<0,05) de SV de 84% e 85% no sémen
in natura, para 59% e 66%, respectivamente, pos-descongelacéo, de acordo com o
meio de congelacdo testado. No presente estudo foram obtidas reducdes nos
indices de SV que variaram de 21,2% (TRIS+GLI6%) atée +34,5%
(TRIS+GLI6%+TRE), indices estes proximos aos obtidos por Valente et al. (2009),
de £19 a 25%.

Bucak et al. (2007) relataram taxas de SV de 76,7%, 66,0% e 72,2%, para o
sémen ovino congelado respectivamente, em meio isosmotico e este acrescido de
50 e 100mOsmol de TRE. Estes indices nao diferiram (P>0,05) entre os grupos e
foram superiores a média obtida neste trabalho, para todos 0s grupos experimentais
(£49,0%).

Os resultados verificados para SV refletiram o efeito deletério da TRE e a baixa
capacidade de crioprotecdo da DMA, acarretando indices significativamente

inferiores de SV, quando comparados ao diluidor com GLI e sem TRE.
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4.3. Avaliagdo da Integridade das Membranas Plasmética e Acrossomal e do

Potencial da Membrana Mitocondrial

O percentual médio de IMP obtido entre os grupos deste experimento foi de
21,0%. Este indice foi inferior aos 29,7% (MAIA, 2006), 21,8% (AZEVEDO, 2006) e
50,9% relatados por Sousa (2007), todos em trabalhos com ovinos e utilizando para
a avaliacdo, a associacdo das mesmas sondas fluorescentes utilizadas aqui.

A ineficacia da TRE verificada neste estudo contradiz os achados da literatura,
cuja sua adicdo ao diluidor isosmético promoveu melhoria nos indices de
manutencdo da integridade da membrana plasméatica. Abgoala e Terada (2003)
observaram que a substituicdo integral do meio Tris-gema e ovo por uma solucédo de
TRE (375mOsmol) melhorou significativamente as taxas de fluidez de membrana,
melhorando os indices de congelabilidade do sémen caprino. Hu et al. (2009) com
suinos, ao adicionar diferentes concentracdes de TRE (25 a 200mOsmol/Kg) ao
meio isotdnico, obteve melhor nivel manutencdo da IMP (teste hiposmotico) com
100mOsmol de TRE, em relacdo ao meio isotdnico e aos demais grupos. Da mesma
forma e utilizando o mesmo método de avaliacdo, Aisen et al. (2002) verificaram
uma melhoria dos niveis de IMP dos espermatozoides ovinos, além de taxas de
nascimento duas vezes e meia superior com um meio hiperosmotico enriquecido
com de 100mOsmol de TRE (semelhante ao grupo TRIS+GLI3%+TRE), em relacéo
ao grupo isosmoético sem TRE (semelhante ao grupo TRIS+GLI3%). Em trabalho
posterior utilizando com 0s mesmo grupos experimentais (meio isosmoético versus
TRE 100mOsmol), Aisen et al. (2005) encontraram maiores niveis de IMP, avaliada
por microscopia eletrénica com o diluidor com TRE, em relacdo ao sem TRE (72,6%
versus 33,4%).

Entretanto, é importante observar que ao introduzir a TRE no meio com 3% de
DMA, a taxa de IMP aumentou numericamente (P>0,05) em relacdo ao similar sem
TRE, igualando-se (P>0,05) a obtida com o grupo controle (TRIS+GLI6%). Este
achado revela a atividade benéfica da em preservar a membrana espermatica
durante o processo de cogelacdo, mesmo que discretamente.

De fato a TRE exerce atividade crioprotetora sobre a membrana plasmatica,
devido a sua capacidade de estabelecer pontes de hidrogénio com as cabecas

polares dos fosfolipidios da membrana, substituindo as moléculas de agua durante o
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processo de desidratacdo o que inibe a ocorréncia dos eventos de fusdo das
membranas plasmaticas (BAKAS E DISALVO et al., 1991).

O efeito deletério que a DMA exerceu sobre a motilidade espermatica ovina foi
reforcado pelos indices reduzidos (P<0,05) de IMP proporcionados pela mesma pos-
descongelacéo. Estes achados discordam dos descritos por Medeiros et al. (2002)
com equinos que nao observaram diferenca para a integridade de membrana
espermatica, avaliada por fluorescéncia (IP e CFDA), entre o sémen congelado com
3% de DMA ou 5% e GLI. Da mesma forma Henry et al. (2002) n&o verificaram
diferenca para a taxa de integridade da membrana plasmética equina (IP e CFDA e
teste hiposmotico) para o sémen congelado com 3,5% de acetamida e 5% de GLI,
evidenciando que os crioprotetores a base de amida sdo uma alternativa segura
para a criopreservacado de sémen de garanhdes.

Este estudo demonstrou efeito positivo da TRE quando incorporado ao meio
com DMA. A sua adicdo ao meio isosmotico melhorou os indices (P>0,05) de IAC,
gue se tornaram semelhantes aos obtidos com os meios com GLI. De acordo com
estes achados, Hu et al. (2009) utilizando a sonda fluorescente FITC-PNA,
detectaram maiores niveis de IAC nos espermatozoides congelados com diferentes
concentracfes de TRE (25 a 200mOsmol) que no meio sem TRE.

Os maiores indices de lesdo acrossomal obtidos com o crioprotetor DMA, vai
de encontro com os resultados relatados por LANDIN-ALVARENGA et al. (2002).
Em trabalhos com equinos e utilizando a associacdo FITC-PNA, estes autores
observaram melhores (P<0,05) indices de IAC com a utilizacdo do DMA a 5%, em
relacdo ao GLI na mesma concentracdo (55,6% versus 34,4%). Os autores
concluiram que a superioridade das amidas sobre o GLI esta relacionada a menor
toxicidade, ao menor peso molecular, além de serem mais permeaveis as células e
com maior capacidade coligativa com a &agua, favorecendo sua atividade
crioprotetora.

Através das taxas de PMM verificadas para os diferentes diluidores, observa-
se uma marcada superioridade do GLI para a manutencdo da viabilidade
morfofuncional das mitocondrias em relacdo aos demais meios testados. Ao mesmo
tempo o diluidor isosmotico com DMA proporcionou 0s piores indices para este
parametro (Tabela 5). Este fato assume relevancia, ja que o PMM reflete a atividade

mitocondrial, seu status funcional e a sua capacidade metabdlica para fornecimento
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de energia a célula, diretamente relacionada a condicdo de viabilidade do
espermatozoide.

O PMM também foi influenciado pela introducdo da TRE ao meio de
congelacdo. E esta promoveu resultados diferentes, de acordo com o crioprotetor
utilizado. Quando adicionada ao meio com DMA, o PMM foi favorecido (P<0,05).
Entretanto, ao adicionar a TRE ao meio com GLI os indices de PMM eram
deprimidos.

Este resultado negativo sobre o PMM, promovido pela associacdo da TRE ao
meio com GLI a 6%, pode estar relacionado a potencializacdo da atividade téxica
exercida pelo GLI, quando em ambiente de intensa desidratacdo (Becker, 2004).
Achados que contribuem para explicar esta afirmacao foram observados por Becker
(2004), em que a adicdao do dissacarideo sacarose (375mOsmol) ao meio de
congelacdo do sémen caprino, com 6,8% de GLI reduziu (P<0,05) os indices de
MTS pos-descongelacdo (37%), em relacdo ao meio isosmoético com o GLI na
mesma concentracdo (52%). O mesmo ocorreu em estudo conduzido por Valente et
al. (2009) que ao utilizar meio enriqguecido com 88mOsmol de TRE e 5,3% de GLI

obteve uma reducéo dos indices de viabilidade da membrana esperméatica e MTS.

4.4. Avaliacdo da Integridade do DNA espermatico através do teste do
“COMETA”

Espermatozéides com lesdo de DNA podem apresentar integridade estrutural e
funcional das membranas e das organelas como também, padrdo normal de
motilidade. E apesar das lesdes ocorridas no DNA espermatico ndo interferirem no
processo de fertilizacdo ovocitaria e clivagem, as alteracbes na estrutura do DNA
sdo responsaveis por falhas no desenvolvimento e ocorréncia da morte embrionaria
em estagios posteriores (NEILD et al., 2005; DRUMMEN et al., 2004). Assim, devido
a importancia da integridade do DNA para a fertilidade dos espermatozoides, o teste
do cometa foi implementado neste estudo.

O teste do cometa mensura a quebra da fita de DNA e o comprimento da
‘cauda do cometa” representa os fragmentos liberados do nucleo. As bases de DNA
oxidadas podem ser detectadas com alta sensibilidade possibilitando a identificacéo

de pequenas alteracdes no DNA pela exposicao das fitas simples ou duplas
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danificadas das células (Singh et al., 1988; Collins et al., 1995; Santella, 1997;
Hartmann et al., 1998).

Os resultados neste estudo obtidos com do teste do cometa demonstram que
o protocolo de inducdo de lesdo de DNA com peréxido de hidrogénio (CPOS) foi
eficaz, visto que os niveis de TINT diferiram de forma significativa entre o CPOS e o
controle negativo (CNEG), que era o mesmo sémen utilizado no CPOS, sem o
tratamento com o peroxido de hidrogénio (28,6 versus 19,0%, P<0,05).

A semelhanca verificada entre o sémen in natura (CPOS) e o sémen
congelado no diferentes diluidores, em relacdo ao nivel de lesdo de DNA (TINT e
TMOM), reforca a hiptese de que os diluidores testados foram eficazes para a
manutencdo da integridade do DNA esperméatico e agiram de forma semelhante
(P>0,05) entre si. Fato semelhante foi observado por Hu et al. (2009) que em
trabalho com suinos néo observou diferenca de lesdo de DNA pelo cometa, entre o
sémen in natura e o congelado em meio enriquecido com 9% de LDL ou 100mOsmol
de TRE. Entretanto, diferente do encontrado no presente estudo, a adigdo da TRE a
100mOsmol ao meio isosmotico propiciou melhores niveis de manutencdo da
integridade do DNA, em relacao ao diluidor sem nenhum aditivo.

Foi encontrado um relato recente da utilizacdo do teste cometa para
avaliacdo da fragmentacdo do DNA espermatico de ovinos (MARTINS et al., 2009).
Entretanto, os autores fizeram a leitura subjetivamente e classificando
gualitativamente a ocorréncia das lesGes (positivo, com cauda e negativo, sem
cauda) o que revela uma falha metodolégica. A lesdo do DNA € um parametro
guantitativo, que deve ser mensurado em diferentes niveis, através de parametros
utilizados para avaliar a sua magnitude como o TINT, TMOM e comprimento da
cauda do cometa (andlise por imagem). Esse fato é importante jA que ndo existem
espermatozoides sem algum grau de lesdo de DNA e sim com menores e maiores
niveis (MORRIS, et al., 2002) (Figura 7). Este fato foi relatado por Steele et al.
(1999) que na visualizacdo dos espermatozodides submetidos ao teste cometa
(Comet Software), ndo encontraram células com auséncia de cauda.

Como nédo foram encontrados estudos utilizando a analise por imagem do
COMET (Comet Assay Software), para avaliacdo do sémen ovino a discussao deste
item se baseou em trabalhos com outras espécies.

Fraser e Strzezek (2005) e Fraser e Strzezek (2007) observaram efeito

deletério (P<0,05) do processo de congelacdo do sémen sobre os indices de TMOM
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e TINT, independente do diluidor utilizado e concluiram ser o cometa uma técnica
importante para auxiliar na avaliagdo da qualidade do sémen congelado, associado
as demais avaliagdes convencionais.

Baumber et al. (2006) verificaram o efeito negativo da criopreservacao,
como também das espécies de oxigénio reativos (ROS) sobre a integridade do DNA
avaliado pelo cometa, embora os autores ndo saibam afirmas os mecanismos de
ocorréncia das lesdes provocadas pelos ROS.

Valores superiores de TINT aos obtidos no presente trabalho foram
citados por Jiang et al. (2005), apdés a congelacdo do sémen suino em diferentes
concentragdes de LDL (0O A 10%). Os valores de TINT variaram de 18 a 34%. E os
autores relataram que o LDL a nove e 10% proporcionou 0os menores indices de
TMOM 2,03 e 3,62%, valores semelhantes ao verificados no presente estudo (2,91 a
4,46%). Por se tratar de espécies diferentes, com caracteristicas intrinsecas, o efeito

comparativo dos resultados fica comprometido.

45. Fertilidade das Fémeas Inseminadas nos Diferentes Diluidores

Experimentais

A taxa média de estro verificada neste estudo (55,8%) foi bem abaixo do
relatados em diversos trabalhos anteriores, utilizando protocolos de sincronizacao
similares. Almeida (2007) descreveram indices de 96,7% e Iwamura (2008) 80%,
ambos com protocolos longos de sincronizacdo (12 e 13 com 60mg de
medroxiprogesterona - MAP) e aplicacdo da gonadotrofina coriénica equina (eCG)
no momento da retirada da esponja com MAP. Fato semelhante foi observado por
Godfrey et al. (1999) que observaram 100% e 94,4% de manifestacdo de cio em
ovelhas submetidas a protocolo de sincronizacdo de 12 com CIDR ou esponja de
acetato de fluorogestona, respectivamente.

A manifestacdo do estro é a expressdo mais clara da eficacia do tratamento
hormonal sobre a manipulacéo e sincronizacédo da onda folicular e cerva de 90% das
fémeas que recebem o0 progestageno manifesta estro em até quatro dias apos a
retirada das esponjas (MORAES et al., 2002). Corroborando com essa afirmacéo,

Bicudo e Sousa (2003) utilizando protocolos de sincronizacédo de longa duracéo (12
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dias) mais CG, observaram estro em 88,5% das fémeas, no periodo de 55 e 72
horas apds a retirada das esponjas.

Dessa forma, os baixos indices de sincronia verificados nas fémeas desse
estudo, provavelmente acarretaram as baixas taxas de concepcdo das ovelhas
inseminadas em tempo fixo (IATF), com o sémen congelado nos quatro protocolos
experimentais (27,2; 26,1; 35,7 e 19,0%).

De fato, as andlises feitas demonstraram que das fémeas que ficaram prenhes
apos a IATF 71,7% haviam manifestado estro, enquanto apenas 28,2% ndo o
demonstraram. Esse achado reforca a interrelacdo importante entre taxa de estro e
a fertilidade das fémeas inseminadas.

As taxas de prenhez obtidas neste estudo foram inferiores as relatadas com
uso de IATF por Godfrey et al. (1999) — 52,9% com sémen congelado e inseminacao
transcervical; Almeida (2007) — 44,8% com sémen in natura e inseminagao
laparoscopica; e Ilwamura (2008) — 40% com sémen in natura e inseminacéo
trasncervical superficial. E Rabassa et al. (2007) inseminando ovelhas da raca
Corriedale, com sémen congelado, 52 a 60 horas apo0s a retirada da esponja com
MAP (11 dias) e aplicacao de 500 Ul de eCG, pelas vias cervical superficial, cervical
média, cervical profunda e intrauterina, obtiveram 25%, 43,7%, 41,7% e 50%,
respectivamente.

Diversos fatores podem vir a interferir na fertilidade das fémeas submetidas a
sincronizacdo do estro e da ovulagdo como os ligados a fertilidade do macho e os
referentes as fémeas como nutricdo, sanidade, fotoperiodo e mudancas bruscas de
temperatura, sendo esse Uultimo fator evidenciado no leste da Australia onde
temperaturas abaixo do normal para a regido, determinaram uma reducao brusca da
fertilidade das fémeas inseminadas (ANGULO et al.,2008).

Seguindo este raciocinio na tentativa de explicar os baixos indices de sincronia
ou de expressao do estro pelas ovelhas deste estudo, foram constatadas mudancas
climaticas importantes durante o periodo da sincronizacédo das fémeas, com reducao
da temperatura e ocorréncia de chuva torrencial, apés sete meses de estiagem na
regido. Como nao foram feitos exames mais apurados, como acompanhamento da
onda folicular e dosagens de progesterona plasmatica, nao foi possivel determinar a
magnitude do evento, nem 0s mecanismos que possam ter vindo a contribuir para a

assincronia das ovelhas e consequentemente a baixa fertilidade das mesmas.
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O efeito do inseminador verificado neste trabalho € um fator que deve ser
considerado, ja que diferencas de até 20% podem ser observadas de acordo com a
experiéncia do mesmo (ANGULO et al., 2008).

Em relacdo aos protocolos experimentais, as diferengas verificadas entre os
diluidores, nas avaliagbes de cinética espermatica e integridade das membranas
plasmatica e acrossomal e potencial da membrana mitocondrial ndo se refletiram
sobre a fertilidade das fémeas inseminadas.

E estes resultados diferem dos relatados por Aisen et al. (2002) que ao
utilizarem a TRE a 100mOsmol no meio de congelacdo do sémen ovino, obtiveram
mais que o dobro de fémeas gestantes, em relacdo ao meio isosmotico sem este
aditivo. Entretanto, diferente deste estudo, os autores citados trabalharam com o GLI
na concentracao de 3%, metade da utilizada no presente estudo. E o efeito negativo
da associagdo do GLI em maiores concentragbes a meios hiperosmoéticos ja foi
discutido anteriormente e pode ter influenciado sobre a auséncia de efeito deste
protocolo sobre a sua fertilidade no teste in vivo.

De forma contraria, Valente et al. (2009) apesar de ter obtido com a eosina
nigrosina indices superiores (P<0,05) de integridade de membrana plasmatica
(66,5% versus 59,8%), para o sémen ovino congelado em meio hiperosmético com
trealose (88mOsmol de TRE) e GLI, verificou para este, taxas bem inferiores
(P<0,001) de fertilidade das fémeas inseminadas (3,8% versus 20,5%).

As taxas de prenhez semelhantes obtidas entre o sémen congelado com GLI e
a DMA também foram relatadas por Vidament et al. (2002), utilizando 2% de GLI e
2% de dimetilformamida (DMF) observaram TP de, respectivamente 46% e 50%.
Entretanto, Moffet et al. (2003) obtiveram melhores indices de TP com a DMF em
relacdo ao GLI, apesar ndo observarem diferencas em relacdo a MTS com ambos
crioprotetores. A superioridade das amidas parecem estar relacionadas a uma maior
longevidade no trato genital da fémea, conferida por estas aos espermatozoéides
pos-descongelacéo, em relacdo ao GLI (ALVARENGA et al., 2005).

4.6. Correlacdes Entre os Parametros Espermaticos Estudados

Foram verificadas correlacfes altas e positivas entre todos os parametros da

cinética espermatica (exceto entre LIN e VAP). Resultados semelhantes foram
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descritos por Al-Qarawi et al. (2002) ao observarem correlagdes positivas (P<0,05)
entre MPH e VSL, VAP, VCL, ALH, LIN e STR. Assim como neste trabalho, Al-
Quarawi também obteve correlacdes positivas entre VAP, VSL e LIN (P<0,05).

As correlagOes positivas e significativas entre SV e todos os parametros de
avaliacdo da integridade das membranas espermatica, além da MPH, demonstra ser
este um teste eficaz para avaliacdo do percentual de células moéveis e do status
morfofuncional das mesmas e que, pelo seu baixo custo e praticidade, pode ser
facilmente implementada nas atividades de rotina de campo e pesquisa. Esta
variavel ainda apresentou uma tendéncia (P=0,08) ha se correlacionar positivamente
com o TINT, utilizado para quantificar os niveis de lesédo do DNA espermatico, o que
o qualifica ainda mais para andlise da qualidade espermatica.

A existéncia de correlagédo entre IMP e a MPH também foi descrita por
Celeghini et al. (2008), os quais verificaram para esta coeficientes acima de 91%
(P<0,05). Estas correlacdes sdo esperadas, ja que a integridade estrutural e
funcional da membrana plasmatica dos espermatozoéides € fundamental para a
manutencdo da sua viabilidade e do metabolismo celular, que é refletido no
percentual de células moéveis.

A Integridade da membrana acrossomal e a MPH apresentaram elevadas
correlacdes positivas e significativas e isso ja era esperada e justificavel, ja que para
gue ocorram as alteracdes na membrana acrossomal, possivelmente a membrana
plasmatica ja foi lesada (AZEVEDO, 2006), pois esta é muito mais sensivel as
injarias provocadas pelo processo de criopreservacao que a membrana acrossomal,
0 que compromete o metabolismo celular e interfere na motilidade espermatica.

Connell et al. (2002) e Martinez-Pastor et al. (2004), em trabalho com ovinos,
Gonzalez (2005) com bovinos e Celeghini (2008) com equinos, encontraram
correlacdes significativas entre PMM e as motilidades espermaticas. No presente
estudo a relacdo entre PMM e MPH restringiu-se a uma discreta tendéncia positiva
(P=0,08).

Correlacbes positivas entre o PMM e VSL, VCL e LIN foram descritas
anteriormente por Connell et al. (2002) para o sémen in natura de homens.
Entretanto, apds a criopreservacdo essas correlagbes na sua maioria
desapareceram e restringiram-se a MP, LIN, revelando que o sémen congelado,
apos as alteracBes sofridas durante a preservacdo comporta-se de forma diferente

em relacdo as suas caracteristicas e as respectivas interagfes entre elas.
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A auséncia de correlagdao entre PMM e a MPH deste estudo pode jser
justificada, pois o0 PMM néo se restringiu as subpopulacdes espermaticas com
membrana plasmatica integra e consequentemente com motilidade espermaética.
Dessa forma a correlacao entre o percentual de células moveis e PMM pode ter sido
influenciada.

O parametro SV além de apresentar correlagbes positivas (P<0,05) com as
caracteristicas da cinética esperméatica, também demonstrou estar altamente
correlacionada com a IMP (r=0,82, P<0,0001) e IAC (r=0,71, P<0,0001), reafirmando
a importancia desse teste para estimar a viabilidade espermatica, principalmente
pelo baixo custo e praticidade do mesmo.

Comportando-se de forma semelhante a IMP demonstrou elevada correlagéo
positiva com IAC (r=0,76, P<0,0001). A explicacao para este achado é baseada nos
mecanismos de ocorréncia das alteracbes acrossomais que estado intimamente
relacionados aos da membrana plasmatica, sejam eles relacionados as injurias
diretas provocadas pelo processo de criopreservacdo (variacdo osmotica,
desidratacdo e formacdo de macrocristais intracelulares) ou pelo processo
cronologico de degradacédo celular, relacionados a criocapacitacdo (GREEN e
WATSON, 2001). Isso explicaria a correlacdo positiva entre esses parametros, ja
relatada anteriormente (GONZALEZ, 2004).

Diferente do ocorrido neste experimento, Martinez-Pastor et al. (2004)
reportaram a auséncia de correlacao entre PMM e IMP, avaliados pela combinacéo
do Hoescht 258 e JC-1. Entretanto, Gonzalez (2004) e Bollwein et al. (2008)
verificaram elevadas correlacdes positivas (r>0,90, P<0,05) entre IMP e PMM.

Como esperado os parametros utilizados para estimar o nivel de lesdo de DNA,
TINT e TMOM apresentaram correlacdo positiva entre si (r=0,65, P<0,0001) como
também demonstraram interacdo positiva com as avaliacBes de integridade das
membranas plasmatica e acrossomal. Este achado condiz com os relatados por
Peris et al. (2004) ao observarem em ovinos a existéncia de correlacdo entre
viabilidade espermética e lesdes de DNA. Este fato sugere que 0S mecanismos que
desencadeam as alteracbes do DNA e das membranas plasméatica e acrossomal
estejam envolvidos e ocorram de forma sinérgica, reduzindo a capacidade
fertilizante da célula espermatica.

Em humanos foi reportada a relacdo entre TMOM e taxas de clivagem
embrionéria (r=-0,07, P<0,001) (MORRIS et al., 2002).
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Devido a falta de padronizacdo da técnica para as diferentes espécies animais,
principalmente os ruminantes, o teste do cometa tem sido empregado raramente
para estas espécies, sendo utilizado mais comumente o teste de estabilidade da
cromatina (SCSA) com uso do corante laranja de acridina (MARTINEZ-PASTOR et
al., 2004). E este teste tem demonstrado correlagdes com MP (PERIS et al., 2004;
KASIMANICKAM et al. 2006) e com a fertilidade de suinos (EVENSON et al., 1994),
dados estes nao observados neste experimento.

N&o foi observada nenhuma correlacao entre a TP e as demais variaveis, o que
ressalta a dificuldade que se tem na predicdo da fertilidade espermatica, mesmo a

evolucao exponencial das técnicas de avaliacdo da qualidade seminal.

5. CONCLUSOES

Os resultados verificados neste estudo permitem fazer as seguintes
conclusbes:

O diluidor isosmoético acrescido de glicerol na concentracdo de 6% foi o mais
eficaz para a manutencao das caracteristicas espermaticas, quando comparado com
os demais diluidores, especialmente com os que continham a dimetilacetamida
como crioprotetor.

A adicdo da trealose aos meios de congelacdo deprimiu os niveis de alguns
dos parametros da cinética espermatica, entretanto, nos diluidores com
dimetilacetamida, melhorou substancialmente o potencial da membrana
mitocondrial.

A utilizacdo da trealose em meio com 6% de glicerol foi prejudicial aos
espermatozoides, reduzindo as taxas de integridade da membrana plasmatica e
atividade mitocondrial.

Os diluidores testados demonstraram de forma semelhante eficacia para a
manutencao dos indices de integridade do DNA espermético, que nao diferiram dos
verificados para o sémen in natura.

O estudo da integridade da membrana plasmatica através do teste supravital
com eosina pode ser utilizada como técnica de andlise da qualidade seminal,

guando ha limitacdo da utilizacdo de métodos mais avancados, pois, apresenta
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correlagcbes significativas com diversos métodos de avaliacdo da viabilidade da
célula espermética ovina.

O teste do cometa demonstrou-se eficaz para avaliacao da integridade do DNA
espermatico ovino e, devido suas correlagbes positivas com outros parametros de
analise seminal, pode ser implementado como técnica complementar de avaliagéo
da qualidade espermatica.

Os resultados obtidos com os testes in vitro permitem concluir com seguranga
gue o diluidor isosmoético com glicerol a 6% foi o mais eficaz para manutencao dos
indices de viabilidade do sémen ovinos pos-descongelacao;

Entretanto, as diferengas in vitro verificadas entre os diluidores e crioprotetores
testados ndo se refletiram sobre os indices de fertilidade in vivo, proporcionando

taxas semelhantes de prenhez.
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CONSIDERAGCOES FINAIS SOBRE OS ARTIGOS

Os resultados verificados nos trés trabalhos permitem fazer algumas
consideracoes e conclusdes sobre o efeito dos crioprotetores e suas concentracgoes,
dos aditivos utilizados, assim como a influéncia das suas associagdes.

O glicerol foi mais eficaz para a manutencdo das caracteristicas espermaticas
poés-descongelacdo que a dimetilacetamida e esta, nas concentracdes testadas,
revelou ser um agente menos eficiente para crioprotecdo das estruturas
espermaticas.

Quando comparados os diluidores isosmoticos utilizando o glicerol, a
concentracdo de 6% foi mais eficaz que 3%, refletindo em melhores indices dos
parametros espermaticos pés-descongelacao.

Para a dimetilacetamida ocorreu o contrario, a concentragcdo mais elevada (6%)
revelou elevada atividade toxica sobre os espermatozoides, deprimindo de forma
consideravel os seus indices de viabilidade pés-descongelagéo.

O efeito da adicdo da trealose sobre as caracteristicas dos espermatozoides
descongelados apresentou-se de forma irregular e variou de acordo com o
crioprotetor utilizado e da sua concentracdo. A associacdo dessa ao meio com
glicerol a 6% demonstrou-se deletéria e influenciou negativamente os parametros
espermaticos. Este fato ja havia sido observado anteriormente em outros estudos e
justificado pela potencializacédo da atividade citotoxica do glicerol em ambientes de
intensa desidratacdo. Com o glicerol na concentracédo de 3% né&o foram observados
efeitos significativos sobre o espermatozoéide ovino. Entretanto, apesar de ter
deprimido alguns parametros da cinética espermatica tanto na presenca do glicerol
como da dimetilacetamida, nos diluidores com esta ultima, a trealose proporcionou,
de forma importante, melhores taxas de atividade mitocondrial e efeito mais discreto
sobre a integridade da membrana plasmatica e acrossomal. A relacdo entre estes
achados sugere que a influéncia negativa da trealose sobre a cinética espermatica
tenha se restringido ao efeito da maior densidade do meio, proporcionada pela
mesma, prejudicando a movimentacdo e o deslocamento dos espermatozéides no
momento da avaliacao.

A atividade sinérgica entre a trealose e o EDTA relatada por trabalhos que
precederam este ndo foi verificada. O efeito da composicdo do meio diluidor e a

interrelacdo entre estes pode ter contribuido para este resultado.
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De uma forma geral, o glicerol na concentracdo de 6% em diluidor isosmético
foi o protocolo mais eficaz para a manutencéo da viabilidade espermatica apdos o
processo de congelacao-descongelacéo.

A associacdo dos métodos de avaliagdo espermatica in vitro utilizada neste
estudo (analise subjetiva, computadorizada, supravital, microscopia de fluorescéncia
e integridade do DNA pelo teste do cometa) e as correlagcdes existentes entre esses,
proporcionaram uma avaliagdo mais precisa dos niveis de integridade e
funcionalidade dos espermatozoides ovinos. Entretanto, apesar das diferencas
observadas entre a eficacia dos crioprotetores, suas concentracdes e da associacao
da trealose com estes, nenhum efeito foi refletido na taxa de fertilidade das fémeas
inseminadas com o sémen congelado nos diferentes protocolos. E corroborando
com isto, nenhuma correlacdo entre fertilidade in vivo e 0os parametros espermaticos
in vitro foi identificada, demonstrando a dificuldade que ha em predeterminar, com
seguranca, os niveis de fertilidade espermatica, ainda nos dias atuais, mesmo com a

utilizacéo de técnicas avancadas de avaliacdo da qualidade seminal.
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ULTIMAS CONSIDERACOES

Melhores indices de viabilidade do sémen ovino pos-descongelacdo podem ser
obtidos com alteragbes na composicdo do meio de congelacdo, seja com ajustes
dos seus componentes, seja com a introducéo de aditivos que contribuam para a
manutencao das caracteristicas espermaticas.

No entanto, para que isto ocorra, a formulagéo do diluidor de congelagcéo deve
levar em consideracdo, as caracteristicas fisiologicas do sémen da espécie (pH,
tolerancia osmotica, composi¢ao), como também, a variabilidade individual dentro da
espécie e entre as racas, em que alguns animais podem responder de forma
diferente de acordo com o diluidor, crioprotetor e aditivos utilizados na congelacéo.
Assim, certas vezes, demanda-se da realizacdo de testes de congelabilidade,
alterando a composicédo do meio diluidor, crioprotetor utilizado e/ou seus niveis, bem
como a incorporacao de aditivos, que contribuam para a reducéo dessa variabilidade
individual.

E importante ressaltar que a criopreservacdo do sémen ndo se baseia apenas
no meio diluidor e seus componentes, mas em todo um sistema que deve trabalhar
com sinergismo para que sejam maximizados os indices de fertilidade do sémen
descongelado, como o processo de diluicdo, tempo de equilibrio e as taxas de
resfriamento, congelacdo e descongelacdo. Além destes fatores, outros,
independentes do processo de criopreservacdo do sémen, podem influenciar de
forma importante os indices de fertilidade quando as biotécnicas da reproducéo
animal, de uma forma geral, sdo empregadas. Esses indices podem ser
prejudicados quando fatores relacionados ao manejo nutricional e sanitario das
fémeas, além da fertilidade destas, ndo sdo devidamente considerados. Outro
aspecto importante, cujas consequéncias fisiologicas nas fémeas ainda sédo pouco
estudadas, estd relacionado aos fatores climaticos, principalmente, quando sé&o
desencadeadas mudancas de tempo (chuva, Sol, trovoadas e variacbes bruscas
destes) no periodo em que as fémeas estdo sendo submetidas aos protocolos
hormonais, como ocorreram neste estudo, influenciando negativamente a taxa de
sincronizacao do cio e afetando, consequentemente, os indices de fertilidade com a

inseminacao artificial em tempo fixo.
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ANEXO |- RESUMOS DAS ANALISES DE VARIANCIA — EXPERIMENTO 1

Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia dos parametros da avaliagdo subjetiva e
computadorizada da cinética espermatica do sémen ovino in natura e/ou congelado, tendo
como fonte de variacdo os tratamentos e 0s carneiros.

aameno Foniede s Quamos :
MTS (%) Tratamentos 6 2965.2 23,05 0,0001
Carneiros 9 822.1 822,1 0,0001
MPS (%) Tratamentos 6 3729.6 25,64 0,0001
Carneiros 9 919.9 6,32 0,0001
VIG Tratamentos 6 1.8 27,20 0,0001
Carneiros 9 0.7 10,41 0,0001
MTH Tratamentos 5 905.7 7,79 0,0001
Carneiros 9 1056.9 9,09 0,0001
MPH Tratamentos 5 1290.5 10,77 0,0001
Carneiros 9 2057.8 17,18 0,0001
VAP Tratamentos 5 10992.4 43,96 0,0001
Carneiros 9 3137.5 12,55 0,0001
VSL Tratamentos 5 7909.1 34,80 0,0001
Carneiros 9 3503.4 15,41 0,0001
VCL Tratamentos 5 25422.1 58,68 0,0001
Carneiros 9 959.4 2,21 0,0266
ALH Tratamentos 5 19.8 59,63 0,0001
Carneiros 9 2.4 7,26 0,0001
BCE Tratamentos 5 11.1 2,14 0,0699
Carneiros 9 47.0 8,99 0,0001
STR Tratamentos 5 23.2 2,97 0,0150
Carneiros 9 93.3 11,97 0,0001
LIN Tratamentos 5 45.0 1,65 0,1542
Carneiros 9 644.4 23,55 0,0001
RAP Tratamentos 5 2317.9 14,65 0,0001
Carneiros 9 2159.8 13,65 0,0001
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Tabela 2 — Resumo da analise de variancia dos parametros da avaliagdo da integridade da
membrana plasmética pelo teste supravital com eosina (SV), integridade das membranas
plasmatica (IMP) e acrossomal (IAC), potencial da membrana mitocondrial espermatica (PMM)
in natura e/ou congelado, tendo como fonte de variagdo os tratamentos e 0s carneiros.

atmeno  FoNede  Grausde  Quaios :

EOSC (%) Tratamentos 6 1308.2 15,36 0,0001
Carneiros 9 575.0 6,75 0,0001

IMP (%) Tratamentos 5 450.7 4,19 0,0017
Carneiros 9 560.9 5,22 0,0001

IAC (%) Tratamentos 5 314.6 2,82 0,0198
Carneiros 9 548.1 4,92 0,0001

PMM (%) Tratamentos 5 155.8 0,26 0,9321
Carneiros 9

4675.1 7,90 0,0001
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ANEXO II- RESUMOS DAS ANALISES DE VARIANCIA — EXPERIMENTO 2

Tabela 3 — Resumo da andlise de varidncia dos parametros da avaliagdo subjetiva e
computadorizada da cinética espermatica do sémen ovino in natura e/ou congelado, tendo
como fonte de variacdo os tratamentos e 0s carneiros.

aameno Foniede s Quamos :
MTS (%) Tratamentos 7 6118.0 48,37 0,0001
Carneiros 8 890.1 7,04 0,0001
MPS (%) Tratamentos 7 7162.4 67,27 0,0001
Carneiros 8 555.7 5,22 0,0001
VIG Tratamentos 7 3.1 40,15 0,0001
Carneiros 8 0.2 3,72 0,0006
MTH Tratamentos 6 4033.9 29,96 0,0001
Carneiros 8 1273.2 9,46 0,0001
MPH Tratamentos 6 3356.7 45,46 0,0001
Carneiros 8 511.8 6,93 0,0001
VAP Tratamentos 6 10194.5 83,06 0,0001
Carneiros 8 712.2 5,80 0,0001
VSL Tratamentos 6 8807.6 82,46 0,0001
Carneiros 8 482.3 4,52 0,0001
VCL Tratamentos 6 12567.8 47,55 0,0001
Carneiros 8 2526.0 9,56 0,0001
ALH Tratamentos 6 2.4 6,69 0,0001
Carneiros 8 4.6 12,70 0,0001
BCE Tratamentos 6 2.1 0,48 0,8217
Carneiros 8 4.1 0,94 0,4898
STR Tratamentos 6 46.3 5,05 0,0001
Carneiros 8 41.6 4,54 0,0001
LIN Tratamentos 6 322.4 13,33 0,0001
Carneiros 8 114.6 4,74 0,0001
RAP Tratamentos 6 4525.3 46,92 0,0001
Carneiros 8 756.2 7,84 0,0001
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Tabela 4 — Resumo da analise de variancia dos parametros da avaliagdo da integridade da
membrana plasmatica pelo teste supravital com eosina (SV), integridade das membranas
plasméatica (IMP) e acrossomal (IAC), potencial da membrana mitocondrial espermatica (PMM)
in natura e/ou congelado, tendo como fonte de variagdo os tratamentos e 0s carneiros.

aameno Foniede s Quamos :
EOSC (%) Tratamentos 7 4739.1 36,53 0,0001
Carneiros 8 887.4 6,84 0,0001
IMP (%) Tratamentos 7 567.8 8,46 0,0001
Carneiros 8 123.5 1,84 0,0930
IAC (%) Tratamentos 6 941.6 7,92 0,0001
Carneiros 8 417.5 3,51 0,0029
PMM (%) Tratamentos 6 1461.3 2,19 0,0606
Carneiros 8 2619.7 3,93 0,0013
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ANEXO Ill- RESUMOS DAS ANALISES DE VARIANCIA — EXPERIMENTO 3

Tabela 5 — Resumo da andlise de variancia dos pardmetros da avaliacdo subjetiva (MTS,
MPS e VIG) e computadorizada (MTH, MPH, VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR, LIN e RAP) da
cinética esperméatica do sémen ovino in natura e/ou congelado, tendo como fonte de variagéo
0s tratamentos e 0s carneiros.

aameno  Forlede  Grasde  Qumos -
MTS (%) Tratamentos 4 3742.7 26,88 0,0001
Carneiros 10 305.8 2,20 0,0383
MPS (%) Tratamentos 4 3980.0 28,08 0,0001
Carneiros 10 409.3 2,89 0,0082
VIG Tratamentos 4 11 19,92 0,0001
Carneiros 10 0.1 1,94 0,0678
MTH Tratamentos 3 2005.6 10,11 0,0001
Carneiros 10 399.5 2,01 0,0676
MPH Tratamentos 3 1885.7 9,30 0,0002
Carneiros 10 399.9 3,14 0,0074
VAP Tratamentos 3 898.5 4,18 0,0138
Carneiros 10 808.1 3,76 0,0023
VSL Tratamentos 3 914.5 7,21 0,0009
Carneiros 10 720.5 5,68 0,0001
VCL Tratamentos 3 3694.6 4,00 0,0165
Carneiros 10 1161.4 1,26 0,2973
ALH Tratamentos 3 6.08 13,09 0,0001
Carneiros 10 1.0 2,30 0,0384
BCE Tratamentos 3 11.1 2,27 0,1012
Carneiros 10 21.1 4,28 0,0009
STR Tratamentos 3 26.5 2,57 0,0728
Carneiros 10 18.8 1,82 0,0991
LIN Tratamentos 3 131.0 6,92 0,0011
Carneiros 10 70.0 3,70 0,0026
RAP Tratamentos 3 1591.3 9,58 0,0001

Carneiros 10 475.1 2,86 0,0126




Tabela 6 — Resumo da analise de variancia dos parametros da avaliacdo da integridade da
membrana plasmatica pelo teste supravital com eosina (SV), integridade das membranas
plasméatica (IMP) e acrossomal (IAC), potencial da membrana mitocondrial espermatica (PMM)
e integridade do DNA (TINT e TMOM) do sémen ovino in natura e/ou congelado, tendo como
fonte de variagdo os tratamentos e o0s carneiros.

aameno Foniede s Quamos :

SV (%) Tratamentos 4 2317.0 27,89 0,0001
Carneiros 10 329.6 3,97 0,0008

IMP (%) Tratamentos 3 355.1 3,58 0,0263
Carneiros 10 329.4 3,32 0,0059

IAC (%) Tratamentos 3 338.1 3,58 0,0262
10 468.4 4,96 0,0004

PMM (%) Tratamentos 3 2854.6 12,80 0,0001
Carneiros 10 629.2 2,82 0,0148

TINT (%) Tratamentos 5 148.7 2,47 0,0397
Carneiros 10 224.6 7,66 0,0001

TMOM (%) Tratamentos 5 9.58 0,66 0,6572

Carneiros 10 37.4 3,17 0,0026
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ANEXO IV

Quadro 1. Set Up do IVOS 12 (Hamilton Thorn Biosciences, Beverly, EUA).

ANALYSIS SET-UP
= IMAGE CAPTURE
= FrameES PEI SEC ...ovieiiiiiie it 60 Hz
- NUMDET OF FIAMES ..ottt ab e s 30
= CELL DETECTION
= MINIMUIM CONEFASE ...ttt ettt 46
- MINIMUM Cell SIZE ..o 10 pix
* PROGRESSIVE CELLS
- Path VEIOCIEY (VAP) ..ttt et 75,0 w's
- SHrAIGNINESS (STRY) ..ttt e sbabe e eas 80%
= DEFAUTS (If < 5 Motili Cells)
S CIISIZE e e 5 pix
= CIIINEENSILY ...ttt et ettt e e s e e sb e e saae e e ens 55
= SLOW CELLS (Static)
= VAP CULOT oottt nr e e nn e 10,0 w's
= VS CULOR Lot 0,0 ws
OPTICS SET-UP STAGE SET-UP
= [LUMINATION = ANALYSIS CHAMBER
- Intensity ..., 2.200 - Chamber Type ......cocccviviveeiieeeenene Makler
- Photometer .....cccccceeeevvciviinnnnnn. 114 - Chamber Deph ......cccovvvveveeeneennn, 10,0 um
= MAGNIFICATION .....ccocvveevieennn, 1,95 - Stage POSItioN .......ccccceeveiiieeieeiinn, C-19,7
» VIDEO SOURCE .................. 60 Hz | = SET STAGE TEMPERATURE 37°C
SField o Dark | = FIELD SELECTION .................. Automatic
OBSERVACAO:

- As células com velocidade lenta (Slow Cell) foram consideradas como estaticas.
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Quadro 2. Solugéo de PBS: Barth e Oko (1989).

SOLUCAO DE PBS

= SOLUCAO ESTOQUE DE NaH,PO,
- NaH2PO4 (SIgMA - S50LL) w.oveeee et 0,24 g
Yo TUT= 11K @ TR 30,0 mL

= SOLUCAO ESTOQUE DE Na,HPO,
S INBZHP O A ettt ettt et en et 0,662 g

Yo TUE= 11K @ TR 70,0 mL

= SOLUCAO FINAL DE PBS

- Solucéo Estoque de NaHzP Oy .ocooveeiieiiiiiieeee e 30,0 mL
- Solucdo Estoque de NazHPOy4 ..o 70,0 mL
- NACI (JT-BACKEI-3624-19) ....ccoiiiiiiieiiiiieee ettt et nb e 0,45¢

Obs: - pH e osmolaridade proximos a 7,2 e 280 mOsm/kg respectivamente;
- armazenar a 5 °C.

Quadro 3. Solucéo de Glutaraldeido a 0,2% (Barth e Oko, 1989)

SOLUCAO DE GLUTARALDEIDO

= SOLUCAO ESTOQUE DE NaH,PO,

- Solucéo de Glutaraldeido a 50% (Vetec - SO805) ......cccceevvvieeeeeiiiiiieeiiiie e 0,4 mL
e = (1] o) S 100,0 mL

Obs: armazenar a 5 °C.



Quadro 4. Solucao de lodeto de propridio

SOLUCAO DE IODETO DE PROPRIDIO (IP)

SOLUGAO ESTOQUE DE IP: 25 mg/mL

- [P (Sigma-Aldrich 28,707-5) .....oeeiiiiiiiie et 25,0 mg
- DMSO (SigMma - D2650) ...ccceiiiiiiiieeiiiieee ettt et 1,0mL

SOLUCAO DE TRABALHO DE IP: 0,5 mg/mL

Obs: aliguotar as solucdes e manté-las congeladas e protegidas da luz.

Quadro 5. Solucéo de JC-1

SOLUCAO DE JC-1

SOLUCAO ESTOQUE DE JC-1: 5 mg/mL

Obs: aliguotar as solucdes e manté-las congeladas e protegidas da luz.
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Quadro 6. Solugéo de FITC-PSA

SOLUCAO FITC-PSA

SOLUGAO ESTOQUE DE AZIDA DE SODIO: 1%

SOLUCAO DE TRABALHO DE FITC-PSA: 100 ug/mL

- Solucao de Estoque Azida de SOIO .........uveeeeeiiiiiiieiiiiiie et 20,0 mL
- FITC-PSA (SIgma L-0770) ...ccciiiieieeiiiiieie sttt ee e eete e evre e e e straae st ae e e s sraneae e 2,0 mg

Obs: aliquotar e manter refrigerado a 4 °C e protegidas da luz.
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