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SUMARIO

O presente estudo foi dividido em dois experimentos. O Experimento |
objetivou avaliar crioprotetores alternativos, como as amidas, em relacdo ao
glicerol. Utilizaram-se 20 ejaculados (10 garanhdes), o sémen foi congelado com
o diluidor de congelacdo INRA 82 , acrescido dos crioprotetores, caracterizando
os tratamentos DAL, DA3 e DA5 (dimetilacetamida a 1, 3 e 5% respectivamente),
MF5 (metilformamida a 5%), DF5 (dimetilformamida a 5%) e GL5 (glicerol a 5%).

Nos resultados de motilidade total avaliado por microscopia Optica e
computadorizada os tratamentos amidas foram superiores ao glicerol (p<0,0001).
Em relacdo a motilidade progressiva (6ptica) os tratamentos MF5 e DF5
mostraram-se superiores aos demais tratamentos (p<0,0001), no parametro de
motilidade progressiva computadorizada os tratamentos MF5 e DA3 foram mais
eficientes comparados aos demais tratamentos (p<0,0001). Na avaliagdo de
integridade espermética os tratamentos amidas foram superiores ao tratamento
GL5 (p<0,0001).

No parametro de linearidade (LIN), o tratamento DAl apresentou um
percentual maior aos demais tratamentos (p<0,0001). Na percentagem de
espermatozéides rapidos (RAP) os tratamentos DF5 e MF5, foram superiores
aos tratamentos DAL, DA3, DA5 e GL5 (p<0,0001).

Nos padrbes de velocidade espermatica: VAP (velocidade do trajeto
espermatico) os tratamentos DF5 e MF5 foram estatisticamente superiores aos
tratamentos DA3, DAL, GL5 e DA5, na VSL (velocidade retilinea) os tratamentos
MF5 e DF5 foram superiores aos tratamentos DA1, DA3, GL5 e DA5 e na VCL
(velocidade real) o tratamento DF5 foi superior aos tratamentos MF5, DAL, DA3,
DAS5 e GL5 (p<0,0001).

Na andlise de acrossoma por microscopia eletronica de transmissdo 0s
tratamentos DA5 e MF5, foram mais eficazes em manter a integridade
acrossomal pés-descongelacdo em relacdo aos demais tratamentos (p<0,05), na
avaliacdo por fluorescéncia (FITC — PNA e lodeto de Propidio), os tratamentos
DA5 , MF5 e DF5 foram superiores aos tratamentos DAL, DA3 e GL5 (p<0,05).

A correlacdo entre as técnicas da integridade acrossomal avaliadas por
fluorescéncia (FITC — PNA e lodeto de Propidio) e microscopia eletrbnica de

transmissdo (MET), considerando-se alguns danos leves da membrana



acrossomal como Acrossoma integro foi positiva e significativa (r=0,85 e p=0,03).
Na avaliacdo do potencial fecundante pds-descongelacdo do sémen congelado
com o0s crioprotetores diferentes crioprotetores (teste de fertilidade), as
inseminagbes realizadas com sémen congelado com o tratamento DF5,
resultaram em uma taxa de prenhez de 40% (6 prenhez eml5inseminacdes),
superando o tratamento GL5 onde as 15 inseminagbes ndo resultaram em
prenhez (p<0,017).

O experimento Il objetivou-se estudar as associa¢gbes da dimetilformamida
(DF) com o glicerol (GL), T. 1(1,5% DF + 3,5% GL) e T. Il (3,5% DF + 1,5% GL)
comparado com os crioprotetores isolados DF 5% (T. Ill) e GL 5% (T. IV).

No parametro de motilidade total optica (MTO) o tratamento Ill apresentou
motilidade total superior aos demais tratamento (p<0,0001). Na motilidade
progressiva 6ptica (MPO) os tratamentos |l e Il apresentaram valores superiores
aos tratamentos | e IV (p<0,016). Os resultados de Motilidade Total
Computadorizada (MTH), os tratamentos: I, Il, Ill e IV apresentaram a mesma
tendéncia estatistica nos parametros de Motilidade Total Optica. Na avalia¢do de
integridade de espermética o tratamento Il apresentou-se superior aos demais
tratamentos (p<0,0001).

Na variavel vigor os tratamentos I, Il e Il mostraram-se superiores ao
tratamento IV (p<0,0001). Na variavel linearidade (LIN) os tratamentos | e IV
foram superiores (p<0,0001) aos tratamentos Il e Il e na percentagem de
espermatozéides rapidos (RAP) os tratamentos Il e Il apresentaram-se
superiores (p<0,0001) aos tratamentos | e IV. Nos valores de VCL os tratamentos
Il e lll apresentaram-se superiores (p<0,0002) aos tratamentos | e IV.

Os resultados do presente trabalho demonstraram uma superioridade dos
derivados de amidas em proteger as células esperméticas de garanhdes frente
aos danos relacionados a congelacdo e descongelacdo nos diferentes
parametros avaliados e bem como no potencial fertilizante dos espermatozdéides

pos-descongelacéo.
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Introducdo 1

1. INTRODUCAO

A maioria dos povos do mundo, mantém uma relagdo apaixonada com o cavalo.
O cavalo s6 ndo habita regides de clima e vegetacdo extremamente indspitos, onde
lhe seria impossivel viver ou ser utilizado, nas demais areas acompanha o homem em
sua luta pela sobrevivéncia. Nenhum outro animal doméstico tem ajudado tanto o
homem em quase todas as atividades, ao longo de eras.

A equinocultura tem evoluido ao longo dos tempos, passando de uma criacao
inteiramente voltada a exploragdo do trabalho a uma atividade multidisciplinar,
envolvendo diversas tecnologias de manejo, nutricdo e reproducdo, no intuito de
atingir o maximo potencial genético e fenotipico.

No Brasil, apesar das instabilidades econdémicas da atualidade, a equinocultura
destaca-se, seja pelo seu patriménio genético e/ou pela performance em esportes
hipicos no cenario internacional.

Pesquisas voltadas a reproducdo assistida como, a inseminacao artificial, a
criopreservacao de gametas e embrides, transferéncia de embrides, fertilizagcdo in
vitro, transferéncia de gametas intra-falopiana (G.I.LF.T.) e inseminacéo
intracitoplasmatica (1.C.I.S.), no intuito de otimizar o criatério nacional, tem despertado
grande interesse entre criadores, associacdes e comunidade cientifica.

A congelacdo de sémen, umas das biotecnologias mais antigas relacionada a
reproducdo, teve sua descoberta de uma maneira acidental, onde Polge e seus
colaboradores (1949), constataram que ao adicionar glicerol em meios diluentes para
congelacdo de espermatozolides, estes preservaram sua motilidade apds a
descongelacéao.

Esta biotecnologia tem contribuido no incremento do potencial genético de
animais de interesse zootécnico, na preservacdo de material genético de espécies
ameacadas de extingdo e bem como a vencer barreiras da infertilidade humana.

Na pecuaria bovina a inseminacao artificial com sémen congelado, atingiu niveis
de eficiéncia reprodutiva comparaveis a monta natural, auxiliando no incremento
genético de algumas racas e beneficiando os seus indices econdmicos.

Em equinos o primeiro relato cientifico de sucesso da congelacdo de
espermatozoides equinos se deu no ano de 1950, quando Smith e Polge notaram que
se espermatozoides equino fossem separados do plasma seminal e ressuspendidos
em solugbes tamponadas contendo glicerol e glicose, 25% dos espermatozoides

permaneciam viaveis ap6s o congelamento (79°C), posteriormente Barker e Gandier
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(1957), relataram a primeira prenhez de uma égua, decorrente da inseminagcdo com
espermatozéides colhidos do epididimo de garanhdes diluidos em meio de congelacéo
a base de leite contendo 10% de glicerol e posteriormente congelados, estes
pesquisadores inseminaram sete éguas no qual uma tornou-se prenhe.

Atualmente, o interesse pela utilizacdo da inseminagéo artificial com sémen
congelado na espécie equina é crescente e cerca de 80% das associacdes
americanas de criadores de cavalo permitem seu uso, sendo este grande interesse
relacionado as diversas vantagens que esta biotecnologia oferece, como a eliminagao
dos custos no transporte da égua para cobertura, diminuicdo dos riscos de acidente no
transporte e exposicao ao estresse e doencas tanto da égua como do potro lactente,
facilidades na aquisicéo e transporte do sémen de animais geneticamente superiores
através de paises ou continentes e possibilidade da utilizacdo de sémen de garanhdes
mesmo que estes estejam participando de eventos hipicos, doentes ou mesmo mortos
e principalmente o seguro biolégico de garanhdes geneticamente superiores. A
despeito das vantagens, existem desvantagens que precisam ser consideradas, sendo
a principal a reduzida taxa de fertilidade obtida com o sémen congelado-descongelado
e a grande variacdo na resposta a congelacdo nesta espécie (Squires, 1999).

Em levantamento realizado na Unesp-Botucatu, onde se estudou O sucesso e
insucesso na congelacdo de sémen equino, aproximadamente 80 garanhdes de racas
diferentes foram estudados, e concluiu-se que 50% dos garanhfes de racas de
hipismo (Hannoveriano, Holsteiner e Trackner) e Quarto de milha apresentavam
sémen com um bom padrdo de motilidade pds-descongelamento. Contudo, outras
racas como Mangalarga e Mangalarga Marchador este percentual cai para 15%,
demonstrando assim haver um fator racial e muitas vezes individual relacionado com a
resisténcia espermatica ao processo de congelacdo. Contudo as causas
determinantes destas variabilidades sédo até agora desconhecidas (Alvarenga et al.,
1996).

Vidament et al. (1997) ao avaliarem ejaculados de 161 garanhdes observaram
gue destes 19, 30, 27 e 24% obtiveram indices de congelabilidade (motilidade apds o
descongelamento) de 0%, 0 a 33%, 33 a 66% e acima de 66% respectivamente. Além
disso, os autores encontraram uma alta correlacdo entre fertilidade do sémen a fresco
e congelabilidade (P<0,001) e uma correlacdo média entre fertilidade do sémen
congelado e indice de congelabilidade (P<0,05). Os resultados de fertilidade/ciclo
neste experimento foram, para as éguas com duas ou mais inseminacfes até o

momento da ovulacdo, de 34% (536/1576) e, com uma unica inseminacdo, de 26%
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(163/626). Blottner et al. (2001), constataram que o fator que contribui para 0 sucesso
da congelacéo de sémen de equinos, talvez esteja relacionado ao individuo.

Loomis (2001), concluiu que os fatores que contribuem para o0 sucesso da
utilizacdo comercial do sémen congelado séo: selecdo das éguas e garanhdes a
serem utilizados no programa de inseminagdo, um bom manejo das éguas a serem
inseminadas e principalmente qualidade do sémen congelado utilizado no programa
de inseminacéo.

Porém, durante o processo de congelacdo os espermatozoéides sdo expostos a
varias situacfes adversas a sua homeostase, podendo estas promover diversas
injurias a célula espermatica.

A presenca de algumas substancias no meio diluidor de congelacdo confere
alguma protecdo aos espermatozoides no processo de criopreservacdo, mas também
algumas, apresentam uma certa toxidez. Estas substancias sdo denominadas de
crioprotetores, sendo estes subdivididos em crioprotetores penetrantes, 0s quais
desempenham seu mecanismo de acdo no meio extracelular e intracelular, e os
crioprotetores nao penetrantes que atuam somente no meio intracelular.

Agentes crioprotetores penetrantes, substancias que desempenha um dos papeis
mais importantes no processo de criopreservacdo e sendo o glicerol o crioprotetor
mais utilizado na congelacdo de espermatozoides de garanhdes, ha evidencias de que
esta substancia seja tdxica ao espermatozoide, e parte desta toxicidade esta
relacionada a injarias bioguimicas e a danos osmoéticos, resultando em uma resposta
pos-descongelacdo, no que diz respeito a motilidade, integridade celular e fertilidade,
bastante variavel entre garanhdes.

Diante do exposto a busca por agentes crioprotetores de menor toxicidade aos
espermatozoides equinos torna-se uma alternativa, para atenuar a variagdo da
congelabilidade na espécie.

Baseado em dados de literatura cientifica sobre a criopreservacdo de
espermatozoides em diferentes espécies, 0s crioprotetores a base de Amidas
trouxeram vantagens a reposta pos-descongelacdo, quando comparado ao glicerol,
podendo estes se tornar uma alternativa viavel para o processo de congelacédo de
espermatozoides de garanhdes.

O presente estudo objetivou comparar 0s crioprotetores a base de amidas em
relacdo ao glicerol nos parametros pos-descongelacao de:

1. Motilidade Optica.
2. Motilidade Computadorizada. (CASA).
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3. Integridade da membrana celular através das sondas fluorescentes: lodeto

de Propidio e Acetato de Carboxifluoresceina.

4. Integridade acrossomal por analise ultraestrutural através de Microscopia
Eletronica de transmissdo e fluorescéncia (FITC-PNA e lodeto de
Propidio).

5. Teste de fertilidade (Inseminacéo Artificial).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Comportamento das células esperméticas em baixas temperaturas

Para a fertilizacdo do odcito, 0 espermatozoide necessariamente devera manter
atributos béasicos como o0 metabolismo para producdo de energia, motilidade
progressiva, integridade acrossomal (contendo enzimas funcionais para a penetracao
no ovocito) e integridade das proteinas de membrana para ligacdo com o o0vOcito
(Squires, 1999).

Entretanto, os protocolos de criopreservacao expdem as células espermaticas a
varias situacdes de estresse como as variacdes de temperaturas e exposicado a
temperaturas ndo fisiologicas, estresse osmético pelos elevados gradientes de
concentracao de solutos do meio diluidor de congelacéo e pela formacédo e dissolucéo
de cristais de gelo no meio extracelular, os quais comprometem sua viabilidade
(Watson, 2000).

A exposicdo das células esperméticas a temperaturas abaixo das fisioldgicas,
mesmo antes de ocorrer o congelamento (processo de estabilizacdo das células
espermaticas), € responsavel por mudancas na organizacdo bi-dimensional dos lipidios
da membrana e também alteracdo das propriedades de enzimas encontradas entre a
membrana, diminuindo a longevidade dos espermatozoides pds-descongelacao,
através do adiantamento da capacitacdo espermatica (Holt, 2000). O estresse sofrido
pelos espermatozoéides durante o processo de refrigeracdo é conhecido como choque
frio, sendo sua sensibilidade varidvel entre espécies. Estudos correlacionam a
suscetibilidade aos danos da refrigeracdo com a composicao de lipidios da membrana
entre as espeécies, ou seja, espécies que contem concentracdes de esterdides baixa e
concentracoes de acidos graxos polinsaturados alta, sdo mais predispostos aos danos
do choque térmico (Darin-Bennett et al.,, 1973). Os espermatozéides de touros,
carneiros e garanhfes sao altamente sensiveis ao choque frio em comparagcdo a
espermatozoides humanos e de coelhos que séo relativamente resistentes (Critser et.
al.,1988; Watson, 1979, 1995). A severidade das injurias celular € dependente da
temperatura final e da taxa da queda da temperatura, afetando a estrutura e a funcéo
da membrana espermatica.(Amann & Pickett, 1987).

Os lipideos da membrana espermatica sdo os componentes da membrana

plasmatica mais importante, quando se considera o efeito causado pela refrigeracao.
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Nos espermatozoides de garanhdes a maiorias dos lipideos sdo os fosfolipideos
e o0 colesterol, estando presentes numa propor¢cdo de 0,64: 0,36 respectivamente.
(Parks & Lynch, 1992).

As membranas espermaticas apresentam-se num estado fluido, sendo esta
caracteristica um pré-requisito para o desempenho de suas funcdes com plena
eficiéncia. Os principais fatores que afetam esta fluidez sdo sua composicao relativa
entre fosfolipideos e colesterol e a temperatura na qual a membrana é exposta. Com a
queda da temperatura, os lipideos passam por uma transi¢cao de estado fluido para um
estado liquido cristalino, no qual as cadeias de &cidos graxos tornam-se
desordenadas, com a continua queda de temperatura o estado de liquido cristalino é
transformado em estado de gel no qual as cadeias de acidos graxos organizam-se em
um modelo paralelo, produzindo uma estrutura rigida, tornando estas é&reas fracas,
Sujeita a rupturas, fusGes e permeavel a ions (Hammersted et al. 1990).

A rapida refrigeracdo do espermatozoide de garanhdes da temperatura
ambiente para 5°C induz a danos irreversiveis caracterizados por motilidade anormal,
movimento circular, movimento retrogrado e perda rapida da motilidade, danos
acrossomais, danos a membrana plasmatica, metabolismo reduzido e perda de
componentes intracelulares. Para os espermatozoides equinos a faixa de temperatura
critica durante a refrigeracéo situa-se entre 19°C e 8°C (Moran et al., 1992).

Uma taxa de refrigeracdo lenta e a adicdo de substancias ao meio diluente de
congelacdo como agucares, gema de ovo, lipoproteinas do leite, glicerol, BSA, alcool
polivinil e lipossomas, danos as células espermaticas durante a fase de refrigeracéo
(Pickett & Amann, 1987; Katila, 1997a; Katila et al., 1997b).

No entanto, as crioinjarias mais significantes ocorrem durante os processos de
congelacdo e descongelagdo (Holt, 2000a). O maior desafio celular ndo consiste em
suportar baixas temperaturas e sim transpor uma faixa de temperatura variando de
0°C a —15°C, na qual a célula passa através da congelacdo e descongelacéo (Mazur,
1963; Drobnis et. al.,1993).

Quando as células esperméticas sdo refrigeradas a aproximadamente —5°C, as
células e o meio extracelular permanecem ndo congelados, mas super refrigerados.
Entre —5°C e —10°C, cristais de gelo comecam a se formar no meio extracelular, mas o
meio intracelular permanece ndo congelado e super refrigerado; presumidamente por
causa da membrana plasméatica que bloqueia o crescimento de cristais de gelo dentro
do citoplasma (Critser,1999; Gao & Critser, 2000). A formacdo de gelo no meio

extracelular faz com que aumente a concentracdo de solutos no meio extracelular,
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elevando a pressdo osmdtica, causando saida da agua do interior das células (Wolfe &
Byant, 1999).

Oehinger et al. (2000), revisaram e relataram os efeitos da criopreservagao sobre
espermatozéides humanos, como perda da estabilidade da bicamada de lipideos
causado pela desidratacao celular, alteracbes dos componentes da membrana celular,
desnaturacdo de proteinas da membrana, alteracbes do metabolismo energético
celular, lesbes na membrana acrossomal, injurias ao DNA e cristalizacdo eutética dos
solutos intracelulares levando a morte celular.

Os eventos fisicos subseglientes na célula dependem da taxa de congelagéo
(Critser, 1999).

Se a célula for refrigerada rapidamente, esta ndo tem tempo suficiente para
desidratar-se e manter o equilibrio osmotico, tornando-se altamente refrigerada e com
possibilidade de formacédo de cristais de gelo intracelular, o que pode causar danos
irreversiveis a célula.(Muldrew & Mc Gann, 1994; Gao & Citser, 2000). Se por outro
lado, se as células forem congeladas num ritmo mais lento, as células irdo se
desidratar por causa do meio extracelular super concentrado, eliminando a
possibilidade de formacéo de grandes cristais de gelo intracelular, mas por outro lado,
podendo sofrer danos morfofuncionais devido a desidratacdo celular (Mazur, 1963;
1990). Uma célula espermatica que sobrevive a temperaturas abaixo de °C pode
ainda sofrer mudancas comparaveis aquelas do congelamento durante o
descongelamento que podem comprometer sua sobrevivéncia. Estes efeitos
dependem, ou da taxa de congelacdo anterior ter induzido congelamento intracelular,
ou desidratacdo celular. No caso de uma congelacdo rapida, uma descongelacéo
também rapida podera recuperar muitas células, possivelmente pela prevencdo do
nocivo crescimento de pequenos cristais intracelular pela recristalizacdo (Mazur,
1990).

2.2. Agentes crioprotetores adicionados ao meio diluente de congelagéo

Os espermatozoéides durante o processo de congelacdo sao expostos a varias
situacdes adversas a sua homeostase, podendo estas promover diversas injurias a
célula espermética (Watson, 2000; Gao & Critser, 2000; Critser & Mobraaten, 2000). A
presenca de algumas substancias no meio diluidor, altera as propriedades fisicas do
processo de congelagédo da solugéo (Viskanta et al., 1997; Wolfe & Bryant, 1999;
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Karow, 2001) e bem como promovem alguma protecdo aos espermatozolides no
processo de criopreservacao (Rowe, 1966; Holt, 2000).

Estas substancias sdo denominadas agentes crioprotetores e sao classificadas
como agentes crioprotetores penetrantes e agentes crioprotetores ndo penetrantes
(Rowe, 1966; Nash, 1966; Karow, 2001).

2.2.1. Agentes crioprotetores nao penetrantes

Os agentes crioprotetores n&o penetrantes sao representados por
macromoléculas com alto peso molecular, tais como os acucares, lipoproteina da
gema do ovo, proteinas do leite e alguns aminoacidos, sendo estas substancias
responsaveis por um mecanismo de protecdo no meio extracelular. Eles atuam
através de um efeito osmaético, no qual induz a saida da agua do interior da célula
prevenindo a formacdo de cristais de gelo no meio intracelular (Amann & Pickett,
1987).

2.2.1.1. Acucares

Os acucares desempenham importantes papeis no meio diluente de congelacao,
atuando basicamente como substrato para a producdo de energia pelos
espermatozéides, na manutencdo da pressdo osmética do diluente, aumentando a
guantidade de agua nao congelada em temperaturas abaixo do ponto de congelacao
da agua e reduzindo a concentracao de sais na solu¢ao ndo congelada.(Holt, 2000).

Os acucares mais comumente utilizados em meios diluentes para congelacéo de
espermatozoides séo: glicose, lactose, sucrose, rafinose, manose, trealose.

Eles séo utilizados em combinacdes de dois ou trés e seu mecanismo de acao
baseia-se em efeitos osmoéticos sobre os espermatozdides, ou seja, criando um
ambiente hiper-osmotico fazendo com que a agua contida nos espermatozoides saia
para o meio extracelular, prevenindo a formagcdo de cristais de gelo no interior das
células (Amann e Pickett, 1987).

Dissacarideos tais como, trealose e sucrose interagem com 0s grupos polares da
membrana, promovendo assim uma estabilizacgdo da membrana espermética
(Dalimata e Graham, 1997).

Estas interagdes envolvem ligacdes de hidrogénio dos grupos hidroxilas dos

acucares com os grupos fosfatos dos fosfolipidios da membrana. Pela reposicdo da
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agua ao redor das “cabecas” dos grupos de fosfolipidios, os acucares podem prevenir
os danos causados a membrana pela intensa desidratacdo (De Leeuw et. al., 1993).
An et al. (2000) compararam o efeito crioprotetor de dissacarideos (Sucrose e
Trealose) e trissacarideos (Rafinose e Melezitose) em sémen congelado de
camundongos e nao encontraram diferencas significativas na taxa de sobrevivéncia
dos espermatozéides. Yildiz et al.(2000), estudaram os efeitos da adi¢cdo de diferentes
tipos de agucares (monossacarideos, dissacarideos e trissacarideos) no meio diluente
para congelacdo de espermatozoéides de caes e obtiveram melhorias nos parametros
de motilidade pés-descongelacdo com a adicdo de monossacarideos (xilose e frutose)
e melhores indices na percentagem de células vivas e integridade acrossomal quando
se utilizou a trealose (p<0,001), concluindo que existem diferencas em relacdo ao
mecanismo de acdo entre os diferentes tipos de acucares (monossacarideos,
dissacarideos e trissacarideos) e que a combinacdo entre os diferentes tipos pode
trazer melhorias nos parametros espermaticos.

Sztein et al. (2001), constataram que o0s acucares utilizados como agentes
crioprotetores ndo penetrantes (trealose, sucrose e rafinose) para espermatozoides de
camundongos, foram superiores (p<0,001) em relacdo aos agentes crioprotetores
penetrantes (DMSO, propanediol, formamida e glicerol), nos paréametros de

motilidade, viabilidade e fertilidade.

2.2.1.2. Gemade ovo

A gema de ovo no meio diluente de criopreservacdo beneficia o0s
espermatozéides por manter a pressao coloidal do meio e também por uma
lipoproteina de baixa densidade, contida na gema de ovo, a qual estabiliza a
membrana espermatica durante a congelacdo e descongelacdo. (Foulkes,1977;
Watson, 1990). Holt (2000), revisou os aspectos relacionados a congelacdo de sémen
e relatou que os efeitos crioprotetores da gema de ovo estdo envolvidos com a porgao
lipoprotéica de baixa densidade a qual protege as células espermaticas do choque
térmico, da fase de transicdo dos lipideos e danos a membrana plasmatica a
temperaturas abaixo do ponto de congelacdo da solucdo. Cabrita et al.(1998)
observaram que a integridade celular de espermatozéides de truta Arco iris
(Oncorhynchus Mykiss) congelados em meio diluente com gema de ovo foi superior
(p>0,001) aos espermatozolides congelados em meio diluente que ndo continham

gema de ovo (38% e 21% respectivamente). Dewit et al. (2000) obtiveram taxa de
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fertilizacdo de odcitos de camundongos, com espermatozoides criopreservados em
meio diluente contendo 20% de gema de ovo comparaveis ao sémen a fresco (68 e
72% respectivamente, p>0,05.) e superiores (p<0,05) aos outros meios diluentes
tradicionais de congelacdo de camundongos. De Leeuw et al. (1993), concluiram que
a gema de ovo desempenha um importante papel na criopreservagdo de
espermatozoides de touros e constataram que a exclusdo da gema de ovo dos meios
diluentes contendo propanediol, sucrose ou sucrose com polivinilpirrolidone, levou a
uma reducéo da porcentagem de células viaveis durante a refrigeracéo e congelacao.

Vishwanath & Shannon (2000) relataram a acdo protetora da gema de ovo nos
espermatozoides bovinos contra os efeitos toxicos do plasma seminal. Entretanto, ela
também fornece substratos (aminoacidos aromaticos tais como a L-fenilalanina) para a
producdo de HO, pela liberacdo do aminoacido aroméatico oxidase (AAAQ) pelas células
mortas. A quantidade de gema de ovo necessaria para promover a protecdo contra 0s
efeitos das toxinas do plasma seminal € proporcional a quantidade de plasma seminal no
sémen diluido. Desta forma, quanto mais diluido o sémen, menor a concentracao
necessaria de gema de ovo.

Bedford et al. (1995) estudaram os efeitos da gema de ovo e do glicerol no sémen
de garanhdes e observaram um efeito nocivo da gema de ovo quando em interagdo com
o plasma seminal das amostras refrigeradas a 5°C no periodo de 6 a 24 horas de
refrigeracdo, nos parametros de motilidade total e progressiva e concluiram que a gema
de ovo e o glicerol adicionados ao meio diluente a base de leite desnatado (sem o plasma
seminal) ndo deprimiram a motilidade total ou progressiva do sémen refrigerado de

garanhdes, mas agiram adversamente na fertilidade.

2.2.1.3. Proteinas do leite

O leite tem sido usado para a diluicdo e armazenamento do sémen equino a
fresco ou refrigerado. O primeiro potro nascido de espermatozoides colhido do
epididimo resultou de uma égua inseminada com sémen congelado num meio diluente
a base de leite (Barker & Gandier, 1957).

A proteinas do leite exercem um papel na criopreservacdo semelhante a da gema
de ovo. A eficiéncia dos meios diluentes a base de leite tem sido atribuida a sua
composicao protéica que atua como tampao e a propriedade quelante frente a metais
pesados, havendo relatos de sua parcial protecdo contra a reducéo da temperatura

durante o processo de refrigeracao (Salamon & Maxwell, 2000).
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Batellier et al. (1997), estudaram os efeitos dos componentes do leite
(fosfocaseinato, a-lactoalbumina, [3- lactoglobulina e proteinas do soro do leite) em
comparagdo a meios diluentes utilizados rotineiramente (INRA 82) e ao leite
desnatado em suas diversas formas (UHT, desnatado, microfiltrado e ultrafiltrado) e
verificaram que o fosfocaseinato foi o componente do leite mais eficiente em manter a
sobrevivéncia dos espermatozéides de garanhdes mantidos a 4°C e também foi mais
eficiente (p=0,07) em relacdo ao INRA 82 quanto ao teste de fertilidade (60% e 36%
respectivamente).

Os melhores resultados baseados em motilidade e integridade de membrana
plasmatica foram obtidos com um meio diluidor contendo 75% de leite desnatado e €
sugerido que a inclusdo no meio de mais de uma macromolécula tais como gema de
ovo e leite podera melhorar os resultados de espermatozdéides equinos congelados
(Braun et al. 1995).

2.2.1.4. Aminoacidos

Trimeche et al. (1996), concluiram que a glutamina na concentracdo de 80mM
adicionada no meio diluente de congelagdo INRA 82, com ou sem glicerol, promoveu
um melhora significativa nos parametros de motilidade espermatica computadorizada
para espermatozlides de Jumento Poito, quando comparado aos meios com
concentragdes de glutamina de 160 a 240mM ou aos meios diluentes onde a glutamina
nao foi adicionada. Na congelacdo de espermatozéides de garanhdes utilizando os
aminoacidos glutamina, prolina, histidina e betaina. Trimeche et al. (1999), constataram
gue a glutamina na concentracdo de 40mM foi superior (p<0,05) em relacdo a
motilidade quando comparado com o controle sem a adicdo de aminoacidos no
diluente de congelacdo 66% e 49,7% respectivamente) e glutamina e a prolina nas
concentracdes de 30 a 80mM foram similares nos paradmetros de motilidade e
velocidade espermatica (CASA).

Kundu et. al. (2001), compararam a eficacia crioprotetora de sete aminoacidos
(prolina, glutamina, histidina, arginina, lisina, alanina e glicina) combinados com
glicerol, DMSO e a combinacéao glicerol + DMSO, na congelacdo de espermatozoides
da cauda do epididimo de caprinos e os resultados evidenciaram um aumento do
potencial crioprotetor do glicerol quanto ao percentual da motilidade progressiva
combinado com 0s aminoacidos, alanina, glicina, glutamina e histidina. Concluindo que

0 mecanismo de acdo destes aminoacidos baseia-se na hipotese destas moléculas
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serem eletricamente carregadas e interagirem eletrostaticamente com 0S grupos
fosfatos da membrana plasmatica, formando uma camada na superficie dos
espermatozéides e melhorando a agéo crioprotetora do glicerol.

Aisen et al. (1990) observaram que a glicina, quando utilizada em meio diluidor,
pode ser metabolizada pelos espermatozoides e participar como substrato na via
glicolitica e no processo de oxidacao celular, proporcionando uma maior sobrevivéncia
das células espermaticas.

A substituicdo do citrato tamponado por glicina ou a sua adicdo ao citrato
tamponado prolonga a sobrevivéncia dos espermatozéides ovinos durante a

refrigeracdo a 4° C.

2.2.2. Agentes crioprotetores penetrantes

Agentes crioprotetores penetrantes, talvez sejam substancias que desempenhem
um dos papeis mais importantes no processo de criopreservacao, exercem seu
mecanismo de agao tanto no meio extracelular como no meio intracelular. Ashwood-
Smith (1987), sumarizou diferentes componentes os quais podem ser usados como
agentes crioprotetores para o congelamento de sémen, como 0s alcoois; etanol,
etilenoglicol, glicerol, metanol e poli etilenoglicol, e também as amidas, incluindo a
acetamida, formamida, lactamida e bem como o dimetilsulfoxide (DMSO). As
caracteristicas fisico-quimicas ideais que um agente crioprotetor deve possuir sdo as
seguintes: baixo peso molecular, alta solubilidade em meio aquoso e principalmente
uma baixa toxicidade celular (Nash, 1966).

Os crioprotetores penetrantes possuem um mecanismo de acado baseado em
suas propriedades coligativas ou propriedades de ligagdo com a molécula da agua.
Esta propriedade modifica as caracteristicas da molécula da agua durante o processo
de congelacgao, limitando a formacéo de cristais de gelo, retardando o crescimento dos
cristais e reduzindo as concentracdes de soluto no meio extracelular, como no meio
intracelular.(Rowe, 1966; Nash, 1966; Watson, 1979; Dalimata & Graham, 1997).
Numa solucéo fisiolégica contendo glicerol, uma maior quantidade das moléculas de
agua permaneceu ndo congelada, como ocorre na refrigeracdo, do que numa solucao
sem glicerol, aumentando assim a quantidade de canais de solvente ndo congelado e
diminuindo a concentracéo de sais na porcdo nao congelada (Mazur, 1980).

Os agentes crioprotetores penetrantes tém estruturas as quais promovem

ligacdes de hidrogénio com a molécula da agua, estas ligagbes mudam a orientacao
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da molécula da agua nos cristais de gelo criando um ambiente menos nocivo para as
células espermaticas (Dalimata e Graham, 1997). Estas ligacbes de hidrogénio
também promovem uma estabilizacdo da conformacdo das proteinas quaternarias da
membrana contra desidratacdo (Karow, 2001). Os crioprotetores também interagem
direta ou indiretamente com a membrana celular, estabilizando a estrutura do

complexo terciario agua, lipideo e proteina. (Rowe, 1966).

2.2.2.1. Glicerol

O (glicerol é quimicamente classificado como um &lcool, por seus grupos
hidroxilas e sendo composto por trés carbonos.

Lovelock & Polge (1954), propuseram que o mecanismo de acao do glicerol seja
baseado em suas propriedades coligativas e a depressao do ponto de congelacéo e a
conseqlente queda da concentracdo de eletrolitos das fragbes ndo congelada da
solucdo, protegendo as células espermaticas dos efeitos nocivos da solucdo super
saturada durante o processo de congelagao.

O (dlicerol contém trés grupos funcionais de hidroxila (contendo oxigénio) que
podem aceitar um hidrogénio da molécula da agua em seis sitios diferentes.

A doacdo de atomos de hidrogénio, em lugar de aceitacdo de um atomo de
hidrogénio, € um outro mecanismo pelo qual os crioprotetores podem interagir com a
molécula da agua. O glicerol pode doar trés atomos de hidrogénio os quais podem
interagir com a molécula da agua. A habilidade de um crioprotetor se ligar com o
hidrogénio da molécula da 4gua € mais importante do que a doacdo de um &tomo de
hidrogénio por parte do crioprotetor. (Nash, 1966).

No entanto os &lcoois, 0s quais contem os radicais hidroxilas, tem a tendéncia de
efetuarem ligacdes entre si, diminuindo a probabilidade de ligacdes entre as moléculas
da &gua, o qual é uma caracteristica desfavoravel em processos de criopreservacéo
celular. (Wowk et al. 1999).

Uma outra hipétese do mecanismo de acéo do glicerol é a ligacdo dos atomos de
hidrogénio dos grupos hidroxila do glicerol com os atomos de oxigénio dos grupos
fosfatos dos fosfolipidios da membrana plasmética dos espermatozéides promovendo
assim, uma estabilizacdo da membrana durante o processo de congelacéo.(Kundu et
al., 2000).

O glicerol € o crioprotetor penetrante mais comumente utilizado nos meios de

congelacdo de sémen de garanhfes em uma concentracdo variando 2 a 5% (Keith,
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1999). No entanto, diversos trabalhos tém demonstrado ser este crioprotetor deletério
ao espermatozoide de diferentes espécies. Estes efeitos toxicos do glicerol tém sido
reportado por varios autores e revisados por Fahy et al. (1990). A toxicidade do
glicerol pode resultar em desnaturacéo de proteinas, alteracéo de interacdes da actina
e inducdo da liberacdo das proteinas do seu local ha membrana. Hammerstedt &
Graham (1992) revisaram outros efeitos causados pelo glicerol incluindo: mudancas
nos eventos citoplasmaticos, devido o aumento da viscosidade intracelular pelo
glicerol, alteracdo da polimerizacdo da tubulina, alteracdo da associacdo dos
microtubulos, efeitos no balanco bioenergético, alteracdo direta na membrana
plasmatica, alteracdo do glicocdlix e proteinas superficiais da célula espermética. Ball
& Vo (2001), estudaram a tolerancia osmoética do espermatozoéide equino, quanto a
adicdo e remocdo dos crioprotetores, etilenoglicol, dimetilsulfoxido (DMSO),
propilenoglicol e glicerol, e concluiram que a adicdo e remocao do glicerol resultaram
em um maior estresse osmdético, caracterizado por uma reducdo de motilidade,
diminuicdo da integridade celular e acrossomal, quando comparado aos outros
crioprotetores avaliados.

Pace & Sullivan (1975) também observaram que as taxas de prenhez por égua
foram mais altas para éguas inseminadas com sémen diluido em meio sem glicerol
(50%) do que sémen diluido em meio contendo 7% de glicerol (35%). Um decréscimo
acentuado da fertiidade de sémen de garanhfes refrigerados em meio diluente
contendo glicerol por um periodo de duas horas, foi evidenciado por Demick et
al.(1976).

Panayota et al. (1998) constataram uma reducdo significativa (p<0,05), nas
caracteristicas espermaticas de motilidade e viabilidade de membrana espermatica
pelo teste hipoosmaético em espermatozéides humanos congelados em meio diluente
contendo 12% de glicerol em comparacdo a 8% de glicerol. A exposicdo dos
espermatozéides humanos num meio crioprotetor com glicerol por menos de 15
minutos causou reducdo na motilidade. (Critiser, et al.,, 1998). Hay, et al. 1997,
concluiram que a adi¢do do glicerol no meio do congelamento de sémen de caes nao
promoveu nenhuma mudanga no status acrossomal ou na motilidade, mas resultou
um declinio na ligacao de espermatozoéides em odcitos caninos.

Uma diminuicdo na fertilidade de espermatozéides de galos foi observada,
devido a adicdo do glicerol. A adicdo de metil-celulose reduziu o efeito contraceptivo

do glicerol, quando se inseminou com sémen a fresco, mas nado manteve a
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capacidade fertilizante do espermatozéide congelado e descongelado quando foi
usada uma combinacao de 3 a 4% de glicerol (Phillips et. al 1996).

Fiser & Fair Full (1990) analisaram os efeitos combinados da concentragéo do
glicerol e a velocidade de refrigeracdo na motilidade e integridade acrossomal de
espermatozoéides de suinos e evidenciaram que aumentando o nivel do glicerol acima
de 6%, houve em uma diminui¢édo gradual na motilidade espermatica.

A presenca do glicerol no meio melhorou a sobrevivéncia dos espermatozéides
de carneiros, mas produziu significante deteriorizacdo acrossomal (Watson & Martin,
1975).

A incluséo do glicerol no meio tris-glicina gema de ovo para espermatozoéides de
suino deprimiu a utilizacdo e oxidacdo da glicose, sem influenciar o consumo total de
oxigénio dos espermatozoides e causou vesiculagdo acrossomal (Murdoch & Jones
1978).

2.2.2.2. Etilenoglicol

O etilenoglicol, também €& quimicamente classificado como alcool, possui quatro
pares de elétrons isolados e tem a possibilidade de ligagdo com atomos de hidrogénio
em quatro sitios e a possibilidade de doar dois hidrogénios (Keith, 1998). Podendo
também efetuar ligacdes de hidrogénio na membrana dos espermatozodides. (Kundu,
2000).

Mercante et al., (1995), estudaram a eficiéncia in vitro do glicerol e etilenoglicol
como agentes crioprotetores na congelacdo de espermatozéides de garanhdes, e
constaram uma similaridade na motilidade e vigor entre os crioprotetores porém, com
uma tendéncia de melhoria com a utilizacao do etilenoglicol. Neves Neto et al., (1995),
utilizando o glicerol e o etilenoglicol adicionados ao meio de congelacdo a base de
Lactose-EDTA-gema de ovo,na concentragdo de 5%, na criopreservacao de sémen de
garanhdes, obtiveram uma taxa de prenhes de 37,5% para o grupo etilenoglicol (3/8) e
12,5% para o grupo glicerol, porém este resultado ndo foi significativo devido o
numero restrito de animais inseminados.

Em um estudo onde se comparou a €ficacia crioprotetora do etilenoglicol e do
glicerol e o método de acondicionamento do sémen de garanhdes (palhetas de 0,5 ml
e macrotubo de 4ml), Alvarenga et al. (2000) constataram uma melhoria na motilidade

pés-descongelacdo (p<0,05) com a utlizagdo de etilenoglicol para sémen de
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garanhdes na concentracdo de 5% em relagcdo ao glicerol na mesma concentracao
(36,50% e 34,25%, respectivamente).

Arruda (2000), constatou uma interacdo entre meio diluidor de congelacédo e
crioprotetor, utilizando os meios de congelacdo Lactose-EDTA, INRA82 e meio a base
de leite desnatado e os crioprotetores glicerol e etilenoglicol. Este observou que com a
utilizacdo do meio diluente Lactose- EDTA-gema de ovo, 0s crioprotetores nao
apresentaram diferencas estatisticas entre as avaliagbes efetuadas, contudo com a
utilizacdo dos meios INRA82 e do meio diluente de congelacdo a base de leite o

etilenoglicol apresentou uma tendéncia de melhoria nos parametros avaliados.

2.2.2.3. DMSO (Dimetilsulféxido)

Em solucbes aquosas o DMSO apresenta em seu ponto eutético, interacbes com
a molécula da &gua formando complexos nas propor¢des de 3 moléculas de agua
para uma molécula de DMSO (3:1) e 2 moléculas de agua para uma de DMSO (2:1) e
seu radical sulfoxido (S=0) tem a capacidade de formar fortes ligagdes de hidrogénio
com o0s grupos OH, diminuindo assim o ponto de congelacdo da solugdo (Murthy,
1998). O DMSO também atua como uma molécula eletricamente carregada, o qual
interage eletrostaticamente com os grupos fosfatos das membranas internas e
externas dos espermatozoides, promovendo uma certa protecdo contra 0s eventuais
danos causados pela criopreservacao (Kundu et al., 2000).

Chenier et al., (1998) num estudo onde se comparou a eficacia dos crioprotetores
(glicerol, etilenoglicol, dietilenoglicol, propilenoglicol e DMSO), conclui-se que o
etilenoglicol deprimiu a motilidade progressiva dos espermatozoéides de garanhdes pos
- descongelacdo, comparado com o glicerol ou DMSO e os espermatozoéides
congelados com dietilenoglicol e propilenoglicol tem uma baixa motilidade e
viabilidade do que os outros crioprotetores. No teste de fertilidade, sete éguas das
nove inseminadas com sémen do tratamento DMSO conceberam (78% de taxa de
fertilidade). No entanto, Songsasen et al. (2002) notaram que o DMSO foi
extremamente toxico para espermatozéides de cées.

Landim-Alvarenga et al. (2001), relataram que o DMSO na concentracao de 1,0M
foi menos efetivo (p<0,05) em relacdo ao glicerol (0,55M) nos parametros de
motilidade total e progressiva computadorizada (25,8% e 12,6%, 42,1% e 23,1%
respectivamente), e diferencas de resultados similares foram observados em relagédo a

viabilidade celular (citometria de fluxo) e integridade acrossomal (Microscopia
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eletronica de transmissdo). O DMSO na concentracdo de 10% teve um melhor efeito
crioprotetor para integridade da membrana plasmatica, atividade mitocondrial
(p<0,05), em espermatozdides congelados de Truta Arco-iris ©Oncorhynchus mykiss)
guando comparado ao glicerol, dimetilacetamida, metanol e propilenoglicol, nas
concentracdes de 5, 10 e 15%.(Ogier de Baulny et al., 1997). Cabrita et al. (1998), nao
constataram diferencas em relacdo a viabilidade celular com os crioprotetores DMSO
e dimetilacetamida em sémen congelado de Truta Arco-iris (Oncorhynchus mykiss).
No entanto fertilidade somente foi observada com espermatozoéides criopreservados
com DMSO.

2.2.2.4. Amidas

As amidas sdo formadas por dois grupos funcionais, um grupo amina (contendo
nitrogénio) e um grupo &cido carboxilico (contendo oxigénio). As amidas podem
aceitar hidrogénio da agua em trés sitios de ligacdo, tendo a metade dos sitios de
ligacdo de hidrogénio com a molécula da 4gua em comparacédo ao glicerol. No entanto
as amidas possuem uma menor viscosidade e solubilidade a agua em relacdo ao
glicerol, permitindo-as uma maior permeabilidade de membrana (Nash, 1966),
diminuindo a possibilidade de danos celulares por estresse osmaético causados pelos
crioprotetores (Ball & Vo, 2001). Keith (1998) relatou que adi¢cdes de grupos metil nas
moléculas de acetamida e formamida foram mais efetivos quanto a capacidade
crioprotetora comparado a moléculas sem o grupo metil, sugerindo assim que a
estrutura da molécula das amidas determinam parcialmente sua habilidade
crioprotetora.

Nagase et. al. (1972), concluiram que a formamida e a lactamida promoveram
uma boa crioprotecdo em espermatozoides de touros. Hanada & Nagase (1980)
concluiram que inseminagfes feitas com sémen congelado de coelhos com 1,0M de
DMSO, lactamida ou acetamida obtiveram taxas de fertilizacdo de 79, 68 e 88%,
respectivamente, com a média de nascimento de 3 a 5 filhotes.

Keith (1998) estudou varias formas de amidas (formamida, metilformamida,
dimetilformamida, acetamida e metilacetamida) como agente crioprotetor em
comparagdo com o0 glicerol em meio usado para congelamento de sémen de
garanhdes, encontrou que a metiformamida (0,9 M) foi superior em manter o
motilidade total dos espermatozoides de garanhdes no tempo 0 pds-descongelamento

em relacdo ao glicerol 0,55 M (54,2% a 51,6% respectivamente) e no tempo 20 (min)
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pés-descongelamento a metilformamida 0,6 M também foi superior ao glicerol 0,55 M
(50,6% a 41,7% respectivamente.), em relacdo a motilidade progressiva a
metilformamida 0,9 M no tempo O foi superior ao Glicerol 0,55 M (34,8% a 29,4%
respectivamente) e no tempo 20 pds-descongelamento metilformamida 0,6 M foi mais
eficiente do que o glicerol (30,0% a 23,3% respectivamente) e na preservacado da
viabilidade celular.

Alvarenga et al. (2000), estudaram a eficacia dos crioprotetores glicerol,
etilenoglicol, DMSO e dimetilformamida, e concluiram que o DMSO foi inferior nos
resultados de motilidade total e progressiva em relacdo aos demais tratamentos
(42,1% e 23,1%, 40,9% e 22,8%, 25,8% e 12,6%, 50,6% e 22,2% respectivamente).
Graham (2000), obteve resultados de motilidade inferiores ao glicerol (p<0,05),
utiizando os crioprotetores acetamida, metilacetamida, formamida, metilformamida,
dimetilformamida na concentracédo de 0,55M (60, 8, 20, 5, 40 e 37% respectivamente).
No entanto, em um segundo experimento onde se utilizou o0s crioprotetores
etilenoglicol, metilformamida, dimetilformamida nas concentracdes de 0,6 e 0,9M em
comparacdo ao glicerol a 0,6M, o crioprotetor metilformamida a 0,9M obteve um
resultado em relacédo a motilidade superior aos demais tratamentos (p<0,05).

Vidament et al. (2002), ndo observaram diferencas em relacdo a taxa de
fertilidade por ciclo, em éguas inseminadas com sémen poés-descongelacdo, onde
foram utilizados como crioprotetores glicerol nas concentracbes de 2 e 3% e
dimetilformamida na concentracao de 2% (46, 58, 50% respectivamente).

Dalimata & Graham (1997), obtiveram melhorias significativas na percentagem
de espermatozoides moveis de coelhos pés-descongelacdo, utilizando acetamida em
comparacdo ao glicerol, DMSO, associacdo entre glicerol e DMSO e etilenoglicol
(17%, 2%, 1%, 2% e 1%, respectivamente).

Tselutin et al. (1995) analisaram o efeito da fertilidade de sémen de patos,
gansos, perus e galos criopreservados a -196°C, tendo como crioprotetor
dimetilacetamida e apds inseminacao artificial obtiveram uma taxa de fertilidade entre
69 — 90%, 81 — 90% e 75 — 85% respectivamente. Chalah et al.(1999) relataram altas
taxas de fertilizacdo com sémen de galo congelado com dimetilacetamida, quando
comparado com o glicerol.

Dimetilacetamida provou ser o melhor crioprotetor para o congelamento de
sémen de galos ndo tendo nenhum efeito nocivo significativo na eclosédo dos ovos ou
defeitos embrionérios especificos e podendo ser usado sem sua remocao antes da

inseminacao artificial (Lake & Ravie 1984).
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Tselutin et al., (1999) também conseguiram altas taxas de fertilidade (84,7% a
92,7%) com sémen de galos congelados com dimetilacetamida.

Kazuko et al. (1997) obtiveram altas taxas de fertilidade e eclodibilidade,
utilizando a dimetilformamida (96% e 84% respectivamente) em compara¢do ao DMSO
(60% e 71% respectivamente), na criopreservacdo de espermatozoides do peixe
Medaka (Oryzias Latipes).

Ogier de Baulny et al. (1999) num estudo onde foram comparados diferentes
crioprotetores como DMSO, Dimetilacetamida, Glicerol, Metanol e Propilenoglicol,
concluiram que em relacdo a integridade de membrana, atividade mitocondrial,
conteudo de ATP e motilidade nos espermatozéides de Catfish Europeu (Silurus
glanis) depois do congelamento a dimetilacetamida proveu os melhores resultados,
causando estimulacdo direta na producdo de ATP o que € um fator decisivo na

resisténcia do congelamento do espermatozoide de Catfish Europeu.

2.3. Método de avaliacao da qualidade do sémen equino pos-descongelacao

2.3.1. Avaliagdo da motilidade espermética

A motilidade espermética avaliada por microscopia Optica tem sido considerada
um dos critérios de maior importancia na avaliacdo da fertilidade do sémen. Esta
técnica apresenta vantagens por ser barata e de simples realizacdo, porem trata-se de
uma avaliacdo subjetiva que pode sofrer variacdes nos resultados dependendo da
experiéncia do examinador. O objetivo desta avaliacdo é determinar a propor¢cédo de
espermatozoides moveis e bem como a propor¢cdo de espermatozdides com
movimento progressivo (Malmgren, 1997). Ferreira (2000), comparou as metodologias
de analise da motilidade espermatica subjetiva, de espermatozoides de garanhdes,
por microscopia Optica e através da visualizacdo do movimento espermético no
monitor do aparelho Hamilton Thorn Motility Analyser (HTMA) com a motilidade
espermatica computadorizada (HTMA). Dentre as variaveis, garanhfes e meio
diluente, e encontrou uma elevada correlacdo positiva entre os resultados da
avaliacdo subjetiva ao microscopio Optico e computadorizada da motilidade
espermatica total (r=0,89) e desta ultima com a avaliacdo subjetiva ao monitor do
HTMA (r=0,89), concluindo que a avaliacdo subjetiva da motilidade espermatica
constitui um método seguro para a determinacdo do percentual de espermatozéides

moveis.
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A analise computadorizada dos espermatozéides tem sido utilizada para
determinar as caracteristicas do movimento espermatico (Blach et al., 1988; Jasko et
al., 1988, Varner et al., 1991). O Hamilton Thorn (HTM) consiste em um aparelho
composto de um microscopio com contraste de fase, um digitalizador de imagens e
um computador que além das mensuracdes da motilidade total e progressiva dos
espermatozéides sdo avaliadas caracteristicas como a linearidade, velocidades
espermaticas, percentagem de espermatozoéides rapidos deslocamento, lateral da
cabeca dos espermatozoides entre outras (Jasko et al., 1992). Anzar et al. (1991),
encontraram uma alta correlacdo entre o declinio da motilidade espermatica e o
aumento da percentagem de células mortas adicionadas as amostras de sémen,
verificando que o HTM (2030) apresentou uma alta precisdo na avaliacdo das

amostras de sémen de touros.

2.3.2. Avaliacéo daintegridade da membrana plasmaética

Muitas técnicas de coloracdo tém sido desenvolvidas para detectar injurias na
membrana plasmatica de espermatozoides. O principio destas técnicas consiste na
exclusdo das células com a membrana comprometida, pois 0s corantes em sua
maioria, sdo impermeaveis a membrana intacta tendo uma afinidade pelo nucleo
celular (Graham, 1996, Magistrini et al., 1997). A combinacdo de sondas
fluorescentes, tais como o lodeto de Propidio e o Diacetato de Carboxifloresceina tém
sido investigados para a avaliacdo da viabilidade espermatica (Garner et al., 1986;
Harrison e Vickers, 1990; Graham, 1996; Magistrini et al., 1997). O lodeto de Propidio,
o qual se liga e cora o DNA celular de vermelho, é impermeavel a membrana celular,
penetrando na célula e desempenhando sua fungcdo somente em células com a
membrana lesada. O Diacetato de Carboxifluoresceina por outro lado é permeavel a
célula, sendo deesterificada por esterases ndo especificas resultando em
Carboxifluoresceina livre a qual, liga-se a membranas celulares intactas, causando

uma fluorescéncia verde (Harrison e Vickers, 1990).

Zuccari (1998), trabalhando com espermatozéides equinos, verificou correlacdes
existentes entra as variaveis, motilidade, vigor e integridade da membrana plasmatica
através da utilizacdo das sondas fluorescentes, lodeto de Propidio e Diacetato de

Carboxifluoresceina, apds a descongelacao e durante o teste de termo - resisténcia.
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2.3.3. Avaliagao da integridade acrossomal

A integridade acrossomal € uma das caracteristicas fundamentais no processo de
fertilizacdo. No processo de congelacédo e descongelacdo a célula espermatica pode
sofrer danos que comprometam a integridade do acrossoma e bem como sua
funcionalidade. Lecitinas, como a aglutinina Psium sativum (PSA) e Arachis hypogea
(PNA), conjugadas a fluocromos (FITC), as quais ligam-se especificamente na
membrana acrossomal externa dos espermatozoides, mais especificamente nos
terminais dos residuos das glicoproteinas, a- D glucose e a -D manose tem sido
amplamente utilizadas para a avaliagdo do status acrossomal em diferentes espécies
animais, bem como em humanos (Cross et al.,, 1986). O FITC-PSA e o FITC-PNA
utilizados sem uma prévia permeabilizacdo das células esperméticas permite uma
avaliacdo das injurias da membrana acrossomal dos espermatozoides, ou seja,
espermatozoides com alguma lesdo acrossomal ou sofrendo reacdo tornam-se
fluorescentes sobre o 4pice do acrossoma e regido equatorial, enquanto que
espermatozoides com membrana acrossomal intacta, impermeéaveis as lecitinas, nao
apresentam fluorescéncia (Farlin et al.,1992; Zahn, 2001; Ponchirolli, et al.,2002).

A avaliacdo ultra-estrutural de espermatozoides através microscopia eletrdnica de
transmissdo, permite analises altamente precisas de injurias celulares que
comprometem a fertilidade sem alteracdes aparentes em outras caracteristicas
celulares. Christensen et al. (1995) comparam o status acrossomal de amostras de
sémen a fresco e congelados de garanhbes e encontraram diversas alteracoes
acrossomais, de peca intermediaria e axonema da pega principal, principalmente em
amostras congeladas e descongeladas, concluindo que as lesbes encontradas foram
resultantes da desidratac@o celular e estresse osmotico, decorrentes dos processos
de congelacéo e descongelacao.

Alvarenga et al. (2000), avaliaram a integridade acrossomal por microscopia
eletrbnica de transmissdo de espermatozoides equinos congelados com glicerol e
etilenoglicol em palhetas francesas (0,5ml) e macrotubos aleméaes (4ml) e relataram
gue as lesdes acrossomais encontradas em maior freqiéncia no experimento foram a
ondulacdo da membrana acrossomal externa, protuberancia acrossomal e perda da
densidade e homogeneidade do conteldo acrossomal. Landim-Alvarenga et al.
(2001), obtiveram um percentual de 25% e 23% de integridade acrossomal, avaliados
através de microscopia eletrbnica de transmissdo, em espermatozoéides equinos

criopreservados utilizando o glicerol e o DMSO respectivamente. Constatando nas
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amostras onde se utilizou o DMSO, uma ligeira ondulacdo na membrana acrossomal
externa, e uma baixa eletro-densidade do conteddo acrossomal, as mesmas
alteracbes foram observadas quando utilizou-se o glicerol, porém neste grupo as

células exibiram uma maior incidéncia de perda total do acrossoma.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Departamento de Reprodugédo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP —

Campus de Botucatu — S&ao Paulo.

3.1. Experimentos

A pesquisa foi desenvolvida em dois experimentos: Experimento |, Experimento II.

3.1.1. Experimento |

Neste experimento objetivou-se testar diferentes formas de amidas como agentes
crioprotetores em comparagao ao glicerol a 5%. Os tratamentos de crioprotetores
foram divididos em: DA1- dimetilacetamida a 1% (v/v), DA3-dimetilacetamida a 3%
(viv), DA5-dimetilacetamida a 5%, MF5- metilformamida a 5% (v/iv), DF5-
dimetilformamida a 5% (v/v) e GL5- glicerol a 5%.

Foram avaliados os parametros de motilidade total 6ptica, motilidade progressiva
Optica, vigor, analise computadorizada do movimento espermatico, percentagem de
células integras através de sondas fluorescente, andlise ultraestrutural da integridade
acrossomal através de microscopia eletrdnica de transmisséo e fluorescéncia (FITC —

PNA e lodeto de propidio) e bem como o teste de fertilidade.

3.1.2. Experimento Il

Como no Experimento I, o tratamento DF5, apresentou uma tendéncia de melhora
na resposta pés-descongelagdo, nos parametros in vitro avaliados, em comparacao
com aos demais crioprotetores, neste experimento objetivou-se observar os efeitos
pos-descongelacdo, nos parametros de motilidade total Optica, motilidade progressiva
Optica, vigor, andlise computadoriza do movimento espermatico e percentagens de
células integram (sondas fluorescentes), das associacdes entre 0s crioprotetores
glicerol e dimetilformamida em comparagdo com a dimetilformamida e o glicerol
isoladamente. Utilizaram-se 0s seguintes tratamentos de crioprotetores: TRAT. | -1,5%
de dimetilformamida (v/iv) + 3,5% de glicerol (v/v), TRAT. II- 3,5% de dimetilformamida
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(viv) + 1,5% de glicerol (v/v), TRAT. lll - dimetilformamida a 5% (v/v) e TRAT. IV -

glicerol a 5% (V/v).

3.2. Animais

Para a congelacdo e analises do sémen foram utilizados 20 ejaculados de 10
garanhdes (dois ejaculados de cada garanhdo), para realizacdo do experimento |
(utilizacdo de diferentes tipos de amidas na congelacdo de sémen de garanhdes) e
para o experimento Il (utilizacdo de associacdes de dimetilformamida com glicerol). Os
garanhdes utilizados nos experimentos pertenciam a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — UNESP - Campus de Botucatu - Sdo Paulo e de Haras
localizados nos municipios de Itatinga— S.P, Bauru — S.P e Orlandia— S.P.

Os animais apresentavam-se na faixa etaria de 7 a 15 anos, bom estado de
salde e eram pertencentes as racas Arabes, Quarto de Milha, Mangalarga, Brasileiro
de Hipismo, Holsteinner , Trakehner e Westfalen. Foram selecionados, para entrarem
no programa de congelagdo, animais que possuissem motilidade espermatica total do
sémen a fresco igual ou superior a 60% (analisado através de Microscopia Optica).

A colheita do sémen foi realizada com uma vagina artificial modelo Botucatu
(Papa & Alvarenga, 1987) e auxilio de uma égua em cio, devidamente contida.

No experimento | para o teste de fertilidade, foi utilizado o sémen de um Unico
garanhdo, que apresentou uma baixa resposta pés-descongelacdo no tratamento GL 5
(glicerol a 5%). Foram utilizadas 15 éguas da raca Brasileiro de Hipismo e Mangalarga,
para cada tratamento (DF5% e GL5%) com idades variando de 5 a 10 anos, bom
estado corporal, historico de fertilidade conhecido e sendo também submetidas a

avaliacao uterina por ultra-sonografia.

3.3. Andlise e Processamento do sémen a fresco

Apés a colheita, o sémen foi levado ao laboratério, sendo imediatamente filtrado
para retirada da fracdo gel e posteriormente analisados os parametros de volume, cor,
aspecto, motilidade total Optica, vigor espermatico e concentracdo através de camara
de Neubauer.

. A andlise da motilidade Optica foi realizada segundo a metodologia descrita por
Malmgren (1997), que consiste na deposi¢cdo de uma gota de sémen sobre uma lamina

histolégica aquecida a 38°C, recobrindo-a com uma laminula (22 x 22mm) e sendo a
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motilidade avaliada com auxilio de um microscépio 6ptico de contraste de fase sob o
aumento de 200X sendo o resultado emitido em percentual (0 a 100%), além da
motilidade a qualidade e a intensidade do movimento espermatico denominado vigor
também pb6de ser avaliado e os resultados emitidos em escala de 0 a 5.

A concentragdo foi inferida com auxilio de uma cémara de neubauer e
microscopio optico sob o aumento de 200X, utilizando o fator de diluicdo de 1 parte de
sémen para 20 partes de agua destilada. O numero de espermatozoides contados
foram multiplicados por 1000 e expressos em numero de espermatozoides por
milimetro ctbico (mm?®).

Apos as avaliagbes o sémen foi diluido em meio diluente de centrifugagéo a base
de leite desnatado (Kenney, 1975), (Anexo — 1), na proporcdo de uma parte de sémen
para uma parte de meio diluente para centrifugacao (1:1).

No experimento I, o sémen foi dividido em seis tubos conicos de centrifuga,
referentes aos diferentes tratamentos utilizados: DA1%, DA3%, DA5%, MF5%, DF5%,
GL5%.

No experimento Il, o sémen foi dividido em quatro tubos conicos de centrifuga
(15ml), referente aos diferentes tratamentos utilizados: TRAT. | (1,5% de DF + 3,5% de
GL); TRAT. Il (3,5% de DF + 1,5% de GL); TRAT. lll (5% de DF); TRAT. IV (5%de GL).

Tanto no Experimento | como no Il, o sémen foi centrifugado a uma forca de
centrifugacéo de 600xg por 10 minutos.

Apb6s a centrifugac@o o sobrenadante foi desprezado e o pellet (espermatozoides
sedimentados), foram diluidos com os diferentes meios de congelacao referentes aos

experimentos | e Il.

3.4. Crioprotetores e meio diluente utilizados na congelagdo das amostras

de sémen nos experimentos | e ll.

Foram utilizados os seguintes crioprotetores; N N Dimetilformamida® (CsH;NO), N
Metilformamida® (C,HsNO), N N Dimetilacetamida® (C4HsNO) e glicerol* (C3HgO3), com
peso molecular de 73,09, 59,07, 87,12 e 92,09 respectivamente.

O meio diluente para congelacéo utilizado foi o INRA 82 (Palmer, 1984) (Anexo —
2), acrescido das associacdes de crioprotetores e crioprotetores referentes ao

experimento | ou dos crioprotetores do experimento Il.

! D 4254 - Sigma
2 M 2769 — Sigma
®D 5511 Sigma
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A analise dos meios diluentes acrescidos dos crioprotetores apresentaram 0s

seguintes valores de pH e Osmolaridade (mOsm). Anexo-3.

3.5. Acondicionamento, estabilizacdo e congelacdo das amostras dos

experimentos | e ll

Apos a diluicdo com os meios diluentes de congelacdo dos experimentos le Il, as
amostras de sémen dos diferentes tratamentos foram acondicionadas em palhetas de
0,5 ml numa concentracdo de 100 milhfes de espermatozodides por palheta (200
milhdes de espermatozéides/ml), sendo em seguida as palhetas colocadas em
geladeira regulada na temperatura de 5°C, as quais permaneceram por um periodo de
uma hora.

Posterior a periodo de estabilizacdo em geladeira, as palhetas foram colocadas a
6 cm do nivel do nitrogénio em caixa de isopor de aproximadamente 40 litros, por um
periodo de 15 minutos, apO0s este periodo as palhetas foram mergulhadas em

nitrogénio liquido e estocadas em botijao de nitrogénio para posterior analise.
3.6. Descongelacéo das amostras

As amostras, do experimento | e do experimento I, foram descongeladas em
banho Maria a uma temperatura de 46°C/20 segundos e posteriormente colocadas a
37°C, sendo em seguida submetidas aos diferentes tipos de andlises e os dados

anotados em fichas apropriadas para posterior processamento.

3.6.1. Experimento |

3.6.1.1. Analise da motilidade esperméatica por microscopia Optica

A andlise da motilidade por microscopia 6ptica foi efetuada, com auxilio de um
microscopio com contraste de fase em aumento de 200x, seguindo a metodologia
descrita por Malmgren (1997). Os parametros observados foram de Motilidade Total,

Motilidade Progressiva (expressos em percentagem) e Vigor numa escala de O a 5.

3.6.1.2. Anélise Computadorizada do movimento espermatico

4 G 4094 - Merck
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Para a analise computadorizada do movimento espermatico utilizou-se o
equipamento HTM — IVOS — 10 e uma camara de Makler aquecida a 38°C, tendo sido
analisado um numero minimo de 500 células num total de cinco campos.

Os parametros avaliados foram os de motilidade total (MTH) e motilidade
progressiva (MPH) expressos em percentagem, VAP (velocidade espermatica ao longo
de uma trajetoria média, expresso em mm/segundos), VSL (velocidade espermatica
considerando-se uma trajetoria retilinea com origem no primeiro ponto analisado e final
no ultimo, expresso em mm/seg.), VCL (velocidade espermética real, expresso em
mm/seg.), LIN (linearidade, expresso em percentagem), Ré&pidos (percentual de
espermatozoides rapidos). O ajuste do aparelho para realizacdo das andlises esta

expresso no Anexo —4.

3.6.1.3. Analise da integridade da membrana espermatica através de sondas

fluorescentes

Utilizaram-se as sondas Diacetato de Carboxifluoresceina” e o lodeto de
Propidio”, segundo a técnica descrita por Harrison & Vickers (1990) e modificada por
Zlccari (1998).

Uma aliquota de sémen de 10ul foi diluida em 40pul da solugéo de trabalho (Anexo
6), preparada a partir de uma solucao de estoque (Anexo 5).

A avaliacao foi realizada com o auxilio de um microscoépio de epifluorescéncia (BX
60, Olympus Ameérica INC, através de excitacdo em filtro BW) sob aumento de 1000X
com Oleo de imersdo. Foram contadas 200 células em uma mesma l|amina e

classificadas como integras e lesadas, conforme sua coloracéo.
integros = Espermatozoides corados em verde, em toda sua extensao.

Lesados = Espermatozéides corados em vermelho.

3.6.1.4. Analise ultraestrutural da integridade acrossomal através de

microscopia eletrénica de transmissao

A andlise ultraestrutural de integridade acrossomal através de Microscopia
Eletrénica de transmissdo do sémen foi feita de amostras de cada tratamento (pool de

amostras) dos diferentes tratamentos (crioprotetores). Os espermatozoéides foram

* C5041 - Sigma

**"P 4170 — Sigma
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fixados em glutaraldeido a 4% + sucrose a 4% +0,12% de CaCl, em 0,1 M de
cacodilate tamponado (pH 7,4) e lavado através de -centrifugacdo no mesmo
tamponante. As amostras entdo foram pds-fixadas em 1 tetroxido de osmium a 1% por
3 horas a 4°C. ApoOs esta etapa as amostras foram lavadas em agua duplamente
destilada, e desidratada usando altas concentragbes de acetona, entdo o0s
espermatozoéides foram incluidos em 502 Araldite® por 72 horas a 60°C. Cortes
ultrafinos foram obtidos usando uma navalha de diamante e estes cortes foram
montados em grade de cobre, coradas com acetato de uranil e citrato de chumbo e
examinadas usando um Microscopio Eletronico de transmissdo Phillips E.M.301. O
exame ultra-estrutural das amostras foi de maneira aleatéria e uniforme para
minimizar os erros. Foram avaliadas 100 sec¢@es longitudinais da cabeca espermatica

para exame do acrossomo e regido pés-acrossomal.

3.6.1.5. Avaliacdo da integridade acrossomal através de sondas
fluorescentes (FITC — PNA e lodeto de Propidio)

A solucdo de trabalho utilizada neste experimento foi semelhante a utilizada na
avaliacdo da integridade de membrana, descrita na tabela 2, com a substituicdo da
solugcéo de estoque de CFDA, na mesma quantidade (20ul) da solugéo de estoque de
FITC — PNA", segundo proposto por Ponchirolli et al., 2001.

A avaliacéo foi realizada com auxilio do mesmo equipamento das andlises de
integridade de membrana, descritas no Experimento I.

Os espermatozdides foram classificados de acordo com quatro padrdes de
coloracéo:

Mortos n&o reagidos: Corados com o Pl (Vermelho).

Mortos reagidos: Corados de verde na regido acrossomal pelo FITC-PNA
e vermelho pelo PI.

Vivos ndo reagidos: ndo apresentavam nenhum padrdo de coloracao,
sendo estes avaliados sem a luz fluorescente.

Vivos reagidos: apresentava somente a regido apical do acrossoma
corado pelo FITC-PNA.

" Conjugado de Lecitinade Arachis Hypogaea L 7381 — Sigma
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3.6.1.6. Teste de Fertilidade

Para o teste de Fertilidade, foram utilizadas 30 éguas, sendo inseminados 15
com sémen congelado de um Unico garanhdo com tratamento DF5 e 15 com GL5.

As éguas, apds a constatacdo do estro por rufiagdo, foram monitoradas por
palpacdo retal e ultra-sonografia a cada 12 horas até a deteccdo de um foliculo de
diametro de 35mm, sendo posteriormente aplicado, por via endovenosa, 2500 U. I. de
hCG, ap0s 36 horas estas éguas foram monitoradas a cada 6 horas e sendo
inseminadas no maximo 6 horas pés-ovulacao.

Um esquema simplificado da metodologia aplicada ao Experimento | € mostrado

na figura 1.
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FIGURA 1 - Esquema simplificado da metodologia aplicada ao Experimento I.
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3.6.2. Experimento Il

3.6.2.1. Analise da motilidade espermatica por microscopia 6ptica

A metodologia de andlise da motilidade espermatica por microscopia Optica

utilizada no experimento Il, foi a mesma realizada no Experimento 1.

3.6.2.2. Anélise computadorizada do movimento espermatico

Também nesta analise obedeceu a mesma metodologia do Experimento I.

3.6.2.3. Anélise de Integridade da membrana espermética através de

sondas fluorescentes

Idem ao Experimento |.
A figura 2 mostra um esquema simplificado da metodologia aplicada ao

Experimento .
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FIGURA 2 - Esquema simplificado da metodologia aplicada ao Experimento .
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4. ANALISE ESTATISTICA

Para as variaveis que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de
variancias, foi utilizada a Analise de Variancia para medidas repetidas, seguida do
teste de Tukey para comparacao multiplas.

Para as variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal e/ou homogeneidade
de variancias foi utilizado o teste de Friedman, seguido do teste de comparacfes

multiplas.

Para comparacéo de proporcdes foi utilizado o teste Exato de Fisher. O nivel de
significancia utilizado foi de 5%.

Para a comparacéo das propor¢cdes na analise ultra-estrutural foi utilizado o teste
de Goodman.

Para comparacdes multiplas entre proporcdes foi utilizado o teste de Tukey.

Para teste de correlagdes utilizou-se o coeficiente de correlagéo de Pearson.
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5. RESULTADOS

5.1. Experimento |

Para varidvel de Motilidade Total (MTO), avaliada através de microscopia
Optica os tratamentos DF5, MF5, DA3 (53,5; 50,0; 49,0, respectivamente) néao
diferenciaram estatisticamente entre si (p<0,05) e foram superiores aos
tratamentos DA5, DAl e GL5 (p>0,05) (47,2; 39; 27,2 respectivamente) o
tratamento DAS foi superior ao DAL e GL5 e o tratamento DAL, superior ao GL5
(p<0,0001). Em relacdo a Motilidade Progressiva (MPO), avaliado por
microscopia 6ptica, os tratamentos MF5 e DF5 (16,5 e 14,8, respectivamente)
nao diferiram estatisticamente e foram superiores aos tratamentos DA3, DAL,
DAS e GL5 (14,5; 12,2; 12,2; 8,8 respectivamente, p<0,05), o tratamento DA3, foi
superior ao DAL, DA5 e GL5 (p<0,05) e os tratamentos DA1 e DA5 superiores ao
GL5 (p<0,0001). Os resultados estédo apresentados na Tabela 1 e Grafico 1.

Quanto aos parametros Motilidade Total Computadorizada (MTH), os
tratamentos DF5, DA3 e MF5 (52,4; 50,0; 49,4 respectivamente), apresentaram
seus valores estatisticamente semelhantes (p<0,05) e foram superiores aos
tratamentos DA5, DAl e GL5 (46,6; 38,2; 27,9 respectivamente), o tratamento
DA5 foi superior aos tratamentos DAl e GL5 e o DAl superior ao GL5
(p<0,0001). Nos valores de Motilidade Progressiva Computadorizada (MPH) os
tratamentos MF5 e DA3 ndo se diferenciaram estatisticamente e foram
superiores aos tratamentos DAL, DF5, DAS e GL5, o tratamento DAL foi superior
ao DF5, DA5 e GL5, o DF5 superior ao DA5 e GL5 e o DA5 superior ao GL5
(p<0,0001). (Tabela 1 e Grafico 1).

Em relacdo a percentagem de espermatozoéides integros, avaliados atraves
de microscopia de fluorescéncia, os tratamentos DF5, MF5, DA5, DA3 e DAl
(51,4; 48,3; 47,6; 44,2; 44,6 respectivamente) nao diferiram estatisticamente
entre si (p<0,05), mas foram superiores ao tratamento GL5 (32,4), (p<0,0001).
(Tabela 1 e Gréfico 1).

Para varidvel vigor ndo houve uma diferenca estatistica entre o0s
tratamentos (p>0,1), sendo obtido o valor de 2, na escala de 0 a 5 para todos os
tratamentos. Quanto ao parametro de linearidade (LIN), o tratamento DA1 (44,0)
foi superior aos demais tratamentos, entre os tratamentos, MF5, DF5 e GL5

(42,0; 39,0; 43,0 respectivamente) ndo se observou diferenca estatistica
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(p<0,05), mas foram superiores aos tratamentos DA3 e DA5 (41,5; 39,5
respectivamente), sendo o tratamento DA3 superior ao tratamento DA5
(p<0,0001). Em relacédo a percentagem de espermatozdides rapidos (RAP) os
tratamentos DF5 e MF5 (33,0; 32,5 respectivamente) foram estatisticamente
semelhantes e superiores aos tratamentos DAL, DA3, DA5 e GL5 (21,0; 30,0;
25,5; 14,0 respectivamente), sendo os tratamentos DAl, DA3 e DA5
semelhantes estatisticamente (p<0,05) e superiores ao tratamento GL5
(p<0,0001). (Tabela 2 e Grafico 2).

Nas variaveis de VAP (velocidade do trajeto espermatico) os tratamentos
DF5 (88,5) e MF5 (85,6) foram estatisticamente superiores aos tratamentos DAS3,
DA1, GL5 e DA5 (83,9; 81,7; 78,5; 77,2 respectivamente), os tratamentos DAL e
DA3 superiores ao DA5 e GL (p<0,0001). Em relagdo a VSL (velocidade
retilinea) os tratamentos MF5 (65,7) e DF5 (62,8) foram superiores aos
tratamentos DAL, DA3, GL5 e DA5 (63,5; 63,2; 60,2; 56 respectivamente) o DAL
(63,5) e DA3 (63,2) superior ao DA5 (56,0) e GL5 (60,2) p<0,0001. Nos valores
de VCL (velocidade real) o tratamento DF5 (166,3) foi estatisticamente superior
aos tratamentos MF5, DAL, DA3, DA5 e GL5 (159,9; 150,2; 156,9; 145,7; 147,7
respectivamente) e o MF5 (159,9) superior aos tratamentos DA1, DA3, DAS e
GL5, p<0,0001. (Tabela 3 e Gréfico 3).

Na anadlise ultraestrutural do acrossoma, por microscopia eletrénica de
transmissdo, em relacdo ao percentual de células apresentando integridade
acrossomal, os resultados dos tratamentos DA5 (43,5) e MF5 (39,5), ndo foram
significativamente diferentes (p<0,05), porem superiores aos demais tratamentos
(DA1, 25; DA3, 27; DF5, 26,5; GL5, 22,5, p<0,05). (Quadro 1, Tabela 4 e Grafico
4).

Na avaliacdo acrossomal por fluorescéncia (FITC — PNA e lodeto de
Propidio), os tratamentos DA5 (55,6), MF5 (60,64) e DF5 (56,18) nao
apresentaram diferenca estatistica entre si nos resultados de integridade
acrossomal, mas foram superiores aos tratamentos DAL (36,77), DA3 (34,68) e
GL5 (34,47), p<0,05. (Tabelas 5 e 6 e Grafico— 5).

Quando se considerou a variavel de membrana acrossomal externa
ondulada e membrana ondulada na regido apical, como parametros de

integridade acrossomal, na avaliacdo por microscopia eletronica de transmissao
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(MET) segundo sugestdo de Landim-Alvarenga (2002)’, o tratamento DA5 (55,5)
mostrou-se superior aos demais (DAL, 43; DA3, 39; MF5, 52; DF5, 46; GL5 42), o
tratamento MF5, foi superior ao DAL, DF5 e GL5 e os tratamentos DAl e DF5
foram superiores ao GL5 (p<0,05). (Tabela 7).

A correlacdo entre as técnicas da integridade acrossomal avaliadas por
fluorescéncia (FITC — PNA e lodeto de Propidio) e microscopia eletrénica de
transmissdo (MET), com a inclusdo dos parametros de MAEO (membrana
acrossomal externa ondulada) e MORA (membrana acrossomal ondulada na
regido apical) no grupo considerando como apresentando Acrossomo integro, foi
altamente, positiva e significativa (r=0,85 e p=0,03). (Tabela 8).

No teste de fertilidade o tratamento DF5, resultou em uma taxa de prenhez
de 40% (6 gestacOes /15 inseminacgdes), superando o tratamento GL5 onde as

15 inseminacdes resultaram em prenhes (p<0,017). (Tabela 9 e Gréfico 7)

" Profa. Dra. Fernanda da Cruz Landim e Alvarenga, comunicacdo pessoal (2002)
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TABELA 1 - Média e desvio padrdo () referente as variaveis, Motilidade Optica total
(MTO), Motilidade o6ptica progressiva (MPO), Motilidade computadorizada total
(MTH), Motilidade computadorizada progressiva (MPH) e % de integros analisados
por fluorescéncia (INT.) na comparacdo dos tratamentos DALl (dimetilacetamida a
1%), DA3 (dimetilacetamida a 3%), DA5 (dimetilacetamida a 5%), MF5
(metilformamida a 5%), DF5% (dimetilformamida a 5%), GL5 (glicerol a 5%), pos-

descongelacéo.

Tratamento VARIAVEL
MTO MPO MTH MPH INT.
DA1 39,0 (15,27)° 12,2 (4,72 38,2 (15,40)° 12,8 (7,00)® 44,6 (9,13)
DA3 49,0 (11,07* 14,5 (6,260 50,0 (13,13)° 15,2 (7,82)° 44,2 (8,75)
DA5 47,2 (16,89 12,2 (6,97) 46,6 (13,34 10,0 (7,700 47,6 (6,88)
MF5 50,0 (10,13)* 16,5 (5,87)% 49,4 (14,22)% 17,4 (7,20) 48,3 (8,94)%
DF5 53,5(11,82)* 14,8 (6,17)* 52,4 (12,80)% 12,6 (7,19™ 51,4 (8,09)
GL5 27,2 (15,52)° 8,8 (5,35)° 27,9 (17,37)° 8,8 (6,59)° 32,4 (10,23)°

Valor de p< 0,0001.

Médias seguidas de mesma letra, dentro da mesma coluna, na
comparacdo dos tratamentos para cada variavel, ndo diferem

estatisticamente.
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GRAFICO 1 - Médias referentes as variaveis, Motilidade Optica total (MTO),
Motilidade 6ptica progressiva (MPO), Motilidade computadorizada
total (MTH), Motilidade computadorizada progressiva (MPH) e %
de integros analisados por fluorescéncia (INT.) na comparacao
dos tratamentos DAl (dimetilacetamida a 1%), DA3
(dimetilacetamida a 3%), DA5 (dimetilacetamida a 5%), MF5
(metilformamida a 5%), DF5% (dimetilformamida a 5%), GL5

(glicerol a 5%), p6s-descongelacéao.
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® MPH
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TABELA 2 - Mediana e 1° e 3° quartil [ ] referente as variaveis VIGOR (escala de 0 a

5), % de Linearidade (LIN), % de R&pidos (RAP), segundo os
tratamentos; DAL (dimetilacetamida a 1%), DA3 (dimetilacetamida a
3%), DA5 (dimetilacetamida a 5%), MF5 ( metilformamida a 5%), DF5

(dimetilformamida a 5%) e GL5 (glicerol a 5%), pos-descongelacao.

Tratamentos VARIAVEL
VIGOR LIN RAP
DAl 2,0 [2,0; 2,0]* 44,0 [41,5; 46,0] 21,0 [11,5; 33,5]"
DA3 2,0 [2,0; 2,012 41,5 [39,0; 43,5]° 30,0 [11,5; 33,5]"
DA5 2,0 [2,0; 2,0 39,5 [36,0; 42,5 25,5 [10,5; 39,0] °
MF5 2,0[2,0;2,0° 42,0 [41,0; 43,5]" 32,5 [25,5; 40,5]°
DF5 2,0[2,0; 2,5]* 39,0 [37,0; 41,0]" 33,0 [27,0; 43,5]*
GL5 2,0[2,0; 2,0]* 43,0 [41,0; 45,0]" 14,0 [8,5; 24,5]°
Valor de p p>0,10 p<0,001 p<0,001

Medianas, dentro da mesma coluna, representando 0s tratamentos,

seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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GRAFICO 2 - Medianas referentes as variaveis de VIGOR (escala de 0 a 5), % de

Linearidade (LIN), % de Réapidos (RAP), segundo os tratamentos;
DAL (dimetilacetamida a 1%), DA3 (dimetilacetamida a 3%), DA5
(dimetilacetamida a 5%), MF5 (metilformamida a 5%), DF5

DAl DA3 DAS5S MFE5 DF5 GL5

(dimetilformamida a 5%) e GL5 (glicerol a 5%),

descongelacéo.
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TABELA 3 - Média e desvio padrao () referentes as variaveis, VAP, VSL e VCL, na

comparacao dos tratamentos; DALl (dimetilacetamida a 1%), DA3
(dimetilacetamida a 3%), DA5 (dimetilacetamida a 5%), MF5
(metilformamida a 5%), DF5 (dimetilformamida a 5%), GL5 (glicerol a

5%), pos-descongelacao.

Tratamentos VARIAVEL
VAP VSL VCL
DAl 81,7 (10,41) 63,5 (7,16) 150,2 (20,88) °
DA3 83,9 (9,69) * 63,2 (7,79) ® 156,9 (16,58)°
DAS5 77,2 (16,29)° 56,0 (12,27)° 145,7 (28,80) °
MF5 85,6 (8,79) % 65,7 (6,63) % 159,9 (16,27)
DF5 88,5 (10,33)? 62,8 (7,71) 2 166,3 (18,52) *
GL5 78,5 (10,06) " 60,2 (7,54) " 147,7 (19,21)°

Valor de p<0,0001

Médias, dentro da mesma coluna, seguidas de mesma letra na

comparacdo dos tratamentos para cada variavel nao diferem

estatisticamente.
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GRAFICO 3 - Médias referentes as variaveis, VAP, VSL e VCL, na comparacio
dos tratamentos; DAl (dimetilacetamida a 1%), DAS3
(dimetilacetamida a 3%), DA5 (dimetilacetamida a 5%), MF5
(metilformamida a 5%), DF5 (dimetilformamida a 5%), GL5

(glicerol a 5%), p6s-descongelacéao.
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QUADRO 1 - Percentagem de alteracfes acrossomais avaliadas por Microscopia

Eletrénica de Transmissao (MET), segundo os tratamentos; DAL,

DA3, DA5, MF5, DF5 e GLS.

DAl DA3 DA5 MF5 DF5 GL5

Acros. Int.* 25 27 43,5 39,5 26,5 22,5

M.A.E.O 17,5 12 12 11,5 14,5 13,5
M.O.R.A 0,5 0 0 1 5 6

M.A.E.D 28 23 14 18,5 17 17,5
M.A.E.D.R.A. 1 2,5 15 0,5 3 1
M.A.E.R. 1 5 3 15 6,5 4
Acros. Vesic. 75 8 10,5 75 6 7
Aus. Acros. 10 16,5 11,5 5 8,5 12

Acros. Dest. 9,5 8 75 10 11 16,5

* Acros. Int; Acrossoma intacto.

M.A.E.O: Membrana acrossomal externa ondulada.

M.O.R.A: Membrana ondulada na regido apical.

M.A.E.D: Membrana acrossomal externa destacada.

M.A.E.D.R.A: Membrana acrossomal externa destacada na regiao apical.

M.A.E.R: Membrana acrossomal externa rompida.

Acros. Vesic: Acrossoma vesiculado.

Aus. Acros: Auséncia de acrossoma.

Acros. Dest: Acrossoma destacado.
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TABELA 4 - Comparacoes das percentagens, referente a integridade acrossomal e
acrossomos lesados através de andlise ultraestrutural (Microscopia
Eletrébnica de Transmissdo), segundo o0s tratamentos; DAl
(dimetilacetamida a 1%), DA3 (dimetilacetamida a 3%). DAS5
(dimetilacetamida a 5%), MF5 (metilformamida a 5%), DF5

(dimetilformamida a 5%), GL5 (glicerol a 5%), pos-descongelacao.

Tratamentos VARIAVEL
Acrossoma integro Acrossoma Lesado
DA1 25,0° 75,0
DA3 27,0° 73,0
DAS5 43,42 56,5
MF5 39,52 60,5
DF5 26,5" 73,5
GL5 22,5° 77,5

Valor de p <0,05

Médias, dentro de mesma coluna, seguidas de mesma letra na
comparacdo dos tratamentos para cada variavel, ndo diferem

estatisticamente.
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GRAFICO 4 -

Comparacdes das percentagens, referente a integridade acrossomal e
acrossoma lesados através de analise ultraestrutural (Microscopia
Eletrébnica de Transmissdo), segundo o0s tratamentos; DAl
(dimetilacetamida a 1%), DA3 (dimetilacetamida a 3%). DA5S
(dimetilacetamida a 5%), MF5 (metilformamida a 5%), DF5

(dimetilformamida a 5%), GL5 (glicerol a 5%), po6s-descongelacéo.
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TABELA 5 — Percentagem das alteracdes acrossomais avaliadas por fluorescéncia

(FITC- PNA e lodeto de Propidio), segundo os tratamentos; DAL, DAS,
DA5, MF5, DF5 e GL5, pos-descongelacao.

DAl DA3 DAS5 MF5 DF5 GL5
V.N.R .(Integros) 36,77  34,68° 55,6~ 60,64 56,18°  34,47°

V.R. (Lesados) 0,24 0 0 0,74 0 0
M.N.R. (Lesados) 61,22 64,85 37,57 33,55 31,31 60,02
M.R. (Lesados) 1,74 0,5 6,66 5,06 12,5 4,5

“V.N.R.- Vivos néo reagidos.
V.R.- Vivos reagidos.
M.N.R.- Mortos néo reagidos

M.R.- Mortos reagidos.

TABELA 6 - Integridade acrossomal das amostras, segundo os tratamentos; DAL,

DA3, DA5, MF5, DF5 e GL5, avaliados através de sondas

fluorescentes (FITC — PNA e lodeto de propidio), pés-descongelacéo.

DAl DA3 DA5 MF5 DF5 GL5
integros 36,77 34,68° 55,6 60,64 56,18° 34,47°
Lesados 63,23 6532 44,4 3936 4382 65,53

Valor de p<0,05.

Média seguida de mesma letra, na mesma linha, na comparagdo dos

tratamentos para cada variavel ndo diferem estatisticamente.
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GRAFICO 5 - Integridade acrossomal das amostras, segundo os tratamentos; DA1,
DA3, DA5, MF5, DF5 e GL5, avaliados através de sondas
fluorescentes (FITC — PNA e lodeto de propidio), pos-

descongelacéo.
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TABELA 7 - Integridade acrossomal das amostras através de microscopia eletrénica

de transmissao (MET) incluindo como normais as ondulacbes da

membrana acrossomal, segundo os tratamentos; DAL, DA3, DA5, MF5,

DF5 e GL5, pés-descongelacéo.

DAL DA3 DA5 MF5 DF5 GL5
Integros  43°°  39° 555 520  46°° 42"
Lesados 57 61 455 48 54 58

Valor de p<0,05.

Médias seguidas de mesma letra, dentro da mesma linha, na comparacéo

dos tratamentos para cada variavel ndo diferem estatisticamente
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GRAFICO 6 - Integridade acrossomal das amostras através de microscopia
eletrdnica de transmissao (MET) incluindo as ondulacdes da
membrana acrossomal (MAE e MORA), segundo os tratamentos;

DA1, DA3, DA5, MF5, DF5 e GL5, p6s-descongelacao.
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TABELA 8 — Correlagéo dos resultados de integridade acrossomal entre as técnicas
de avaliacdo; Microscopia eletronica de transmissdao (MET) e

fluorescéncia (FITC — PNA e lodeto de Propidio).

Tratamentos Int. Acros. M.E.T Int. Acros. FITC-PNA
DAl 43 36,77
DA3 39 34,68
DA5 55,5 55,6
MF5 52 60,64
DF5 46 56,18
GL5 42 34,47
r=0,85.

p=0,03
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TABELA 9 - Distribuicdo de frequéncias absolutas e relativas do teste de fertilidade

segundo o tipo do crioprotetor utilizado no sémen congelado.

PRENHES
Tratamento Positivo n /(%) Negativo n/ (%)
DF5 6 /(40%) 9/(60%)
GL5 0 15/ (100%)
Valor de p< 0,017.
GRAFICO 7 - Distribuicdo de freqiiéncias absolutas e relativas do teste de

fertiidade segundo o tipo do crioprotetor utilizado no sémen

congelado; PR+(prenhez positiva), PR-(prenhez negativa).
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5.2. Experimento Il

No parametro de Motilidade Total Optica (MTO) o tratamento Il (DF5%)
apresentou Motilidade Total superior aos demais tratamento (T.lll, 60% em
relagcdo aos TI, 48,5%; TIl, 56,8% e TIV, 34,2%). O tratamento Il (3,5% DF +
1,5% GL) mostrou-se superior aos tratamentos | e IV e o tratamento | (1,5%DF +
3,5% GL) apresentou um percentual Motilidade Total Optica, superior em
comparacdo ao tratamento IV (GL5%) (p<0,0001). Na variavel Motilidade
Progressiva Optica (MPO) os tratamentos Il e Ill (19,1 e 20,8 respectivamente)
apresentaram valores superiores aos tratamentos | e IV (18,2 e 14,1
respectivamente) e o tratamento | (18,2) mostrou-se superior ao tratamento IV
(14,1) (p<0,016).

Os resultados de Motilidade Total Computadorizada (MTH), segundo o0s
tratamentos: | (48,4%), 1l (57%), 1l (59,6%) e IV (38,4%) apresentaram a mesma
tendéncia estatistica nos parametros de Motilidade Total Optica (p<0,0001) e os
valores de Motilidade Progressiva Computadorizada (T.I, 19,4; TII, 19,0; TIIl,
18,2 e T.IV, 16,4), ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,55).

Na avaliagdo de integridade de membrana foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos. O tratamento Il (49,6%) apresentou um
percentual de integridade de membrana mais alto em comparacdo aos demais
tratamentos (37,8, 44,0, 28,2% para os tratamentos |, Il e IV respectivamente). O
tratamento 1l (44,0%) apresentou um percentual de integridade de membrana
superior em relacdo aos tratamentos | (37,8%) e IV (28,2%), e o tratamento | foi
superior ao tratamento 1V (p<0,0001). (Tabela- 10 e Gréfico - 8).

Na variavel Vigor (escala de 0 a 5) os tratamentos | (2), Il (2,5) e Il (3)
foram superiores estatisticamente ao tratamento IV (2) (p<0,0001). Na variavel
linearidade(LIN) avaliada pelo HTM — IVOS -10, os tratamentos | (45,5) e IV
(47,0) foram superiores (p<0,0001) aos tratamentos Il (42,0%) e Ill (39,5%), na
percentagem de espermatozoides rapidos (RAP) os tratamentos Il (38,5) e Il
(46,0) apresentaram-se estatisticamente superiores (p<0,0001) aos tratamentos |
(33,5)e IV (26,5). (Tabela - 11 e Grafico - 9).

Nos resultados referentes aos padrdes de velocidade espermatica
analisada pelo HTM — IVOS - 10, os valores de VAP (velocidade do trajeto
espermatico), segundo os tratamentos: I, 90,1; Il, 94,8; Ill, 92,3; IV, 87,6 ndo

diferiram estatisticamente (p>0,11). Quanto a VSL (velocidade retilinea) também
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ndo se observou diferenca estatistica (p>0,98) entre os tratamentos |, IlI, lll, IV

(70,1, 69,6, 69,4, 69,5 respectivamente). Nos valores de VCL (velocidade real) os

tratamentos Il (69,6) e Il (69,4), foram estatisticamente superiores (p<0,0002)
aos tratamentos | (161,0) e IV (156,3). (Tabela - 12 e Gréfico - 10).

TABELA 10 - Média e desvio padrdao () referentes as variaveis, Motilidade total

optica (MTO), Motilidade progressiva optica (MPO), Motilidade
computadorizada total (MTH), Motilidade progressiva
computadorizada (MPH), % de integros analisados por fluorescéncia
(INT.), segundo os tratamentos: | (1,5% de DF +3,5% de GL), Il
(3,5% de DF + 1,5% de GL), lll (5% de DF), IV (5% de GL), pos-

descongelacéo.

Tratamento VARIAVEL
MTO MPO MTH MPH INT.
| 48,5 (14,70°  18,2(7,99)% 48,4 (15,37)° 19,4(10,09  37,8(8,71)°
I 56,8(11,84)* 19,1 (7,77) 57,0(12,31)* 19,0(7,82)%  44,0(5,35)"
1] 60,0(11,47)° 20,8 (8,23)% 59,6 (10,89)° 18,2(8,31)°  49,6(6,64)"
\Y 34,2 (15,50)° 14,1 (9,16)" 38,9 (18,74)° 16,4(11,49°  28,2(9,88)

p<0,0001 p< 0,016 p<0,0001 p>0,55 p<0,0001

Médias, dentro de mesma coluna, seguidas de mesma letra na

comparacao dos tratamentos, para cada variavel, ndo diferem

estatisticamente.
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GRAFICO 8 — Médias referentes as variaveis, Motilidade total Optica (MTO),
Motilidade progressiva optica (MPO), Motilidade computadorizada
total (MTH), Motilidade progressiva computadorizada (MPH), % de
integros analisados por fluorescéncia (INT.), segundo os
tratamentos: | (1,5% de DF +3,5% de GL), Il (3,5% de DF + 1,5%
de GL), lll (5% de DF), IV (5% de GL), pés-descongelacao.
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TABELA 11 - Mediana, 1° e 3° Quatrtil [ ] referente as variaveis, Vigor (escala de 0 a
5), Linearidade (%) e % de Rapidos, segundo os tratamentos: | (1,5%
de DF+ 3,5% de GL), Il (3,5% de DF+ 1,5% de GL), lll ( 5% de DF) e
IV (5% de GL), pés-descongelacéo.

Tratamento Variavel
VIGOR LIN. % DE RAP.
| 2,0 [2,0; 3,0]* 455 [43,5; 48,5]% 33,5 [22,5; 45,0]"
[ 2,5[2,0; 3,0]* 42,0 [39,0; 44,0]" 38,5 [33,5; 53,0]*
1] 3,0 [2,0; 3,0)° 39,5 [38,0; 42,0]" 46,0 [35,5; 52,0]°
vV 2,0 [1,5; 3,0]° 47,0 [44,5; 49,0]° 26,5 [9,5; 45,5]°
p< 0,001. p<0,0001 p<0,0001

Medianas, dentro de mesma coluna, representando 0s tratamentos,

seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

GRAFICO 9 - Medianas referentes as variaveis, Vigor (escala de 0 a 5), Linearidade
(%) e % de Réapidos, segundo os tratamentos: | (1,5% de DF+ 3,5%
de GL), Il (3,5% de DF+ 1,5% de GL), lll ( 5% de DF) e IV (5% de
GL).
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TABELA 12 - Média e desvio padréo () referente as variaveis, VAP, VSL, VCL, na
comparacao dos tratamentos; | ( 1,5% de DF+ 3,5% de GL), Il (3,5%
de DF+ 1,5% de GL), lll (5% de DF), IV (5% de GL).

Tratamento Variavel
VAP VSL VCL
| 90,1 (16,39)* 70,1 (12,56)° 161,0 (27,83)"
[ 94,8 (15,94)° 69,6 (10,91)° 175,5 (28,65)*
1] 92,3 (23,14)° 69,4 (9,95)% 180,7 (26,05)*
vV 87,6 (17,30) 69,5 (13,38)° 156,3 (31,55)"
p> 0,11 p>0,98 p< 0,0002

Médias, dentro de mesma coluna, seguidas de mesma letra na
comparacdo dos tratamentos para cada variavel ndo diferem

estatisticamente.

GRAFICO 10 - Médias referentes as variaveis, VAP, VSL, VCL, na comparacéo dos
tratamentos; | ( 1,5% de DF+ 3,5% de GL), Il (3,5% de DF+ 1,5% de
GL), lll (5% de DF), IV (5% de GL).
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6. DISCUSSAO

O Experimento | evidenciou uma grande variacdo dos resultados obtidos,
nos diferentes parametros avaliados, entre os crioprotetores, garanhdes utilizados
e mesmo entre os ejaculados dos diferentes individuos.(Vide Anexo 7 a 12).
Contudo uma maior populagdo de individuos apresentaram sémen com boas
caracteristicas pos-descongelacdo com o uso de crioprotetores a base de
amidas.

Trabalhos anteriormente publicados por diversos autores em diferentes
espécies animais, onde se utilizou crioprotetores a base de amidas em
comparagdao ao glicerol evidenciaram uma superioridade dos agentes
crioprotetores a base de amidas.(Hanada e Nagase, 1980; Lake e Ravie, 1984;
Tselutin et al., 1995, Chalah et al.,1999; Tselutin et al.,1999; Ogier de baulny et
al., 1999).

Os resultados dos parametros de motilidade total computadorizada e
viabilidade celular por fluorescéncia obtido no tratamento DF5 (dimetilformamida
a 5%) néo coincidiram com os resultados obtidos nos trabalhos de Keith (1998),
Graham (2000), Alvarenga et. al., (2000) e Vidament et al., (2002), no qual o
glicerol a 5% foi superior a dimetilformamida ou n&o foi constada diferenca
estatistica entre eles.

No tratamento MF5 (metilformamida a 5%), os parametros de motilidade
total computadorizada e integridade celular foram superiores aos do tratamento
GL5 (glicerol a 5%), sendo similares aos resultados obtidos por Gomes et. al.,
(2002), onde estes constataram diferenca significativa nos resultados de
motilidade total computadorizada e integridade celular favoraveis a
metilformamida a 5% (v/v) em comparagédo ao glicerol na mesma concentragcao.
Porém, discordantes com os resultados publicados por Keith (1998) e Graham
(2000), quando estes, utilizaram a mesma concentracdo de metilformamida e
glicerol (0,6M), n&o observando diferencas entre os dois crioprotetores.
Entretanto, quando estes utilizaram uma concentracdo de metilformamida de
0,9M, constataram uma melhoria significativa, nos parametros de motilidade total,
progressiva e viabilidade celular em comparacdo aos outros crioprotetores

estudados.
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Em estudo anterior desenvolvido por Hanada e Nagase (1980), na
criopreservacdo de espermatozoides de coelhos, também foi observado uma
superioridade da dimetilformamida na concentragdo de 0,5M em relacdo a
motilidade (p<0,01), comparado ao glicerol na mesma concentracdo B2 e 8%
respectivamente) e também a outros crioprotetores testados. Kazuko et al.,
(1997) utilizando a dimetilformamida a 10% e o DMSO na mesma concentracao,
como crioprotetores para congelacdo de espermatozéides do peixe Medaka
(Oryzias latipes), concluiram que a dimetilformamida foi mais eficiente em relacéo
ao DMSO nos parametros de motilidade e fertilidade pds-descongelacao.

A dimetilacetamida € um crioprotetor largamente utilizado nos protocolos de
criopreservacdo de espermatozoéides de peixes (Ogier de Baulny et. al.,1997;
Ogier de Baulny et al., 1999; Cabrita et al.,1998) e de aves (Lake e Ravie, 1984,
Tselutin et al., 1995; Tselutin et al., 1999), trazendo grandes beneficios a estas
espécies na resposta pos-descongelacédo dos espermatozéides.

Ogier de Baulny et al., (1999), utlizando os crioprotetores DMSO,
dimetilacetamida, glicerol, metanol e propilenoglicol nas concentracdes de 5, 10 e
15% na criopreservacao de espermatozoides de peixes (Silurus glanis), obtiveram
uma melhoria pés - descongelagédo (p<0,05) na motilidade computadorizada com
a utilizacdo da dimetilacetamida nas concentra¢gfes de 10 e 15% e altas taxas de
espermatozéides viaveis e com atividade mitocondrial avaliados pelas sondas
fluorescentes lodeto de Propidio e Rhodamina 123 em relagdo ao glicerol e
outros crioprotetores. Entretanto em trabalho anterior utilizando os
espermatozoides da truta Arco-iris (Oncorhynchus mykiss), Ogier de Baulny et al.,
(1997) notaram que o DMSO a 10% foi mais eficiente em relacdo a
dimetilacetamida nas concentragbes de 5, 10 e 15% na manutengdo da
integridade da membrana espermatica pos — descongelacdo (45, 30, 25 e 23%
respectivamente; p<0,05).

Chalah et al., (1999) observaram uma superioridade do glicerol em relagéo
ao percentual de espermatozoides viaveis (p<0,05), quando comparado a
dimetilformamida e a dimetilacetamida nos periodos de 0, 4 e 24 horas p0s-
descongelacado, avaliados pelas coloracdes Eosina e Nigrosina e pelas sondas
fluorescentes SYBR-14 e Pl (iodeto de propidio). Quando estes avaliaram quanto
a taxa de fertilidade, amostras criopreservadas com a dimetilacetamida foram
comparaveis a resultados de insemina¢cdes com sémen a fresco (88 e 93%

respectivamente; p>0,05) e superior a dimetilformamida e ao glicerol (79 e 76%
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respectivamente; p<0,05). No trabalho realizado por Tselutin et. al., (1999), onde
se comparou crioprotetores e métodos de envaze (pellets e palhetas), estes
observaram que o glicerol produziu uma menor alteracdo morfolégica nos
espermatozoides de galos em relacdo ao DMSO e a dimetilacetamida, diluidos
em meios de congelacdo com diferentes concentragdes de crioprotetores. Apos a
congelacdo e descongelacdo de amostras congeladas na forma de pellets com a
dimetilacetamida, foram superiores quanto a fertilidade em relacdo as amostras
de sémen congeladas com o glicerol (63,9 a 53,7 e 92,7 a 84,7%
respectivamente; p<0,05).

Ndo existem relatos na literatura cientifica da utilizacdo da
dimetilacetamida como agente crioprotetor para espermatozoides de garanhdes.

Em protocolos de criopreservacdo de espermatozdides de peixes a
concentracdo da dimetilacetamida varia de 10 a 15% (Ogier de Baulny et al.,
1999).

No presente experimento a dimetilacetamida, nas concentracdes de
1%(vIv), 3% (viv) e 5%(v/v) superou o glicerol nas avaliacbes de motlidade
Optica, computadorizada, integridade celular e integridade acrossomal avaliados
por microscopia eletrénica de transmissao e fluorescéncia. Concentracdes acima
de 5% de dimetilacetamida foram toxicas aos espermatozéides de garanhdes,
segundo testes realizados preliminarmente (dados nao publicados).

Na avaliacdo acrossomal por Microscopia Eletronica de Transmissdo foi
utilizado pools entre os ejaculados dos diferentes garanhfes, desconsiderando a
variavel garanhdo e ejaculado. Os resultados de integridade acrossomal dos
tratamentos DA5 e MF5 (43,5 e 39,5% respectivamente) foram superiores
(p<0,05) aos tratamentos DAl, DA3, DF5 e GL (25, 27, 26,5 e 22,5%
respectivamente).

Os resultados dos tratamentos DA1, DA3, DF5 E GL5 sao proporcionais
aos obtidos por Christensen et al., (1995), no qual avaliaram as alteracdes
encontradas no sémen equino a fresco e pds-descongelacdo, encontrando um
percentual de 24% de alteracbes acrossomais, como o0 destacamento da
membrana acrossomal externa e reducédo da densidade acrossomal nas amostras
pés- descongelacao.

Alvarenga et al., (2000) utlizando como agentes crioprotetores na
congelacdo de sémen de garanhdes o etilenoglicol nas concentracdes de 5%,

10%, o glicerol na concentracdo de 5% e associacao do etilenoglicol e glicerol (3
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e 2% respectivamente) obtiveram percentuais de integridade acrossomal,
avaliados por microscopia eletrénica de transmissao, na ordem de 28, 22,5, 25,5
e 22,5% respectivamente. Em um segundo experimento onde se avaliou a
eficiéncia crioprotetora do etilenoglicol e do glicerol na concentracdo de 5% na
congelacdo de sémen em palhetas e macrotubos alemées observou-se
percentuais de integridade acrossomais avaliados por microscopia eletrénica de
28, 25,5 para os tratamentos glicerol e etilenoglicol a 5% envazados em palheta
francesa e 16% para o etilenoglicol e o glicerol a 5% envazados em macrotubo
alemao.

Landim-Alvarenga et al., (2001), obtiveram percentuais de integridade
acrossomal de espermatozoides equinos congelados, avaliados por microscopia
eletronica de transmissao, com glicerol a 0,55M e DMSO a 1M e torno de 25% e
23% respectivamente.

Na avaliacdo acrossomal pela fluorescéncia a manutencdo da integridade
acrossomal dos tratamentos DA5, MF5 e DF5, foi significativamente superior aos
tratamentos DA1l, DA3 e GL5 (p<0,05). Arruda (2000) em um estudo onde
comparou os meios diluentes EDTA-lactose-gema de ovo (Martin et al., 1979),
INRA 82 (Palmer, 1984) e o meio diluente a base de Leite desnatado (Burns e
Fleming, 1988), acrescidos dos crioprotetores etilenoglicol a 5% e glicerol a 5%,
encontrou valores para espermatozoides equinos Vvidveis com acrossomas
intactos pds-descongelacdo, avaliados através das sondas fluorescentes FITC-
PSA e H33258 por citometria de fluxo de 24, 21,9, 25,8, 25,8, 18, 20,9, para o
meio de EDTA-lactose-gema de ovo com 5% de glicerol, EDTA-lactose-gema de
ovo com 5% de etilenoglicol, INRA 82 com glicerol a 5%, INRA 82 com
etilenoglicol a 5%, Leite desnatado com glicerol a 5% e Leite desnatado com
etilenoglicol a 5% respectivamente (p>0,05). Estes resultados foram inferiores aos
obtidos neste experimento e podendo estas diferencas estar relacionadas a
utilizacéo dos crioprotetores a base de amidas.

A correlacdo das técnicas de fluorescéncia e microscopia eletrbnica de
transmissdo quando se considerou as alteracdes acrossomais mais leves como
normais (ondulagbes da membrana acrossomal externa e ondulagcdo da
membrana acrossomal externa na regido apical encontradas na microscopia
eletrénica), foi p=0,03 e r=0,85. Onde constatamos uma superioridade dos
tratamentos DA5, MF5 e DF5 em relac@o aos tratamentos DAL, DA3 e GL5, em

manter a integridade acrossomal dos espermatozoides poés - descongelacao.
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As diferencas nos resultados encontrados com crioprotetores a base de
amidas, em relacdo ao glicerol neste experimento provavelmente estejam
relacionadas a resisténcia individual, a congelacdo e descongelacdo dos
espermatozoides dos garanhdes utilizados.

Os garanhbes GOR* G11*, G12* e G15* apresentaram resultados
referentes a motilidade total computadorizada inferiores a 30% quando foi
utilizado o glicerol a 5%, sendo, no entanto superiores quando as amidas foram
utilizadas, com uma grande variabilidade entre elas, evidenciando uma variacao
na resposta pos -—descongelacdo dos garanhdes frente aos crioprotetores
utilizados (vide anexo — 7).

A diferenca dos resultados obtidos, quanto aos crioprotetores, neste
experimento, nos parametros de motilidade e integridade de membrana foi
semelhante aos encontrados no trabalho de Gomes et al.,, (2002), onde se
utilizaram garanhdes da raga Mangalarga Marchador os quais em sua maioria
apresentavam uma baixa congelabilidade com a utilizacdo do glicerol como
crioprotetor.

A superioridade dos crioprotetores a base de amidas pode estar
supostamente relacionada, ao seu mecanismo de acdo e seu baixo peso
molecular, o qual por ser menor que o glicerol possa vir a causar um menor
estresse osmotico as células espermaticas.

No teste de fertilidade foi utilizado o sémen do garanhdo GOR, o qual
apresentava uma motilidade total média, p6s - descongelacdo em torno de 50% do
sémen congelado com dimetilformamida (DF5%) e 20% para o sémen congelado
com glicerol a 5%. A escolha deste garanhdo objetivou avaliar a eficiéncia da
dimetilformamida em manter as capacidades fertilizantes dos espermatozoides
pos-descongelacdo em relagdo ao glicerol em um garanhdo com baixa
congelabilidade quando do uso do glicerol.

O glicerol é o crioprotetor mais utilizado na criopreservacdo de
espermatozoides, apesar do seu efeito contraceptivo elatado em trabalhos em
diferentes espécies (Pace e Sullivan, 1975; Sexton, 1975; Phillips et al., 1996;
Guay et al.,1981; Hay et al., 1997; Jeyendran et al., 1985).

O presente estudo demonstrou que o glicerol a 5% exerceu um efeito
contraceptivo no sémen congelado do garanhao utilizado para as inseminacoes,
pelo resultado evidenciado, onde a melhoria da motilidade pé-descongelacdo da

dimetilformamida refletiu-se em melhoria de fertilidade.
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Os resultados desta avaliacdo também constataram haver uma variagao
individual de garanhdes, quanto a fertiidade do sémen congelado frente a
utilizacdo de diferentes crioprotetores.

Uma das hipéteses dos resultados alcancados no presente trabalho, esta
relacionado ao mecanismo no qual as amidas desempenham na criopreservagao
dos espermatozéides e também ao seu peso molecular, mais baixo em relacdo ao
glicerol, conferindo-as uma maior permeabilidade as membranas dos
espermatozoides, consequentemente trazendo um menor dano osmotico as
células espermaticas. Ball et al., (2002) observaram gue 0s espermatozoides de
garanhdes sdo altamente sensiveis aos danos osméticos causados pelo glicerol.

As amidas possuem um mecanismo de acgao crioprotetor diferente do
glicerol, devido sua estrutura molecular e sua habilidade de permear a membrana
celular.

As amidas caracterizam-se quimicamente pela existéncia em sua estrutura,
de uma molécula de nitrogénio ligado a um grupo carboxila. Seus grupos
funcionais, os quais realizam ligag6es de hidrogénio com a molécula da agua, séo
0 grupo amina (contendo nitrogénio) e um grupo de acido carboxilico (contendo
oxigénio), conferindo - as uma capacidade de aceitar um hidrogénio da molécula
da agua em trés sitios diferentes (Ashwood-Smith, 1987).

O (glicerol, classificado quimicamente como alcool pelos seus grupos
hidroxilas, tem a capacidade de realizar ligacbes de hidrogénio com a molécula
da agua em seis sitios, possuindo o dobro da capacidade de coligacdo com a
molécula da agua em comparacdo com as amidas (Nash, 1996; Ashwood-Smith,
1987). No entanto os alcoois, 0s quais possuem grupos hidroxilas, tem a
capacidade de alem de formar coligacdes com a molécula da agua, a de ligar-se
com outros componentes do meio diluente o qual contenha grupos hidroxilas, ou
seja podendo o glicerol realizar ligagbes entre si e também conferem aos alcoois
uma alta viscosidade (Karow, 2001), o qual dificulta sua difusdo nas membranas
plasméticas, podendo acarretar danos osmoéticos aos espermatozéides (Ball e Vo,
2001). Wowk et al. (1999), notaram que a substituicdo dos grupos hidroxilas por
grupos carboxil (-OCHz), em poliois como o glicerol, conferiram a estes uma
menor viscosidade, uma melhor atividade coligativa, porém a substancia
derivada, no caso do glicerol apresentou uma alta toxicidade celular.

Keith (1998), observou que a adicdo de um grupo metil, nas moléculas de

formamida e acetamida, conferiu uma melhor atividade crioprotetora a estas
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moléculas para os espermatozdides, porem a adicdo de mais um grupo metil ndo
trouxe beneficios adicionais.

Portanto supde-se que as amidas possuam uma forma mais eficaz de
realizar a coligagdo com a molécula da agua e desempenhar um mecanismo
crioprotetor celular mais eficiente e bem como, uma maior permeabilidade a
membrana espermatica, causando um menor estresse osmaotico as ceélulas.

Os resultados de motilidade total e progressiva 6ptica, motilidade total e
progressiva computadoriza e viabilidade espermatica (fluorescéncia) do
Experimento I, na sua maioria os resultados sofreram uma grande variacdo entre
individuos e também entre ejaculados (Anexo 13), concordando com as
variabilidades encontradas na resposta pés-descongelacdo do sémen congelado
de garanhdes entre racas (Alvarenga et al., 1996) e entre individuos (Vidament et
al., 1997), porem a dimetilformamida e sua associacdo com o glicerol de uma
forma geral foram superiores ao glicerol.

Os tratamentos Il (1,5%GL+3,5%DF) e Il (5%DF), foram superiores aos
tratamentos | (3,5%GL+1,5%DF) e IV(5%GL) e o tratamento | superior ao
tratamento IV na maioria dos parametros avaliados. Concordando com os
resultados de Gomes et al., 2002, onde utilizaram o sémen de garanhdes
Mangalarga Marchador que apresentavam baixa resposta pés-descongelacao
com o glicerol a 5%, e encontraram uma superioridade aos parametros de
motilidade 6ptica e computadorizada com sémen congelado com
dimetilformamida a 5%. Porém os resultados dos tratamentos Ill e IV diferiram
dos obtidos por Keith (2000), onde o glicerol (0,55M) superou a dimetilformamida
(0,55M), nas variaveis de Motilidade total computadorizada (60,5% e 36,7%
respectivamente) e mostrou-se semelhante em relacdo a viabilidade espermatica
(45,2 e 44,9 respectivamente), por Graham (2000), onde o glicerol (0,6M), nédo
apresentou diferenca em relacdo a dimetilformamida (0,6M) nos parametros de
motilidade total computadorizada (52% e 49% respectivamente) e viabilidade
celular avaliado por citometria de fluxo (45% respectivamente), Alvarenga et al.,
(2000), onde a dimetilformamida (0,6M) e glicerol (0,55M) teve resultados
semelhantes nas avaliacbes de motilidade total e progressiva computadorizada,
viabilidade celular por citometria de fluxo.

A diferenca dos resultados do presente trabalho em relacdo a trabalhos
anteriores pode estar relacionado aos garanhdes utilizados no presente

experimento, onde a maioria dos garanhdes apresentou uma baixa resposta poés-
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descongelacdo em relacdo aos parametros de motilidade e viabilidade celular
guando utilizou-se o glicerol a 5%(TRAT. IV).

A utilizagdo das associacdes entre o glicerol e a dimetilformamida, Trat. | e
Trat. 1l objetivou avaliar a existéncia de um sinergismo entre 0 mecanismo de
acao dos crioprotetores assim como a diminuicdo da concentragédo do glicerol do
meio diluente, no intuito de diminuir sua toxicidade. O Trat. Il foi superior ao Trat.l
nas avaliacOes realizadas, isto pode estar relacionado menor concentracado de
glicerol no meio diluente do Trat. Il (1,5%), concordando com as observacoes
feitas por Burns e Reasner (1995) onde concluiram que as concentracdes de 1 a
2% de glicerol foram superiores a concentracdo de 4 % nos parametros de
motilidade total e progressiva computadorizada e velocidade espermatica.

No entanto, Vidament et al., (2002) demonstraram que as concentracdes de
1% de Glicerol e 1% de dimetilformamida e 3% de glicerol e 1% foram
superiores, nos parametros de motilidade e viabilidade celular, as associacfes
onde se utilizou uma maior concentracao de dimetilformamida.

Os resultados encontrados com a utillizagdo das associacoes de
dimetilformamida e glicerol reforcam a hipotese de que os garanhfes em sua
grande maioria apresentavam uma maior sensibilidade ao glicerol, sendo isto
também evidenciado nos resultados com a utlizacdo do Trat. |l
(DF3,5%+GL1,5%) o qual possuia uma menor concentragcdo de glicerol em
relacdo ao Trat. | (DF1,5%+GL3,5%).

Finalmente, os resultados do presente trabalho demonstraram uma
superioridade dos derivados de amidas em proteger as células esperméticas de
garanhdes frente aos danos relacionados a congelacao e descongelacao.

Estudos futuros se fazem necessérios para verificar as razdes pela melhor
adaptacdo a estes crioprotetores, bem como determinar o potencial fertilizante
dos espermatozoides de garanhdes congelados com diferentes formas de

amidas.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente experimento nos permitem concluir que:

1 — O agente crioprotetor glicerol foi inferior a todos os derivados de amidas,
no sentido de proteger os espermatozoides de garanhdes contra os danos da

congelacéo e descongelacao.

2 — Dentre as amidas estudadas a dimetilformamida foi de uma forma geral

mais eficiente em crioproteger os espermatozdides de garanhdes.

3 — A melhoria da qualidade do sémen pos-descongelacdo quando do uso

da dimetilformamida se refletiu em melhoria significativa da fertilidade.

4 - A associacao do glicerol e dimetilformamida permitiu a reducdo da
concentracdo usual de glicerol, contudo n&o foi superior a dimetilformamida

isoladamente.

5 - A avaliacdo da integridade acrossomal através de fluorescéncia pelo
FITC-PNA e microscopia eletrbnica de transmissao (MET), apresentaram uma
boa correlacdo, quando considerados normais danos leves a membrana
acrossomal observado na MET, sendo a avaliacdo da integridade acrossomal por
fluorescéncia pelo FTC-PNA um exame de maior aplicabilidade na rotina de

avaliacdo espermética.
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ABSTRACT

The present work aimed to investigated several kinds of amides to freeze
equine semen. Two ejaculates from 20 stallions of different breeds were used.
All ejaculates with initial motility greater than 60 % were split and frozen in 0.5 ml
French straws in a milk base extender (INRA 82) containing the different studied
cryoprotectants. The post-thaw percentage of motility and other motility
parameters wer evaluated using CASA .To evaluate cell viability fluorescent
probes were used. Stains used were Carboxyfluorescein and propidium iodine

(PI).

The first experiment was designed to investigated the protective effect of 3
amides ; Dymethyl acetamide at 3 concentrations - 1, 3 and 5 % v/v; dymethyl
formamide at 5% and methyl formamide at 5%. Differences on motion parameters
between cryoprotectant treatments were determined by analysis of variance using
SAS system.

Utilization of amides significantly improved most of parameters evaluated
when compared with Glycerol. Progressive motility evaluated by optical
microscopy was higher (p< 0,0001) for semen that was frozen with MF 5% and
DF5%. The progressive motility evaluated by CASA was higher for the MF 5 %
and DA 3% groups. The electron microscopy evaluation showed that DA 5% and
MF 5 % were superior in the ability to preserved the acrossomal integrity. The
acrossomal status evaluated by fluorescence showed that the preservation was
higher on the groups DA 5%, MF 5 % and DF5% (p<0.0001).

On the second experiment the cryoprotective effect of two associations of
glycerol (Gly) and dimethylformamide (DF) were tested ( Gly 3.5% + DF 1.5 % and
DF 3.5% + Gly 1.5%).

No combination of cryoprotector was superior to dimethyl formamide alone
for total motility (p<0.05). An increased on total motility were observed when the
associations were compared with Glycerol alone. Post-thaw motility of sperm
frozen with glycerol was significantly lower than the other treatments (p<0.05). No
differences (p<0.05) were observed on progressive motility between the
treatments. Total motility and progressive motility were 48% and 19% , 57% and
19%, 59% and 18 % , 38% and 16% for semen frozen with 1.5% DF + 3.5% Gly,
3.5% DF + 1.5% Gly , DF 5% and Gly 5% respectivelly. There was also a
decrease in the percentage of viables cells with the utilization of glycerol alone.

The correlation between the fluorescence and electron microscopic
techniques were positive (r=0.85) and significant (p<0.05) for the acrossomal
integrity evaluation.

Thirty mares were inseminated, between october and november of 2001,
with a frozen semen from one stallion.First cycle pregnancy rates after
insemination with semen frozen with DF 5% and GLY 5% was 40 % (6/15) and
0% (0/15), respectively and DF5%.

The results of these experiments showed that the amides protected stallion
sperm from cryo-damage better than glycerol.



ANEXO 1 - Formulacgo do meio diluente de Kenney (Kenney et d.,1975).

CONSTITUINTE QUANTIDADE
Glicose 49

L eite desnatado 249
Bicarbonato de sodio a 10% 7,5ml
Gentamicina 200mg
Agua bidestilada 1000m
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ANEXO 2 - Formulacdo do meio diluente INRA 82 (Palmer, 1984).

Condtituinte Quantidade
Glucose 2,59
Lactose 0,159
Rafinose 0,159

Citrato de Sodio 0,03g
Citrato de Potéssio 0,049

Agua bidestilada (g.s.p) 50ml

Late desnatado 42 5ml
Gemade Ovo 2,5ml
Ticarcilina 0,500g

Glicerol 5,0ml
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ANEXO 3 - Vaores de osmolaridade e pH dos meios diluentes utilizados na congelacéo das amostras de sémen no experimento |

e experimento 1.

Trat. | OSM | pH
I 1280 | 6,93
I 1490 | 7,02
DAl | 642 | 6,95
DA3 | 887 | 6,93
DA5 | 1123 | 7,02
MF5 | 1406 | 6,89
DF5 | 1321 | 7,03
GLICS5 | 1103 | 6,97
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ANEXO 4 - Ajuste do HTM — IVOS — 10 para as redlizacOes das analises seminais em equinos (Ferreira, 2000).

Caracteristica Ajuste
Numero de pontos examinados 30
Contraste das células em relacdo ap campo 60pixes
Tamanho minimo das células 3 pixels
Contraste para células méveis 30 pixes
Limite inferior para o indice retilineo 80%
Referéncia para velocidade média (VAP) <70um/s
Referéncia para velocidade lenta (VCL) <30pm/s
Referéncia para velocidade lenta (VSL) <20pm/s
Limite inferior de tamanho 0,62 pixe
Limite superior de tamanho 2,98 pixd
Limite inferior de intensidade 0,24
Limite superior de intensidade 1,19
Limite inferior de alongamento 0%
Limite superior de alongamento 100%
L entos contados como movel's N&o
Magnificagcao 1,95
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ANEXO 5 - Solugdes de estoque para a utilizacdo na técnica de fluorescéncia para avaliagdo de integridade de membrana.

Solucdes Constituintes Quantidades
Estoque IP lodeto de Propidio 10mg
Solucdo Fisiologica 20ml
Estoque CFDA Diacetato de Carboxifluoresceina | 9,2mg
Dimetilsulféxido 20ml
Estoque de Formaldeido | Formaina 40% 1iml
Solucéo Fisiologica 79ml
Estoque de Citrato de Sodio | Citrato de Sodio 39
Solucéo Fisiologica 100ml




ANEXO 6 - Solucédo de Trabalho para coloracéo fluorescente.

Solucao Quantidade
Solucéo de Citrato de Sodio 3% |  0,96m
Solucdo de Formaldeido 10l
Solucéo de lodeto de Propidio 10ul

Solucéo de Carboxifluoresceina

200l

Anexos 84




Anexos 85

ANEXO 7 - Vaores de motilidade total e progressiva avaliados por microscopia optica, dos diferentes garanhdes utilizados no
experimento | segundo os tratamentos; DAL, DA3, DA5, MF5, FD5, GL5.

GAR MTODA1 | MTODA3 | MTODAS | MTOMF5 | MTODF5 | MTOGLS | MPODAL | MPODA3 | MPODAS | MPOMF5 | MPODF5 | MPOGL5
GOR.1EJ 65 60 30 70 30 25 20 20 5 20 10 10
GOR.2EJ 60 50 35 40 25 20 10 10 5 10 10 10
BAR.1EJ 40 50 50 50 60 35 10 10 10 15 15 0
BAR.2EJ 40 50 60 50 60 30 10 15 20 15 20 10

JJ.1EJ 45 50 55 45 60 35 15 15 20 20 25 10
JJ.2EJ 15 40 45 50 65 25 5 10 5 5 15 5
G9.1EJ 70 80 70 50 65 50 20 35 30 30 30 20
G9.2EJ 50 60 70 60 60 20 20 20 15 20 15 10
G11.1EJ 20 45 30 50 40 20 10 10 15 20 5 5
G11.2EJ 45 45 60 40 60 20 20 20 15 10 15 10
G12.1EJ 30 30 30 55 55 20 10 10 5 20 15 10
G12.2EJ 30 50 60 60 50 25 10 15 20 20 10 0
G13.1EJ 40 45 55 65 65 20 10 10 15 25 25 10
G13.2EJ 20 60 65 50 50 30 10 10 15 15 15 10
G14.1EJ 40 40 60 45 60 40 10 10 10 10 15 20
G14.2EJ 40 45 50 55 50 20 10 15 10 15 15 5
G15,1EJ 30 30 25 30 35 20 15 10 5 10 10 5
G15.2EJ 15 45 10 35 40 20 5 10 5 15 10 5
G16.1EJ 40 50 55 40 60 20 10 15 15 20 10 5
G16.2EJ 45 55 30 60 60 50 15 20 5 15 10 15
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ANEXO 8 - Vaores de motilidade total e progressiva computadorizada, dos diferentes garanhdes utilizados no experimento |
segundo os tratamentos; DA1, DA3, DA5, MF5, DF5, GL5.

GAR |MTHDA1 | MTHDA3 [ MTHDAS | MTHMF5 | MTHDF5 | MTHGLS [ MPHDA1 | MPHDA3 | MPHDAS | MPHMF5 | MPHDFS | MPHGL5
GOR.1EJ 70 70 32 69 53 24 25 16 2 13 6 12
GOR.2EJ 61 50 37 36 53 19 14 8 2 6 7 8
BAR.1EJ 35 45 52 51 57 30 9 7 6 16 11 0
BAR.2EJ 38 51 60 46 58 40 15 17 16 20 19 8
JJ.1EJ 44 60 56 46 66 34 23 32 25 20 22 14
JJ.2EJ 14 35 31 34 50 40 2 9 2 10 11 1
G9.1EJ 65 81 72 57 78 54 25 37 21 24 37 23
G9.2EJ 54 63 68 61 56 25 22 18 10 25 11 11
G11.1EJ* 25 40 31 49 18 27 6 9 11 18 4 1
G11.2EJ* 40 42 57 34 57 20 16 16 16 13 13 6
G12.1EJ* 29 28 29 52 53 20 7 8 2 15 11 5
G12.2EJ* 26 50 58 59 48 27 7 17 18 22 9 1
G13.1EJ 36 45 70 70 60 49 13 12 22 30 12 18
G13.2EJ 23 57 60 54 48 37 6 17 17 17 12 12
G14.1EJ 37 35 57 42 55 45 14 13 8 15 18 15
G14.2EJ 35 47 44 51 a7 25 10 10 6 21 10 4
G15.1EJ* 29 34 23 25 36 20 10 9 4 7 6 5
G15.2EJ* 15 50 19 20 45 15 3 12 1 5 11 4
G16.1EJ 39 54 43 64 62 26 12 16 6 30 11 8
G16.2EJ 48 63 34 67 57 55 18 22 5 21 12 19
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ANEXO 9 - Vadoresde vigor avaliado por microscopia optica e linearidade (%) avaliado pelo HTM, dos diferentes garanhdes

utilizados no experimento |, segundo os tratamentos DAL, DA3, DA5, MF5, DF5 e GL5.

GAR | VIGDAL | VIGDA3 | VIGDAS | VIGMF5 | VIGDF5 [ VIGGL5 | LINDAL | LINDAS | LINDAS [ LINMFS [LINDF5 |LINGL5
GOR.1EJ 2 2 1 2 2 2 42 38 38 37 36 45
GOR.2EJ 2 2 2 2 2 2 41 39 35 39 36 47
BAR.1EJ 2 2 2 2 2 0 38 39 35 41 37 33
BAR.2EJ 2 3 3 3 3 3 46 45 40 46 40 45

JJ1EJ 2 2 2 2 2 2 36 52 48 39 56 24

JJ2EJ 2 2 2 2 3 1 49 39 37 41 42 45
G91EJ 3 3 3 3 3 3 44 44 41 44 43 47
G92EJ 3 3 3 3 3 3 46 39 38 42 40 43
G111EJ 2 2 2 2 2 2 44 40 44 42 40 37
G112EJ 2 2 2 2 2 2 47 46 39 42 37 40
G121EJ 2 2 1 2 2 2 42 40 34 42 38 43
G122EJ 2 2 2 2 2 0 50 44 42 44 39 50
G131EJ 2 2 2 2 3 2 43 41 34 42 35 42
G132EJ 2 2 2 2 2 2 46 43 44 42 45 43
G141EJ 2 2 2 2 2 2 44 42 37 43 39 43
G142EJ 2 2 2 2 2 2 38 41 35 44 35 42
G151EJ 2 2 2 2 2 2 45 43 41 43 42 39
G152EJ 2 1 2 2 2 2 40 35 43 40 39 42
G161EJ 2 2 2 2 2 2 48 42 43 47 39 46
G162EJ 2 2 2 2 2 2 42 42 41 42 39 45
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ANEXO 10 - Valores de viabilidade celular avaliado por fluorescéncia (Pl e FDA), dos diferentes garanhdes utilizados no
experimento |, segundo os tratamentos DAL, DA3, DA5, MF5, DF5 e GL5.

GAR [FL.DA1|FL.DA3|FL.DAS|FL.MF5[FL.DF5[FL.GL5
GOR1EJ| 55 41 44 a7 51 27
GOR2EJ| 58 41 49 36 50 21
BAR.1EJ| 43 41 57 53 56 43
BAR.2EJ| 40 38 43 44 a7 34

JJ1EJ 48 58 51 59 41 19

JJ2EJ 31 28 48 55 33 26

G91EJ | 38 41 41 38 40 14

GO92EJ | 47 36 34 38 51 33
G111EJ| 36 48 55 57 62 38
G112EJ| 33 43 46 52 55 48
G121EJ| 54 59 60 44 60 45
G122EJ| 51 51 48 52 52 40
G131EJ| 41 36 57 54 59 36
G132EJ| 30 40 52 37 45 32
G141EJ| 50 55 54 60 51 35
G142EJ| 57 43 48 63 68 34
G151EJ| 31 40 40 45 56 27
G152EJ| 47 34 44 31 54 24
G161EJ| 49 52 38 51 48 37
G162EJ| 53 58 44 50 48 34
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ANEXO 11 - Vaoresde VAP e VSL avaliados pelo HTM, dos diferentes garanhdes utilizados no experimento I, segundo os
tratamentos DAL, DA3, DA5, MF5, DF5 e GL5.

VAPDA | VAPDA | VAPDA | VAPMF | VAPDF | VAPGL | VSLDA| VSLDA| VSLDA | VSLMF | VSLDF | VSLGL

GAR 1 3 5 5 5 5 1 3 5 5 5 5

GOR1E
J 90,8 88,2 56,5 80,7 81 72,5 69 63,8 40,1 58 54,4 57,3
GORZ2E

J 82,1 74,8 61,9 78,7 78,3 78,3 60,2 54,7 42,2 57,8 52,5 57,3
BAR1EJ| 76,9 72,6 76,9 81,3 87,3 68,7 56,5 53,2 53,1 61,6 60,4 46,9
BAR2EJ| 81,3 82 90,4 80,6 97,4 72,8 65,9 62,7 65,5 65,5 70,4 56,7
JJIEJ | 97,7 1149 | 116,6 | 113,4 111 99,2 78,1 89,8 86,5 84,3 78,2 75,6
JJ2EJ | 56,1 84,2 54,9 82,1 83,6 62,2 47,6 61,4 38,8 62,9 60,8 49,2
G91EJ | 819 88,9 78,6 86,9 | 1005 | 84,9 64,5 69,5 58,5 67,6 76,5 69,2
G92EJ | 87,2 80 71,5 87,1 80,3 79,5 68,8 60,3 51,4 66,7 57,2 68,2
G111EJ| 74,9 77,1 78 86 86,9 77 58,3 57,2 62,4 66,8 62,2 53,4
G112EJ| 83,2 82,4 105,6 935 | 1044 | 816 67,1 67 74,1 71,9 70,5 60
G121EJ| 70,4 69,3 57,8 72,9 74,4 70,5 54,9 54,7 42 57,5 54,7 57,2
G122EJ| 70,2 80,4 81,7 82 73,8 56,8 57,8 62,4 61,9 63,8 54,1 48
G131EJ| 87,9 79 100,2 99,2 92,9 92,8 69,3 60,3 72,6 76 61,9 70,2
G132EJ| 71,4 81,2 76 79,4 89 80,8 57 62,2 58,7 61,1 70,7 62,1
G141EJ| 83,9 91,6 77 82 96,2 83 64,9 70,4 54 62,3 69,6 63,8
G142EJ| 80,5 80,6 78,8 89,1 93,8 77,2 59,8 59,1 53,1 68,3 61,4 59,7
G151EJ| 87 89 82,6 85,1 88,9 90,7 67,2 65,4 59 64,1 63,7 65,2
G152EJ| 98,5 95,5 66,1 83,1 95,2 85,4 69,8 64,9 47,6 65,2 65,9 62,3
G161EJ| 75,8 80,2 67,2 90,8 78,9 73,1 60,2 60,2 48,1 72,8 55,6 58,1
G162EJ| 96,1 85,4 65,6 78,9 77,1 82,9 72,5 64,6 50,8 60,3 55,4 64,2




Anexos 90

ANEXO 12 - Vaores de VCL e percentagem de rgpidos avaliados pelo HTM, dos diferentes garanhdes utilizados no
experimento |, segundo os tratamentos DAL, DA3, DA5, MF5, DF5 e GL5.

VCLDA |VCLDA|VCLDA | VCLMF |VCLDF | VCLGLI| RAPDA| RAPDA | RAPDA | RAPMF | RAPDF | RAPGLI
GAR 1 3 5 5 5 5 1 3 5 5 5 5
GOR1E
J 168,6 | 169,8 | 109,4 | 161,4 161 136,4 50 46 7 40 28 25
GORZ2E
J 159,1 | 146,3 | 126,8 | 155,8 | 151,3 | 139,3 32 22 9 17 26 19
BAR1EJ| 151,4 139 | 153,4 153 | 166,7 | 142,1 20 19 26 34 37 1
BAR2EJ| 1455 | 143,8 | 162,9 | 144,4 | 178,6 | 129,4 23 33 42 29 45 15
JJ1EJ | 169,5 | 200,2 209 212 206 181,4 36 52 48 39 56 24
JJ2EJ | 100,4 | 163,3 103 159,7 | 156,8 | 118,4 3 22 5 21 29 2
GI91EJ| 151 159,1 | 146,8 | 157,7 | 181,1 | 148,3 41 69 45 41 69 35
G92EJ | 1513 | 154,3 | 135,8 | 159,2 | 146,1 157 36 37 27 43 33 14
G111EJ| 136,3 | 144,55 | 147,2 | 163,7 | 163,9 | 163,4 10 18 18 31 10 3
G112EJ| 147,4 | 1499 | 199,8 | 178,6 | 195,3 160 24 24 46 25 48 14
G121EJ| 134,3 | 142,8 | 125,7 | 138,4 | 145,1 138 12 15 6 26 26 9
G122EJ| 120,8 | 1459 | 151,3 | 149,55 | 140,8 | 102,5 11 29 36 40 23 3
G131EJ| 167,9 | 151,7 | 190,4 | 184,4 | 182,2 | 172,2 21 23 53 57 43 35
G132EJ| 129 1452 | 136,8 | 150,6 | 160,7 | 148,9 10 33 35 31 33 23
G141EJ| 153,1 | 173,5 | 147,7 152 | 183,1 | 1516 25 25 27 28 44 29
G142EJ| 160,3 152 | 156,1 | 164,8 184 148,3 21 31 25 38 34 8
G151EJ| 158,6 | 161,9 | 153,2 | 155,6 | 158,7 | 176,1 19 21 14 15 16 13
G152EJ| 190,4 | 194,1 | 1194 | 153,3 | 173,9 | 160,8 11 41 3 16 34 10
G161EJ| 1315 | 145,55 | 111,7 | 160,9 | 1458 | 1324 20 35 15 48 33 14
G162EJ| 177,7 157 127 1447 | 1449 | 1476 35 48 12 43 32 38
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ANEXO 13 - Vaores de motilidade Optica (total e progressiva), dos diferentes garanhdes utilizados no experimento 11, segundo

os tratamentos; I, 11, I, V.

GARANH.IM.T.O IM.T.O Il MTO Il [M.TO IVIM.P.O I|M.P.O II| M.PO lIl| M.PO IV
AST.1EJ| 35 35 50 20 15 15 25 5
AST.2EJ| 65 55 65 40 30 20 30 20
BAR.1EJ| 30 50 60 25 10 15 25 8
BAR.2EJ| 45 30 60 40 25 15 15 15
G2.1EJ 60 70 75 50 20 30 30 25
G2.2EJ 30 60 60 45 20 30 40 15
G3.1EJ | 15 60 40 35 5 15 20 20
G3.2EJ 60 50 70 30 25 20 30 10
G4.1EJ | 60 65 70 40 25 20 20 20
G4.2EJ 70 75 70 55 30 35 30 30
G5.1EJ 55 70 70 40 25 20 20 20
G5.2EJ 60 70 70 40 30 30 25 20
G6.1EJ 60 60 60 60 20 15 15 25
G6.2EJ 50 65 60 60 20 30 20 25
G7.1EJ 30 50 35 10 10 10 10 2
G7.2EJ 40 50 60 15 10 15 20 0
STRM1EJ| 60 50 50 10 15 10 10 2
STRM2EJ| 40 45 40 20 10 12 10 10
GORI1EJ| 55 60 70 20 10 10 10 5
GOR2EJ| 50 65 65 30 10 15 10 5
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ANEXO 14 - Vaores de motilidade computadorizada (total e prog.) dos diferentes garanhdes utilizados no experimento 1,

segundo os tratamentos 1, 11, 111, IV.

GAR MTH.1 | MTHI | MTHII | MTHIV | MPHI | MPHIl | MPHII | MP.HIV
AST. 1EJ 28 33 45 20 11 10 10 5
AST.2EJ 61 50 56 56 29 19 17 25
BAR.1EJ 33 48 62 12 12 16 17 4
BAR.2EJ 51 29 65 54 27 12 19 33
G2.1EJ 54 61 61 62 27 19 10 28
G2.2EJ 48 64 61 49 20 25 28 22
G3.1EJ 10 52 43 43 3 11 14 25
G3.2EJ 60 59 78 36 34 19 27 18
G4.1EJ 53 66 72 38 20 27 22 16
G4.2E) 74 77 76 67 38 37 39 33
G5.1EJ 59 72 67 55 19 24 27 22
G5.2EJ 59 65 70 42 29 26 21 10
G6.1EJ 67 64 56 63 34 26 21 31
G6.2EJ 36 70 57 59 16 32 23 30
G7.1EJ 33 54 42 7 8 16 11 2
G7.2EJ 34 45 60 18 9 13 22 6
STRMI1EJ 54 59 50 19 19 15 8 5
STRM2EJ 43 48 42 27 15 11 7 9
GORG1EJ 58 59 65 23 9 10 2
GORG2EJ 54 65 65 28 10 13 12 3
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ANEXO 15 - Vaores referentes aintegridade celular avaliado por fluorescéncia (Pl e FDA), dos diferentes garanhdes utilizados

no experimento I, segundo os tratamentos; I, 11, 111, V.
GAR FLUV I FLUV I FLUVIII | FLUV IV
AST. 1EJ 47 46 62 40
AST.2EJ 45 44 60 34
BAR.1EJ 38 40 48 45
BAR.2EJ 33 34 48 26
G2.1EJ 38 40 50 26
G2.2EJ 40 42 48 39
G3.1EJ 18 47 40 28
G3.2EJ 39 46 50 27
G4.1EJ 43 46 59 30
G4.2EJ 40 42 49 34
Gb5.1EJ 26 39 47 27
G5.2EJ 22 36 38 21
G6.1EJ 43 43 50 28
G6.2EJ 38 48 49 30
G7.1EJ 35 45 38 19
G7.2EJ 37 42 52 18
STRM1EJ 34 42 46 12
STRM2EJ 37 50 59 33
GOR1EJ 50 52 48 22
GOR2EJ 54 57 50 26
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ANEXO 16 - Vaoresde VAP e VSL, dos diferentes garanhGes utilizados no experimento I, segundo os tratamentos |, I1, 111, IV.
GAR VAP. | VAP. Il VAP. I VAP. IV VSL. | VSL. Il VSL. I VSL. IV
AST.1EJ. 75,4 71,1 75,3 65,8 63 56,5 55,7 53,4
AST.2EJ. 95,1 80,6 91,7 91,2 74,8 60,6 64,6 71,7
BAR.1EJ. 77,5 77 102,2 82 63 60,1 70,2 64,1
BAR.2EJ. 100,8 89,7 95,7 98,6 81,3 69,7 68 81,7
STRM.1EJ. 88,8 97 85,8 77,5 68,2 69,3 57,3 60,1
STRM.2EJ.| 103,4 99,8 98,9 87 75,6 69,5 66,8 68,4
GOR.1EJ 76,7 86,6 92,1 52,8 55,4 58,4 61,7 45
GOR.2EJ 78 90 88,9 63 56,1 62,8 60,2 49,7
G2.1EJ. 129,7 135,2 131,2 111,7 101,9 91,8 81,1 86,4
G2.2EJ. 88,3 93,9 97,2 91,7 70,1 70,9 75,9 72,6
G3.1EJ. 79,2 90,5 113 104,4 60,6 59,8 75,9 87,1
G3.2EJ. 84,1 74,6 84,3 84,3 69,7 57,9 63 71,4
G4.1EJ. 82,8 95,5 96 99,6 65,3 73,7 68,9 76,7
G4.2EJ. 99 109,1 12,3 111 78,9 84,5 93,6 86,9
G5.1EJ. 82,2 93,9 87,7 89,8 62,1 68,3 62,3 69,6
G5.2EJ. 81,4 100,8 96,7 72,6 66,4 75,1 70,1 57,1
G6.1EJ. 108,3 120,4 104,2 112,4 85,5 87,5 76,7 87,1
G6.2EJ. 1245 116,4 122,5 105,6 91,1 88,2 88,2 84
G7.1EJ. 71,6 81,6 80,6 69,1 56,8 61,7 62,1 56,2
G7.2EJ. 74,9 92,3 90,1 82 57 64,9 66 61,6
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ANEXO 17 - Vaoresde VCL e LIN, dos diferentes garanhdes utilizados no experimento |, segundo os tratamentos |, 11, 111, V.
GAR VCL. | VCL. Il VCL. llI VCL. IV LIN. | LIN. Il LIN. 1l LIN. IV
AST.1EJ. 128 131,1 145,5 120,5 51 45 39 45
AST.2EJ. 176,8 161,1 176,7 168,3 43 39 37 44
BAR.1EJ. 135,9 140 193,2 138,6 48 44 38 49
BAR.2EJ. 170,1 162,2 170,8 163,8 50 46 41 52
STRM.1EJ. 155,8 174,3 156,1 137 45 58 38 46
STRM.2EJ. 184,6 184,1 180,2 153,1 54 40 38 50
GOR.1EJ 145,1 165,1 173,2 100,5 40 36 36 47
GOR.2EJ 146,5 170,8 166,2 114,6 40 37 37 47
G2.1EJ. 235,2 253,2 252,8 202,5 46 39 35 44
G2.2EJ. 165,3 172,7 180,2 174,2 43 42 43 42
G3.1EJ. 145,7 169,4 205,6 179,7 44 36 39 49
G3.2EJ. 1441 137,8 154,2 146 49 43 42 51
G4.1EJ. 151,3 178,9 176,4 193,2 44 42 40 41
G4.2EJ. 180 195,7 2121 199,8 44 44 45 45
Gb5.1EJ. 146,3 172 162,7 159,7 44 40 40 45
G5.2EJ. 138,1 181,4 170,9 124,2 50 42 42 48
G6.1EJ. 191,9 2193 191,7 196 47 42 42 47
G6.2EJ. 206,9 211,3 220,1 184 48 44 43 48
G7.1EJ. 128,5 151 151,6 110,3 45 42 42 53
G7.2EJ. 1448 178,1 173,6 160,4 41 38 39 40
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ANEXO 18 - Percentagem de espermatozoides rapidos (HTM) e valores de Vigor (Microscopia Optica), dos diferentes

garanhdes utilizados no experimento |1, segundo os tratamentos I, I1, 111, IV.
GAR RAP. | RAP. Il RAP. I RAP. IV VIG. | VIG. Il VIG.III VIG. IV
AST.1EJ. 16 17 24 8 2 2 2 1
AST.2EJ. 49 35 45 44 3 3 3 3
BAR.1EJ. 19 28 54 7 3 3 3 2
BAR.2EJ. 44 21 50 47 2 2 3 3
STRM.1EJ. 36 40 32 10 3 3 3 3
STRM.2EJ. 34 37 30 17 2 2 3 2
GOR.1EJ 26 36 40 4 2 2 2 2
GOR.2EJ 26 40 41 9 3 3 3 2
G2.1EJ. 46 52 35 53 3 3 3 3
G2.2EJ. 31 48 47 34 3 3 3 3
G3.1EJ. 4 34 36 35 3 3 3 2
G3.2EJ. 47 33 60 24 2 3 3 2
G4.1EJ. 33 50 55 29 3 3 3 3
G4.2EJ. 61 64 68 57 3 3 3 3
Gb5.1EJ. 40 57 49 41 2 2 2 1
G5.2EJ. 42 54 55 18 2 2 3 2
G6.1EJ. 56 54 44 54 2 2 2 1
G6.2EJ. 30 60 49 47 2 2 2 2
G7.1EJ. 13 32 23 3 2 2 2 1
G7.2EJ. 18 34 47 11 2 2 2 1
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