®
VA V4N
4. 4
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA ANIMAL

EFEITO DO GLICEROL E AMIDAS EM DIFERENTES CURVAS DE
REFRIGERACAO SOBRE A QUALIDADE DO SEMEN CONGELADO EQUINO

Sidnei Nunes de Oliveira

Botucatu — SP
Marco/2020



PO 4
I\
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAQAO EM BIOTECNOLOGIA ANIMAL

EFEITO DO GLICEROL E AMIDAS EM DIFERENTES CURVAS DE
REFRIGERACAO SOBRE A QUALIDADE DO SEMEN CONGELADO EQUINO

Sidnei Nunes de Oliveira

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
- UNESP, Campus de Botucatu, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de
doutor no programa de pds-graduacdo em
Biotecnologia Animal, Area de Reproducéo
Animal.

Orientador: Prof. Dr. Frederico Ozanam
Papa

Botucatu — SP
Marco/2020



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Oliveira, Sidnei Nunes.

Efeito do glicerol e amidas em diferentes curvas de
refrigeracdo sobre a qualidade do sémen congelado equino
/ Sidnei Nunes Oliveira. - Botucatu, 2020

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
"Jalio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia

Orientador: Frederico Ozanam Papa

Capes: 50504002

1. Equino - Reproducdo. 2. Preservacdo do sémen.
3. Criopreservacdo. 4. Espermatozoides.

Palavras-chave: Criopreservacdo; Crioprotetores;
Espermatozoides; Garanhdo; Taxa de refrigeracéo.




Nome do autor: Sidnei Nunes de Oliveira

Titulo: EFEITO DO GLICEROL E AMIDAS EM DIFERENTES CURVAS DE
REFRIGERACAO SOBRE A QUALIDADE DO SEMEN CONGELADO EQUINO

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Frederico Ozanam Papa
Presidente e orientador
Dep. de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria FMVZ-UNESP — Botucatu /SP

Prof. Dr. José Antonio Dell’ Aqua Junior
Membro
Dep. Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria FMVZ-UNESP — Botucatu/SP

Prof. Dr. Marco Antonio Alvarenga
Membro
Dep. Reprodugdo Animal e Radiologia Veterinaria FMVZ-UNESP — Botucatu/SP

Prof?, Dr?. Priscila Nascimento Guasti
Membro
Faculdade de Garca FAEF

Dr. Marcio Teoro do Carmo

Membro
Médico Veterinario Autbnomo

Data da defesa: 03 de marco de 2020.



Dedicatoria

Dedico a Deus, a minha familia, aos mestres, amigos e colegas com
guem tive o privilégio do compartilhar conhecimentos, momentos de
felicidade e tristezas, erros e acertos; o crescimento pessoal,
profissional e toda a persisténcia que alimenta a busca incansavel
pelos meus objetivos, sonhos e realizagdes sdo gracas ao apoio pleno

de vocés!



Agradecimentos

Ao grande Deus pela forca espiritual que me rege e por iluminar 0os meus caminhos nessa
longa e ininterrupta jornada.

A minha familia, meu porto seguro, meu pai Sebastido, minha méae Angelita, minha irma
Alane Kelly, a minha avé Mariazinha, meus Tios Alex, Amarildo, S6nia, Norma e
Sonilde “in memoria”, mesmo estando distantes suportando as saudades, sdo eles meus
grandes incentivadores, sem eles todas as minhas conquistas ndo fariam sentido.

Ao grande mestre idealizador e incentivador deste projeto, o Prof. Papa que me acolheu
durante ao longo do tempo desde a residéncia, mestrado e doutorado, e juntos
desenvolvemos um trabalho em equipe.

Aos professores Nereu “Néris” pelos ensinamentos e pelos abragos de apoio durante todas
as etapas, Marco Alvarenga pelas oportunidades, ensinamentos, consideracdes e
conselhos, ao José Dell’Aqua pela ajuda, apoio, ideias para desenvolvimento deste
projeto, horas de discussédo e incentivo muito grato por isso. A todos os outros professores
do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria.

Sou grato aos funcionarios do departamento pelo apoio no dia a dia a Camila Dell’Aqua,
Edvaldo, D. Raquel, Edilson, Felipe, Evandro meu muito obrigado.

A Rafaella Hayashi, pelo apoio, companheirismo, pela paciéncia nos momentos de
estresse e ter me aturar durante alguns anos, as palavras sao gratidao.

Aos velhos amigos de longas jornadas Bertiny, Luis Fernando e Endrigo, e aos tantos
outros que aqui ganhei e me ajudaram e continuam ajudando desde a residéncia, mestrado
e doutorado em especial a Catarina, Paula, Lucas Troncarelli, Marquinhos, Guilherme
Favaro, Guilherme Alemao, Rebeca, Emanuel, Erick, Felipe Dalanezi, Lorenzo, Mariana
Gobato, Bandeira, Luiz Roberto Jr, Patricia Papa, Marcio Teoro.

A Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” — Botucatu-SP, pela oportunidade de cursar o Doutorado.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES),
Codigo de Financiamento 001, pelo apoio fornecido em forma de bolsa e auxilio
financeiro.

Agradeco também aos parceiros que contribuiram para a realizacdo deste projeto: Haras
e Fazenda Caralna, Paint Collection.

Assim finalizo agradecendo a todos aqueles que de alguma forma contribuiram em mais

uma etapa/ciclo da minha historia que nao se finda, meu muito obrigado.



“Por mais longo que sejam os caminhos
sempre existird quem o percorra e alcance
seu destino. Desta forma, sigo sonhando
alto, planejando as estradas ainda nao
percorridas sempre com humildade e fé no

pai celestial”.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ALH amplitude lateral de cabeca

ATP adenosina trifosfato

CaCl2 cloreto de calcio

cm centimetro

CO2 gés carbonico

DMA dimetilacetamida

FADH> flavina-adenina-dinucleotideo reduzida
GLY glicerol

DMF dimetilformamida

DNA acido desoxirribonucleico

PMD desestabilizacdo da membrana plasmética
HMP alto potencial mitocondrial

H20 agua

KCI cloreto de potassio

Kg kilograma

LN nitrogénio liquido

LIN linearidade

MF metilformamida

min minuto

MgCI2 cloreto de magnésio

Mg magnésio

mL mililitro

Mol Molar

mOsm miliosmol

MP motilidade progressiva

MST MitoStatus Red

MT motilidade total

mwW megawatt

NADH nicotinamida-adenina-dinucleotideo reduzida

ng nanograma

Vi



nm
NaCl
NaHCO3
NaH2PO4
pH

PKa

sptz

STR

RAP

rpm

UA

VAP

VCL
VRA
VSL

HY
puL

pm
pm/s
viv
106

%
°C

I+

vii

nanémetro

cloreto de sodio

bicarbonato de sddio

fosfato monossodico
potencial hidrogenionico
constante de acidez
espermatozoide
progressividade

namero de espermatozoides rapidos
rotagdo por minuto

unidade arbitraria

velocidade média da trajetoria
velocidade curvilinea

valor referéncia ajustado
velocidade linear progressiva
micrograma

microlitro

micromolar

micrémetro

micrémetro por segundo
volume/volume

milhao

menor

maior

aproximadamente

percentual

graus Celsius

mais ou menos



viii

LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

Tabela 1. Valores da cinética espermatica pds-descongelacéo entre diferentes curvas
positivas de refrigeracdo com ou sem estabilizacéo e diferentes crioprotetores no sémen

congelado de garannBES............cveiiiiiiir e 71

Tabela 2. Valores pos-descongelacdo de células com estabilizacdo da membrana
plasmatica e alto potencial mitocondrial entre diferentes curvas de refrigeracdo com ou

sem estabilizacdo no sémen congelado de garanhBes...........c.cceveeieevieiievesiee e 72

Tabela 3. Valores da cinética espermatica, estabilizacdo da membrana plasmatica e
potencial mitocondrial entre diferentes crioprotetores no sémen congelado de

[0 Eo L= T 0] TSSOSO 73

Tabela 4. Valores de cinética espermatica, estabilizacdo da membrana plasmatica e alto
potencial mitocondrial entre diferentes curvas positivas de refrigeragdo com ou sem

estabilizacdo no sémen congelado de garannBes...........covveierieiieie e 74



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

FIGURA 1. Estrutura da célula eSpermatiCa............ccoveerereenenensise e 24

FIGURA 2. Bicamada fosfolipica da membrana plasmatica do espermatozoide na forma

LT[0 0T [ or: H O TTTSOURPRTPTSPR 27

FIGURA 3. Mitocondria: Localizacdo e disposicdo dos compartimentos

O CONAIIAIS. ... ettt ettt ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e ee et eeeeeeeeeeanreeeeeeeeaans 28

FIGURA 4. Disposi¢cdo dos complexos enzimaticos NADH-Desidrogenase (complexo
1), succinato desidrogenase (complexo II), citocromo bci (complexo IlI), citocromo
oxidase (complexo IV) e ATP-sintase (complexo V), responsaveis pela cadeia de

transporte de elétrons NA MItOCONAIIA. ........cceiveiiiieieire s 29

FIGURA 5. Esquematizacédo da cadeia de transporte de elétrons, formacédo da adenosina

trifosfato (ATP) durante a fosforilagdo OXidatiVa............cceveereiieiieie e 30

FIGURA 6. Representacdo esquematica do papel dos crioproterores intracelulares
durante a criopreservacdo do sémen equino. Os protetores encontram-se tanto no meio
intra quanto extracelular, durante a curva negativa abaixo de -5°C os cristais de gelo
comegam a serem formados. Deixando o meio extracelular hiperosmatico pela
concentracédo de solutos ndo congelados, as moléculas de agua tendem a se deslocarem
para 0 meio hiperosmotico, passando através das aquoporinas. Nesse momento, 0S
crioprotetores exercem uma importante funcdo de impedir a saida de &gua através das

ligagdes com a agua e pelo também aumento de solutos intracelular................cccceueee... 31

FIGURA 7. Fases da bicamada fosfolipidica da membrana plasmatica do
espermatozoide, duas fases distintas de acordo com a temperaturas gue se encontram: A
- Fase fluida a temperatura de 37°C, B - Mudanca para a fase de gel temperatura entre
B0°%C € 10°C . ettt bttt et ettt r bt ne it 38



FIGURA 8. Momento do inicio da formac&o dos cristais de gelo extracelular (-10°C e -
15°C), nesse momento ha concentracdo de soluto no meio extracelular, células estdo
super-resfriadas, ocorre a reducdo do volume das células espermaéticas pela migracao da

agua do citoplasma para 0 meio exXtraCelular............ccoovviviiieiiieieese s 41

FIGURA 9. Representacao esquematica dos provaveis acontecimentos fisicos durante a
criopreservacao do sémen equino. As estrelas representam formacéo de cristal de gelo
intra e extracelular durante a curva negativa (-5°C). Durante a refrigeracéo a agua sai das
células induzida pela formacdo dos cristais de gelo, aumento dos solutos extracelular se
torna um ambiente hiperosmotico, resultando na desidratacdo dos espermatozoides (-

10°C a-80°C). As setas indicam a saida de agua de dentro dos espermatozoides............ 43

FIGURA 10. Representacdo esquematica dos provaveis acontecimentos fisicos durante
a descongelacdo do sémen equino. A taxa de descongelacdo deve ser proporcional a taxa
de descongelacdo: sémen congelado em curva rapida a descongelacéo deve ser rapida;
sémen congelado em curva moderada a descongelacdo deve ser moderada; sémen
congelado em curva lenta a descongelacéo deve ser lenta. As setas indicam a entrada de

agua para dentro dos eSPermMatoZOidES..........c.civeiveeieiieieeie s 44



Xi

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 2

FIGURA 1. Representacdo grafica das diferentes curvas de refrigeracdo (C1): velocidade
de 1°C/mint entre 25°C e 5°C; Curva 2 (C2): velocidade de 0,25°C/min! entre 25°C e
5°C; Curva 3 (C3): 4°C/min! entre 25°C & 5°C mantido por + 15 min de estabilizagio a
5°C; Curva 4 (C4): 4°C/mint entre 25°C & 5°C mantido por + 75 min de estabilizagdo a

FIGURA 2. Graficos em histograma das amostras de sémen (Glycerol,
Methylformamide, Dimethylformamide and Dimethylacetamide) representativas de
fluorescéncia de YOPRO (Y3603, life technologies) e MitoStatus Red (564697,
BDPharmigen), avaliadas por citometro de fluxo LSRFortessa (Becton Dickinson Corp.,
Franklin Lakes, NJ, EUA). Histogramas da coluna a esquerda representativos de
estabilidade de membrana (% HPM, ou seja, células sem marcacdo por YOPRO;
STABLE) sendo respectivamente para os grupos Glycerol, Methylformamide,
Dimethylformamide and Dimethylacetamide; e histogramas da coluna a direita
representando a avaliacdo da porcentagem de células com alto potencial mitocondrial
(%HMP) e da avaliagdo qualitativa do potencial mitocondrial, sendo determinada pela
mediana da intensidade de fluorescéncia (APC mediam; U.A.); os valores da avaliacdo
qualitativa foram considerados apenas sobre as células com membrana plasmatica estavel
(rosa), sendo respectivamente para o0s grupos Glycerol, Methylformamide,
Dimethylformamide and Dimethylacetamide. A partir disso foi calculado um valor
referéncia ajustado (VRA) da mediana do potencial mitocondrial das células com
membrana plasmatica estavel pela porcentagem dessas células (D0X).........ccooevvvrvrnnnnnn 69

FIGURA 3. Representacdo do movimento celular encontrado pds-descongelacdo do
sémen de garanhdo criopreservado com diferentes crioprotetores; glicerol (GLY),
metilformamida (MF), dimetilformamida (DMF) e dimetilacetamida (DMA). Pontos em
cor preta representa a posi¢do da cabeca do espermatozoide gravadas em videos com 30
quadros consecutivos em 0,5 segundos. Linha em vermelho representa o caminho médio

percorrido entre o ponto de partida e chagada do espermatozoide............cccceevververvrennene 75



Xii

SUMARIO

CAPITULO |
1 INTRODUGAD. ..ottt ettt 18
2. REVISAO DE LITERATURA . ...ttt 19
2.1. Historico da criopreservagao do SEMEeN..........cooeerirerieiine e 19
2.2. Estrutura do espermatozoide eqUINO.........ccccveiieiieresiese e 21
2.3. Membrana plasmatica do espermatozoide............c.cccovvevvriieieeiesieseeeenes 24
2.4. Metabolismo das células eSpermaticas...........cc.cverrireneienenese e 27
2.5, CrIOPIOTETONES. ...ttt bbbt bbb 30
2.5.1. Crioprotetores N0 PeNetrantes..........cccevverueeiieseeiesieese e seeseenens 31
2.5.2. Crioprotetores PENetrantes..........cccovvevveieeieesieeie e 32
2.5.2.1. GHCEIOL...c.uiiii et 33
2.5.2.2. AMIAES....c.oiiiiiieiee et 35
2.6. PrincCipios da CriOpreSErVAGAD. ........cccueiveeieiieireeiteaitesree e eeeseesteseesaeesreenee e 36
2.7. Diferentes curvas de congelacéo entre crioprotetores.............coceeveveieenen, 44
3. CONSIDERACOES FINAIS. ... 47
REFERENCIAS. ...ttt 48
HIPOTESE ...ttt 59
OBJETIVOS ESPECIFICOS........ooveieeieeieeeeeeeseeessieseess s ssisssssnssss s 59

CAPITULO I
ARTIGO | - Efeito do glicerol e amidas em diferentes curvas de refrigeracéo

sobre a qualidade do sémen congelado eqUINO...........cccoverieiieieece e,
RESUIMO. ...ttt e b e e e e nne e 61
I 1 o (U o= Lo O PPR TR RPRR 62
2. Material @ METOUOS. .......ccviiiiiii e 64
2.1. Animais € 10Cal da PESQUISA........cceiiririeieie et 64
2.2. Colheita e avaliagdo seminal...........ccocoiiiiiiiiiiii s 65
2.3. Criopreservacan A0 SEMEN.........civierereiereeriesie e sie e sresresseeee e seeseeseessessenseas 66
2.4, Avalicao POS-deSCONGEIACAD. .........coiiirieiiriecie s 67
2.4.1. CINALICA ESPEIMALICA. .......coveiieeieeieieite sttt 67
2.4.2. CItOMEtria de FIUXO.......c.oiiiieiiiiieeee e 68

2.4.2.1. Estabilidade da Membrana Plasmatica e Potencial Mitocondrial.... 68



2.5, ANALISE STALISTICA. . ...cvvevieieie et 70
3. RESUITATOS. ...ttt ettt este s nneenne s 70
4. DISCUSSAD. ... veveteteeteesieseetesteste sttt st s se e s et e b e be st e s b e abesbeabe e st e st e benbesbesbenbeaseaneaneas 75
(@0 3T [0 1Y- o USSR PSPPTOTPRTRRN 84

RT O T BINCIAS. ... nnnnnnnnnnnn 85



Xiv

RESUMO

OLIVEIRA, S.N. EFEITO DO GLICEROL E AMIDAS EM DIFERENTES CURVAS
DE REFRIGERAC}AO SOBRE A QUALIDADE DO SEMEN CONGELADO
EQUINO. Botucatu — SP. 2020, p.90. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Jalio de
Mesquita Filho™.

Durante o processo de criopreservacdo os espermatozoides de garanhdes sofrem danos
osmoticos que sdo irreversiveis. Mesmo utilizando-se as melhores técnicas de
criopreservacao, este processo ainda é prejudicial as células espermaticas sendo em média
a taxa de sobrevivéncia espermatica em torno de 50%. Além disso, ainda ha uma
porcentagem de espermatozoides sobreviventes portadores de danos subletais, fazendo
com que seja limitada a capacidade de sobrevivéncia das células espermaticas apos a
descongelacdo e como consequéncia existe uma queda na fertilidade. Estd bem
estabelecido que os espermatozoides de diferentes garanhdes domésticos variam
significativamente em criosensibilidade, este fato pode estar relacionado com o efeito do
crioprotetor, assim como pode ter relacdo com o tamanho molecular do crioprotetor
penetrante e curva de refrigeracdo utilizada. Enquanto o glicerol continua a ser o
crioprotetor mais comum para espermatozoides, existem fatores limitantes pelo seu uso,
incluindo danos na membrana através de um efeito osmético, sendo assim, as amidas tém
sido estudas com o objetivo de minimizar os efeitos causados pelo glicerol durante o
processo de criopreservacdo, por apresentarem melhor crioprotecdo da membrana das
células espermaéticas. Sendo assim, a proposta desse trabalho foi avaliar diferentes
crioprotetores em diferentes curvas de refrigeracdo sobre a qualidade do sémen equino.
Para tanto, o estudo foi realizado para avaliar o efeito dos crioprotetores glicerol,
metilformamida, dimetilformamida e dimetilacetamida em concentracdo a 5% em quatro
curvas de refrigeragdo: 1°C/min, 0,25°C/min, 4°C/min* com estabilizacdo a 5°C de
15min e 75min em refrigeracdo automatica através da Mini-Digitcool ZH 400. Como
resultado, o glicerol foi o crioprotetor que possibilitou melhor motilidade progressiva
assim como alto potencial mitocondrial, apesar disso, esse crioprotetor provocou mais
lesbes a membrana plasmatica. Por outro lado, a dimetilformamida foi o crioprotetor que
melhor protegeu a membrana das células espermaticas pds-descongelacéo. A curva que
possibilitou melhor viabilidade espermatica em associacdo da cinética, potencial
mitocondrial e integridade da membrana foi a curva de 1°C/min.

Palavras-chave: criopreservacdo, taxa de refrigeracdo, garanhdo, espermatozoide,

crioprotetores.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, S.N. EFFECT OF GLYCEROL AND AMIDES ON DIFFERENT
COOLING RATES ON THE QUALITY OF FROZEN EQUINE SPERM. Botucatu —
SP. 2020 p.90. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia,

Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

During the cryopreservation process, sperm from stallions suffer osmotic damage that is
irreversible. Even using the best cryopreservation techniques, this process is still harmful
to sperm cells, with an average sperm survival rate of around 50%. In addition, there is
still a percentage of surviving sperm with sublethal damage, causing the sperm cells'
ability to survive after thawing to be limited and as a consequence there is a fall in fertility.
It is well established that sperm from different domestic stallions vary significantly in
cryosensitivity, this fact may be related to the effect of the cryoprotectant, as well as it
may be related to the molecular size of the penetrating cryoprotectant and the cooling
curve used. While glycerol remains the most common cryoprotectant for sperm, there are
limiting factors for its use, including damage to the membrane through an osmotic effect,
so amides have been studied with the aim of minimizing the effects caused by glycerol
during cryopreservation process, as they present better cryoprotection of the sperm cell
membrane. Thus, the purpose of this work was to evaluate different cryoprotectants in
different refrigeration curves on the quality of equine semen. To this end, the study was
carried out to evaluate the effect of cryoprotectants glycerol, methylformamide,
dimethylformamide and dimethylacetamide in concentration at 5% in four refrigeration
curves: 1°C/min, 0.25°C/min, 4°C/min’! with stabilization at 5°C for 15min and 75min
in automatic refrigeration through Mini-Digitcool ZH 400. As a result, glycerol was the
cryoprotectant that enabled better progressive motility as well as high mitochondrial
potential. cryoprotectant caused more damage to the plasma membrane. On the other
hand, dimethylformamide was the cryoprotectant that best protected the membrane of
sperm cells after thawing. The curve that enabled better sperm viability in association
with kinetics, mitochondrial potential and membrane integrity was the 1°C/min curve.

Key-words: cryopreservation, cooling rate, stallion, sperm, cryoprotectants.
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1. INTRODUCAO

O transporte do sémen congelado é utilizado como uma alternativa para longas
distancias de forma pratica e confiavel (LOOMIS; GRAHAM, 2008), além de ser um
banco seguro do material genético permitindo o uso dos garanhdes ap6s a morte (MOORE
et al., 2005). Em relacéo a fertilidade, o sémen congelado possui uma fertilidade reduzida
em comparacdo ao sémen fresco e o refrigerado (MOORE et al., 2005; LOOMIS;
GRAHAM, 2008), sendo este um dos entraves da utilizacdo do sémen congelado por
parte dos proprietérios de cavalos (MOORE et al., 2005; AVANZI et al., 2015). A sua
utilizagdo gera maiores custos (LOOMIS; GRAHAM, 2008) e necessita de um
acompanhamento mais preciso do ciclo da égua até o momento da ovulagdo (AVANZI et
al., 2015).

A existéncia de uma variagdo individual na fertilidade do sémen congelado entre
garanhdes (MANN; LUTWAK-MANN, 1981; BRINSKO et al., 2000; AKCAY et al.,
2006; KARESKOSKI et al., 2010), demonstra a necessidade de investigar quais fatores
estdo relacionados com a melhora da viabilidade, nesse grupo de individuos que possuem
baixa fertilidade ap0s a criopreservacdo (KARESKOSKI, 2011; OLIVEIRA, 2016).

Tal fato pode estar relacionado a resisténcia da membrana espermatica durante a
congelacdo e descongelacdo. Em diferentes espécies 0s crioprotetores apresentam
diferentes resultados pds-descongelacdo, entretanto na espécie bovina o glicerol (GLY) €
o crioprotetor que confere uma melhor crioprotecdo espermatica (PRIEN; IACOVIDES,
2016). Embora o GLY seja usado quase que universalmente para criopreservagdo de
espermatozoides de garanhdes (GRAHAM, 1996; ALVARENGA et al., 2005; MOORE
et al., 2005; STZEIN et al., 2018), outros crioprotetores também tém sido utilizados,
dentre eles: metilformamida (MF), dimetilformamida (DMF) e dimetilacetamida (DMA),
mostrando resultados superiores durante a criopreservacdo (SQUIRES et al., 2004;
GOMES et al., 2002; ALVARENGA et al., 2005; PUKAZHENTHI et al., 2014;
OLDENHOF et al., 2017).

Os espermatozoides de diferentes garanhfes variam significativamente a
criosensibilidade (VIDAMENT et al., 1997; LOOMIS, 2001; RODRIGUEZ et al., 2011;
PUKAZHENTHI et al., 2014; OLIVEIRA, 2016). Esse fato, pode estar relacionado a
menor resisténcia a criopreservacdo em algumas racas de equino (GOMES et al., 2002;
MEDEIROS, 2003; ALVARENGA et al., 2005; FREITAS, 2015), possivelmente
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relacionado a composicdo do fosfolipidio da membrana plasméatica nesse grupo de
animais (CABRERA et al., 2018).

O desafio principal na criopreservacdo dos gametas masculino em todas as
espeécies, inclusive em equinos, esta relacionado ao fator toxico desencadeado pelos
crioprotetores durante a remocdo da agua da célula e minimizar o efeito do choque
osmatico para os espermatozoides (BALL; VO, 2001; MEYERS, 2005; GLAZAR et al.,
2009; PUKAZHENTHI et al., 2014).

Por outro lado, apesar do GLY ser o crioprotetor mais utilizado na criopreservacao
espermatica, existem relatos da limitacao do seu uso por causar danos a membrana atraves
do efeito osmodtico (GARCIA et al., 2012). A busca por alternativas de agentes
crioprotetores como as amidas (MF, DMF e DMA) estdo sendo estudadas, ao longo de
muitos anos (SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA et al., 2005; PUKAZHENTHI et al.,
2014) estes agentes possuem estrutura molecular menores que a estrutura molecular do
GLY, possivelmente, estas possam facilitar e acelerar a permeabilizagdo da membrana
espermatica, permanecendo a célula exposta por um curto intervalo pré-refrigeracdo e
diminuir assim o efeito tdxico aos espermatozoides (PUKAZHENTHI et al., 2014).

Entretanto, ndo foram encontrados estudos para determinar qual a melhor taxa de
refrigeracdo para os diferentes crioprotetores (GLY, MF, DMF e DMA). Sendo assim,
faz-se necesséario esclarecer qual seria a melhor curva de refrigeracdo e como cada um
deles se comportariam em termos de cinética e viabilidade espermética durante o processo
de congelacdo de espermatozoides equinos. Sendo assim, essa revisao tem por objetivo
entender os principios da criopreservacao e os principais fatores que podem prejudicar as

células espermaticas durante esse processo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico da criopreservacao do sémen

O primeiro relato sobre criopreservacdo de sémen e inseminacdo artificial foi
realizado na especie canina, pelo padre e filosofo italiano Spallanzani (1776) descrito por
Sztein et al. (2018). Os espermatozoides foram as primeiras células em mamiferos a serem
criopreservadas com sucesso a temperatura de -79°C, demonstrando a propriedade
crioprotetora do GLY (SMITH, 1946 descrito por SZTEIN et al. (2018)). Anos depois foi

relatado o nascimento do primeiro bezerro resultante da inseminacdo com sémen
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congelado segundo metodologia de Smith e Polge (POLGE; ROWSON, 1952). Apo6s
esses acontecimentos, tornou-se possivel a criopreservacao de sémen em mamiferos. Nos
equinos, a primeira prenhez relatada, utilizando sémen congelado aconteceu no ano de
1957 (BARKER; GANDIER, 1957). No entanto, muitos aspectos sobre a congelagédo do
sémen equino ainda permanecem desconhecidos (KUTVOLGY], 2012).

Paolo Mantegazza (1831-1910), um médico, cientista, antropélogo, politico e
intusiasta, teve seu principal feito ao resfriar espermatozoides de humano e rd a
temperatura de -14 e -17°C (SZTEIN et al., 2018). Paolo Mantegazza em 1986 foi um
visionario quando pensou na possibilidade de existéncia de um banco de sémen, desta
forma, ele chegou a seguinte concluséo: “se o s€émen do humano conseguiu permanescer
inalterado por quatro dias em gelo, isso pode ser um grande passo para a ciéncia futura,
no sentido de se melhorar as ragas de bovinos e equinos, sem que esses animais sejam
tansportados, assim, podera ser possivel a realizacdo da insemina¢do com o sémen
congelado desses animais”(SZTEIN et al., 2018).

Um importante filésofo e cientista Irlandés de nome Robert Boyle, publicou em
1662 o que entendemos hoje sobre a lei de Boyle, a qual demonstra que um gas estando
em um recipiente adequado, quando recebe uma pressdo maior o seu volume diminui
proporcionalmente a presséo aplicada, revisado por Sztein et al. (2018), esta observacao
entdo foi extrapolada para a criopreservacao de células (LEIBO, 2004). Desta forma, em
dias atuais sabe-se que os crioprotetores, classificados unicamente como polialcois na
concentr¢do de 1 a 1,5 Mol em uma solucdo, tem a capacidade de proteger as células
durante a refrigeracdo, gracas ao deslocamento da agua do meio intracelular para o
extracelular, evitando-se assim formacdo de cristais de gelo (MAZUR, 1963; MAZUR et
al., 1972; SZTEIN et al., 2018). Para entendimento de forma mais compreensivel, o0s
crioprotetores possuem uma osmolaridade de ~1200mOsm/Kg H20O, as células possuem
uma osmolaridade de ~300mOsm/Kg H20, desta forma, para equilibrar a presséo externa,
as células liberam &gua para 0 meio externo e incorpora os crioprotetores para equilibrar
a pressdo osmotica, consequentemente a célula reduz o seu volume ou encolhe (SZTEIN
etal., 2018).

A primeira vez em que o GLY foi descrito como crioprotetor, assim como outros
grandes achados da ciéncia aconteceu por acaso (POLGE et al., 1949). Tudo comecou
com uma garrafa rotulada erroneamente com laevulose (frutose) a qual, preservou a
motilidade do sémen de galos ap6s mantida em freezer a -79°C. Ao desconfiar do real

conteudo da garrafa realizou-se uma analise na qual foi evidenciado a presenca de 10%
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de GLY e 1% de albumina, essa nada mais era que a solugéo de albumina de Meyer usada
para fixar esfregaco antes da coloragdo (POLGE et al., 1949; SZTEIN et al., 2018). Essa
descoberta marca o inicio de uma nova era na criopreservacao, gracas a adicdo do GLY
é possivel criopreservar espermatozoides de quase todas as espécies (SZTEIN et al.,
2018).

As amidas foram mensionadas como sendo moleculas que tinham a capacidade
de crioprotecdo das células biologicas em 1966 (NASH, 1966). A partir dai Nagase et al.
(1972), utilizaram a formamida para criorpeservacdo de espermatozoides de touros e
concluiram uma boa criopreservacdo das células espermaticas. A acetamida demonstrou
resultados eficientes na criopreservacdo de sémen de coelhos (HANADA; NAGASE,
1980; DALIMATA; GRAHAM, 1997). Em garanhdes as amidas foram usadas como
agente crioprotetor em comparacdo ao glicerol pela primeira vez por Keith (1998),
posteriormente 0 seu uso promoveu resultados satisfatorios na criopreservacdo dos
gametas masculinos nesta espécie (ALVARENGA et al., 2000, ALVARENGA et al.,
2002; PAPA et al., 2002; MEDEIROS et al., 2002; SQUIRES et al., 2004;
ALVARENGA et al., 2005).

2.2. Estrutura do espermatozoide equino

O espermatozoide € a célula responsavel por carregar o material genético do
macho e tem um papel importante na fertilizacdo do odcito, dentre milhdes de células que
sdo ejaculadas, apenas uma ira cumprir a misséo final que é a fertilizacdo (VARNER et
al., 2015). Esta célula, na maioria das vezes é descrita como uma célula simples, na
realidade, é extremamente complexa e adaptavel para realizar sua principal tarefa que € a
fertilizacdo, exigindo para tanto uma série de fungdes coordenadas a niveis celulares e
moleculares para cumprir a sua funcdo (VARNER et al., 2015).

Morfologicamente os espermatozoides dos equinos se diferenciam das demais
espécies por apresentar cabeca assimétrica, frequente insercdo de cauda abaxial, pequeno
volume de acrossoma e bordo apical com dimensdes reduzidas (MASSANY I, 1995). Esta
célula é completamente envolta por uma membrana plasmatica e dividida em trés
distintos compartimentos: cabeca, peca intermediaria e cauda, cada uma dessas estruturas
desempenham um papel importante para o seu funcionamento (AMANN; PICKETT,
1987; AMANN; GRAHAM, 1993; BRITO, 2007; VARNER et al., 2015; KRAPF, 2018).
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A cabeca é formada pelo acrossoma, uma lamina pds-acrossomal e pelo nucleo;
os dois tercos anteriores do nucleo (porcéao cranial) sdo cobertos pelo acrossoma, que é
uma vesicula especializada formada a partir de uma membrana de dupla camada de
fosfolipidios que contém enzimas hidroliticas (hialironidase, pré-acrosina/acrosina e
lipases) essenciais para penetracdo do espermatozoide na zona pellcida do odcito
(BRITO, 2007). A lamina pds-acrossomal é composta por uma alta densidade de elétrons
que cobre a cauda, uma por¢do do nucleo e o anel caudal (BRITO, 2007). O segmento
equatorial do acrossoma nao contém enzimas nem desempenha funcdo de reacdo do
acrossoma, enquanto a membrana plasmatica desta regido se funde com o odcito, desta
forma, a lamina p6s-acrossomal parece ter uma funcgdo secundaria no momento da ligacao
do espermatozoide a membrana plasmatica com odcito (ZUCCARI, 1998).

O formato da cabeca do espermatozoide no garanhdo é ligeiramente eliptico,
achatada em um plano dorso-ventral mais espessa na por¢éo posterior da cabeca do que
na parte apical (Figura 1) (VARNER et al., 2000). O nucleo ocupa a grande parte da
cabeca, nele estd o material genético sob a forma de acido desoxirribonucleico (DNA)
altamente condensado (AMANN; PICKETT, 1987; BRITO, 2007; VARNER et al.,
2015), sendo formado por um envelope nuclear de dupla camada fospolipidica
(KUTVOLGY]I, 2012). A base do ncleo termina com a fossa de implantagdo, onde a
camada nuclear externa de dupla membrana envelopa e engrossa para formar a placa
basal, que fornece a fixacdo da cabeca ao capitulum do pescoco (BRITO, 2007
KUTVOLGYI, 2012). A cabeca das células espermaticas possui cinco membranas na
regido apical sendo externamente revestida pela membrana plasmatica, abaixo
encontram-se as membranas acrossomais externa e interna, seguidas pela dupla
membrana nuclear (BRITO, 2007).

A regido entre a cabeca e o pescogo é definida por um anel posterior e
corresponde ao local de fixacdo do plasmalema com o envelope nuclear na base da cabeca
(BRITO, 2007). A posicdo da fossa de implantagdo é frequentemente abaxial no
garanhdo, portanto, a posicao abaxial da cauda é considerada normal em espermatozoides
equinos, resultando em movimento curvilineo do espermatozoide (KUTVOLGY], 2012).

Abaixo do capitulum estdo as colunas estriadas sendo que a sua porcéo final se
estende até o inicio das fibras externas densas, assim como, o centriolo proximal encontra-
se nesta mesma regido (BIELANSKI; KACZMARSKI, 1979), em associagdo com a peca
de conexao, constitui o local de inicio do movimento do flagelo (AMANN; GRAHAM,
1993).
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A peca intermediaria é caracterizada pela presenca do axonema, um conjunto de
fibras densas externa sobrepondo o arranjo de mitocondrias que ficam dispostas
elicoidalmente (VARNER et al., 2015). Logo abaixo da bainha mitocondrial, ponto onde
a peca principal se une a peca intermediaria, encontram-se nove fibras densas, estruturas
fibrosas semelhantes & queratina (VARNER et al., 2015). O axonema localizado na
porcdo central da peca intermedidria apresenta um par central de microtdbulos,
principalmente da familia das tubulinas, circundado por um anel de nove pares (9+2),
cada um dos nove pares de microtibulos consiste em uma subunidade “A” cilindrica
composta por 13 protofilamentos ¢ uma subunidade “B” que é em formato de “C”,
composta de 10-11 protofilamentos, as unidades “A” servem de &ncora para os bragos
externos de dineinas que possuem adenosina trifosfato (ATP) e gera a forca necessaria
para movimentar o axonema e consequentemente o flagelo através de um ciclo de
separacao entre subunidades “A ¢ B” (AMANN; GRAHAM, 1993; VARNER et al.,
2015).

O annulos marca o final da peca intermediaria, abaixo dele pode-se observar a
primeira camada de estrias de bainha fibrosa com suas colunas longitudinais dorsal e
ventral, ambas de carater proteico, as fibras densas e 0 axonema, essas estruturas sao
revestidas externamente pela membrana plasmatica (VARNER et al., 2015).

A cauda do espermatozoide € dividida em peca intermediaria, peca principal e
peca final. A peca intermediaria € a parte mais larga da cauda, ela é formada pelo axonema
rodeado pelas nove fibras densas externas e a bainha mitocondrial, estende-se desde a
extremidade caudal do pescoco até o anel. A bainha mitocondrial consiste em
mitocondrias dispostas helicoidalmente, que contém enzimas e cofatores para producao
de ATP. O axonema e as fibras densas da peca intermediaria continuam através da peca
principal, mas as fibras densas tornam-se mais estreitas e terminam em diferentes niveis
na peca principal distal. A pega principal é a parte mais longa do espermatozoide, esta
contém o axonema, as fibras densas e uma bainha fibrosa (AMANN; GRAHAM, 1993;
VARNER et al., 2015). Os microttbulos do axonema se estendem da regido do pesco¢o
através da peca central e peca principal para a peca final, onde eles terminam em sitios
ligeiramente diferentes. As fibras densas e a bainha fibrosa ndo possuem contato; no
entanto, eles fornecem rigidez e flexibilidade ao mesmo tempo para 0 movimento
flagelar. A peca final é o segmento terminal curto da cauda contendo apenas 0 axonema
ou microtubulos individuais que estdo rodeados pela membrana plasmatica (AMANN;
GRAHAM, 1993; BRITO, 2007; KUTVOLGY], 2012).
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FIGURA 1. Estrutura da célula espermatica. Fonte: SILVA (2016).

2.3. Membrana plasmatica do espermatozoide

A membrana plasmatica das células ndo é estatica, todos os componentes, lipidios
e proteinas estdo em constante movimentacdo (AMANN; PICKETT, 1987). A mudanca
de posicdo de uma molécula entre duas superficies de membrana é denominada difuséo
transversal o flip-flop, enquanto a difusdo no mesmo plano da membrana é denominada
difusdo lateral (STRYER, 1992). Normalmente a membrana plasmética permanece no
estado de liquido cristalino transparente e fluido em condicdes fisioldgicas, este estado €
modificado durante a refrigeracdo, os lipidios passam por uma fase de transicdo onde 0s
mesmos encontram-se em estado semi-solido ou estado de gel, nesta condi¢do ndo ha
movimento de lipidios e proteinas de membrana (AMANN; PICKETT, 1987). A fase de
gel pode causar ruptura da membrana e consequentemente, permitir que 0s ions se movam
de dentro para fora ou de fora para dentro ou ainda causar a inibi¢cdo das proteinas da
membrana (AMANN; GRAHAM, 1993; SQUIRES et al., 1999).

A membrana plasmatica circunda totalmente o espermatozoide, tem como
caracteristica glicoproteinas e lipidios regionais especificos, principalmente fosfolipidios
e constituintes de colesterol (AMANN; PICKETT, 1987; YANAGIMACHI, 1994;
SCOTT, 1973). Os lipidios sdo arranjados como uma bicamada de fosfolipidios, as
proteinas se misturam com os lipidios como integrante ou proteinas periféricas
(YANAGIMACHI 1994; SCOTT, 1973). A proporgdo de colesterol em razdo aos
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fosfolipidios e a natureza dos fosfolipidios determinam a flexibilidade da membrana, que
é fluida a temperatura corporal (HAMMERSTEDT et al., 1990) (Figura 2).

Células eucaridticas, assim também como suas organelas, sdo envolvidas por uma
membrana formada por uma bicamada fosfolipidica, tendo em sua composi¢do moléculas
como o0s &cidos graxos saturados e insaturados ligados a grupamentos fosfato
(ROBERTSON, 1981). Esta estrutura constitui uma barreira de permeabilidade altamente
seletiva, de forma que, os componentes moleculares assim como 0s i6nicos do meio
intracelular sdo regulados pela bomba de transporte de moléculas. A passagem de
substancias do meio intracelular para o meio extracelular se da através de canais
especificos de acordo com os estimulos recebidos (ZUCCARI, 1998).

A estrutura, caracterizada pela bicamada de fosfolipidios, garante as membranas
a formacdo de extremidades polares que sdo hidrofilicas, assim como, um centro apolar
e hidrofébico, conferindo as células e organelas impermeabilidade & maioria dos solutos
polares (AMANN; PICKETT, 1987; OLIVEIRA et al., 2013; NELSON; COX, 2014).
Também estdo presentes nas membranas algumas proteinas que podem ser integrais ou
periféricas, atuam como bombas de transporte de substancias entre 0 meio interno e
externo, atividade metabdlica com funcéo enzimética, reconhecimento celular e permitem
ligacBes entre celulas (ROBERTSON, 1981; OLIVEIRA et al., 2013). Aléem disso, elas
sdo responsaveis pela preservacdo da homeostase celular e de suas organelas, condi¢édo
fundamental para sobrevivéncia e manutencdo do potencial de fertilizacdo das células
espermaticas, sendo a integridade funcional das membranas dos espermatozoides
considerada crucial para os processos de capacitacdo, reacdo acrossomal e adesdo ao
odcito (FLESCH; GADELLA, 2000).

A membrana plasmatica das células espermaticas dos garanhdes contém trés
classes principais de lipidios em uma proporcéo aproximada de 57% de fosfolipidios,
37% de colesterol e 6% de glicolipidios (YANAGIMACHI, 1994). Os fosfolipidios, séo
0s principais componentes lipidicos e sdo compostos de acidos graxos poliinsaturados em
particular, &cido docosahexaenoico (DHA; 22: 6 n-3, um acido graxo 6mega-3) e acido
docosapentaendico (DPA; 22: 5n-6, um é&cido graxo 6mega-6) (KUTVOLGY], 2012).

A proporgdo entre colesterol e fosfolipidios esta diretamente realcionada a
resisténcia ao processo de criopreservacdo (AMANN; PICKETT, 1987). Em garanhdes
esta realacéo é de 0,36, valores mais baixos sdo encontrados em suino (0,26) e galo (0,30)
e, mais altos em bovino (0,45) (PARKS; LYNCH, 1992) e coelho (0,88) (WATSON,
1981).
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A fluidez da membrana plasmatica depende da temperatura, de seu contetudo de
colesterol de sua composicdo lipidica, além disso 0 comprimento e o grau de insaturagoes
da cadeia de acidos graxos. A rigidez é possivel gracas a presenca de acidos graxos
saturados de caudas hidrocarbonadas retas que interagem umas com as outras. Por outro
lado, quando h& presenca de uma dupla ligacdo, a estrutura da cauda torna-se dobrada e
dificulta a organizagdo entre as cadeias de acidos graxos (ALBERTS et al., 1989). Essas
caracteristicas permitem a passagem da fase de transicdo com temperaturas menores em
comparagdo com cadeias longas e saturadas (DARNELL et al., 1990). A fase de transi¢édo
ocorre em funcdo da mudanca de temperatura, caracterizada como a reorganizacao das
cadeias hidrocarbonadas, que por sua vez estando desorganizada passa a se organizar e
tem como caracteristica um estado fisico similar ao gel (STRYER, 1992), essa mudanca
de fase, € consequéncia de alteracbes na forma das moléculas de fosfolipidios induzidas
pela refrigeracdo, possivelmente o evento que ocorrem corresponde ao alongamento das
cadeias de acido graxos permitindo que as moléculas fiquem com suas cadeias
estreitamente fechadas em paralelo, sendo assim, os fosfolipidios ndo podem se
movimentar de maneira aleatéria (AMANN; PICKETT, 1987), nos equinos essa fase
acontece a uma temperatura de 30°C e 10°C (OLDENHOF et al., 2012; OLDENHOF et
al., 2015; WOLKERS et al., 2019).

Durante a refrigeracdo, a alteracdo da orientacdo dos lipidios, podem modificar a
estabilidade da membrana ou induzir um rearranjo (fase hexagonal-Il) das moleculas,
formar pontos frageis, promover mudanga na membrana plasmatica, podendo acarretar
em excessiva permeabilidade e como consequéncia sua ruptura (AMANN; GRAHAM,
1993). No processo de congelacdo, aquelas membranas que predominam lipidios de
cadeias curtas e com maior nimero de insaturacdes, possuem uma menor resisténcia, este
acontecimento ocorre por conta das caudas hidrocarbonadas interagirem e as duplas
ligacGes dificultarem seu agrupamento (ALBERTS et al., 1989).

Com relacdo as proteinas de membrana, estas podem ser integrantes ou
periféricas, classificadas quanto a sua dissociabilidade (AMANN; PICKETT, 1987). Por
sua vez, as integrantes interagem com as cadeias hidrocarbonadas dos lipidios, se mantém
ancoradas e somente séo liberadas na presenca de outras moléculas que competem com
as interacdes ndo polares. Por outro lado, grande parte das proteinas periféricas estdo
ligadas a superficie das proteinas integrantes do lado extracelular (DARNELL et al.,
1990).
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As proteinas intracelulares estdo susceptiveis a injurias durante o processo de
refrigeracdo, devido a reducdo da atividade enzimatica, da mesma forma as proteinas
envolvidas no transporte de substancias através da membrana também apresentam queda
da atividade a baixas temperaturas (AMANN; PICKETT, 1987). Isso acontece
possivelmente devido a alguns fatores como o decréscimo da cinética da molécula em
baixa temperatura, alteracdo do pH da fracdo aquosa intracelular e extracelular, alteragcdo
na carga elétrica da proteina, mudanca da interacdo lipidio-proteina gracas aos lipidios
que tendem a fase hexagonal-1l serem removidos das proximidades das proteinas,
consequentemente ha uma redugdo na mobilidade lateral pela membrana quando os
lipidios estdo na fase de gel e por fim desnaturacéo irreversivel das proteinas (AMANN;
GRAHAM, 1993).
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FIGURA 2. Bicamada fosfolipidica da membrana plasmatica do espermatozoide na

forma fisioldgica. (Arquivo Pessoal)

2.4. Metabolismo das células espermaticas

A glicose € a principal fonte de energia para as células espermatica dos equinos
(VARNER; JOHNSON, 2007), desta forma, uma molécula de glicose ap0s passar por
varias reacgdes principalmente na mitocondria, sera convertida em 6 moléculas de dioxido
de carbono (CO3), seis moléculas de agua (H20) e 32 moléculas de ATP (NELSON;
COX, 2014).
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As mitocdndrias estdo localizadas na peca intermediaria dos espermatozoides,
ficam situadas em forma de espiral ao redor as fibras densas, sdo organelas membranosas
responsaveis pela producédo de energia necessaria para 0 movimento celular, sua principal
fonte energética é a degradacédo da glicose (BRITO, 2007). O mecanismo de geragéo de
energia submete a glicose e os subprodutos a cinco etapas principais, que sdo: glicolise,
complexo piruvato-desidrogenase, ciclo do cido citrico, cadeia de transporte de elétrons
e fosforilacdo oxidativa. Essa energia é oferecida na forma de ATP, que é o combustivel
celular, mas, fungdes adicionais incluem a geracdo de espécies reativas de oxigénio,
envolvimento em algumas formas de apoptose celular, regulacdo do célcio na matriz
citoplasmatica e mitocondrial, sintese e catabolismo de metabolitos dentre outros
(AMARAL et al., 2013; NELSON; COX, 2014).

Estas organelas sdo anatomicamente definidas como tendo duas membranas: uma
membrana mitocondrial externa, a qual envolve a membrana mitocondrial interna que
produz energia, estas séo separadas por um espaco intermembranar (MANNELLA, 2006;
AMARAL et al., 2013; MORAES; MEYERS, 2018). A membrana externa é permeavel
a pequenas moléculas e a ions que transitam livremente através das aquaporinas e a
membrana interna é seletiva, impermeavel a maioria das moléculas e até mesmo a ions
(NELSON; COX, 2014) (Figura 3).

» Membrana externa

— Espaco intermembranar

» Membrana interna

» Matriz mitocondrial

FIGURA 3. Mitocéndria: Localizagdo e disposi¢do dos compartimentos mitocondriais.

(Arquivo Pessoal)
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As mitocdndrias participam de muitos processos cruciais nas células eucaridticas,
sendo a mais conhecida a producdo de ATP por fosforilagdo oxidativa, precedida pela
geracdo de portadores de elétrons reduzidos, tanto no citoplasma (via glicolise) quanto no
mitocondrial matriz (onde ocorre o ciclo de Krebs e a oxida¢do da maioria dos acidos
graxos).

A fosforilagdo oxidativa é a principal via produtora de energia na célula que ocorre
nas mitocondrias (MORAES; MEYERS, 2018). A cadeia de transporte de elétrons é
orquestrada por reagdes que ocorrem em varios complexos enzimaticos, isso acontece em
toda a membrana interna mitocondrial, essa possui cinco proteinas denominadas de
complexos que sdo responsaveis pelo transporte de trés elétrons dentro da cadeia através
NADH-Desidrogenase (complexos I), succinato desidrogenase (complexo Il), citocromo
bci (complexo 111), citocromo oxidase (complexo IV) e ATP-sintase (complexo V),
resultando em energia na forma de H* para a sintese de ATP (HAGERHALL, 1997;
RAHA; ROBINSON, 2000) (Figura 4).
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FIGURA 4. Disposi¢cdo dos complexos enzimaticos NADH-Desidrogenase (complexo
1), succinato desidrogenase (complexo I1), citocromo bci (complexo IllI), citocromo
oxidase (complexo IV) e ATP-sintase (complexo V), responsaveis pela cadeia de
transporte de elétron na mitocondria. (Adaptado de SILVA, 2016)

Os complexos I, 11l e 1V, bombeiam prétons para 0 espaco intermembranar,
contribuindo para o gradiente de prétons, os complexos | e Il sdo as principais
subunidades produtoras de espécie reativa de oxigénio sendo liberado na matriz a partir
de ambos os complexos, bem como do espaco intermembranar do complexo IlI, o
oxigénio é reduzido a agua no complexo 1V, que € a principal etapa que consome oxigénio
darespiragdo celular (HAGERHALL, 1997; MORAES; MEYERS, 2018). Isto é possivel
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gracas a diferenca de cargas existente entre 0 espaco interno e externo da membrana,
havendo uma tendéncia de migracdo dos H* do espaco intermembranas (SARASTE,
1999; BERTRAM et al., 2006). O complexo V conhecido também ATP-sintase, é
responsavel pela sintese de ATP, utilizando a for¢ca motora de prétons criada na
membrana mitocondrial interna (MORAES; MEYERS 2018).

No término da fosforilacdo oxidativa, sdo geradas 28 moléculas de ATP a partir
dos dez NADH e dois FADH: provenientes das etapas anteriores, resultando na producéo
de 32 ATPs apos completa metabolizacao da glicose (NELSON; COX, 2014) (Figura 5).
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FIGURA 5. Esquematizacdo da cadeia de transporte de elétrons, formacédo da adenosina
trifosfato (ATP) durante a fosforilacdo oxidativa. (Fonte: SILVA, 2016)

2.5. Crioprotetores

No processo de criopreservacdo, 0s espermatozoides sdo submetidos a
refrigeracdo e posteriormente a congelacéo, dessa forma, ha formacéo de cristais de gelo
extra e intracelular; em outras celulas o gelo intracelular ndo é o principal causador de
morte celular, esse fato € diferente nas células espermaticas (MORRIS et al., 2007). Sendo
assim, durante no processo de criopreservacdo do sémen equino sdo adicionados 0s
crioprotetores (TALVIS, 2018).

Os crioprotetores sdo compostos quimicos que fazem parte de diluentes de
congelagdo com a finalidade de reduzir a presséo fisica e quimica resultante do processo

de refrigeracéo, congelagéo e descongelacéo dos espermatozoides, podendo ser divididos
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em duas classes: crioprotetores penetrantes e ndo penetrantes (GAO et al., 1995;
TARVIS, 2018) (Figura 6).
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FIGURA 6. Representacdo esquematica do papel dos crioproterores intracelulares
durante a criopreservacdo do sémen equino. Os protetores encontram-se tanto no meio
intra quanto extracelular, durante a curva negativa abaixo de -5°C os cristais de gelo
comecam a serem formados. Deixando o meio extracelular hiperosmético pela
concentracdo de solutos ndo congelados, as moléculas de dgua tendem a se deslocarem
para 0 meio hiperosmético, passando atraves das aquoporinas. Nesse momento, 0s
crioprotetores exercem uma importante funcdo de impedir a saida de agua através das
ligacBes com a gua e pelo também aumento de solutos intracelular. (Adaptado de BOLT,
2013)

2.5.1. Crioprotetores ndo penetrantes

Os crioprotetores ndo penetrantes sdo substancias com grandes moléculas tais
como os agucares (frutose, lactose, sacarose, rafinose, trealose), proteinas, lipoproteinas
da gema do ovo e leite desnatado (GRAHAM, 1996). Esses crioprotetores protegem as
células externamente e ndo tem a capacidade de passar pela membrana plasmatica.

Os agUcares desidratam espermatozoides, reduzindo assim a probabilidade de que

grandes cristais de gelo se formardo dentro das celulas. Por outro lado, a gema de ovo
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proporciona uma protecdo aos espermatozoides, sendo capaz de prevenir danos a estas
celulas (FOULKES, 1977). As proteinas presentes do leite exercem um papel similar na
criopreservacdo semelhante ao exercido pela gema de ovo. Neste sentido, 0s meios
diluentes a base de leite tém sido atribuidos a sua composicdo proteica que atua
principalmente como tampé&o, havendo relato de sua protegéo parcial contra a reducao da
temperatura durante o processo de refrigeracdo (SALAMON; MAXWELL, 2000).

2.5.2. Crioprotetores penetrantes

Os agentes penetrantes sdo micromoléculas, que penetram na membrana
plasmatica do espermatozoide, possuem alta solubilidade em agua. Assim, diminuir o
ponto de congelacdo médio da dgua através da ligacdo com moléculas de agua e aumenta
o volume da fragcdo ndo congelada e ajudar na formacdo de tendéncias de solucdes de
cristais amorfos, pela diminuicdo na nucleacdo de gelo, diminuindo a probabilidade de
formacdo de grandes cristais de gelo intracelular (AMANN; PICKETT, 1987; YAVIN;
ARAV, 2007; BENSON et al., 2012; TARVIS, 2013; PRIEN; IACOVIDES, 2016;
ZHAO; JIANPING, 2017). Agem atraves de diferentes mecanismos: causam transporte
de &gua nos espermatozoides dependendo da osmolaridade do meio, direcionando o fluxo
da agua; formam ligacbes de hidrogénio com moléculas de &gua, baixam o ponto de
congelacdo da solucdo e evitam a cristalizacdo do gelo; interagem com as modificacdes
da membrana que ocorrem durante o processo de criopreservacao; impedem a exposi¢do
dos espermatozoides a altas concentracdes de eletrolitos intra e extracelulares (porque
eles se ligam e parcialmente substituem a dgua) (IAFFALDANO et al., 2014).

Os crioprotetores penetrantes também causam o rearranjo lipidico e proteico da
membrana, 0 que resulta em aumento da fluidez da membrana, maior desidratacdo a
temperaturas mais baixas e, portanto, maior capacidade de sobreviver a criopreservagdo
(HOLT, 2000). Alem de serem solventes, participando na dissolucdo de agucares e sais
no meio de criopreservacdo (PURDY, 2006; IAFFALDANO et al., 2014).

Os crioprotetores sdo classificados em dois grupos: alcoois que sao etilenoglicol,
glicerol e as amidas: metilformamida, dimetilformamida, dimetilacetamida. Um
crioprotetor ideal deve possuir algumas caracteristicas importantes como baixo peso
molecular, excelente solubilidade em agua e uma minima toxicidade as células
(ASHWOOD-SMITH, 1987).
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2.5.2.1. Glicerol

O GLY ¢ o crioprotetor mais frequentemente utilizado na criopreservacdo do
sémen em diferentes espécies, inclusive € o mais usado universalmente para
criopreservacao de espermatozoides garanhdes (SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA
et al., 2005; MOORE et al., 2005; STZEIN et al., 2018).

GLY é um alcool com grupamento hidroxila, possui trés carbonos e trés grupos
funcionais de hidroxila que contém oxigénio, podendo se ligar ao hidrogénio da molécula
da agua em seis sitios diferentes. No entanto grupamentos formado por alcoois podem se
ligar em si e diminuir as chances de se ligarem a moléculas de &gua (WOWK et al., 1999).
Esse possui um ponto de congelacdo a -18°C que possibilita aumentar o ponto de
congelacdo as células durante a criopreservacao.

A utilizacdo do glicerol como um crioprotetor para 0 sémen de garanhdo foi
descrito primeiro em 1950, por Smith e Polge. Os pesquisadores demonstraram ser um
crioprotetor efetivo para a diminuicdo de agua intracelular durante a criopreservagéo
(ROYERE et al., 1996). Apesar do glicerol permitir a criopreservacdo do sémen em
inimeras espécies, mesmo assim, pode ndo ser um crioprotetor ideal para a espécie equina
(PRIEN; IACOVIDES, 2016).

Alguns autores relataram haver um efeito toxico do glicerol (ALVARENGA et
al., 2005; HOFFMANN et al., 2011) tal fato pode estar relacionado a lentiddo que este
crioprotetor penetra na membrana plasmatica e isso pode induzir o estresse osmotico,
justificando a sua toxicidade as células (PRIEN; IACOVIDES, 2016). Em dias atuais as
bases de crioprotetores incluem combinacdes como o glicerol e amidas (PRIEN;
IACOVIDES, 2016). Tais combina¢fes sugerem que essa associacao possui baixo peso
molecular, promovendo o aumento da solubilidade da agua e uma minima toxicidade
(ALVARENGA et al., 2005), provando ser vantajoso para a preservacdo da membrana
plasméatica em sémen de garanhdes (PRIEN; IACOVIDES, 2016).

Hay et al. (1997), relataram que a adi¢do com glicerol a diluentes de congelacéo
do sémen em cées, levou ao declinio da ligacdo dos espermatozoides aos o0citos. Esse
acontecimento pode ser justificado pela acdo do glicerol a proteinas que estdo na
superficie da membrana dos espermatozoides e participam da ligacdo com o odcito
durante o processo de fertilizagdo, dessa forma, as proteinas devem ter perdido a sua
funcdo (GRAHAM, 1996).
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No entanto, Graham (2000) comparou diferentes crioprotetores no ejaculado de
garanhdes, sendo congelado com glicerol, acetamida, metilacetamida, formamida,
metilformamida ou dimetilformamida. Os resultados de motilidade espermatica apos
descongelacdo foram 60%, 8%, 20%, 5%, 40% e 37%, respectivamente. Neste estudo, o
glicerol apresentou melhores taxas de motilidade espermatica.

Fayrer-Hosken et al. (2008) utilizaram o diluente INRA 96 acrescido de 3 e 6%
de GLY e ndo encontraram diferenca estatistica na média da motilidade pos-
descongelacéo entre as duas concentracdes, no entanto em alguns individuos o INRA 96
com 6% de glicerol mostrou viabilidade pds-descongelacdo superior ao mesmo ejaculado
congelado com INRA 96 com 3%. Os mesmos autores realizaram teste de fertilidade com
sémen congelado com INRA 96, acrescido de 6% de glicerol em dois diferentes
garanh@es A e B e conseguiram uma taxa de fertilidade 60 e 50% respectivamente. Dessa
forma, concluiram que esse grupo de animais estudado possuiam uma toleréncia ao efeito
toxico do glicerol. Oldenhof et al. (2017), demonstraram que o GLY foi efetivo na
criopreservacdo do sémen equino, entretanto esse deve ser usado em menores
concentragdes para evitar danos osmaticos aos espermatozoides dos equinos.

Apesar do seu uso na crioprervacao de sémen com o GLY, esse ainda produz dano
osmatico por causa de sua baixa permeabilidade na membrana plasmaética celular (BALL;
VO, 2001) que é muito menor do gque a agua e outros crioprotetores tais como MF, DMF
e DMA (GLAZAR et al., 2009).

Pesquisas demonstraram que DMF sdo muito mais permeaveis que o GLY
(AMANN, 1998; GLAZAR et al., 2009) nos espermatozéides dos garanhdes, induzindo
menor estresse osmotico em comparacdo ao GLY (RODRIGUEZ et al., 2012). E, se
efetivamente o estresse osmatico é a principal fonte de dano para os espermatozoides de
garanhd@es, usando diluentes que contenham o GLY possivelmente podera provocar
lesbes das células durante a congelacdo (PENA et al., 2011).

Mais justificativas em relacdo a permeabilidade do glicerol, ttm-se que quando a
adicdo de concentracGes crescentes de um soluto permeével, GLY (600-1800mOsm/Kg
H20), teve como resultado queda na motilidade e viabilidade dos espermatozoides;
todavia, a reducdo na motilidade ndo foi tdo grande quanto a observada quando a
osmolaridade foi aumentada pela adi¢do de ndo solutos permeavel (BALL; VO, 2001).
Esta observacdo reflete a capacidade de GLY em atingir o equilibrio através da membrana
plasmatica (BALL; VO, 2001).
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De forma mais simplificada, apds a exposicao a concentragdes crescentes de um
soluto permedvel, contendo GLY, o0s espermatozoides encolhem devido a uma perda de
agua e em seguida, incham quando a agua e o soluto permeavel entram na célula (BALL;
VO, 2001). Quando os espermatozoides carregados com GLY sao colocados em um meio
isosmotico, inicialmente as células incham a medida que a 4gua entra na célula e depois
encolhem, com o movimento do soluto e a agua para fora da célula (BALL; VO, 2001).

Na tentativa de diminuir os danos osmoticos causados pelo GLY,
alternativamente, crioprotetores de baixo peso molecular podem ser menos prejudiciais
aos espermatozoides equino (GLAZAR et al., 2009). Desta forma, observa-se que a
utilizacdo amidas como protetor, resulta em maiores porcentagens espermatozoides
equino viaveis ap6s o congelacdo ao compara-se com 0s espermatozoides criopreservados

usando o glicerol como crioprotetor (MEDEIROS et al., 2002).

2.5.2.2. Amidas

As amidas sao crioprotetores utilizados em muitas espécies ao longo dos anos, a
sua estrutura quimica é formada por dois grupos funcionais uma amina e um &cido
carboxilico, podem aceitar hidrogénio da dgua em trés sitios de ligacdo, ou seja, essas
possuem metade das possiveis ligacdes em moléculas de d&gua em compara¢do com 0
glicerol, por outro lado possuem um ponto de fusdo mais baixo que o glicerol ~-28°C
(NASH, 1966).

Na tentativa de minimizar o dano osmotico, tém-se utilizado as amidas tais como
dimetilformamida, dimetilacetamida e metilformamida, as quais possuem pesos
moleculares mais baixos e maior permeabilidade a membrana quando comparadas ao
glicerol e, portanto, tém sido usadas como crioprotetores alternativos para o sémen
criopreservado de garanhdo (ASHWOOD-SMITH, 1987; SALAMON; MAXWELL,
2000; ALVARENGA et al., 2005; BARANAAMNUAY et al., 2011).

As amidas tém mostrado beneficios na criopreservacdo de sémen de garanhdes,
diminuindo os resultados prejudiciais do GLY (PENA et al., 2011), principalmente em
garanhdes sensiveis a congelacdo (MEDEIROS et al., 2002; PENA et al., 2011; PRIEN;
IACOVIDES, 2016). A dimetilformamida mostrou melhorias na motilidade e integridade
de membrana espermética (HOFFMANN et al., 2011; OLDENHOF et al., 2017).

Em experimento voltado para investigar o efeito crioprotetor de trés diferentes
amidas: DMA, DMF e MF Medeiros (2003), verificou que a DMF e MF, melhoraram
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significativamente a maioria das variaveis avaliadas, quando comparadas com GLY e
DMA. As motilidades totais foram maiores, em diluentes contendo DMF e MF foi
superior para a maioria dos garanhdes.

Gibb et al. (2013), avaliaram o efeito do GLY e DMF 4% em ejaculados de
garanhdo em diferentes tempos de refrigeracdo e encontraram uma maior motilidade total
quando os espermatozoides foram criopreservados com DMF (33%) em comparacao aos

criopreservado com GLY (27%).

2.6. Principios da criopreservacao

Os acontecimentos fisicos da agua se baseiam no principio da formac&o de cristais
de gelo, dessa forma, a solidificacdo desta substancia se da a 0°C, a medida que se
modifica, acrescenta ou concentra particulas, modificara também o ponto de congelacéo.
Durante esse processo as particulas da adgua se transformam em pequenas particulas de
cristais agregadas. Nos espermatozoides, a lesdo celular causada durante a congelacéo e
descongelacdo acontece devido a formacéo de grandes cristais de gelo intracelular, que
modificam a arquitetura celular (PICKETT, 1986).

A primeira fase critica que as células espermaticas passam é durante a refrigeracdo
na qual os espermatozoides equinos saem de uma temperatura ambiente até 5°C. Nesta
fase, a membrana celular passa por modificacGes em sua estrutura, passando do estado
liquido cristalino, para forma semelhante a gel, denominada de fase de transicdo da
membrana (AMANN; PICKETT, 1987; GRAHAM, 1996; SQUIRES et al., 1999).

Em temperatura corporal, o metabolismo do espermatozoide esta no maximo
potencial, assim como, em temperatura ambiente ndo serd muito diferente (SQUIRES et
al., 1999). Nessas condi¢6es, 0 metabolismo das células esperméticas produz cido latico
e/ou COg, sendo que o residuo desses produtos pode aumentar a acidez do sémen,
causando dano celular permanente, peroxidacao lipidica de membrana, resultando em
dano na membrana e em geral, desgaste das células (GRAHAM, 1996; SQUIRES et al.,
1999).

O que se sabe € que a cada 10°C de reducdo da temperatura das células, o
metabolismo celular reduz em 50% em relacdo a temperatura na qual estava
anteriormente (AMANN; PICKETT, 1987; SQUIRES et al., 1999). Desta forma,
espermatozoides acondicionados a 5°C, possuem apenas 10% do metabolismo com

relacdo a temperatura que estavam anteriormente. Consequentemente, estas células
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armazenadas em temperatura de 5°C ndo produzirdo residuos em excesso gerados através
do metabolismo, permanecendo sem grandes desgastes metabolicos. Todos esses fatores
associados aos diluentes usados durante o armazenamento do sémen, tendem a oferecer
longevidade maior as células espermaticas refrigeradas, em comparacdo com aquelas
armazenadas em temperatura ambiente (AMANN; PICKETT, 1987, GRAHAM, 1996;
SQUIRES et al., 1999).

Cronologicamente, a criopreservacdo das células espermaticas é dividida em
etapas: a primeira logo apds a colheita e avaliacdo, 0s espermatozoides séo diluidos em
meios especificos que os ajudardo manter a viabilidade; em seguida, essas celulas séo
submetidas a centrifugacao para retirada do plasma seminal em equinos; por conseguinte,
acrescido diluente contendo concentracGes variadas de crioprotetores, esses possuem a
funcdo de proteger as células durante o periodo que serdo submetidas a refrigeracéo; e
posterior congelacdo (HAMMERSTEDT et al., 1990).

Durante a passagem pela fase de transicédo, ocorre alteracdes na conformagao dos
lipidios de membrana que pode induzir a bicamada de fosfolipidios a formar novos
rearranjos das moléculas, um desses rearranjos € denominado fase hexagonal-11. Durante
essa fase alguns os lipidios ndo integrantes da bicamada fosfolipidica voltam suas cabecas
do grupamento polar para o centro e as caudas hidrocarbonadas ficam para o exterior,
essa estrutura provoca pontos de fragilidade na membrana plasmatica, fragiliza a barreira
de permeabilidade e pode levar a ruptura da membrana (AMANN; GRAHAM, 1993). As
implicacdes de danos ocorridos nessa fase sera a reducdo da quantidade de células
integras ou perda de importantes componentes celulares, formacéo de vesiculas que irdo
prejudicar as células durante a fusdo com o odcito (HAMMERSTEDT et al., 1990). Além
disso, outros eventos que podem ocorrer, associados a fase hexagonal-11 é a mudanca da
interacdo proteina-lipidio, remocdo dos lipidios que antes eram ligados a proteinas e baixa
mobilidade lateral das proteinas dentro da membrana (AMANN; GRAHAM, 1993;
PICKETT; KOMAREK, 1967) (Figura 6).

Outro acontecimento que pode ocorrer durante a refrigeracdo é a desnaturacao e
perda da funcdo das proteinas integrantes e periféricas que situam-se na membrana dos
espermatozoides (HAMMERSTEDT; HAY, 1980). Sendo assim, as proteinas que antes
estavam envolvidas no transporte de substancias do meio intra e extracelular, como
proteinas da bomba de sddio e potéssio perdem a sua fungdo acarretando no inadequado
funcionamento celular. A perda da fungédo dessas enzimas, gera uma cascata de eventos,

tais como: déficit do transporte de substancias, como H* por exemplo, que culmina com
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um acumulo intracelular desse ions, formacao de espécies reativas de oxigénio no meio
intracelula; levar a alteracdo do pH das células, alterar carga elétrica, alterar o potencial
hidrogenionico acido (PKa) e promover injurias ao DNA da célula (HAMMERSTEDT;
HAY, 1980; PICKETT, 1986) (Figura 7).
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FIGURA 7. Fases da bicamada fosfolipidica da membrana plasmatica do
espermatozoide, duas fases distintas de acordo com a temperaturas que se encontram: A
- Fase fluida a temperatura de 37°C, B - Mudanca para a fase de gel temperatura entre
30°C e 10°C. (Arquivo Pessoal)

Desta forma, se durante a passagem da fase liquida para a fase de gel, as células
forem refrigeradas inadequadamente, essas passam por um processo chamado choque
frio, que causa danos celulares irreversiveis (PICKETT; KOMAREK, 1967). A principal
caracteristica pds-choque térmico é a mudanga no padrdo de motilidade. Assim, as
principais mudancas observadas na motilidade sdo: movimento circular fechado, queda
da motilidade total e progressiva, reducdo da atividade metabolica, danos na membrana
plasmatica e acrossomal e perdas dos componentes intracelulares (AMANN; GRAHAM,
1993). Essas consequéncias, podem ser minimizadas quando a refrigeracéo é realizada
através do controle da taxa de refrigeracdo, durante a temperatura considerada critica para
a espécie, entre 30°C e 10°C (OLDENHOF et al., 2012; OLDENHOF et al., 2015;
WOLKERS et al., 2019), assim como, a adicdo de lipidios ou liporpoteinas
disponibilizadas em meios diluentes (GRAHAM, 1996).
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A osmose é um acontecimento fisico que ocorre durante o processo de
criopreservacdo, tem como caracteristica a movimentagdo de dgua de um ambiente de
baixa concentracdo de soluto (hiposmotico) para um ambiente de alta concentracdo de
soluto (hiperosmotico) (MAZUR, 2004; OLDENHOF et al., 2015). Os crioprotetores ndo
penetrantes e penetrantes, criam um ambiente hiperosmotico extracelular o que torna as
células hiposmaticas em relagdo ao meio que estdo (TARVIS, 2013). Dessa forma, ha
troca de 4gua do meio interno e externo das células até essas se tornarem isosmatica em
relacdo ao meio em que estdo. Esse transporte de agua do meio intracelular para 0 meio
extracelular ocorre de forma passiva ou ativa envolvendo as proteinas dos canais ibnicos
(KAYSER et al., 1992).

Como resultado, as células ficam expostas a condi¢Bes hiperosmotica e diminuem
0 volume, enquanto as células expostas a condi¢bes hiposmotica aumentam em volume,
gracas ao transporte da dgua para fora ou para dentro da célula, respectivamente, esse
processo de expandir e encolher as células, pode acarretar em alterages na regulagéo da
homeostase, induzir ao edema espermatico e consequentemente ser letal o0s
espermatozoides (MAZUR, 2004; OLDENHOF et al., 2015).

A é&gua intracelular saira da célula espermaética fazendo com que a célula diminua
de diametro temporariamente (HAMMERSTEDT et al., 1990). Essas trocas acorrem até
o limite de tolerancia das células entre 350 a 850mOsm/Kg H>O (BALL; VO, 2001;
OLDENHOF et al., 2015). Sendo assim, quando as células encolhem além do limite de
tolerancia osmatica, pode ocorrer danos irreversiveis a membrana celular e comprometer
a sua sobrevivéncia, denominados de choque ou estresse osmatico (OLDENHOF et al.,
2015). E importante que se tenha tempo suficiente para que haja um adequado equilibrio
entre 0 meio interno e externo das células (TARVIS, 2013). Embora a resposta sobre a
tolerancia osmatica na espécie equina nao seja bem definida (BALL; VO, 2001), a bomba
de sodio e potassio, parece desempenhar um papel importante na manutencdo da
normalidade intracelular da osmolaridade das células espermaticas e a inibicdo desta
bomba reduz a tolerancia destas células a mudancas na pressdo osmotica (CAIZA DE LA
CUEVA et al, 1997). Além disso, ha evidéncias de que 0s espermatozoides possuem
canais seletivos de agua que facilitam o movimento de agua através de suas membrana
(BALL; VO, 2001). Os crioprotetores penetrantes ndo atravessam a membrana tdo
rapidamente como a &gua, portanto deve-se levar em consideracao o tempo que deve ser
suficiente para que haja equilibrio, assim como, a osmolaridade do meio é de suma
importancia (AMANN; PICKETT, 1987).
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O ponto de congelacdo de uma solucdo, depende da concentracdo de particulas
que contém e/ou da concentracdo de moléculas que a solucao possui. Por exemplo, a &gua
congela a 0°C, por outro lado, o citoplasma das células possui diferente composicéo e por
isso congela abaixo de -1°C, diluentes de congelacdo tém seu ponto de congelacdo em
temperaturas mais baixas, devido a presenca dos crioprotetores (AMANN; PICKETT,
1987).

Durante o processo de congelagdo no momento que as células encontram-se a uma
temperatura de -5°C, tanto o meio extracelular que contém o meio diluente de congelagéo
com crioprotetores quanto o citoplasma das células ainda ndo estdo congeladas. Durante
0 descrescimo de temperatura entre -10°C e -15°C, é o segundo ponto critico da
congelacao é quando comeca a formacéo dos cristais de gelo no meio extracelular, neste
momento, 0 meio intracelular das células ainda encontram-se nao congelados e sim em
uma temperatura considerada super-refrigerado, possivelmente devido ao bloqueio
causado pela membrana plasmatica impedindo a formacdo de cristais de gelo dentro do
citoplasma (MAZUR; COLE, 1989; GAO; CRITSER, 2000; SQUIRES et al., 1999)
(Figura 8).

A medida que os gametas masculinos passam pela curva negativa de congelacgéo,
acontecem alguns eventos simultaneamente, anterior a esta fase as células encontrava-se
em ambiente isosmotico em relacdo ao meio. A reducdo da temperatura tem como
consequéncias o aumento de solutos extracelular ndo congelados, essa concentracdo de
solutos torna o meio extracelular hiperosmotico e essa diferenca de concentragdo faz com
que a agua super resfriada do meio intracelular através da pressao de vapor saia para o
meio extracelular (Figura 8). Assim, seguindo a lei de Boyle a pressao de vapor da 4gua
super-resfriada é maior que a pressao do gelo, desta forma, causa a saida da agua do meio
intracelular para o extracelular, aumentado assim a pressdo osmdtica. O evento que
acontece nesse momento € a desidratacdo das células, de maneira que a temperatura cai
as células e o meio extracelular chegam a um ponto que ambos estdo congelados, essa
congelacdo eliminaria o diferencial de presséo de vapor entre 0 meio inter e extra célular,
estando todos os liquidos congelados chamado ponto eutético de temperatura (-80°C)
(MAZUR, 1963; ZUCCARI, 1998; SQUIRES, 1999; MEDEIROS, 2003; OLDENHOF
etal., 2017).
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FIGURA 8. Momento do inicio da formag&o dos cristais de gelo extracelular (-10°C e -
15°C), nesse momento ha concentra¢do de soluto no meio extracelular, células estdo
super-resfriadas, ocorre a reducdo do volume das células esperméticas pela migracdo da
agua do citoplasma para o0 meio extracelular. (Adaptado de SQUIRES et al., 1999)

Neste momento, o volume celular deve ser sufucientemente grande para suportar
a funcdo intracelular e pequeno o suficiente para manter a bicamada de fosfolipidios da
membrana plasmatica (AMANN; GRAHAM, 1993). Quando o0s espermatozoides
atingem uma temperatura de -80°C, a fragdo ndo congelada dos espermatozoide vitrificam
e tornam-se inertes. Apartir desse momento, ndo ha trocas entre 0s meios intra e
extracelular, assim, possivelmente as células espermaticas poderiam serem imersas e
mantidas armazenadas a -196°C indefinidamente (GRAHAM, 1996).

Para haver uma congelacdo equilibrada lenta ou mais precisa, existem duas
provaveis hipoteses para 0 sucesso na criopresevacdo: o primeiro seria a interacao entre
a taxa de resfriamento e formacéo do gelo intracelular (MAZUR, 1963). Sendo assim, a
concentracdo do meio extracelular aumenta conforme a tempertura diminui, se a taxa de
resfriamente for lenta, o desequilibrio causado pela concentracdo extracelular pode ser
corrigido pelo influxo de crioprotetores penetrantes nas celulas. Desta forma, tem-se
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como resultado a dimini¢do do volume de liquidos na célula e aumento da ormolaridade
intracelular (BENSON et al., 2012).

Em tese, tem-se que o aumento da osmolaridade intracelular, possa ser continuo
até que o espermatozoide desidrate o suficiente para ser imerso no nitrogénio liquido,
quando o seu citoplasma ira se transformar em cristais de gelo (BENSON et al., 2012).
Uma exposigdo prolongada com altas concentragfes de sais pode causar danos
irreversiveis as celulas por conta da diferenca de osmolaridade. Na taxa de refrigeracao
lenta (<-20°C/min), toda a 4gua disponivel pode ser removida do meio intracelular, assim,
h& uma desidratacao excessiva, embora isso seja ideal para prevenir a formacao de cristais
de gelo intracelular, pode haver demasiada concentracao de solutos intracelular (SEIDEL,
1986) (Figura 9).

Entretanto, uma taxa de refrigeracdo 6tima (-20°C e -60°C/min) permite tempo
suficiente para as células formarem pequenos cristais de gelo para previnir a concentracéo
de solutos da fracdo ndo congelada dentro do citoplasma, assim manter o potencial
quimico da agua entre os ambientes intra e extracelular (MAZUR et al., 1972; BENSON
et al., 2012). Se por outro lado, espermatozoides submetidos a taxas rapidas (>-
60°C/min), a gua intracelular ndo tem tempo suficiente para difundir do meio intra para
0 extracelular, antes de chegar ao ponto eutético, dessa forma, o resultado seria a
formac&o de grandes cristais de gelo intracelulares (PICKETT, 1986; ZUCCARI, 1998;
SQUIRES et al., 1999). Sendo assim, as taxas de refrigeracdo durante o processo de
congelagdo devem ser levadas em consideracdo sendo um importante aliado no sucesso
da criopreservacdo das células espermaticas (Figura 9).

Da mesma forma, as taxas de descongelacdo devem ser levadas em consideracéo,
essa pode ser feita de forma mais lenta ou mais rapida, isso depender da taxa de
refrigeracdo em que os espermatozoides foram congelados. Espermatozoides congelados
com taxa lentas devem ser descongelados também com taxas lentas. O aquecimento ajuda
a descongelar lentamente a agua e, consequentemente ha retorno dessa para 0 meio
intracelular para diluir a fracdo de solutos intracelular e voltar a concentracgdo inicial
(MAZUR, 1985; PICKETT, 1986; SQUIRES et al., 1999). Do contrario, se a
descogelacdo for feita de forma rapida, ha um rapido retorno de agua para dentro do
citoplasma celular e que pode provoca ruptura da membrana plasmatica pela forca
osmotica de retorano da &gua (MAZUR, 1985) (Figura 10).
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FIGURA 9. Representacao esquematica dos provaveis acontecimentos fisicos durante a
criopreservacdo do sémen equino. As estrelas representam formacéo de cristal de gelo
intra e extracelular durante a curva negativa (-5°C). Durante a refrigeracéo a agua sai das
células induzida pela formacéo dos cristais de gelo, aumento dos solutos extracelular se
torna um ambiente hiperosmotico, resultando na desidratacdo dos espermatozoides (-
10°C a -80°C). As setas indicam a saida de agua de dentro dos espermatozoides.
(Adaptado de MAZUR, 1985)

Quando as células forem criopreservadas com taxa moderadas de refrigeracéo,
devem ser descongelado com moderadas, neste caso, existe a descongelacdo dos cristais
de gelo extracelular ocorre de maneira moderada e a 4gua volta para dentro da célula de
forma mais lenta, diminuindo os possiveis danos celulares (MAZUR, 1963; MAZUR,
1985; PICKETT, 1986; SQUIRES et al., 1999; OLDENHOF et al., 2017) (Figura 10).

Espermatozoides congelados com taxas réapidas de congelacdo devem ser
descongelados com taxa rapidas de descongelagéo, desta forma, a descongelacdo rapida
extracelular dos solutos, previne danos as células, as células ndo se encontram
desidratadas, elas estdo em equilibrio entre o meio interno e externo. Se caso a
descongelacédo ocorrer de forma lenta, os grandes cristais de agua podem descongelar e
recristalizar em pequenos cristais de gelo levando a danos osméticos (MAZUR, 1963;
MAZUR, 1985; PICKETT, 1986; SQUIRES et al., 1999) (Figura 10).

Estudos sugerem que os maiores danos que ocorrem durante a criopreservacao de

sémen em garanhdes, sdo devidos ao desequilibrio osmdtico (MORRIS et al., 2007),
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assim como, a formacéo de grandes cristais de gelo intracelular durante a congelacdo e
descongelacdo (MAZUR et al., 1972). Dessa forma, a desestabilizagdo da membrana
plasmatica, provoca lesdes osmdticas e oxidativas (GLAZAR et al., 2009; RODRIGUEZ
etal., 2012).

Descongelagdo
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FIGURA 10. Representacdo esquematica dos provaveis acontecimentos fisicos durante
a descongelacdo do sémen equino. A taxa de descongelacdo deve ser proporcional a taxa
de descongelacdo: sémen congelado em curva rapida a descongelacdo deve ser rapida;
sémen congelado em curva moderada a descongelacdo deve ser moderada; sémen
congelado em curva lenta a descongelacéo deve ser lenta. As setas indicam a entrada de
agua para dentro dos espermatozoides. (Adaptado de MAZUR, 1985)

2.7. Diferentes curvas de congelacéo entre crioprotetores

A adicdo de crioprotetores as células antes do resfriamento tem como fungéo
controlar o volume células e pode controlar as lesées osmotica causadas quando o volume
é alterado por ultrapassagem do limite superior e inferior (BENSON et al., 2012).

A criopreservagdo € a manutencdo bem-sucedida a longo prazo da fungéo
bioldgica celular ou tecidual a baixas temperaturas, suprimindo o metabolismo e as
reacOes bioquimicas, cessando efetivamente o tempo biolégico (MULLEN; CRITSER,
2007) (ZHAO; JIANPING, 2017). A maioria das células de mamiferos € congelada a
1°C/min (ZHANG et al., 2011). Para minimizar o efeito das les6es pela formacao de gelo
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intracelular, causada pelo efeito de solucéo, taxa de refrigeracédo ideal proporciona maior
sobrevivéncia celular (LEIBO et al., 1970; MAZUR, 1984; ZHAO; JIANPING, 2017).

Durante a criopreservacao em uma curva lenta de congelacdo, as células podem
sofrer lesGes causadas pelo transporte de solugdes do meio intra para o extracelular devido
a formacéo de gelo extracelular (MAZUR, 1970; MAZUR, 1984).

Na literatura é facil encontrar uma enorme variagcdo em rela¢éo as curvas positivas
de refrigeracdo. Sabe-se que para cada um dos diluentes de congelacdo mundialmente
comercializados, existe uma recomendacéo do fabricante, quanto a curva de refrigeracédo
utilizar, devido a composicdo de crioprotetores ndo penetrantes e penetrantes ou a
associagcdo de ambos (OLDENHOF et al., 2013). As curvas positivas variam de
0,1°C/mint a 4°C/min?, essa variagdo também propicia uma gama de diferentes
resultados de viabilidade espermética (DELL’AQUA Jr. et al., 2001; PAPA et al., 2002;
MEDEIROS et al.,, 2002; SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA et al.,, 2005;
VIDAMENT, 2005; PAPA et al., 2008; LOOMIS; GRAHAM, 2008; SALAZAR Jr. et
al., 2011; HOFFMANN et al., 2011; OLDENHOF et al., 2012; GIBB et al., 2013;
OLDENHOF et al., 2013; PUKAZHENTHI et al., 2014; OLDENHOF et al., 2017;
MORAES; MEYERS, 2018; MAZIERO et al., 2019).

Durante a mudanca da fase liquida para fase de gel a curva de refrigeracédo pode
beneficiar a fase de transicdo dos lipidios, possivelmente podera ser mais benéfico quando
a temperatura cai de forma controlada e gradativa (OLDENHOF et al., 2017), sendo
assim, pode diminuir os riscos de danos osmoticos durante a fase critica da refrigeracdo
entre 30°C e 10°C (OLDENHOF et al., 2012; OLDENHOF et al., 2015; WOLKERS et
al., 2019).

O mesmo tempo de refrigeracdo utilizada rotineiramente para o glicerol foi
também utilizada inicialmente para as amidas. Em tese, um tempo de refrigeracdo a 5°C
mais rapido poderia ser desejavel para as congelacdes utilizando as amidas, devido a
diferenca entre o peso molecular desta substancia quando comparado ao glicerol.
Enquanto o glicerol possui peso molecular na sua formula de 92g/mol a metilformamida
59g/mol e a dimetilformamida 73g/mol (ALVARENGA et al., 2005).

Além disso, no processo de congelacdo e descongelacdo as células ainda passam
por duas situacOes distintas, a saida de liquido intracelular durante a congelacdo e o
retorno do liquido durante a descongelacdo na presenca de um crioprotetor
(BARANAAMNUAY et al., 2011). Gao et al. (1995) relatam que a toxicidade osmotica

ocorre quando o crioprotetor penetra na membrana celular de forma mais lento que a
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agua, resultando em um aumento do volume de liquido intracelular além da sua
capacidade de suporte durante a adigdo e remocéo dos crioprotetores.

Moffet et al. (2003), compararam dois extensores béasicos para congelar
espermatozoides de garanhdes e ndo encontraram diferenca em motilidade pos-
descongelacdo quando o sémen de garanh&o foi congelado utilizando o dimetilformamida
em lactose-EDTA Gema de ovo sem refrigeracdo antes da congelagdo ou com leite
desnatado e gema de ovo com refrigeracdo por 2h a 5°C.

Alvarenga et al. (2005) compararam taxas de congelacdo diferentes com
dimetilformamida e metilformamida ambos com uma concentracdo de 5% (v/v)
utilizando o diluente a base de gema de ovo e leite (INRA 82). As palhetas foram
refrigeradas durante 60 minutos desde a temperatura ambiente até 5°C e depois
congeladas a uma curva lenta de -20°C/min ou rapida -70°C/min. Esses autores
encontraram pos-descongelacdo 57% e 17%, 54% e 22% de motilidade total e progressiva
respectivamente para amostras congeladas na curva lenta de -20°C/min ou répida -
70°C/min, ndo sendo observado diferenca entre as curvas a cinética espermatica.

Gibb et al. (2013), avaliaram diferentes tempos de refrigeracao (zero, 30, 60, 90 e
120 minutos) durante a criopreservacao de sémen de garanhdes utilizando dois diferentes
crioprotetores o glicerol e a dimetilformamida na concentragéo de 4%, relataram que um
tempo de refrigeracdo de 90 minutos resultou em uma maior motilidade total (33%) em
comparacdo a metodologia sem refrigeracdo tempo zero minuto (28%) ou 120 minutos
(29%).

E importante ter como pardmetro que 0s crioprotetores, assim como, as curvas de
refrigeracdo ajudam as células durante a passagem critica de -15°C a -60°C, para que as
células ultrapassem essa temperatura de forma bem sucedida (GAO; CRISTER, 2000;
MAZUR, 1984).
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O sucesso da criopreservacao do sémen equino depende de muitas vertentes, que
devem ser analisadas com critério para se obter bons resultados. O entendimento
minucioso de cada processo em que 0s espermatozoides serdo submetidos ajuda a tracar
metas e objetivos para identificar possiveis falhas durante a criopreservacdo. Para a
escolha do crioprotetor a ser utilizado deve-se levar em consideracdo as suas
caracteristicas quimicas e os fatores limitantes de cada um. As curvas de refrigeracdo
devem ser bem entendidas e a sua adogédo depende de alguns fatores como o meio diluente
que sera utilizado e o crioprotetor. Uma possibilidade aceitavel, seria testar diferentes
curvas de refrigeracdo com o sémen do mesmo garanhao e definir a melhor opg¢éo para

cada individuo.
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HIPOTESE

Diferentes curvas positivas de refrigeracdo até 5°C com ou sem tempo
estabilizacdo, podem trazer beneficio e diminuir os danos osmaticos causado pelos
crioprotetores durante a criopreservacdo do sémen em equinos. A passagem mais lenta
pela fase de transicéo lipidica, entre a fase em que as células se encontram em um estado

liquido para a fase semelhante ao gel, possa diminuir as chances de choque osmotico.

OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes curvas de refrigeragéo e crioprotetores.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar se diferentes curvas com taxas de refrigeracdo mais rapidas ou mais
lentas, influenciam na viabilidade espermaética, avaliadas por meio dos parametros do
CASA, desestabilizagdo da membrana e potencial mitocondrial através da citometria de
fluxo.

- Avaliar o efeito de diferentes crioprotetores: glicerol e as amidas de forma
individual na concentracdo de 5%, em diferentes curvas de refrigeracdo, sobre a cinética
espermatica, integridade de membrana plasmatica e potencial mitocondrial dos

espermatozoides de garanhdes pos-descongelacéo.
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Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes curvas de refrigeragdo com
ou sem periodo de estabilizacdo e a acdo dos crioprotetores glicerol, metilformamida,
dimetilformamida e dimetilacetamida, sobre a congelacdo do sémen equino. Quarenta e
oito ejaculados (n=6 garanhdes) foram utilizados, cada ejaculado foi dividido em quatro
aliquotas cada uma diluida 1:1 com BotuSémen®, centrifugada a 600 x g por 10min. O
“pellet” ressuspendido com o diluente a base de gema de ovo (BotuCrio®) acrescido com
diferentes crioprotetores: glicerol (GLY), metilformamida (MF), dimetilformamida
(DMF) e dimetilacetamida (DMA), na concentragio de 5%, na concentracio de 100x10°
sptz totais, envasado em palhetas de 0.5mL e, em seguida submetidas a quatro curvas de
refrigeracdo: 1°C/min, 0,25°C/min’t, 4°C/min™ com estabilizacdo & 5°C de 15min e
75min, através do sistema Mini-Digitcool ZH 400. Logo apos, as palhetas foram
congeladas em vapor de nitrogénio na curva de ~25°C/min™ até ~-140°C, imersas em
nitrogénio liquido e descongeladas a 46°C por 20s. A cinética espermatica analise através
do CASA, membrana plasmatica e potencial mitocondrial por meio da citometria de
fluxo. O GLY apresentou maior motilidade progressiva em comparacdo as amidas
(P<0.05). A MF, apresentou melhores resultados em comparagdo com as demais amidas
avaliadas na motilidade progressiva (P<0.05). O potencial mitocondrial foi maior para o

sémen criopreservado com GLY em comparacdo com as amidas (P<0.05). Entretanto, a
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dimetilformamida apresentou maiores resultados de integridade de membranas em
comparacéo aos demais crioprotetores (P<0.05). A curva de 1°C/min entre 25° a 5°C
apresentou maiores resultados que as curvas a 4°C/min' na cinética espermatica,
integridade de membrana e potencial mitocondrial (P<0.05). Nas quatro diferentes curvas
a motilidade progressiva do sémen criopreservado com GLY foi maior que DMF. Além
disso, a DMF obteve maiores resultados de integridade de membranas em comparagdo ao
GLY nas curvas 1°C/min*t e 0,25°C/min (P<0.05). Em conclusio, pode se afirmar que
0 crioprotetor com melhores resultados de motilidade progressiva e potencial
mitocondrial foi o0 GLY e a DMF foi o crioprotetor que mais preservou a membrana.

Além disso, na interacdo entre todos os parametros avaliados a melhor curva foi 1°C/min-
1

Palavras-chaves: Garanhdo, espermatozoide, cinética espermatica, potencial

mitocondrial, integridade de membrana.

1. Introducéo

Nos Ultimos anos a utilizacdo do sémen congelado de garanhdes em programas de
inseminacdo artificial tem sido cada vez mais frequente. Entretanto, ainda existem
grandes variacdes nos resultados, na qualidade do sémen descongelado e na taxa de
fertilidade entre diferentes garanhdes [1, 2, 3, 4, 5, 6], diluentes e crioprotetores [2, 6, 7,
8], tempo e temperatura de refrigeracéo e taxa de descongelacgéo utilizada [9, 10, 11, 12].

Sabe-se que diferentes extensores comerciais preconizam diferentes curvas
positivas de refrigeracdo para a congelacdo de células espermaticas de garanhdes,
existindo uma variacdo de taxas de refrigeracdo discrepante na literatura (entre 0,1°C/min-
1 a 4°C/min™), reportadas por diferentes autores [1, 3, 6, 7, 8, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22].

Um dos pontos criticos do processo de congelagdo, onde ocorrem as primeiras
lesbes a célula espermatica € durante o processo de refrigeracdo entre a temperatura
ambiente (25°C) até 5°C. Nesta fase, a membrana celular sofre modificacbes em sua
estrutura, passando do estado liquido cristalino para uma forma semelhante ao gel,
denominada de fase de transicdo da membrana [23, 24, 25].

A membrana plasmatica dos espermatozoides do garanhdo esta na fase fluida a

37°C e, afluidez diminui com o decréscimo da temperatura, passando por uma fase ampla
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de transicdo entre 30°C e 10°C [17, 25, 26]. Neste momento, ocorre a reorganizagéo
estrutural e alteracdes na orientacdo dos fosfolipidios, induzindo rearranjos como a fase
hexagonal-I1, consequentemente pode causar fragilidade excessiva e até rupturas das
membranas [27, 28], abaixo de 15°C é quando os gametas masculino dos equinos
apresentam maiores lesdes da membrana, sendo esta temperatura considerada critica para
a sobrevivéncia espermatica [26].

Outro acontecimento fisico que acontece na criopreservacdo € a 0SMOose,
caracterizada como o movimento da 4gua de um ambiente de baixa concentracdo de
soluto para um ambiente de alta concentracéo de soluto [29]. Mais especificamente, 0s
espermatozoides possuem uma osmolaridade em torno de ~ 300mOsm/Kg H2O enquanto
os diluentes de congelacdo possuem aproximadamente ~ 1200mOsm/Kg H20
(dependendo da concentracao e do crioprotetor utilizado), assim, durante a adi¢do desses
diluentes contendo crioprotetores, existe uma dissipacdo da agua do meio intra para o
extracelular. Esse transporte pode ser de forma passiva ou ativa envolvendo as proteinas
dos canais idnicos [16, 30]. Possivelmente, essas trocas ocorrem até o limite de tolerancia
osmotica das células [26, 31], sendo assim, quando as células encolhem além do limite
de tolerdncia osmdtica, pode ocorrer danos irreversiveis a membrana celular e
comprometer a sua sobrevivéncia [26].

O ponto de congelacdo de uma solucdo, depende da concentracdo de soluto no
meio, a agua congela a 0°C, ja o citoplasma das células congela abaixo de -1°C, diluentes
de congelacdo tém seu ponto de congelacdo em temperaturas mais baixas (~-10°C),
devido a presenca dos crioprotetores. Durante a passagem pela curva negativa de
congelacdo, ocorre formacdo de cristais de gelo extracelular, hd& um aumento da
concentracdo de solutos extracelular, os espermatozoides sdo expostos a condicdes
hiperosmotica resultando no transporte da dgua de dentro do citoplasma para 0 meio
extracelular, desta forma, ocorre desidratacdo da célula, até o ponto eutético (-80°C) [6,
9, 32]. Ao longo desta passagem criticas das células (até -60°C), a curva de congelacéo
exerce um importante papel para minimizar os possiveis danos celulares. Sendo assim, a
curva de congelacdo deve ter uma velocidade ideal para ndo desidratar as células
demasiadamente e velocidade o suficiente para evitar a formacao de grandes cristais de
gelo intracelular [6, 9, 33, 34].

Diluentes comerciais de congelagdo possuem formulagOes distintas, diferentes
tipos e concentragdo de crioprotetores, assim como, variados resultados pos-

descongelacéo sao evidenciados na literatura para o sémen equino [8, 12, 18, 20, 21, 35,



103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

64

36]. A capacidade de uma molécula exercer a funcao de crioprotetor e ser eficaz, depende
tanto da sua capacidade de proteger as células dos danos causados pela congelacéo,
quanto da sua baixa toxicidade para as células espermaticas [7].

Quimicamente, o GLY ¢é conhecido por realizar ligacdo em trés grupos hidroxilas
funcionais, cada um dos quais pode aceitar um hidrogénio da molécula de &gua a seis
diferentes locais de ligacdo [37], além de apresentar uma molécula com peso molecular
maior em relacdo as amidas [7]. O principal fator limitante ao uso do glicerol em equinos
¢ ainducdo de danos osmdticos as células espermaticas [6, 27, 31, 38, 39]. Por outro lado,
as amidas (MF, DMF e DMA) estdo sendo estudadas, como uma alternativa para
minimizar os danos osmoticos [1, 2, 6, 7, 13, 14, 20, 40, 41].

No entanto, ndo foi encontrado na literatura estudos com a finalidade de avaliar
diferentes curvas de refrigeracdo para crioprotetores distintos. Neste sentido, 0 objetivo
do presente estudo foi avaliar o efeito de diferentes curvas de refrigeragdo com ou sem
periodo de estabilizacdo e a agdo dos crioprotetores glicerol, metilformamida,

dimetilformamida e dimetilacetamida, em relacdo a congelacdo do sémen equino.

2. Material e Métodos

Todos os reagentes utilizados neste estudo foram adquiridos na Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO.

2.1. Animais e local da pesquisa

Este estudo foi conduzido durante o periodo de novembro de 2019 a fevereiro de
2020 (durante a estacdo de monta do hemisfério sul) na Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(FMVZ) Unesp — Campus de Botucatu, S&o Paulo, Brasil (latitude 22° 53’ S, longitude
48°26° W, altitude 840 m). Para realizagdo do experimento utilizou-se seis garanhdes, de
diferentes racas (Mangalarga Machador, Quarto de Milha e Crioulo) e com idade entre
quatro e 18 anos, os garanhdes ficaram em baias individuais (5 x 5m) e eram soltos
durante 2 h por dia em piquetes (25 x 25m) sem acesso direto a éguas. A alimentacdo era
a base de feno de tifton (Cynodon spp.) e suplementados com 3Kg/dia de ragdo comercial

balanceada contendo 12% de proteina (GuabiTech Beet®, Guabi Nutricdo e Salde
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Animal, Campinas, SP, Brasil). Os animais tiveram acesso livre a agua e sal mineral
quando estavam em baias assim como nos piquetes.

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética e experimentacdo animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (FMVZ) Unesp — Campus de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (n°
0174/2017-CEUA).

2.2. Colheita e avaliacdo seminal

Os animais tiveram o ejaculado colhidos trés vezes com um intervalo de um dia
para esgotar as reservas extra gonadais, antes do inicio do experimento. Ap0Os esse
periodo, cada garanhdo teve a colheita do sémen realizada por meio de uma vagina
artificial (modelo Botucatu, Botupharma®, Botucatu, S&o Paulo, Brasil) preenchida com
agua quente a 45°C, em um manequim na presenca de uma égua no cio. Apds a colheita,
o ejaculado foi filtrado em filtro de nylon para remocdo da fracdo gelatinosa e o volume
foi mensurado. A concentracdo espermatica foi determinada através do hematocitémetro.
A cinética espermatica inicial foi avaliada em sistema computadorizado (HAMILTON
THORNE RESEARCH - IVOS 12) no qual avaliou-se a motilidade total (MT%),
motilidade progressiva (MP%) e nimero de espermatozoides rapidos (RAP%). Para isso,
o setup utilizado nas avaliac@es, tinham as seguintes configuracfes. Apresentava captura
de imagem (frames por segundo: 60Hz), captura de imagem (nimero de frames: 30),
células detectadas (minimo de contraste: 30), células detectadas (minimo de 30 pixels),
padrdo (minimo por células de 5 pixels), padrdo (intensidade celular: 40). Para ser
consideradas com motilidade progressivas as células tiveram que apresentar no minimo
70um/s de velocidade média da trajetoria (VAP) e 80% de progressividade (STR), células
que apresentavam movimento lento abaixo de 30u/s VAP e 20u/s velocidade linear
progressiva (VSL), foram consideradas estaticas, segundo Carneiro et al. [42]. Somente

forma utilizados ejaculados com no minimo 70% de MT e 30% de MP ap06s as colheitas.



170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196

66

2.3. Criopreservagdo do sémen

Para realizacdo deste estudo, utilizou-se 48 ejaculados. Imediatamente apods a
concentracdo, foram separados quatro aliquotas em tubo de centrifuga de 15 mL, cada
uma foi diluida 1:1 (v/v) com o diluente a base de leite (BotuSémen® Botupharma®,
Botucatu, SP, Brasil), centrifugada a 600 x g em centrifuga (Baby | 206 BL, Fanem®,
Guarulhos, SP, Brasil) por 10 min. Posteriormente, desprezado o sobrenadante e o
“pellet” ressuspendido com diluente comercial a base de gema de ovo (Botu-Crio®,
Botupharma®, Botucatu-SP, Brasil) acrescido com 5% de diferentes crioprotetores:
glicerol, metilformamida, dimetilformamida e dimetilacetamida. As amostras foram
entdo envasadas em palhetas de 0,5 mL na concentragdo de 100 x 10° sptz totais e lacradas
com alcool polivinilico. As palhetas de cada um dos grupos (GLY, MF, DMF e DMA)
foram submetidas a quatro diferentes curvas de refrigeracdo sendo elas: Curva 1 (C1):
velocidade de 1°C/mint entre 25°C e 5°C; Curva 2 (C2): velocidade de 0,25°C/mint
entre 25°C e 5°C; Curva 3 (C3): 4°C/min* entre 25°C & 5°C mantido por + 15 min de
estabilizacdo a 5°C; Curva 4 (C4): 4°C/min™ entre 25°C a 5°C mantido por + 75 min de
estabilizacdo a 5°C (Figura 1). Para isso, foi utilizado o sistema automético da Mini-
Digitcool ZH 400 (IMV Technology, L’Aigle, France), o equipamento foi programado
de acordo com as recomendac¢6es do fabricante. Apds a realizacdo das diferentes curvas
de refrigeracdo automatizadas, as palhetas foram submetidas a curva de congelacédo pelo
método tradicional segundo Papa et al. [8], caixa de isopor com capacidade para 45 litros,
preenchida com nitrogénio liquido (LN>) até a marca de 3,5 cm de altura, as palhetas
ficaram dispostas horizontalmente 4,0cm acima do nivel do nitrogénio liquido por 20
minutos em vapor de LN, em curva média ~ 25°C/min* até atingir uma temperatura de
~ -140°C, apos este periodo, imersas em LNz e armazenadas em botijdo criobiologico

para posteriores avaliacOes.
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Figura 1. Representacdo grafica das diferentes curvas de refrigeracdo (C1): velocidade
de 1°C/mint entre 25°C e 5°C; Curva 2 (C2): velocidade de 0,25°C/min* entre 25°C e
5°C; Curva 3 (C3): 4°C/mint entre 25°C & 5°C mantido por + 15 min de estabilizacdo a
5°C; Curva 4 (C4): 4°C/min entre 25°C a 5°C mantido por + 75 min de estabilizacio a
5°C.

2.4. Avaliagdes pos-descongelacao

2.4.1. Cinética espermatica

Para que as avaliacOGes fossem realizadas, as palhetas foram descongeladas em
banho-maria a 46°C por 20 segundos [11], transferidas para um minitubo plastico
(eppendorf) de 2,0 mL e mantidas a 37°C por 10 min e avaliadas em seguida.

As amostras foram avaliadas apds a descongelagdo em sistema computadorizado
CASA (HAMILTON THORNE RESEARCH — IVOS 12), nos seguintes parametros:
espermatozoides com motilidade total (MT%), motilidade progressiva (MP%),
espermatozoides rapidos (RAP%) velocidade media da trajetoria (VAPum/s), velocidade
linear progressiva (VSLum/s), velocidade curvilinea (VCLum/s), amplitude lateral de
cabeca (ALHum), progressividade (STR%), linearidade (LIN%). Para cada amostra de
sémen foram observados cinco campos aleatdrios em camara de Mackler, avaliando-se

respeitando um ndmero minimo de 200 células por campo.
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2.4.2. Citometria de fluxo

Para a avaliacdo espermatica por citometria de fluxo foi utilizado o equipamento
BD LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers
de excitagdo: azul 488-nm, 100 mW e filtros de emissdo 530/30nm e 695/40nm; vermelho
640-nm, 40 mW com filtro 660/20nm; e o violeta 405-nm, 100 mW, com o filtro
450/50nm. No minimo 10.000 células por amostra foram analisadas e os dados foram
avaliados pelo software BD FACSDiva™ software v 6.1. Assim as amostras foram
diluidas em TALP-PVA (Parrish et al. [43] modificado:100mM NaCl, 3,1mM KClI,
25,0mM NaHCO3, 0,3mM NaH2PO04, 21,6mM DL-lactato de sodio 60%,2,0mM CaCl2,
0,4mM MgCI2, 10,0mM Hepes-livre de acido, 1,0mM piruvato de sodio, 1,0mg/mL
alcool  polivinil-PVA e  25pg/mL  gentamicina)  naconcentracdo  de
5x10° espermatozoides/mL

2.4.2.1. Estabilidade da membrana plasmatica e potencial Mitocondrial

Para avaliacdo do potencial mitocondrial e desestabilizagdo de membrana, foi
utilizada a associacdo de Hoechst 33342, Yopro (YP; marcacdo para célula com
membrana plasmatica desestabilizada) e MitoStatus Red (MST; potencial mitocondrial).
Assim em uma amostra de 500uL de sémen diluido foi adicionado 7uM Hoechst 33342,
25nM YP e 20uM de MST, incubada a 37°C por 20 minutos. Os parametros utilizados
para a analise foram porcentagem de células com membrana plasmatica estavel (células
YOPRO negativas; Stable, %), porcentagem de células com alto potencial mitocondrial
(células que exibiram alta fluorescéncia de MST%) e, a intensidade de fluorescéncia
emitida apenas pelas células com membrana plasmatica estadvel como método qualitativo
do potencial mitocondrial (células YOPRO negativas que emitiram alta fluorescéncia de
MST AU) de acordo com a figura 2. Além disso, foi calculado um valor referéncia
ajustado (VRA) da mediana do potencial mitocondrial das células com membrana

plasmatica estavel pela porcentagem dessas células, conforme formula a seguir:

Mediana Potencial Mitocondrial

VRA =
Porcentagem células membrana estavel
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Figura 2. Graficos em histograma das amostras de sémen (Glycerol, Methylformamide,
Dimethylformamide and Dimethylacetamide) representativas de fluorescéncia de
YOPRO (Y3603, life technologies) e MitoStatus Red (564697, BDPharmigen), avaliadas
por citometro de fluxo LSRFortessa (Becton Dickinson Corp., Franklin Lakes, NJ, EUA).
Histogramas da coluna a esquerda representativos de estabilidade de membrana (% PME,
ou seja, células sem marcacdo por YOPRO; STABLE) sendo respectivamente para 0s
grupos Glycerol, Methylformamide, Dimethylformamide and Dimethylacetamide; e
histogramas da coluna a direita representando a avaliacdo da porcentagem de células com
alto potencial mitocondrial (%HMP) e da avalia¢do qualitativa do potencial mitocondrial,
sendo determinada pela mediana da intensidade de fluorescéncia (APC mediam; U.A.);
os valores da avaliacdo qualitativa foram considerados apenas sobre as células com
membrana plasmatica estavel (rosa), sendo respectivamente para os grupos Glycerol,
Methylformamide, Dimethylformamide and Dimethylacetamide. A partir disso foi
calculado um valor referéncia ajustado (VRA) da mediana do potencial mitocondrial das
células com membrana plasmatica estavel pela porcentagem dessas células (box).
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2.5. Analise estatistica

Distribuicdo normal dos dados e homocedasticidade foram avaliadas empregando
0 teste de Shapiro Wilk e Barlett, respectivamente. A comparacdo entre as variaveis foi
realizada empregando o teste ANOVA (Proc GLM) considerando como efeito fixo a
curva de congelacdo e o crioprotetor assim como a sua interagcdo. Os resultados sé&o
mostrados como média £ desvio padrdo, diferenca estatistica significativa foi considerada
quando P<0.05. As analises foram realizadas empregando o pacote estatistico SAS
Version 9.1, (SAS Institute Inc., Cary, NC).

3. Resultados

O sémen criopreservado com DMF apresentou um percentual mais alto (P<0.05),
de motilidade total nas curvas C1 e C2, em relacdo a DMA, néo diferindo dos demais
crioprotetores. Neste mesmo parametro, ndo houve diferenca entre as curvas C3 e C4
entre os diferentes crioprotetores, assim como, 0s crioprotetores avaliados
individualmente em diferentes curvas ndo mostraram diferenca significativa no parametro
de motilidade total nas quatro diferentes curvas (C1, C2, C3 e C4). O nimero de
espermatozoides rapidos, diferiu (P<0.05) apenas nas curvas Cl e C2 para 0s
crioprotetores GLY, MF e DMF, respectivamente em relacdo ao DMA, entretanto nédo
houve diferenca (P>0.05) nas diferentes curvas para cada um dos crioprotetores
avaliados. A motilidade progressiva diminuiu significativamente (P<0.05) para a DMA
e DMF nas quatro diferentes curvas avaliadas em comparacdo com o GLY sendo que nas
curvas C3 e C4, o GLY apresentou valores superiores de motilidade progressiva em
comparagdo com todas as amidas. Entre as amidas, a motilidade progressiva da MF, foi
significativamente superior a DMF e DMA nas curvas C1 e C2 e ndo diferiu nas curvas
C3 e C4 (P>0.05). Avaliando-se as curvas individualmente para cada um dos
crioprotetores, apenas a MF mostrou diferenca entre as curvas C1 e C2 em comparagao a
C3 e C4, os demais crioprotetores ndo mostraram diferenca entre as quatro diferentes

curvas avaliadas. Todos esses resultados encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores de cinética espermatica pos-descongelacdo entre diferentes curvas de
refrigeracdo com ou sem estabilizacéo e diferentes crioprotetores no sémen congelado de

garanhdes.
Crioprotetores
Variaveis Curvas GLY MF DMF DMA
Cl 58+16% 637 68+42 51+9P
. C2  54+17%  60+12° 63+62 47+20°
0,

Motilidade total (%) ~3 57502 54415 53+10° 524137
C4  59+18? 57+15? 54+82 51+15?

Cl  31+12@ 274734 20+6° 6+5¢

Motilidade C2 24142 25+143A 18+9P° 9+7P
progressiva (%0) C3  28+142 15+8°8 14+3P 1245P
C4  27+13? 174178 14+6° 1045P
; Cl 43170 45+112 45+3? 16+11°
eNS”r:rer;‘;t%ioi e C2  36£19°  39+19° 37410° 10+15°
ré';i dos (9%) C3  39420°  30+16" 34400 31414
C4  41+21° 30+16° 34+7P 28+14P

C1: Curvade 1°C/min’t entre 25°C & 5°C; C2: Curva de 0,25°C/min! entre 25°C 4 5°C; C3: Curva de 4°C/min entre
25°C a 5°C mantido por + 15 min de estabilizacdo a 5°C; C4: Curva de 4°C/min! entre 25°C a 5°C mantido por + 75
min de estabilizacdo a 5°C.

GLY: glicerol; MF: metilformamida; DMF: dimetilformamida; DMA: dimetilacetamida.

acletras minGsculas diferentes na mesma linha significam diferenca P<0.05.

ABCletras mailsculas diferentes na mesma coluna antes dos intervalos significam diferenga P<0.05.

As avaliacOes realizadas através da citometria de fluxo resultaram nos seguintes
parametros: o percentual de células com membrana plasmatica estabilizada pés-
descongelacéo foi significativamente maior (P<0.05), para as amidas DMF e DMA em
compara¢do ao GLY na curva C1 e C2 respectivamente, ndo havendo diferenca entras as
amidas e o GLY nas demais curvas (P>0.05). A DMF e DMA demonstraram
superioridade na estabilidade da membrana plasmatica nas curvas C1 e C2 em
comparagdo com C3 e C4 (P<0.05). Quando os espermatozoides foram criopreservados
com o crioprotetor GLY maiores resultados de alto potencial mitocondrial foram
observados em comparagdo com as amidas MF, DMF e DMA na curva C1, C2, C3 e C4,
respectivamente (P<0.05). Quando foram comparadas as curvas de forma individual para
cada um dos crioprotetores (GLY, MF, DMF e DMA), houve um decréscimo
significativo no potencial da mitocéndria (P<0.05), na ordem de C1>C2>C3>C4,

respectivamente. Todos esses resultados encontram-se na Tabela 2.
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323  Tabela 2. Valores pos-descongelacdo de células com estabilizacdo da membrana
324 plasmatica e alto potencial mitocondrial entre diferentes curvas de refrigeracdo com ou

325  sem estabilizacdo no sémen congelado de garanhdes.

Crioprotetores

Variaveis Curvas GLY MF DMF DMA
C1 37470 44+10° 62£7%A 57462
C2 b ab aA aA

PME (%) 41+10 44+7 5646 51+6
C3 39+8 3949 47+8B 39+118
C4 38+10 3749 40+98 39+108

Cl 8039+1036** 6787+1157°A 6077+978P 6547+850PA
C2 5350+1023%8 496645567 4669+920"  4321:+1343"8
C3 2515+1111%C 2046+864°C 2004+1085°C 1959+1060°C
Ca4 2505+11022C 2040+862°C  1996+1050°C 1908+1010°C

HPM (UA)

326  C1: Curvade 1°C/min entre 25°C 4 5°C; C2: Curva de 0,25°C/min-! entre 25°C 4 5°C; C3: Curva de 4°C/min-t entre
327  25°C a5°C mantido por + 15 min de estabilizagdo & 5°C; C4: Curva de 4°C/min- entre 25°C & 5°C mantido por + 75
328  min de estabilizacéo & 5°C.

329  GLY: glicerol; MF: metilformamida; DMF: dimetilformamida; DMA: dimetilacetamida.

330 PME (%): membrana plasmética com estabilidade; HPM: alto potencial mitocondrial. UA: unidade arbitraria.

331 acletras minGsculas diferentes na mesma linha significam diferenga P<0.05.

332 ABCletras mailsculas diferentes na mesma coluna antes dos intervalos significam diferenca P<0.05.

333

334 Os resultados das avaliacGes ap6s a descongelacdo do sémen criopreservado com
335 diferentes crioprotetores, demonstram que glicerol, metilformamida e dimetilformamida
336  apresentam resultados superiores a dimetilacetamida em MT e RAP (P<0.05). Pode-se
337  observar que a MP para o sémen criopreservado com glicerol foi maior (P<0.05), em
338  comparagéo ao sémen criopreservado com as amidas (metilformamida, dimetilformamida
339 e dimetilacetamida). Os achados de MP para as amidas, revelaram diferenca estatistica
340 (P<0.05) entre metilformamida vs dimetilformamida, metilformamida vs
341  dimetilacetamida e dimetilformamida vs dimetilacetamida. Para os outros parametros
342  avaliados através do CASA, em geral, as caracteristicas da cinética dos espermatozoides,
343  foram melhor preservadas quando da utilizacdo dos crioprotetores glicerol e
344  metilformamida. O percentual de células com membrana plasmatica estavel diferiu
345  significativamente (P<0.05) entre a dimetilformamida vs dimetilacetamida,
346  metilformamida e glicerol; dimetilacetamida vs metilformamida e glicerol. O glicerol

347 demonstrou diferenca no alto potencial mitocondrial quando comparado a
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metilformamida, dimetilformamida e dimetilacetamida (P<0.05). Todos esses resultados

encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Valoresda cinética espermatica, estabilizacdo da membrana plasmatica e

potencial mitocondrial entre diferentes crioprotetores no sémen congelado de garanhdes.

Crioprotetores

Parametros GLY MF DMF DMA
Motilidade total (%) 58+182 58+132 60+10° 51+15°
Motilidade progressiva (%)  28+13? 21+13P 17+7¢ 9+6¢
Espermatozoides rapidos (%) 40+192 36172 38+92 23+15°
VAP (um/s) 82+11% 79+10° 85+82 71+14°
VSL (um/s) 6892 61+9° 61+6° 52+9°
VCL (um/s) 147+13° 151+13° 159+122 137+22°
ALH (um) 6,0+0,4 7,0+0,6° 7,0+0,4° 6,7+0,7¢
STR (%) 8332 763" 75+3° 75+2°
LIN (%) 48+3? 40+4° 41+2° 38+2°
PME (%) 39+9° 41+9° 51+112 46+11°
HPM (UA) 4504424722 4015+2377° 3709+1961° 3719+2186°

GLY: glicerol; MF: metilformamida; DMF: dimetilformamida; DMA: dimetilacetamida. VAP (um/s): velocidade
média da trajetéria; VSL (um/s): velocidade linear progressiva; VCL (um/s): velocidade curvilinea, ALH (um):
amplitude lateral de cabega; STR (%): progressividade; LIN (%): linearidade; PME (%): membrana plasmatica com
estabilidade; HPM: alto potencial mitocondrial. UA: unidade arbitraria.

acletras minGsculas diferentes na mesma linha significam diferenca P<0.05.

Em relacdo aos parametros de cinética nas diferentes curvas de refrigeracao,
resultados superiores foram observados na curva de refrigeracdo C1 para MT e MP
(P<0.05). Para a amplitude lateral de cabeca e linearidade, as curvas de refrigeracdo C1
e C2 demonstraram resultados superiores das demais curvas C3 e C4. As curvas Cl e C2
apresentaram superioridade na estabilidade da membrana plasmatica em comparagdo com
C3e C4. Assim como, entre as curvas estudadas, a curvas C1 apresentou 0 mais alto

potencial mitocondrial. Todos esses resultados encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores de cinética espermatica, estabilizacdo da membrana plasmatica e alto
potencial mitocondrial entre diferentes curvas positivas de refrigeragdo com ou sem

estabilizacdo no sémen congelado de garanhdes.

Curvas
Parametros Cl C2 C3 C4
Motilidade total (%) 60+122 56+16% 54+15° 55+15°
Motilidade progressiva (%)  21+12? 19+13% 17+11° 17+13°
Espermatozoides rapidos (%) 37+17 33+18 33+16 33+16
VAP (um/s) 80+14 77+11 81+12 78+11
VSL (um/s) 60+12 60+10 62+9 59+8
VCL (um/s) 148+20? 142+17° 153+16° 150+142
ALH (um) 6,5+0,72 6,4+0,72 6,9+0,5° 6,9+0,7"
STR (%) 7845 7745 77+4 7745
LIN (%) 4352 4342 40+4° 41+5°
PME (%) 50+13? 4892 41+9° 39+10°
HPM (UA) 6858+1230% 4827+1053" 2131+1043° 2112+1010°

C1: Curva de 1°C/min‘t entre 25°C & 5°C; C2: Curva de 0,25°C/min! entre 25°C a 5°C; C3: Curva de 4°C/min-! entre
25°C a5°C + 15 min de estabilizagdo a 5°C; C4: Curva de 4°C/min entre 25°C a 5°C + 75 min de estabilizagéo a 5°C.
MT (%): motilidade total; MP (%): motilidade progressiva; RAP (%): nimero de espermatozoides rapidos; VAP
(um/s): velocidade média da trajetoria; VSL (um/s): velocidade linear progressiva; VCL (um/s): velocidade curvilinea,
ALH (um): amplitude lateral de cabega; STR (%): progressividade; LIN (%): linearidade; PME (%): membrana
plasmética com estabilidade; HPM: alto potencial mitocondrial. UA: unidade arbitraria.

acletras minGsculas diferentes na mesma linha significam diferenca P<0.05.

A anélise visual na tela do CASA mostrou que o sémen criopreservado com o
GLY apresentou um movimento progressivo mais retilineo que a MF, que mostrou um
movimento mais preso, mas melhor em relagdo a DMF. Sendo assim, os espermatozoides
congelados com amidas parecem que se movimentam com maior dificuldade,
movimentos oscilatorios e trémulos. A DMA foi a amida com a mais baixa cinética,

movimentos curtos, células letargicas (Figura 3).
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GLY MF DMF DMA
VAP:100pm/s VAP:87pm/s VAP:85um/s VAP:51um/s
VSL:100pm/s VSL:72um/s VSL:65um/s VSL:27um/s
VCL:104pm/s VCL:150pm/s VCL:176pm/s VCL:118um/s
ALH:1.4um ALH:5.8um ALH:8.0um ALH:7.7um
LIN:96% LIN:48% LIN:37% LIN:23%

Figura 3. Representacdo do movimento celular encontrado p6s-descongelacao do sémen
de garanh&o criopreservado com diferentes crioprotetores; glicerol (GLY),
metilformamida (MF), dimetilformamida (DMF) e dimetilacetamida (DMA). Pontos em
cor preta representa a posi¢do da cabeca do espermatozoide gravadas em videos com 30
quadros consecutivos em 0,5 segundos. Linha em vermelho representa 0 caminho médio
percorrido entre o ponto de partida e chagada do espermatozoide.

4. Discussao

Comentarios gerais

No presente estudo, foram comparadas diferentes curvas de refrigeracdo para
criopreservagdo do sémen de garanhdes. Para isso, foram utilizados diferentes
crioprotetores com grupamento alcool e amidas, assim, foram utilizados o GLY, MF,
DMF e DMA em uma concentracéo de 5%. A criosensibilidade das células espermaticas
dos equinos, exibe grande variagdo na dependéncia da concentragéo e tipo de crioprotetor
utilizado e taxas de refrigeracdo durante a congelacdo [6]. Parece que cada um dos
crioprotetores avaliados neste trabalho exerce diferentes agdes, nas diferentes curvas de
refrigeracdo, na concentracdo utilizada e, até mesmo entre as amidas, 0 grupamento

quimico pode exercer acdes diferentes durante a criopreservacao do sémen equino.
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Crioprotetores vs cinética espermatica

No tocante crioprotetores, independente da curva de refrigeracdo utilizada, em
termos gerais, 0 GLY foi o crioprotetor que melhor preservou a cinética espermatica nesse
grupo de animais. Desta forma, a motilidade total para o sémen criopreservado com GLY
apresentou diferentes resultados em relagdo ao DMA. Quanto ao numero de
espermatozoides rapidos os resultados foram similares ndo havendo diferenca entre GLY,
MF e DMF. Squires et al. [7], demonstrando que a motilidade total foi significativamente
superior para 0 GLY em comparacao a acetamida e a metilacetamida por serem amidas
moléculas de mesmo grupamento quimico que a DMA. Esses achados foram similares
aos resultados deste estudo, o GLY foi superior a DMA em todos os parametros de
cinética espermatica independente da curva utilizada. Ainda neste sentido, os autores ndo
encontraram diferenga na motilidade total entre MF, DMF e GLY. Contrariamente,
Hoffmann et al. [16], encontraram maiores percentuais de motilidade total para o GLY
em comparacdo com a MF e DMF. Diferentes resultados foram reportados por Wu et al.
[41] e Medeiros et al. [1], sendo encontrado maiores valores de motilidade total para a
MF e DMF em comparagdo com o GLY. Possivelmente, os diferentes resultados
reportados pode ocorrer devido a uma maior criosensibilidade exercida por algum fator
genético inerente a racas [2, 44] e/ou grupo de animais “bad freezers” apresentarem baixar
resisténcia a criopreservacao possivelmente por apresentar menor composicao lipidica da
membrana espermatica, hipdtese justificada por Cabrera et al. [45], sendo GLY
prejudicial para esse grupo de animais [1, 41], fato ndo observado no presente estudo.

Independente da curva utilizada, 0 GLY apresentou resultados superiores para a
motilidade progressiva em relacdo as amidas (MF, DMF e DMA). Wu et al. [41] e Squires
et al. [7] reportaram resultados similares, demonstrando que o GLY se mostrou mais
efetivo em relacdo a DMF nesses mesmos parametros avaliados. Apesar disso, diferentes
resultados foram reportados por Medeiros et al. [1], sendo a MF melhor em comparacao
aos crioprotetores DMF, DMA e GLY. Deve-se salientar, que a motilidade progressiva é
um importante pardmetro a ser levado em consideragdo quando da utilizacdo do sémen
criopreservado, pois este esta diretamente relacionado com a fertilidade do sémen [46,
47]. Em sinergismo com a motilidade progressiva, a velocidade linear progressiva e a
linearidade foram superiores para 0 GLY em comparagdo com as amidas, assim como, a
amplitude lateral de cabeca foi menor em comparacdo as amidas, independente da curva

de refrigeracéo utilizada.
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A literatura apresenta variados resultados em cinética espermética pés-
descongelacdo em diferentes crioprotetores do sémen equino comercialmente conhecidos
[1, 2, 6, 7, 14, 20, 41, 48]. No presente trabalho o conjunto de parametros de cinética
espermatica analisados independente da curva de refrigeracéo utilizada, tém-se que o
GLY foi o crioprotetor com movimento celular mais sincrénico, rapido, progressivo e
retilineo, seguido por MF, DMF e DMA. Apesar da DMA ser utilizado em outras espéecies
como suinos [49, 50], aves [51], ovinos [52], na criopreservacao do sémen de garanhdes
os resultados de cinética espermatica, encontrados no presente estudo ndo séo
encorajadores quanto ao seu uso. Foram encontrados menores valores de velocidade na
cinética espermatica quando da utilizacdo desse crioprotetor, parece haver uma interacao
negativa no metabolismo celular, mas essa hipotese ainda precisa ser confirmada.

Um interessante achado correlacionando as curvas de refrigeracdo utilizadas com
0s crioprotetores, mostraram que em todas as curvas o GLY apresentou 0 maior
percentual médio de espermatozoides com motilidade progressiva em comparagao com a
DMA. Quando os espermatozoides criopreservado com GLY foram submetidos a curva
de 1°C/min (25° a 5°C), parece ter favorecido a cinética espermatica em relacéo as
amidas. Possivelmente esse fato pode esta relacionado com a provavel tempo necessario
que a molécula de glicerol precisa para penetrar através da membrana espermatica [53].

Apesar das amidas DMF e DMA apresentarem estrutura molecular menores que
aestruturado GLY e ser relatado como crioprotetores que possuem facilidade em penetrar
através membrana espermaética. Pukazhenthi et al. [20] e Oldenhof et al. [6], levantaram
um questionamento onde parece ndo haver uma ligacéo clara entre a permeabilidade dos
crioprotetores e a sobrevivéncia espermatica. Os autores obtiveram boas taxas de
sobrevivéncia quando da utilizacdo dos crioprotetores com maior (DMF) e menor (GLY)
capacidade penetracdo. No entanto, deve-se levar em consideracdo que diferentes meios
de congelacédo apresentam diferentes composic¢des de crioprotetores ndo penetrantes, que
pode ter efeitos diferentes na permeabilidade da agua e no limiar de tolerancia osmotica.

Dentre os crioprotetores utilizados, a MF parece ter uma melhor associagéo entre
cinética, estabilidade na membrana plasmatica e alto potencial mitocondrial. Apesar
disso, os resultados indicam que o DMF ¢ o crioprotetor mais eficaz para a manutengéo
da estabilidade da membrana plasmatica das células espermatica em garanhdes pos-
descongelacéo, podendo ser usado em diferentes curvas de refrigeracdo, com bons

percentuais de membrana estavel.



478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511

78

Crioprotetores vs estabilidade da membrana plasmatica e alto potencial mitocondrial

Dentre as estruturas espermaticas, particularmente a membrana plasmatica e
acrossomal, sdo as mais importantes e podem serem comprometidas durante a
criopreservacao diminuindo a capacidade fertilizante dos espermatozoides [54, 55]. Desta
forma, a viabilidade espermatica mensurada através da estabilidade da membrana
plasmatica por meio da citometria de fluxo € um importante parametro a ser considerado
na avaliacdo seminal do sémen de garanhdes. Os dados encontrados, revelaram que a
DMF foi a amida que possibilitou melhor protecdo das células de possiveis danos
osmaticos sofridos durante a criopreservacdo, seguido pelo DMA, MF e GLY. Os
maiores percentuais de membranas plasmatica estavel em células espermaticas
criopreservadas com DMF pode ser atribuida a menor toxicidade, maior permeabilidade
e menor viscosidade deste crioprotetor [56, 57]. A despeito do GLY apresentar maiores
valores de velocidade em cinética espermatica independente da curva de refrigeracao
utilizada, o oposto aconteceu com a membrana plasmatica, sendo encontrado um maior
percentual de membranas instaveis, esse fato provavelmente pode estar relacionado com
os danos osmaticos sofridos pelo uso deste e/ou possivelmente pela concentracdo
utilizada (v/v 5%). Parece ndo haver uma relagéo direta entre o tamanho molecular, a
permeabilidade dos crioprotetores e a criopreservacao, uma vez que foram obtidas boas
taxas integridade de membrana apds a criopreservacdo com crioprotetores com maior
capacidade de penetracdo e menor tamanho molecular (DMF) [58] e com maior tamanho
molecular e menor penetracdo (GLY) [31]. Neste sentido, Oldenhof et al. [6] observaram
que o GLY forneceu 6tima protecdo das membranas espermaticas e menores danos
osmoticos quando utilizados em concentracdes ideais (250-500mM), combinado com
curvas de congelagéo rapidas (23°C/min? a 53°C/mint). Similares hipéteses também
foram sugeridas por Garcia et al. [39].

A menor quantidade de células com membrana plasmatica estavel pods-
descongelacgéo criopreservadas com o GLY, podem tem ocorrido possivelmente devido a
algumas hipoteses: a ligagdo do grupo hidroxila do GLY com o grupo fosfato dos
fosfolipidios da membrana espermatica, consequentemente podendo haver uma
desestabilizacdo tornando-a mais propicia a danos osméticos [59]; algumas proteinas de
superficie podem ser desnaturadas pela presenca do GLY, perder a sua funcdo enzimética
e provocar mudanca irreversivel da interacdo proteina-fosfolipidio [33]. Por sua vez,

podem aglomerar formando diferentes estruturas na membrana como a fase hexagonal-I1
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e deixar a células mais suscetivel a danos osméticos [28]; por ser um crioprotetor de alta
viscosidade, o GLY pode aumentar a viscosidade intracelular, baixar o ponto de
congelacao das células e levar a uma maior desidratacdo e/ou acumulo de componentes
citoplasmaticos e por fim danos osmoticos [33], principalmente quando usado em altas
concentragdes [6].

Entretanto, esses acontecimentos ainda sdo controversos entre diferentes
literaturas. Desta forma, Hammerstedt et al. [27], acreditam que a reducéo da quantidade
de células integras, resulta em perda de componentes celulares essenciais durante a fusdo
0 espermatozoide com o odcito. Neste sentido, Hay et al. [60] encontraram declinio da
ligacdo entre espermatozoides e odcitos utilizaram GLY como crioprotetor em sémen de
cdes. Assim como, Cook et al. [61] relataram menores taxas de clivagem na ICSI quando
0 sémen equino foi criopreservado com GLY. As hipOteses para esses achados, podem
estar relacionadas a funcdo das proteinas de superficie dos espermatozoides serem
responsaveis pelo reconhecimento e ligacdo com a zona pelicida do odcito [62, 63],
Assim, quando o GLY provoca a desnaturacdo essas proteinas, estas perdem suas funcoes
e possivelmente essa seria a explicacdo para a reducéo da fertilidade [33]. Contrariamente
a esse achados Vidamente [12] encontraram satisfatdrias taxas de fertilidade com o uso
do GLY na criopreservacao do sémen equino.

Contrariamente algumas hipoteses podem ser sugeridas em relacdo as amidas, que
possui menor viscosidade em comparacao com o0 GLY [56], possivelmente 0 uso dessas
como crioprotetor, ndo acumula grande quantidade de soluto no citoplasma celular, e/ou
pode ndo ter havido uma acdo negativa na interacdo proteina-fosfolipidio, deixando as
células com a membrana mais estavel e resistente a danos osmoticos. Fato esse, que pode
ser justificado pelo maior percentual de membranas plasmatica estavel encontradas neste
estudo, utilizando os crioprotetores DMF, seguido da DMA e por fim MF. A despeito das
duas amidas apresentarem menores velocidade neste estudo, a alta proporc¢éo de células
com membrana estavel, significa maior niUmero de espermatozoides com capacidade de
participar da ligacdo com a zona pellcida do 6ocito e possibilidade de fertilizac&o.

As mitocondrias sdo organelas sensiveis a refrigeracéo [64] e ao estresse osmatico
[31, 54, 57]. A capacidade metabdlica da funcionalidade mitocondrial para fornecer
energia a celula reflete no melhor desempenho e movimento das células espermaticas
[52], assim sendo, possivelmente a reducdo da motilidade esta relacionada aos danos
causados na mitocondria dos espermatozoides [65] ou a reducdo da disponibilidade de

ATP e outro componentes para 0 metabolismo energético. Outro interessante dado
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encontrado neste estudo, diz respeito ao efeito dos crioprotetores testados e a funcdo das
mitocdndrias. Desta forma, 0 GLY mostrou elevado numero de células com alto potencial
mitocondrial em comparacdo com as amidas MF, DMF e DMA, respectivamente. Neste
sentido, pode ser hipotetizado que existiu uma relacdo direta da funcdo mitocondrial e a
cinética espermética principalmente em relagdo a linearidade dos espermatozoides, fato
esse observado quando o sémen foi criopreservado com o GLY. Apesar do GLY interferir
negativamente no citoesqueleto dos espermatozoides consequéncia de danos osmoticos
induzidos as células [39, 53], parece ndo ter havido comprometimento no metabolismo
das mitocondrias, justificado pelos valores de alto potencial mitocondrial encontrados no
presente estudo.

O potencial da membrana mitocondrial descreve o gradiente de protons formado
pela passagem de elétrons ao longo da cadeia de transporte de elétrons, que sdo usados
pela enzima ATP-sintase responsavel pela producdo de ATP [21, 66]. Dessa forma, como
a motilidade espermatica depende do metabolismo energético mitocondrial, danos
mitocondriais durante o processo de criopreservacao podem ser uma das principais causas
de decréscimo da motilidade pos-descongelacdo [21, 36].

Os resultados gerais ap6s observacdo de parametros como a cinética espermatica
em associagcdo com o alto potencial mitocondrial, leva a hipotetizar que, o baixo
percentual da motilidade progressiva, linearidade e maior amplitude lateral de cabeca na
criopreservacao dos espermatozoides com DMF e DMA, foram encontrados quando as
celulas apresentaram um menor nimero de células com alto potencial mitocondrial. O
inverso foi observado para 0 GLY que apresentou maiores valores de alto potencial
mitocondrial associado com a maiores percentuais de motilidade progressiva, linearidade
e menor amplitude lateral de cabeca.

A baixa producgédo de ATP pode comprometer o suporte energético necessario para
que as celulas espermaticas desempenhem um bom movimento. Possivelmente o fato das
celulas apresentarem menores valores de cinética espermatica quando foram
criopreservadas com MF, DMF e DMA, pode estar relacionado ao bloqueio ou disfungéo
da ATP-sintase, assim como, pela diminuicéo do gradiente de protons possivelmente por
interferéncia em alguns dos seus complexos. Essa hipotese pode ser justificada través dos
achados de Cecilia et al. [67], os quais relataram que a DMF em cloroplastos, em altas
concentragdes atua inibindo a cadeia de transporte de elétrons e atua negativamente em
baixas concentracdes na ATP-sintase. Justificando assim, os menores valores de cinética

dos espermatozoides criopreservado com as amidas assim como menores nimero de
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células com alto potencial mitocondrial. Essas hipdteses, entretanto, deve ser melhor
estudada in vitro e extrapolada também para testes de fertilidade.

Todavia, o efeito desses achados, no potencial fertilizante dos espermatozoides
seja ele bom ou ruim, ainda necessitam ser elucidados. Os achados do presente estudo
estdo de acordo com Rodriguez et al. [57], os quais relataram haver diferenca significativa
em termo de potencial mitocondrial entre DMF e GLY p6s-descongelacdo do sémen
equino. Isso foi também evidenciado por Darr et al. [36], os quais relataram haver uma
preservacdo da atividade mitocondrial pos-descongelacdo entre a associagdo do GLY e

MF presentes no diluente Botucrio®.

Curvas de refrigeracao vs avaliacdes do CASA e citometria de fluxo

Apesar de existir uma sugestdo das curvas e tempo de refrigeragdo para cada um
dos diluentes mundialmente comercializados [8, 12], a literatura mostra uma grande
variacdo nas curvas de refrigeracdo positivas [1, 3, 6, 7, 8, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22], eventualmente existem garanhdes cujos espermatozoides possuem
diferenca na criosobrevivéncia, isso talvez acontega devido & baixa resisténcia da sua
membrana plasmética a determinadas temperaturas. Sendo assim, necessitam de uma
curva ideal de criopreservacdo para que se obtenha boa sobrevivéncia [3]. Desta forma,
os resultados através das avaliacOes realizadas demonstraram que a curva positiva de
refrigeracdo 1°C/min, entre 25° e 5°C (durac&o de 20 min) com taxas de temperatura de
refrigeracdo de forma cronoldgica e gradativa para esse grupo de garanhdes avaliados,
independente do crioprotetor utilizado, apresentou melhores percentuais de cinética
espermatica (motilidade total, motilidade progressiva, amplitude lateral de cabeca e
linearidade) em comparagao as curvas 0,25°C/min, entre 25° e 5°C (duragdo de 80 min)
e 4°C/min’, entre 25° e 5°C com tempo de estabilizago curto (15 min) e longo (75 min).
Possivelmente, quando as células foram criopreservadas na curva 1°C/min™ os danos
osmaticos foram menores, provavelmente pelo tempo necessario para haver a migragao
da dgua entre o meio intra e extracelular.

A curva de refrigeracdo 1°C/min-1, mostrou maior percentual de espermatozoides
com membrana plasmatica estavel, bem como, maior nimero de células com alto
potencial mitocondrial. Observa-se ainda que existiu uma relacdo direta quando se
utilizou a curva de 1°C/min-t, entre maior percentual de espermatozoides com membrana

plasmatica estavel, maior numero de células espermaticas com alto potencial
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mitocondrial e melhor cinética espermética. Por outro lado, menor percentual de
espermatozoides com membrana estavel, menores nimeros de células esperméticas com
alto potencial mitocondrial e menores valores de cinética espermatica foram observados
quando as curvas 4°C/mint, entre 25° e 5°C, +15 min estabilizacdo 5°C e 4°C/min‘t,
entre 25° e 5°C, +75 min estabilizagdo 5°C, foram utilizadas. Possivelmente, isso
aconteceu devido aos maiores danos causados durante a criopreservacao, por exceder o
limite de tolerancia osmética das células [26, 31, 44]. Assim sendo, tanto a perda da
viabilidade celular pela exposicéo do crioprotetor como, a sobrevivéncia celular apos a
descongelacédo deve serem levadas em consideracdo para projetar um protocolo ideal de
criopreservacao [16], ou até mesmo a composicdo do diluente de congelacdo pode

influenciar na curva de refrigeracdo antes da criopreservacao [44].

Relacao entre crioprotetor e curvas de refrigeracéao

A relacdo crioprotetor e curvas de refrigeracdo, demonstraram o GLY apresentou
maiores resultados na motilidade progressiva, quando comparado a DMF e DMA, assim
como, constatou maiores valores de alto potencial mitocondrial em comparacao a todas
as amidas (MF, DMF e DMA), em todas as curvas utilizadas (C1, C2, C3 e C4). Os dados
mostram que quanto mais alto foi o potencial mitocondrial mais alto foram os valores de
velocidade dos espermatozoides, esse acontecimento leva-se a hipotetizar que
possivelmente, exista uma acdo das amidas impossibilitando que as células espermaticas
desempenhem a sua velocidade potencial. Esse episédio ndo foi observado quando os
gametas masculinos foram criopreservados com GLY. Quando a criopreservacao foi
realizada na curva 1°C/min*t e 0,25°C/min* (C1 e C2), resultados mais promissores
foram observados na motilidade progressiva para a MF, ja para o alto potencial
mitocondrial a curva 1°C/min! (C1) demonstrou valores superiores quando o sémen foi
criopreservado com todos os crioprotetores em comparacdo com as demais curvas
utilizadas. Isso leva-se a pensar, que pode existir uma diferenca de crioresisténcia
espermatica e alguns crioprotetores necessitam de uma curva de refrigeracéo ideal para
desempenhar a sua funcdo na manutencdo da velocidade da cinética espermatica. Neste
sentido, Vidament [12] demonstrou que curva de 0,25°C/min‘! trouxe beneficios para um
grande nimero de garanhdes em comparagio a curva de 0,01°C/min’t anteriormente

utilizada pelo mesmo autor.
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A média de espermatozoides com membrana plasmaética estavel criopreservadas
com DMF e DMA na curva 1°C/min’t, foram superiores a0 GLY e MF. Possivelmente,
as evidéncias levam a pensar que quando as taxas de refrigeracdo foram diminuindo de
forma gradativa e lenta, favoreceu a transicdo da membrana dos espermatozoides
criopreservados com DMF e DMA. Essa fase é o primeiro ponto critico que as células
espermaticas sdo submetidas durante a criopreservacdo e ocorre entre uma faixa de
temperatura de 30 a 10°C [17, 25, 26]. Extrapolando os achados desses autores, para 0s
resultados encontrados no presente trabalho, hipotetizamos que nas curvas de refrigeracao
estudadas as células tiveram diferentes intervalos de tempo durante a fase de transicao da
membrana entre a temperatura ambiente (25°C) até 10°C, sendo que nas curva de
1°C/min, 0,25°C/min, 4°C/min (15 ou 75 min de estabilizacéo) as células levaram 15,
60 e 3,7 minutos respectivamente durante a fase de transicéo.

Hammerstedt e Hay [68], demonstraram em espermatozoide de bovinos a
refrigeracdo promoveu desnaturacdo das proteinas, reducdo da atividade enzimatica e
danos osméticos. Por tanto, uma curva de refrigeracdo de 1°C/min, onde a fase de
transicdo ocorreu em 15 min, parece ter favorecido a reorganizacdo lipidica da membrana
e acarretou menos danos osmoticos aos espermatozoides durante esta fase, resultando em
maior nimero de células com membrana plasméatica estavel, cinética com mais
velocidade e mais alto nimero de alto potencial mitocondrial nas analises para essa curva.
Por outro lado, uma curva na qual a fase de transicdo ocorreu de forma mais rapida 3,7
min para a curva de 4°C/min*t ou mais lenta 60 min para a curva de 0,25°C/min’, os
resultados foram menores nos parametros estabilidade da membrana, menor nimeros de

células com alto potencial mitocondrial e velocidade de cinética espermatica diminuida.
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Concluséao

Como concluséo, o glicerol foi o crioprotetor que apresentou a melhor motilidade
progressiva e mais alto potencial mitocondrial independente da curva utilizada. A
metilformamida apresentou resultados intermediérios de motilidade progressiva, alto
potencial mitocondrial e estabilidade da membrana plasmética. A dimetilformamida
mostrou ser o crioprotetor que conferiu maior protecdo a membrana plasmatica dos
espermatozoides. A melhor curva para criopreservacéo foi 1°C/min, preservando assim
a velocidade da cinética, estabilidade da membrana plasmatica e o alto potencial
mitocondrial independente do crioprotetor utilizado. Em adicdo, mais pesquisas com a
criopreservacao do sémen de garanhdes com a associacao entre o crioprotetor com que
confere mais alta velocidade de cinética e alto potencial mitocondrial com o crioprotetor

que melhor protege a membrana das células na curva de refrigeracdo de 1°C/min™.
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