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Tempo de equilibrio na criopreservagdo do sémen: efeitos sobre caracteristicas de
motilidade e de integridade das membranas espermaticas de touros Gir leiteiro

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da criopreservagdo com dois diluidores e trés
tempos de equilibrio sobre as caracteristicas de movimento espermatico, integridade das
membranas plasmatica e acrossomal, funcdo mitocondrial pos-descongelamento. Foram
utilizadas amostras de sémen de 12 touros Gir leiteiro andrologicamente normais, com idade de
2 a 4 anos, coletadas por eletroejaculagdo e avaliadas segundo as normas do CBRA (1998). As
amostras foram divididas em duas aliquotas e diluidas com diluidor Bioxcell® ou TRIS a 34°C,
com concentragdo de 50 x 10° espermatozoides/mL. O sémen diluido foi resfriado a temperatura
ambiente (25°C) e envasado em palhetas de 0.5 mL. Para a criopreservagdo utilizaram-se trés
aparelhos automatizados (TK-3000"), com as mesmas curvas de resfriamento (-0.25°C / min) e
de congelamento (-20°C / min) para todos os tratamentos, variando apenas o tempo de
equilibrio a 5°C: Oh (TO0), 2h (T2), e 4h (T4) num total de seis tratamentos. Apds atingir a
temperatura de -120°C as palhetas foram transferidas para o N, liquido (-196 °C) e armazenadas.
Apo6s descongelamento (37°C/30min) foram avaliadas a motilidade espermatica por sistema
computadorizado (CASA); a integridade de membrana plasmatica acrossomal (PI/ FITC-PSA) e
potencial de membrana mitocondrial (JC-1) por citometria de fluxo; além da longevidade no
teste de termorresisténcia rapido (TTR, 45°C/1h). Observou-se interagdes entre os diluidores e
os tempos de equilibrio para as caracteristicas de Motilidade Total (MT,%), Motilidade
Progressiva (MotProg, %), ¢ para a porcentagem de espermatozdides com membranas
plasmatica e acrossomal intactas (AIMPI, %) e membrana acrosomal lesada (AL, %). Nao se
registrou diferenga (P>0.05) entre os tempos de 2 ¢ 4 horas quanto a MT e MotProg, dentro de
cada diluidor. Os tratamentos sem tempo de equilibrio (TO) apresentaram os menores valores
(P<0,05), diferindo de 2 e 4h, tanto para parametros de motilidade (MT e MotProg), quanto para
a integridade das membranas plasmaética e acrossomal, para ambos diluidores. Ainda para o TO
ndo se observou diferenga (P>0,05) entre os diluidores para a MT e MotProg, ¢ para a AIMPI e
AL. O diluidor TRIS apresentou os maiores valores de MT, MotProg, AIMPI; e os menores
valores de AL, nos tempos de 2 e 4h, bem como a menor propor¢ao (P<0,05) de
espermatozoides com membrana plasmatica lesada (MPL, %). O tempo de equilibrio de 4h
apresentou os maiores valores (P<0,05) em relagdo aos pardmetros de motilidade, de integridade
das membranas espermaticas, e menor percentagem de defeitos totais. O tratamento utilizando
TRIS e 4h de equilibrio apresentou os maiores valores (P<0,05) em relagdo a MT, MotProg,
AIMPI e longevidade e os menores valores (P<0,05) de MPL e AL. Quanto a fungdo
mitocondrial, ndo houve efeito do diluidor e nem do tempo de equilibrio (P>0,05). O melhor
método de criopreservacdo foi aquele que utilizou o diluidor TRIS com 4h de equilibrio
(TRIST4). Conclui-se que o tempo de equilibrio ¢ necessario para preservagao da motilidade
total, da motilidade progressiva, da integridade das membranas plasmatica e acrossomal, e a
longevidade espermatica, além de atuar preservando a morfologia espermatica. A utilizagdo de
no minimo 4h de equilibrio garantiu a mais alta taxa de sobrevivéncia espermatica.

Palavras chave: CASA, citometria de fluxo, criopreservacdo, sémen, sondas fluorescentes,
tempo de equilibrio.
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Equilibration time on semen cryopreservation: effects on characteristics of motility
and spermatic membranes integrity in dairy Gir bulls

ABSTRACT

Aiming to evaluate effects of cryopreservation with two extenders and three equilibration times
on the characteristics of spermatic movement, integrity of plasmatic and acrossomal
membranes, mitocondrial function pos-thawing, semen samples from 12 dairy Gir bulls, 2 to 4
years old, andrologically normal (CBRA, 1998), collected by eletroejaculation were used. The
semen samples were divided in two aliquots and diluted with extender Bioxcell® or TRIS to
34°C, (50 x 10° sperms/mL). Thereafter cooled to room temperature (25°C) and packaged in 0.5
mL straws. For cryopreservation three automated machines were used (TK-3000®), with the
same cooling (- 025°C/min) and of freezing rates (- 20°C / min) for all treatments, varying only
the equilibration time at 5°C: Oh (TO0), 2h (T2), and 4h (T4) in a total of six treatments. After
reaching -120°C the straws were transferred to liquid N2 (-196 °C) and stored. After thawing
(37°C/30min) the semen was evaluated for sperm motility using CASA system; integrity of
acrossomal plasmatic membrane (PI / FITC-PSA) and potential of mitocondrial membrane (JC-
1) by flow cytometry, besides sperm longevity in thermoresistance test (TRT at 45°C/1h).
Interaction among extenders and the equilibration times for total motility characteristics
(MT,%), progressive motility (MotProg,%), and for percentage of spermatozoa with plasmatic
and acrossomal membranes intact (AIMPI,%) and acrosomal membrane harmed (AL,%) were
observed. No difference (P>0.05) between the 2 and 4 hours for MT and MotProg, within each
extender was registered. TO presented the lowest results (P <0.05) differing from 2 and 4 hours,
for MT and MotProg, as well as for the integrity of the plasmatic and acrossomal membranes,
for both extenders. No difference (P>0.05) for TO was observed between the extenders for MT
and MotProg, and for AIMPI and AL. TRIS presented the highest results of MT, MotProg,
AIMPI; and lowest for AL, in times of 2 and 4 hours, as well as to lowest proportion (P <0,05)
of spermatozoa with damaged plasmatic membrane (MPL,%). Four hours presented the highest
results (P<0.05) in relation to the motility, integrity of spermatic membranes, and the lowest
percentage of total sperm defects. Treatment using TRIS and 4 hours of equilibration presented
the highest results (P <0.05) in relation to MT, MotProg, AIMPI, and longevity and the lowest
for MPL, AL. In relation to mitocondrial function, there was no effect neither for extender nor
for the equilibration time (P>0.05). TRIST4 was the best cryopreservation method. It was
concluded that the equilibration time is needed for preservation of MT, MotProg, percentage of
AIMPI, and spermatic longevity, besides acting preserving the spermatic morphology. At least
4h of equilibration time presented the highest sperm survival.

Keywords: CASA, cryopreservation, flow citometry, fluorescent probes, equilibration
time, semen.
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1 INTRODUCAO

A pecudria no Brasil é uma atividade de
extrema importancia para a economia, visto
que o pais possui 0 maior rebanho comercial
de bovinos do mundo e por se destacar pelo
elevado potencial efetivo e perspectiva de
crescimento (Dias, 2004; Celeghini, 2005).
Neste contexto, as racas zebuinas e seus
cruzamentos apresentam grande importancia
na formac¢do dos rebanhos brasileiros,
representando cerca de 80% do efetivo
bovino nacional (Cartaxo et al., 2001).

O Brasil ¢ o sexto maior produtor de leite do
mundo e cresce a uma taxa anual de 4%,
superior a de todos os paises que ocupam os
primeiros lugares, respondendo por 66% do
volume total de leite produzido nos paises
que compdem o Mercosul. Além disso, o
leite estad entre os seis primeiros produtos
mais importantes da agropecudria brasileira
e desempenha um papel relevante no
suprimento de alimentos e na geragdo de
emprego e renda para a populagdo (Carvalho
et al., 2003).

Nos ultimos anos  aumentou-se a
participagdo das racas zebuinas na
composi¢do dos rebanhos leiteiros, hoje
predominantemente mesticos Holandés x
Zebu, devido a uma extraordinaria evolugdo
no melhoramento das ragas zebuinas para
leite, particularmente nas ragas Gir e
Guzera. A raca Gir vem se destacando na
bovinocultura de leite gragas a rusticidade,
produtividade e docilidade, sendo ainda
eficiente na produgdo de leite a baixo custo
(Carvalho et al., 2003).

E inegavel a grande importincia do setor
agropecuario para o equilibrio da balanca
comercial do Brasil. A alta produtividade
dos solos e a capacidade tecnologica da
agricultura levaram o pais a quebrar
recordes de produgdo (Gonzalez, 2004).
Porém este fato criou uma grande
competitividade entre a agricultura e
pecuaria pelo uso da terra, destacando-se a
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competitividade da soja, da cana-de-agucar
para a produgdo de alcool ou agtcar, e do
eucalipto para a industria de celulose. Essa
competitividade exige do pecuarista maior
profissionalismo e eficiéncia visando
produtividade.

Por se tratarem de animais de producio, os
bovinos movimentam uma  industria
altamente eficiente movida por numeros.
Dessa forma quaisquer avangos em seus
indices refletem um grande retorno aos
investimentos iniciais (Alberti et al., 2004).
O aumento da produtividade na pecudria
nacional pode ser obtido com o emprego de
biotecnologias que otimizem o sistema de
produgdo, buscando maior produgdo por
hectare e assim diminuindo os custos de
producdo. A utilizagdo de biotecnologias
aplicadas a reproducdo permite maximizar o
uso de genética superior, permitindo o
aumento da produtividade (Celeghini, 2005).
Em vista disto, ocorreram grandes avangos
nas biotecnologias da reprodugdo animal
(Soto, 2005), inseridas dentro de processos
de selegao e melhoramento genético.

Dentre estas tecnologias destacam-se a
inseminacdo artificial (IA), a transferéncia
de embrides (TE) e a fertilizagdo in vitro
(FIV). Todas estas tecnologias dependem da
disponibilidade de gametas viaveis e,
portanto, a criopreservagao de gametas ¢ um
fator fundamental para a implantagdo das
mesmas.

A inseminacdo artificial em bovinos ¢ uma
biotecnologia reprodutiva de custos mais
acessiveis e que serve como uma ferramenta
para o melhoramento genético dos rebanhos.
Todavia, para sua aplica¢do ¢ indispensavel
0 uso do sémen criopreservado (Celeghini,
2005). Entretanto, ainda existem duvidas
sobre a real fungdo de algumas etapas no
processo de criopreservagdo do sémen
bovino, dentre elas se destaca o tempo de
equilibrio.



As pesquisas realizadas por Dhami et al.,
(1992, 1993) concluiram que um
resfriamento lento do sémen de 30°C a 5°C
dentro de um periodo de 2h ¢é essencial para
uma congelabilidade otima, isto ¢&,
motilidade espermatica pOs-
descongelamento e fertilidade. Concluiu-se
também que 2h de tempo de equilibrio a
5°C, foi importante para a motilidade pos-
descongelamento e fertilidade a campo.

Porém, Januskauskas et al. (1999)
realizaram uma pesquisa para avaliar o
efeito das taxas de resfriamento rapidas e
lentas sobre a integridade de membranas
utilizando técnicas mais avangadas como a
fluorescéncia e utilizando a analise
computadorizada para avaliagdo  dos
pardmetros de motilidade do sémen
criopreservado de bovinos. Concluiu-se que
ndo houve diferengas entre elas, porém neste
trabalho ndo foi estudado o tempo de
equilibrio.

Ainda existem dividas da real importancia
do tempo de equilibrio na criopreservagio
do sémen e sobre qual o real efeito do tempo
de equilibrio sobre a integridade das
membranas espermaticas. O tempo de
equilibrio ¢ uma etapa da criopreservacao do
s€émen bovino que demanda um longo
tempo, ndo existindo um consenso na
literatura sobre a sua necessidade e de qual o
tempo ideal de sua durag@o. Também existe
o interesse em reduzir ou eliminar esta etapa
do processo de criopreservagdo, tornando-a
mais rapida sem perder a eficacia.

O presente trabalho visa esclarecer o efeito
do tempo de equilibrio na criopreservacao
do sémen bovino e na integridade das
membranas  espermaticas, devido as
controvérsias verificadas na literatura sobre
o assunto e também pelo fato de a maioria
dos trabalhos avaliarem os efeitos do tempo
de equilibrio apenas por andlises subjetivas
dos parametros de motilidade e vigor
espermaticos, realizadas por microscopia
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optica, aliado a escassez de informacdes
nesta area para as ragas zebuinas.

2 HIPOTESES

1 — O tempo de equilibrio ¢ importante no
processo de criopreservacdo e eliminagdo
dessa etapa da criopreservagdo afeta os
espermatozoides tanto nos aspectos da
motilidade espermatica e na porcentagem de
espermatozoides moveis, quanto em relagdo
a integridade das membranas plasmatica,
acrossomal, e potencial de membrana
mitocondrial.

2 — A duracdo do tempo de equilibrio e o
tipo de diluidor empregados no processo de
criopreservagdo influenciam a integridade
das membranas plasmatica, acrossomal e
sobre a fungcdo  mitocondrial  dos
espermatozoides bovinos.

3 — Existem interagOes entre os diluidores e
os tempos de equilibrio no processo de
criopreservagdo  que influenciam na
motilidade e na integridade das membranas
plasmatica e acrossomal e sobre a fungdo
mitocondrial.

4 — Existem diferencas de longevidade
espermatica entre espermatozoides bovinos
criopreservados em diluidores e tempos de
equilibrio  diferentes que podem ser
identificadas pelo teste de termorresisténcia
rapido (TTR).

3 OBJETIVOS

1 — Analisar a importancia e a necessidade
da utilizagdo do tempo de equilibrio para a
manuten¢do da qualidade e da viabilidade
espermatica do sémen bovino.

2 — Avaliar os efeitos do tempo de equilibrio
e do diluidor no processo de criopreservagao
sobre as caracteristicas da motilidade
espermatica e sobre a integridade das
membranas  plasmatica, acrossomal e
mitocondrial, utilizando métodos objetivos e
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precisos, como a avaliacdo computadorizada
da motilidade espermatica (CASA), e a
citometria de fluxo.

3 — Verificar a existéncia de interagdes entre
os diluidores e os tempos de equilibrio que
podem influenciar na motilidade
espermatica e na integridade das membranas
plasmatica e acrossomal e sobre a fungdo
mitocondrial dos espermatozoides.

4 — Analisar os efeitos do diluidor e do
tempo de equilibrio sobre a longevidade
espermatica pos-criopreservacdo por meio
do teste de termorresisténcia rapido (TTR).

4 REVISAO DE LITERATURA
4.1 O espermatozoide

A espermatogénese ¢ a soma total dos
eventos que ocorrem nos testiculos que
levam a produ¢do de espermatozoides
(Johnson et al., 2000). A espermatogénese
em bovinos ¢ um processo com duracdo
média de 60 dias. Ela pode ser dividida em
trés  fases: 1)  Espermatocitogénese,
caracterizada por rapidas e sucintas divisdes
mitoticas; envolve a divisdo mitotica das
células germinativas para a produgdo de
células tronco germinativas e espermatocitos
primarios; 2) Meiose, que envolve a
duplicagdo dos cromossomos, cuja fungdo ¢é
a recombinacdo e segregacdo do material
genético; 3) Espermiogénese, onde a célula
espermatica sofre alteragcGes morfologicas
diferenciando-se em espermatozoide,
tornando-se apta ao processo de capacitagao,
reacdo acrossomica e futura fertilizacdo do
oocito (Russel et al., 1990; Johnson et al.,
2000; Soto, 2005).

O espermatozoide, célula resultante deste
processo, ¢ uma célula haploide, revestida
inteiramente por uma membrana plasmatica
e parcialmente por uma membrana
denominada acrossomal, sendo, além disso,
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possuidor de flagelo para movimentagao
(Russel, 1993, citado por Soto, 2005).

O espermatozoide apresenta-se subdividido
em cabega, colo, peca intermediaria, peca
principal e pega terminal (Santos, 2003). O
espermatozoide ¢ uma célula alongada com
cabeca achatada e larga contendo o nucleo
espermatico, e uma cauda contendo os
componentes necessarios para a motilidade
celular. O acrossoma ¢ uma estrutura de
membrana dupla situada entre a membrana
plasmatica e a por¢ao anterior do nucleo. O
colo conecta a cabega do espermatozodide
com a cauda, a qual é subdividida em peca
intermedidria, principal e terminal (Garner e
Hafez, 1995; Cottorello, 2002a).

Toda a caracteristica estrutural do
espermatozoide estd voltada para a sua
atividade funcional Unica: assegurar a
liberagdo do material genético contido no
nucleo do espermatozdide para o odcito,
onde ocorre a fusdo dos pronucleos
masculino e feminino produzindo o zigoto
(Eddy e O’Brien, 1994).

A principal fun¢do da cabeca do
espermatozoide ¢ liberar um conjunto
hapléide de cromossomos para o odcito. A
funcdo do flagelo é promover motilidade a
célula para permitir a sua passagem pelo
trato genital feminino e a penetragdo através
da zona peliacida do odcito. As
caracteristicas estruturais da cabeca ¢ da
cauda do espermatozoide refletem os seus
papéis funcionais (Mortimer, 1997).

O ntcleo do espermatozodide apresenta a sua
cromatina altamente compactada, e ¢
responsavel por um ter¢o do peso do
espermatozoide. A cromatina nuclear
apresenta como principais componentes o
DNA e proteinas. As proteinas, que
constituem a cromatina do espermatozodide,
sdo conhecidas coletivamente como histonas
espermaticas, e estabilizam o DNA nuclear
conjugando-se com o mesmo através de
ligagdes sulfidricas. O nucleo espermatico



de algumas espécies contém principalmente
pequenas histonas espermaticas de baixo
peso molecular denominadas protaminas,
como ocorre na espécie humana, enquanto
em outras espécies os espermatozoides
apresentam  quantidades  variaveis de
histonas ricas, em sua maioria, em arginina
(Garner e Hafez, 1995; Sakkas et al., 1999;
Cottorello, 2002a).

O acrossoma ¢ uma organela derivada do
complexo de Golgi que se dispde sobre o
nicleo como uma capa sobre a porgdo
anterior da cabeca do espermatozodide. Esta
organela contém varias enzimas hidroliticas
necessarias para a penetragdo da matriz
extracelular do odcito (zona pelucida) para
que ocorra a fertilizagdo (Flesch e Gadella,
2000; Ashizawa et al., 2004; Celeghini,
2005). Nessa organela distinguem-se duas
membranas: a membrana acrossomal externa
e membrana acrossomal interna. A
membrana acrossomal interna fica em
contato com a membrana nuclear; enquanto
a membrana acrossomal externa esta em
contato com a face interna da membrana
plasmatica. O acrossoma consiste de dois
segmentos, a capa acrossomal e o segmento
equatorial. Durante a reagdo acrossdmica, a
membrana acrossomal externa e a membrana
plasmatica se fundem e formam vesiculas,
ocorrendo a liberacdo das enzimas e outros
componentes da matriz acrossomal. A
membrana acrossomal interna e o segmento
equatorial persistem até a fusdo do
espermatozoide com o oocito (Flesch e
Gadella, 2000; Ashizawa et al., 2004;
Celeghini, 2005). Esta fusdo ocorre entre a
membrana plasmatica remanescente do
segmento equatorial do espermatozdide e a
membrana plasmatica do odcito
(Crozet,1993).

Em espermatozoéides bovinos a membrana
acrossomal externa possui um revestimento
em sua superficie interna composta de
glicoproteinas  com  diferentes  pesos
moleculares que possuem afinidades as
lecitinas. Multiplas enzimas estdo presentes

no acrossoma como, por exemplo, a pro-
acrosina e a hialuronidase. A pro-acrosina ¢é
precursora da enzima acrosina, que atua
digerindo a zona pelucida para a penetragido
do espermatozodide no ovdcito, enquanto que
a hialuronidase tem a funcdo de dissolver as
células do cumulus oophorus, que
circundam o oo6cito liberado (Eddy e
O’brien, 1994; Cottorello, 2002b; Celeghini,
2005).

Durante a reacdo acrossomica o conteudo
acrossomal ¢ liberado por um mecanismo de
exocitose e, como outros mecanismos de
exocitose, a reagdo acrossOmica pode ser
estimulada por uma variedade de vias de
sinalizagdo, incluindo processos Ca’'-
dependentes. Nos espermatozdides de
mamiferos foi demonstrada a ocorréncia de
véarios mecanismos dependentes de Ca®’,
incluindo a ativagdo de fosfolipases C e A2,
proteina quinase C e via proteinas quinases
AMPc —dependetes (Ashizawa et al., 2004).

O flagelo ¢ constituido internamente pelo
axonema, uma estrutura especializada do
citoesqueleto, responsavel pela motilidade
espermatica. O axonema ¢ formado por um
anel de nove microtibulos duplos
envolvendo um par central. As dineinas e
nexinas realizam a ligacdo entre os pares de
microtiibulos. As dineinas apresentam
proje¢des chamadas bragos de dineina, que
sdo responsaveis pela geragdo da forga
motora do flagelo. A dineina ¢ um complexo
de multisubunidades de ATPase (Gibbons,
1965) que convertem a energia quimica
(ATP) em energia cinética, permitindo que
pares de microtubulos adjacentes deslizem
um sobre o outro, causando uma curvatura
do axonema e entdo o movimento flagelar
(Mortimer, 1997; Turner, 2006).

Externamente ao axonema, o flagelo possui
nove fibras densas externas, cada uma
associada a um microtibulo duplo. Cada
uma dessas fibras possui um cortex € uma
medula e ¢ constituida por uma proteina
semelhante a queratina, o que confere
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elasticidade ao flagelo (Eddy e O’Brien,
1994; Mortimer, 1997; Turner, 2006).

A peca intermediaria se estende do colo até
o anulus, onde se conecta com a peca
principal. E caracterizada pela presenca de
nove fibras densas proximas a cada um dos
pares de microtibulos e por uma bainha de
mitocondrias em um arranjo helicoidal que
envolve as fibras densas e o axonema
(Mortimer, 1997; Turner, 2006).

A pega principal do flagelo se estende do
anulus até a peca terminal e ¢é caracterizada
pela presenca da bainha fibrosa, uma
estrutura do citoesqueleto que rodeia o
axonema e as fibras densas externas,
fornecendo um suporte no controle e
restricdo do movimento flagelar. J4 a peca
terminal ¢ formada apenas pelo axonema,
que ¢é coberto pela membrana plasmatica
(Eddy e O’Brien, 1994; Mortimer, 1997,
Turner, 2006).

A funcdo fisiologica das mitocondrias nas
células ¢é realizar a fosforilacdo oxidativa e
produzir o ATP como fonte de energia
metabodlica (Frey e Mannella, 2000). A
membrana mitocondrial interna € o local de
produ¢do de energia, e a posicdo das
mitocondrias ao redor da porgdo proximal
do axonema sugere que elas sdo necessarias
para o suprimento de ATP usado para a
motilidade flagelar (Mortimer, 1997).

Entretanto, em adicdo ao seu papel de
sustentacdo estrutural, a bainha fibrosa
possivelmente desempenha um papel mais
direto na regulacdo da motilidade do flagelo
devido ao crescente numero de proteinas
envolvidas nas vias de sinalizacdo da
motilidade e no metabolismo, que foram
localizadas na bainha fibrosa (Westhoff and
Kamp, 1997; Bunch et al. 1998; Travis et al.
1998; Turner et al. 1998, 1999; citados por
Turner, 2006).

A solugdo que o espermatozoide
desenvolveu para responder a necessidade
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de um suprimento de ATP para os
segmentos mais distais do axonema
aparentemente reside na bainha fibrosa da
peca principal. Aparentemente, a glicolise
ocorre ao longo de todo o comprimento da
peca principal e esta, ¢ ndo a fosforilagdo
oxidativa na peca intermedidria,
possivelmente ¢ a fonte mais importante de
ATP para a cauda. Diversas enzimas
glicoliticas, incluindo hexoquinases, lactato
dehidrogenase e gliceraldeido-3-fosfato
dehidrogenase (GAPD-S), foram
identificadas na bainha fibrosa/ peca
principal de um grande numero de espécies
de mamiferos (Westhoff and Kamp, 1997;
Bunch et al. 1998; Travis et al. 1998; citados
por Turner, 2006). Além disso, todas as
enzimas glicoliticas que atuam apds as
GAPD-S na via metabolica, permanecem
ligadas ao citoesqueleto, mesmo apds a
remocao da membrana, sugerindo assim que
elas sdo componentes ou da bainha fibrosa,
ou das fibras densas externas (Storey e
Kayne, 1975, citado por Turner, 2006).

Também  foi  demonstrado que o
espermatozoide de mamiferos produz lactato
a partir da glicose em condi¢des aerobicas
(Storey e Kayne, 1975). E que a produgdo de
ATP através da glicdlise é necessaria para a
hiperativagdo da motilidade espermatica
(Hoshi et al., 1991; Urner e Sakkas, 1996); e
a inibicdo da fosforilacdo oxidativa ndo
bloqueia a fertilizagdo (Fraser e Quinn,
1981; citado por Turner, 2006).

Prova formal da importancia da bainha
fibrosa/ pega principal foi fornecida por
estudos com camundongos “knockout”. Uma
delecdo marcada da gliceraldeido-3-fosfato
dehidrogenase  espermatozoide-especifica,
uma enzima que se localiza na bainha
fibrosa, resultou em esterilidade no macho
em associagdo com severas aberragdes na
motilidade espermatica (Miki et al., 2004;
Turner, 2006).

Assim, parece que os mamiferos resolveram
o problema da difusdo do ATP no flagelo



providenciando uma fonte de ATP
exatamente onde ele é mais necessario,
através da glicolise ao longo de toda peca
principal da cauda. Portanto, segundo Turner
(2006), a glicolise na peca principal, e ndo
necessariamente a fosforilacdo oxidativa na
peca intermedidria, ¢ necessaria para uma
motilidade flagelar normal nos mamiferos.

4.1.1 As membranas do
espermatozdide

As membranas da célula espermatica
(plasmatica,  nuclear,  acrossomal ¢
mitocondrial) sdo formadas por uma
bicamada de lipideos anfipaticos que contém
proteinas integrais e periféricas incrustadas
nesta bicamada ou associadas a ela,
organizadas como um mosaico fluido,
conforme o modelo proposto por Singer e
Nicholson (1972) (Parks e Graham,1992;
Parks, 1997).

O modelo do mosaico fluido tornou-se mais
avancado e complexo incluindo conceitos
mais recentes tais como a distribui¢do
lipidica, a assimetria da bicamada,
polimorfismo dos lipidios e interacoes
lipideo-lipideo e lipideo-proteina (Parks e
Graham,1992; Parks, 1997). Essas
interacdes complexas levam a formagao de
dominios dentro do plano da membrana,
resultando em compartimentalizagdo da
membrana plasmatica. Essa
compartimentalizagdo ¢ observada na
membrana plasmatica do espermatozoide,
por exemplo, nas diferencas de distribuigdo
de lipidios e proteinas entre as regides
periacrossomal e pds-acrossomal da cabeca
do espermatozodide, da pega intermediaria e
da pecga principal do flagelo. O que ¢
surpreendente ¢ que estes dominios de
membrana sdo mantidos na membrana fluida
apesar de esta permitir a difusdo lateral dos
lipidios (Amann e Pickett, 1987; Parks e
Graham,1992; Santos, 2003).

Dentro de um compartimento de membrana,
os lipidios normalmente sdo misciveis e

apresentam liberdade de movimentagao
lateral, o que permite que a membrana seja
fluida a temperatura corporal (Amann e
Pickett, 1987; Parks e Graham,1992 ).

As proteinas integrais podem atuar como
poros ou canais na membrana, ou podem
atuar como receptores de outras moléculas.
Muitas proteinas integrais e periféricas
possuem, aderidas a sua superficie, cadeias
de carboidratos carregados negativamente,
que atraem proteinas e glicoproteinas do
meio externo. Esses elementos formam um
verdadeiro  glicocalix na  superficie
espermatica, exercendo func¢ao primordial na
interagdo entre essa célula e o odcito
(Amann e Pickett, 1987; Valle e Silva Filho,
2001).

A composicdo lipidica da membrana
plasmatica dos espermatozdides de varias
espécies de mamiferos ja foi elucidada.
Embora exista uma consideravel variagao
entre diferentes espécies de mamiferos, em
geral a membrana plasmatica contém
aproximadamente 70% de fosfolipidios,
25% de lipidios neutros e 5% de
glicolipidios (em base molar) (Flesch e
Gadella, 2000).

Os fosfolipidios sdo caracterizados por
possuir um grupo polar ou hidrofilico
denominado de cabeca e uma ou duas
cadeias de acidos graxos (apolares ou
hidrofobicas) que se estendem para o
interior da membrana. A maioria desses
lipideos tende a formar espontaneamente
uma configuracdo de bicamada quando em
meio aquoso (Parks, 1997). Esse arranjo
lamelar faz com que as cadeias de acidos
graxos promovam uma barreira hidrofobica
na qual a agua e moléculas dissolvidas nela
passem apenas com dificuldade.
Conseqiientemente, o transporte efetivo de
moléculas ¢ feito através de canais ou poros
formados pelas proteinas, existindo pouco
ou nenhum transporte de moléculas
hidrofilicas em regides da membrana sem
poros ou canais. Mudangas na conformagao
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da membrana, que podem ser ocasionadas
pelo resfriamento, e que resultam em
arranjos anormais dos fosfolipideos e
proteinas, permitem rapida passagem de
moléculas que normalmente passariam
vagarosamente através da membrana
(Amann e Pickett, 1987; Santos, 2003).

Existe também diferenca de composicdo
entre os dois folhetos da membrana, que ¢
chamada assimetria de membrana. Esta
assimetria deve-se ao fato de que lipideos
com carga neutra ou positiva como a
fosfatidilcolina ¢ a esfingomielina, e os
glicoesfingolipides localizam-se no folheto
externo, enquanto que os fosfolipidios
anidnicos como a fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina e o fosfatidilinositol situam-
se na por¢do interna da bicamada
(Hammersted et al., 1990; Parks e
Graham,1992; Parks, 1997; Soto, 2005) Esta
assimetria transversal, possivelmente seria
devido a acdo da enzima aminofosfolipide-
translocase, que ja foi identificada no
espermatozoide do carneiro, sendo que a
alteracdo da assimetria seria responsavel
pelo aumento da fluidez do folheto externo
da membrana durante a capacitacdo (Muller
et al., 1994; Gonzalez, 2004).

Nas membranas, existe uma categoria de
fosfolipidios que apresentam cadeias de
acidos graxos poliinsaturadas, fazendo com
que eles assumam uma forma cdnica, onde a
base ¢ a extremidade hidrofébica da
molécula. Devido a esta forma conica esses
fosfolipidios tendem a formar uma micela
invertida, ou forma “hexagonal 1I”, onde as
extremidades hidrofobicas s3o externas
(base dos cones) e as hidrofilicas internas,
ao contrario de uma micela classica na qual
as extremidades hidrofobicas privam-se do
contato com a agua (Parks e Graham, 1992;
Valle e Silva Filho, 2001).

O arranjo hexagonal ndo promove uma
barreira de permeabilidade e provavelmente
apenas  ocorre  transitoriamente  em
membranas bioldgicas durantes os eventos
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de fusdo de membranas (Hammersted et al.,
1990; Parks ¢ Graham, 1992). Em condi¢des
fisiologicas estes fosfolipidios localizam-se
ao redor das proteinas integrais da
membrana e esta interacdo evita a ocorréncia
da forma “hexagonal II”, devido as
interagdes proteina-lipidio e ao impedimento
fisico exercido por essas proteinas (Parks e
Graham, 1992; Valle e Silva Filho, 2001).

Segundo Quinn (1985, 1989), esses
fosfolipidios formadores de micela invertida
(nonbilayer lipids) possuem maior ponto de
fusdo e, por isso, quando a membrana é
submetida a resfriamento, estes lipideos s@o
os primeiros a sofrerem uma transicao de
fase termotropica (citado por Parks e
Graham, 1992; Parks, 1997). Esses
fosfolipidos sofrem mudanca da fase
liqliida-cristalina para a fase gel e entdo se
agregam em microdominios, enquanto os
outros lipideos e as proteinas permanecem
fluidos em regides onde ainda ndo ocorreu a
mudanga de fase. Embora este rearranjo
provavelmente ndo afete a membrana em
temperaturas baixas, quando ocorre o
reaquecimento, 0s fosfolipideos
poliinsaturados  formadores de micela
invertida agregados podem desestabilizar a
membrana e permitir a ocorréncia da forma
hexagonal II, resultando em perturbagdo
localizada da membrana e perda da
integridade da membrana. Isto leva a
formagdo de canais hidrofilicos na
membrana que permitem a passagem de ions
e pequenas moléculas, o que leva a perda do
controle osmotico (Parks e Graham, 1992;
Parks, 1997; Valle e Silva Filho, 2001).
Além disso, podem ocorrer alteracdes nas
interacdes  lipideo-proteina  dentro  da
membrana se os lipidios formadores de
micela invertida ndo puderem restabelecer
suas associagdes originais com as proteinas,
possivelmente levando a alteragdo da fungdo
das proteinas (Parks e Graham, 1992).

Trabalhos realizados com resfriamento de
sémen ovino, constataram uma queda na
atividade da calcio-ATPase da membrana



plasmatica, que se acentuava em
temperaturas inferiores a 22°C, devido a
transicdo de fase sofrida pelos lipidios
situados ao redor dos sitios dessa enzima
(Holt e North, 1985; 1986)

As bombas de Na/K" da membrana
plasmatica dependem de ATP para o seu
funcionamento. Assim, com o resfriamento,
a queda de temperatura leva a uma producao
ineficiente de ATP pela célula, o que causa
despolarizagdo da membrana com abertura
dos canais de Ca®". Devido a isto, grande
quantidade desse elemento entra no
citoplasma, ativando as fosfolipases
citoplasmaticas, com conseqliente dano a
membrana e aumentando sua
permeabilidade. Conclui-se, portanto, que
possivelmente as células mais resistentes ao
resfriamento sdo aquelas que possuem
menor quantidade de lipidios capazes de
assumir a forma hexagonal II e, dessa forma,
s3o menos dependentes da bomba de Na'/K"
para controle dos canais de calcio (Amann e
Pickett, 1987; Valle e Silva Filho, 2001).

As membranas plasmaticas apresentam-se
em estado de fluidez, na temperatura
corporea, sendo esta caracteristica um pré-
requisito para o desempenho de suas
fungdes. Os principais fatores que afetam
esta fluidez sdo sua composicdo relativa
entre fosfolipidios e colesterol e a
temperatura & qual a membrana é exposta
(Amann e Pickett, 1987; Hammersted et al.,
1990; Gonzalez, 2004).

O colesterol ¢ o principal esterol presente
nos espermatozoides e nas membranas
celulares dos mamiferos, e possui o papel de
modular a fluidez e a estabilidade da
bicamada lipidica através da sua interacdo
estérica com os fosfolipidios de membrana
(Parks e Graham, 1992; Parks, 1997). Em
geral, quanto maior a quantidade de
colesterol presente, menos flexivel, ou
menos fluida ¢ aquela por¢do da membrana
(Amann e Pickett, 1987). Observou-se que a
resisténcia ao choque pelo frio (cold shock)

¢ maior nas espécies em que a proporgao
colesterol / fosfolipidios e o grau de
saturacdo dos acidos graxos ligados aos
fosfolipidios da membrana plasmatica sao
altos (Amann ¢ Pickett, 1987; Parks e
Graham, 1992; Parks, 1997; Valle e Silva
Filho, 2001). A propor¢do colesterol/
fosfolipidios varia de aproximadamente 0,2
para espermatozdide suino a 1,0 para o
humano, o que ¢ consistente com os efeitos
de condensa¢do e transi¢do de fase do
esterol (Parks e Graham, 1992; Parks, 1997).

Comparativamente, a membrana plasmatica
do espermatozoéide suino apresenta a maior
quantidade de proteinas, e o menor teor de
colesterol do que outras espécies; apresenta
grande quantidade de glicolipidios de alto
ponto de fusdo; e alta proporcdo de
fosfatidiletanolamina, =~ um  fosfolipidio
formador de micela invertida. Estas
caracteristicas o tornam mais sensivel ao
choque frio. J& a membrana do
espermatozoide do galo apresenta baixo teor
de proteinas, baixa quantidade de
fosfatidiletanolamina, teor intermediario de
colesterol e a fragdo de glicolipidios parece
ndo apresentar lipidios de alto ponto de
fusao, que estdio  presentes  nos
espermatozoide de mamiferos. Assim, essas
caracteristicas moleculares das membranas
do espermatozoide do galo podem lhe
proporcionar grande resisténcia as mudangas
fisicas que ocorrem a baixas temperaturas
(Parks e Graham, 1992; Valle e Silva Filho,
2001; Snoeck, 2003).

4.2 A criopreservacdo do sémen

A disponibilidade de gametas vidveis e
funcionalmente normais ¢ um pré-requisito
para uma fertilizagdo bem-sucedida em
mamiferos, tanto in vivo quanto in Vvitro e,
por isso, ¢ um ponto critico para a
implementacdo de uma grande variedade de
tecnologias reprodutivas, tais como a
inseminacdo artificial, fertilizacdo in vitro,
transferéncia de embrides e engenharia
genética. Devido a isto, a criopreservacao de
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gametas e embrides se tornou um
procedimento complementar essencial para a
aplicacdo destas tecnologias, pois eliminam
as limitagdes de tempo e localizacdo (Parks,
1997).

Desde a descoberta do glicerol como agente
crioprotetor efetivo para o espermatozoide
do galo por Polge et al. (1949), o sémen de
uma grande variedade de espécies, incluindo
o da espécie humana, vem sendo congelado
e usado com sucesso para a inseminagdo
artificial (Parks e Graham, 1992). Medido
em termos do numero de espécies, que
tiveram seus espermatozoides
criopreservados com sucesso ¢ do grande
numero de animais nascidos resultantes da
IA com espermatozoides criopreservados, o
processo de  criopreservacdo  parece
eminentemente bem-sucedido (Leibo e
Bradley, 1999).

Entretanto, isto esta parcialmente correto.
Em média, cerca da metade de todos os
espermatozoides humanos e bovinos, sio
danificados ou destruidos pelo
congelamento, limitando a total eficiéncia e
eficacia da preservagdo de sémen. Com
outras espécies, os resultados podem ser até
mesmo piores ¢ mais varidveis (Leibo e
Bradley, 1999; Watson, 2000). Além disso,
como demonstrado por Critser et al. (1987),
mesmo aquelas células que sobreviveram ao
congelamento, ¢ que sdo modveis, com
membranas intactas, ndo mantém sua
viabilidade e capacidade de fertilizagdo por
tanto tempo quanto espermatozodides nao-
congelados (Leibo e Bradley, 1999).

Apesar  deste  relativo  sucesso da
criopreservagdo do sémen, com excecdo do
gado leiteiro, o sémen criopreservado nao €
amplamente utilizado para a inseminagdo
artificial de animais domésticos, em parte
porque os protocolos de criopreservagao nao
proporcionam um nivel aceitavel de
fertilidade. A reduzida fertilidade do sémen
congelado ¢ amplamente atribuida a
alteracoes da estrutura e funcdo da
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membrana durante 0 resfriamento,
congelamento e descongelamento (Parks e
Graham, 1992; Watson, 2000).

A sobrevivéncia do espermatozoide no
processo de criopreservagdo requer uma
solugdo simultainea de uma equagdo
multifatorial. Dentre os fatores que
influenciam neste processo incluem-se a
manutencdo da integridade estrutural e
funcional de cada compartimento celular
incluindo a membrana plasmatica do
espermatozoide, o acrossoma, a mitocondria,
o citoesqueleto, o nucleo e o glicocalix
(Hammersted et al., 1990; Graham, 1996a;
Melo, 1999).

4.3 Principios da criopreservacao do
espermatozéide bovino

A criopreservagdo do sémen busca a
suspensdo do metabolismo espermatico e a
manutencdo de suas caracteristicas por um
periodo de tempo prolongado. O sucesso da
criopreservagdo do sémen depende da
manuten¢cdo do potencial fertilizante dos
espermatozoides, que devem apresentar
integridade e funcionalidade de diferentes
estruturas celulares (Amann e Pickett, 1987,
Hammersted et al., 1990; Celeghini, 2005).

Segundo Amann e Pickett (1987), para que o
espermatozoide seja capaz de fertilizar o
odcito, ele precisa reter pelo menos quatro
atributos basicos pos congelamento e
descongelamento:

a) Metabolismo para a producdo de energia;

b) Motilidade progressiva;

¢) Enzimas acrossomais, que sdo essenciais
para a penetragdo do espermatozodide
através das estruturas que circundam o
o0cito;

d) Proteinas da membrana plasmatica, que
sdo importantes para a sobrevivéncia do
espermatozoide  dentro do  trato
reprodutivo feminino e para a ligacdo do
mesmo com a membrana do odcito
durante a fertilizacao.



O processo de criopreservagdo do sémen ¢
dividido em passos distintos: diluigdo,
resfriamento, congelamento,
armazenamento, ¢ descongelamento. Cada
um desses passos tem sua relagdo com a
estrutura funcional das membranas e
metabolismo celular (Hammersted et al.,
1990; Celeghini, 2005). A preservacdo das
estruturas espermaticas apos o congelamento
¢ obtida por uma interagdo entre diluidor,
crioprotetor, curvas de resfriamento e
congelamento, e descongelamento, buscando
minimizar os danos causados pelo choque
frio, formagdo de cristais de gelo e
desidratacdo celular (Amann e Pickett, 1987;
Celeghini, 2005).

Durante os processos de congelamento e
descongelamento, os espermatozoides estdo
sujeitos a uma variedade de estresses. Dentre
esses se incluem a adi¢do de crioprotetores
antes do congelamento, mudangas de
volume, distensdo e encolhimento da
membrana em conseqiiéncia da exposi¢do a
condi¢des hiperosmoticas causadas pelos
crioprotetores e pela desidratacdo induzida
pelo congelamento, a mudanga de fase
termotropica e liotropica dos fosfolipidios de
membrana, e os efeitos da elevada
concentracdo de solutos e a formacao de
cristais intracelulares que sdo dependentes
da taxa de resfriamento (Parks e Graham,
1992; Holt, 2000).

4.3.1 Efeitos da variacéo de
temperatura

A célula espermatica ndo esta adaptada para
passar pelas variagdes de temperatura
envolvidas no processo de criopreservacao
(Holt, 2000). Alteragcdes na motilidade e na
estrutura dos espermatozoides ocorrem
simultaneamente nas diferentes etapas de
congelamento e descongelamento. Quando o
resfriamento do sémen dos ungulados ¢
realizado muito rapido entre 30°C e 0°C
induz a um estresse letal para algumas
células que ¢é proporcional a taxa de
resfriamento, intervalo de temperatura e ao

limite de temperatura, sendo geralmente
mais severo na faixa de 2 a 12°C. Este
fenomeno ¢ conhecido como choque frio
(cold shock), o qual afeta variavelmente as
espécies (Watson, 1995; Watson, 2000;
Gonzalez, 2004).

O choque frio ¢ evidenciado pela presenca
de muitos espermatozoides em movimento
circular  ou apresentando  motilidade
espermatica alterada (movimento retrogrado,
presenca de pecas intermediarias dobradas),
perda prematura da motilidade, diminuig¢do
da producdo de energia, aumento da
permeabilidade da membrana e perda de
moléculas e ions intracelulares. Essas
alteragdes sdo devidas a danos nas
membranas espermaticas, as quais sdo
bioquimicamente diferentes, mas
apresentam estruturas semelhantes (Amann
e Pickett, 1987; Gonzalez, 2004; Celeghini,
2005).

Mesmo no resfriamento lento a mudanca da
temperatura determina estresse sobre a
membrana, sendo provavel que este
processo seja devido a mudanga de fase dos
lipidios da bicamada e alteracdo do estado
funcional da membrana. O choque frio pode
ser visto entdo como um estado extremo de
um “continuum” (uma seqiiéncia) de
estresses. Esses estresses sobre a membrana
podem ocorrer abaixo de 0°C, uma vez que
as mudangas de fase ndo estdo completas a
0°C, porém estudos preliminares foram
incapazes de demonstrar tais injurias abaixo
de 0°C, no espermatozdide bovino. Sabe-se
que no sémen bovino, a maior mudanga de
fase ocorre entre 5 e 15°C, intervalo de
temperatura no qual o espermatozoide esta
mais susceptivel a injarias (Watson, 1995;
Watson, 2000; Gonzalez, 2004).

A sugestdo que as lesdes da membrana
resultam de eventos de mudanga de fase na
bicamada lipidica é bem comprovada.
Estudos das membranas utilizando a técnica
de “freeze fracture” antes, durante, e apds o
resfriamento mostraram clara evidéncia de
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eventos de separacdo de fase, os quais s@o
apenas parcialmente revertidos apds o
reaquecimento (Holt and North, 1984; De
Leeuw et al., 1990; citados por Watson,
2000).

A temperatura ¢ um fator importante na
alteracdo da fluidez da membrana. A fluidez
da membrana é devido a capacidade das
moléculas de  fosfolipidios de se
movimentarem lateralmente. As mudangas
inerentes ao resfriamento de qualquer célula
sdao exarcebadas pelo choque frio. Pode-se
presumir que com uma reducdo rapida da
temperatura, a reorganizagao das membranas
¢ mais dificil e mais areas podem apresentar
a fase hexagonal II, com um aumento da
permeabilidade da membrana. De qualquer
forma, a manutencdo do metabolismo e do
gradiente i06nico esta prejudicada (Amann e
Pickett, 1987).

A sensibilidade ao choque frio (cold shock)
varia de acordo com o grau de maturagdo do
espermatozoide, espécie, variagdo individual
e quantidade de plasma seminal, e pode ser
determinada pelo contetido de colesterol da
membrana e o grau de saturacdo dos acidos
graxos, os quais influenciam na fluidez da
membrana plasmatica (Watson, 1981;
Cottorello, 2002a).

Parks e Lynch (1992) detectaram em seu
estudo que o tipo de fosfolipidio
predominante na membrana também
influenciava na sensibilidade ao choque ftio,
e espécies com maior propor¢do de
fosfatidilcolina/ fosfatidiletanolamina eram
mais resistentes. Esses autores também
observaram que quanto maior o contetido de
proteina da membrana, mais baixa a
resisténcia ao choque frio.

4.3.2 Efeitos da Osmolaridade

Quando  células sdo congeladas e
descongeladas, elas sofrem varios ciclos de
desidratacdo e reidratagdio osmoticas,
resultando em mudancas de volume
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extremas. A primeira ocorre quando as
células sdo colocadas dentro de um aditivo
crioprotetor, como o glicerol, e novamente
quando a solugdo congela, e depois no
descongelamento, e finalmente quando o
agente crioprotetor ¢ removido da célula.
Essas mudancas de  volume  dos
espermatozoides resultam do efluxo de agua
quando uma célula é exposta inicialmente a
uma solucdo hipertonica, e da reentrada da
agua quando essa célula, que foi exposta a
um agente crioprotetor (ACP), é recolocada
em uma solugdo isoténica (Leibo e Bradley,
1999).

A adicdo e remoc¢ao do crioprotetor causam
um consideravel, porém transiente, estresse
osmético a membrana plasmatica do
espermatozoide, dependendo da
permeabilidade relativa do crioprotetor (Gao
et al., 1993). Geralmente, o crioprotetor de
escolha para o espermatozodide ¢ o glicerol
(ou ocasionalmente o dimetilsulfoxido), que
induz estresse osmotico. Gao et al. (1995),
demonstraram que quando espermatozoides
humanos foram exposto a concentragdo de 1
M de glicerol em uma unica etapa, a
mudanga de volume excedia os limites
toleraveis tanto para a adicdo quanto para a
remogdo. Eles demonstraram que o estresse
pode ser reduzido a limites toleraveis pela
realizacdo da adicdo e remogdo do
crioprotetor em etapas, e isso melhorou
substancialmente a propor¢ao de
espermatozoides vivos (Watson, 2000).

4.3.3 Efeitos da formacao de cristais
de gelo

O estresse induzido pela formacdo de
cristais  de gelo estd  associado
principalmente com as mudangas na pressao
osmotica da porcdo ndo congelada que a
acompanha (Watson e Duncan, 1988;
Watson, 2000).

Quando uma suspensdo de espermatozoides
¢ resfriada abaixo de 0°C, comecam a se
formar cristais de gelo extracelulares. A



membrana plasmatica atua como uma
barreira impedindo o crescimento dos
cristais dentro da célula. Os sais sdo
excluidos dos cristais de gelo e isto causa
um aumento na concentracdo de sais no
fluido extracelular ndo congelado, o que
aumenta a pressdo osmotica extracelular.
Inicialmente a 4gua do meio intracelular ndo
sofre congelamento, mas ¢ resfriada abaixo
do ponto de congelamento. Ocorre entdo
uma passagem da agua do meio intracelular
para o extracelular e, assim, os
espermatozoides sofrem uma desidratagdo
progressiva. Se ndo  ocorrer  essa
desidrata¢do da célula, ocorre formagdo de
cristais de gelo intracelulares. Se a taxa de
congelamento ¢ muito lenta, a alta
concentracdo de sais intracelulares, devido a
desidratacdo excessiva da célula, pode lesar
0 espermatozdide. Se a taxa de
congelamento ¢ muito rapida, pode ocorrer a
formag@o de cristais de gelo intracelulares.
A taxa de congelamento 6tima ¢ uma
conciliagdo entre esses dois fatores (Amann
e Pickett, 1987; Parks e Graham, 1992;
Watson, 2000).

A duracdo da exposicdo a tais condigdes
deve ser minimizada para uma taxa de
sobrevivéncia 6tima; isto implica que a taxa
de congelamento deve ser relativamente
rapida. Entretanto a taxa de congelamento
deve ser lenta o suficiente para permitir a
perda de agua da célula por osmose,
evitando a formacdo intracelular de cristais
de gelo, que ¢ letal a célula. Devido a isso,
os espermatozoides sao congelados em taxas
rapidas na faixa entre 15 a 60°C/min, que
foram determinadas empiricamente
apresentando as melhores taxas de
sobrevivéncia (Watson, 2000; Gonzalez,
2004).

Os danos primarios a membrana ocorrem
durante o congelamento e descongelamento
na faixa de temperatura entre — 15 a — 60°C,
e ndo durante a estocagem das células em
nitrogénio liqiiido a -196°C (Parks e
Graham, 1992). Os espermatozoides

resfriados abaixo da zona intermedidria
critica, entre — 15°C e — 60°C, suportam a
temperatura do nitrogénio liquido sem
maiores problemas. Nessa temperatura, os
espermatozoides sdo menos sensiveis aos
danos causados pelas altas concentragoes de
soluto, podendo ser estocados por tempo
indeterminado (Amann e Pickett, 1987;
Graham, 1996 b, citado por Snoeck, 2003).

Essas condigdes resultam em danos celulares
por vérias razdes. Primeiramente, quando
mais de 90% da dgua osmoticamente ativa ¢
retirada, a membrana plasmatica pode sofrer
separacdes laterais de fases ou transi¢des de
fase liotropicas de fase lamelar para a
hexagonal. Essas mudangas ultra-estruturais
sdo resultados da desidratacdo osmotica, e
nido pela formacao de gelo intracelular, e
resultam em permeabilidade nao-seletiva da
membrana (Parks e Graham, 1992).

A formacdo de cristais de gelo intracelular
ocorre com taxas rapidas de congelamento, ¢
isso pode induzir lesdes celulares e morte
celular. O mecanismo pelo qual os cristais
de gelo intracelulares exercem seu efeito ndo
¢ completamente entendido. Grandes cristais
de gelo intracelulares sdo deletérios para as
células enquanto 0s microcristais
intracelulares ndo o s3o necessariamente
(Parks e Graham, 1992).

4.3.4 Efeitos das taxas de
resfriamento

Embora as etapas no processamento de
sémen antes do equilibrio sejam faceis de
controlar, o resfriamento das palhetas que se
segue, em suportes até 4 ou 5°C deve ser
realizado sob otimas condigdes ja que a
maioria dos espermatozdides de mamiferos ¢
sensivel a um resfriamento  rapido
(Januskauskas, 1999).

A taxa de resfriamento e o tempo de
equilibrio ttm  sido  testados no
espermatozoide bovino tentando determinar
empiricamente a curva ideal de resfriamento
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(Gonzalez, 2004). Pesquisas realizadas por
Dhami et al. (1992,1993), avaliaram o efeito
do congelamento com diferentes taxas de
resfriamento, periodos de equilibrio e efeito
de diluidores sobre parametros de motilidade
e sobrevivéncia espermatica.

Dhami et al. (1992) realizaram o
congelamento do sémen de touros Holstein-
Friesian e de bufalos Murrah, com o diluidor
Tris (contendo acido citrico, frutose, gema
de ovo e glicerol), utilizando apenas 1 h de
tempo de equilibrio, e varias taxas de
resfriamento (15, 30, 60 e 120 min. de
resfriamento de 10° a 5°C vs. uma amostra
controle por 120 min. de 28° at¢ 5°C) e
diferentes  temperaturas e taxas de
descongelamento: 40°C/60seg; 60°C/15seg;
e 80°C/5seg. As amostras de sémen foram
avaliadas quanto a motilidade pré-
congelamento e pos-descongelamento e
quanto a porcentagem de sobrevivéncia apos
1 h de incubacdo a 38°C. Os resultados
encontrados indicavam que uma taxa de
resfriamento lenta de 2 horas iniciando a
10°C ou a 28°C ¢ essencial para a
criopreservagdo  do  sémen  bovino.
Entretanto, o sémen de bufalo pode ser
congelado com sucesso apos 30 minutos de
resfriamento iniciando a 10°C. Além disso,
observou-se que a temperatura de
descongelamento de 60°C proporcionou
motilidade pds-descongelamento mais alta
que a 40°C. Neste experimento observou-se
que uma taxa de resfriamento rapida foi
prejudicial para a motilidade e sobrevivéncia
dos espermatozoides bovinos.
Posteriormente, Dhami e Sahni (1993)
encontraram que o resfriamento lento foi
favoravel, considerando a baixa perda de
enzimas (transaminase — GOT) como uma
medida indireta da integridade da membrana
plasmaética.

Porém, Januskauskas et al. (1999)
comparam o efeito de duas taxas de
resfriamento (0,1°C/min  vs. 4,2°C/min),
partindo da temperatura ambiente (19 a
21°C) até 4°C, sobre a viabilidade
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espermatica pos-descongelamento in vitro e
fertilidade ap6s a inseminagdo artificial. Os
pesquisadores ndo observaram diferengas
estatisticas para a motilidade pos-
congelamento avaliada subjetivamente por
microscopia Optica; a integridade da
membrana plasmatica (avaliada pelos
corantes fluorescentes Calcein AM/EthD-1;
SYBR-14/PI); a integridade acrossomal
(avaliada pelo FITC-PSA); e o status de
capacitacdo (método de coloragdo por
clortetraciclina ~ CTC)  avaliados  por
microscopia de epifluorescéncia. Também
ndo se observou diferenga (P>0,05) para
fertilidade avaliada pela taxa de ndo-retorno
aos 56 dias. No entanto, a porcentagem de
espermatozoides moéveis e os parametros de
cinética dos espermatozoides — velocidade
do trajeto (VAP); velocidade progressiva
(VSL); e velocidade curvilinear (VCL) —
avaliados por sistema computadorizado
(CASA), diferiram significativamente entre
os tratamentos. O tratamento com
resfriamento  lento  apresentou  menor
porcentagem de espermatozoides moveis e
os espermatozodides tornaram-se mais ageis
independente do pardmetro avaliado, e
apresentaram um grande aumento na
velocidade curvilinear (VCL). Especulou-se
que isto poderia afetar negativamente a
longevidade do espermatozoide devido a sua
relacdo com a hiperativagdo. Os resultados
indicaram que a maioria dos pardmetros de
viabilidade poés-descongelamento e os
resultados de fertilidade nado diferiram
significativamente entre as duas taxas de
resfriamento e que o resfriamento lento ndo
¢ mais benéfico que o resfriamento rapido.

Segundo Januskauskas et al. (1999), a
diferenga das respostas desse estudo e dos
trabalhos Dhami et al. (1992,1993) pode ter
sido devido as diferencas nas taxas de
resfriamento assim como nos métodos
utilizados para avaliar as lesdes dos
espermatozoides pos-descongelamento.
Além disso, os trabalhos de Dhami et al.
(1992, 1993) nao utilizaram curvas de
resfriamento precisamente controlada, e sim



curvas empiricas colocando as palhetas em
recipientes com agua refrigerada enquanto
que Januskauskas et al. (1999) realizaram
curvas bem controladas utilizando maquinas
de congelamento automatizadas.

4.3.5 O tempo de equilibrio

Os métodos de processamento do s€men
imediatamente ap6s a coleta variam
consideravelmente (Vishwanath e Shannon,
2000). Os protocolos para congelamento de
sémen bovino incluem o resfriamento lento
do sémen diluido até 4-5°C seguido por um
tempo de equilibrio de varias horas (de 30
min até 24h) nessa temperatura antes do
congelamento. Normalmente € nessa
temperatura que o glicerol ¢ adicionado,
principalmente quando se utiliza diluidor
Citrato-Gema, ¢ por isso esse periodo era
erroneamente  denominado  “tempo  de
equilibrio do glicerol”, devido ao fato de
acreditar-se que esse tempo era necessario
para que o glicerol penetrasse na célula
(Coulter, 1992; Vishwanath e Shannon,
2000; Muifio et al., 2007).

Entretanto, os trabalhos de Berndtson e
Foote, (1972 a, b) mostraram que o glicerol
era capaz de atravessar rapidamente a
membrana do espermatozdide bovino tanto a
25 quanto a 5°C dentro de 5 a 7 minutos,
equilibrando-se rapidamente através da
membrana e, portanto, pode ser adicionado a
qualquer tempo durante o periodo de
resfriamento. Além disso, utilizando o
método de peletizagdo do sémen e os
diluidores  Citrato-gema e Tris-gema,
demonstrou-se que uma exposicdo dos
espermatozoides por um periodo muito curto
(10 segundos) antes do congelamento
garantia o maximo de motilidade pos-
descongelamento quando comparado com
exposi¢cdes mais prolongadas (Berndtson e
Foote, 1969; Berndtson e Foote 1972 a,b;
Coulter, 1992; Gao, Mazur ¢ Critser, 1997).
Entretanto, nenhuma reducdo significativa
(P>0,05) da motilidade foi observada entre 6
minutos e 6 horas de exposicao ao glicerol

(Berndtson ¢ Foote, 1969; Berndtson e Foote
1972 a). Esses dados sugerem que os
espermatozoides bovinos ou sdo altamente
permeaveis ao glicerol ou, diferente de
outras células, a penetragdo do glicerol ndo ¢é
necessaria para a prote¢ao (Coulter, 1992;
Gao, Mazur e Critser, 1997).

Permanece entdo uma duvida: qual é entdo o
papel do “tempo de equilibrio”? Varios
trabalhos das décadas de 50 e 60 (Polge e
Rowson, 1952a; Cragle et al., 1955; Saroff e
Mixner, 1955; Martin, 1963) quando o
congelamento ainda era realizado através
das técnicas de peletizacdo e congelamento
no gelo seco (—79°C), indicaram que o
armazenamento dos espermatozoides com
diluidor glicerolado a 5°C por varias horas
melhoravam a motilidade espermatica pds-
congelamento em relagdo a curtos periodos
de exposicdo ao glicerol. A fertilidade
também foi aumentada pela utilizacdo de
tempos de equilibrio de 12 a 18 horas
(Graham et al., 1957; Martin ¢ Emmens,
1961; Martig e Almquist, 1966), o que era
interpretado como um indicativo de que era
necessario um longo periodo para o glicerol
exercer a sua protecdo maxima (citado por
Berndtson e Foote, 1969).

Entretanto, varios trabalhos (Miller e
VanDemark, 1954; O’Dell e Hurst, 1956;
O’Dell e Almquist, 1957; Polge e Jakobsen,
1959) mostraram que um longo periodo de
“equilibrio do glicerol” ndo € necessario
para protecdo efetiva do espermatozoide
durante o congelamento, embora um periodo
de equilibrio ou de “envelhecimento” a 5°C
por si s6 ¢ benéfico. Esses trabalhos
sugerem que alteragdes importantes, que nao
envolvem o glicerol, ocorrem durante o
armazenamento a 5°C as quais aumentam a
resisténcia do espermatozoide ao
congelamento (Berndtson e Foote, 1969).

Porém, muitos estudos sdo contraditorios.
Alguns  estudos sobre sobrevivéncia
espermatica em bovinos chegaram a
conclusdo que a estabilizagdo do sémen em
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diluidor glicerinado, durante 30 min a 4-5°C,
¢ suficiente se o diluidor utilizado ¢ Citrato-
gema (O’Dell e Hurst, 1956) ou leite
desnatado (O’Dell e Almquist, 1957). Polge
e Rowson (1952b), utilizando citrato-gema,
relataram que Otimas taxas de recuperacao e
fertilidade podem ser obtidas com periodos
de equilibrio de 15 a 20 horas. Saroff e
Mixner (1955), utilizando o método de
ampolas e o diluidor citrato gema,
afirmaram que quando o tempo de equilibrio
do glicerol é aumentado de 2 para 18 horas,
ocorre um aumento progressivo na
sobrevivéncia  espermatica no  poés-
descongelamento, apds o congelamento a
—75°C. Cragle e Myers (1954), utilizando o
método de ampolas e o diluidor citrato
gema, encontraram maiores valores de
motilidade ap6s um tempo de equilibrio
entre 6,5 a 16 horas. Eles também
encontraram que reduzindo o tempo de
equilibrio para 4 horas, ou o aumento até 28
horas, resultou em uma menor porcentagem
de recuperagdo dos espermatozoides (citado
por Salisbury e Vandermark, 1964; Graham
etal., 1957).

Graham et al. (1957), utilizando diluidores a
base de leite integral aquecido e citrato-
gema, obtiveram 67,8% de fertilidade
(avaliada pela taxa de ndo retorno aos 75
dias) com um periodo de estabiliza¢do de 12
horas, 65,2 % com 8 horas, ¢ 63,4% com 4
horas de tempo de equilibrio, e foram
inseminadas 1000 vacas por tratamento.
Porém, houve diferenca significativa
(P<0,05) apenas entre os valores de 12 ¢ 4
horas de tempo de equilibrio.

Jondet (1967) relatou que a fertilidade dos
espermatozoides bovinos congelados em
palhetas ndo foi reduzida pela redugdo do
tempo de exposicao a 5°C do sémen diluido,
com e sem o glicerol, de 20h para 6h. Além
disso, Jondet (1972) encontrou apenas
pequenas diferengas tanto para a motilidade
pos-descongelamento  quanto  para a
fertilidade do sémen congelado em palhetas
apos a exposicao ao glicerol por 1 min, 8
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min, ou 6 h. Para essas comparagdes, todo o
sémen foi mantido a 5°C por 8 h, sendo que
o glicerol era acrescentado ao longo desse
periodo de 8 h. O sémen foi congelado apos
8 min ou 6 h de exposi¢do ao glicerol. A
motilidade pos-descongelamento foi maior
(64 vs 59%) quando se utilizou 6 h de
exposicao ao glicerol. A taxa de ndo-retorno
(60 a 90 dias) foi de 58,7% para 8 min e de
60,1% com sémen equilibrado por 6h,
utilizando cerca de 1530 inseminagdes para
cada tratamento (citado por Pickett e
Berndtson, 1974).

Wiggin e Almquist (1975) estudaram os
efeitos diferentes concentragdes de glicerol,
tempos de equilibrio (1, 2, 4, 8, ou 16 h) e
taxas de descongelamento na
criopreservagdo do s€men bovino em
palhetas, utilizando diluidor a base de leite
desnatado aquecido. Os experimentos
indicaram que taxas de descongelamento
mais rapidas e tempos de equilibrio mais
curtos, do que os que eram utilizados para a
criopreservagdo em ampolas, resultavam em
maior motilidade  po6s-descongelamento
quando eram utilizadas palhetas. Eles
concluiram que a melhor combinagdo foi de
10,7% de glicerol, 2 horas de tempo de
equilibrio e descongelamento a 76°C.
Embora 2h de tempo de equilibrio tenha sido
o melhor, 1 h ndo foi prejudicial a
motilidade p6s-descongelamento.

Ennen et al. (1976), utilizando o diluidor
citrato-gema e trabalhando com palhetas,
encontraram que 1, 2, ¢ 4 h de tempo de
equilibrio foram superiores a 16 h. Além
disso, nesse experimento observaram que o
periodo de equilibrio 6timo  para
espermatozoides congelados em palhetas
variou de 2 a 10 h, e foi dependente do
tempo de resfriamento. Segundo esses
pesquisadores, espermatozodides resfriados
lentamente parecem necessitar de um menor
tempo de equilibrio para uma motilidade
otima. Porém, em outro experimento, no
mesmo trabalho, estes pesquisadores ndo
encontraram diferencas significativas entre



I, 2 e 4 h de equilibrio em relacdo a
motilidade apods incubagdo a 38°C por 2
horas, pods-descongelamento. Entretanto
estes tempos foram superiores ao tempo de
16 h de equilibro, em relacdo a motilidade
no TTR.

Gilbert ¢ Almquist (1978) estudaram os
efeitos do tempo de resfriamento de 25 até
5°C, tempo de equilibrio (0, 3 ou 9 h) e
método de descongelamento, na
criopreservagdo do sémen bovino. O s€émen
foi diluido em diluidor Tris-gema (a 37°C)
com glicerol, e envasado em palhetas na
temperatura ambiente e entdo congelado. A
retencdo do acrossoma (avaliada por
microscopia DIC) e a motilidade
espermatica foram superiores (P<0,01) para
3,5 h comparado a 30 min de tempo de
resfriamento, quando ndo houve tempo de
equilibrio. Além disso, 3 ou 9 h de equilibrio
foi superior (P<0,01) ao tratamento de Oh de
equilibrio. A interacdo entre o tempo de
equilibrio, tempo de resfriamento ¢ método
de descongelamento foi  significativa
(P<0,01). A retengdo do acrossoma e a
motilidade espermatica foram maximas
(P<0,01) apos 9 h de equilibrio quando as
palhetas foram descongeladas a 35°C/10seg;
ou apds 3 ou 9h quando descongeladas a 65
ou 95°C.

Na espécie suina, Fiser et al. (1996)
estudaram o efeito da concentragdo de
glicerol (testando as concentragdes de 0, 2,
4, 6% v/v) e do tempo de equilibrio
(comparou 6 mim, 30 min, 1, 2, 4 ¢ 24h de
equilibrio) sobre o sémen suino congelado
em palhetas de 0,5 mL. Em relacdo ao
tempo de equilibrio observaram que a
porcentagem de espermatozdides moveis
pos-descongelamento aumentava
gradualmente com o aumento do tempo de
equilibrio, chegando ao seu valor maximo
apos 2 a 4 horas de exposigdo a 5°C.
Observou-se também que mesmo o sémen
que foi diluido em diluidor sem glicerol
também se beneficiou da longa exposi¢do a
temperatura de 5°C, sendo que sua

motilidade aumentou de 8% apo6s 6 min.
para 15% apds 2 horas de equilibrio. Nao
houve interacdo entre a concentracdo de
glicerol ¢ o tempo de equilibrio para os
pardmetros de motilidade e integridade
acrossomal. Entretanto, o sémen diluido sem
glicerol exibiu uma motilidade
significativamente menor do que qualquer
amostra de s€men glicerolada apos cada um
dos tempos de equilibrio testado, além de
apresentar menores velocidades quando
comparadas com aquelas diluidas com
diluidores glicerolados. A porcentagem de
espermatozoides com acrossoma normal
aumentou com o aumento do tempo de
equilibrio atingindo valores méaximos apds 4
horas (63%) de equilibrio e entdo
apresentaram uma redugdo pequena (54%)
apos 24 horas de equilibrio.

Como o sémen sem glicerol se beneficiou da
exposicdo a 5°C de forma semelhante ao
glicerolado, Fiser et al. (1996) concluiram, a
partir desse experimento, que a exposicao a
5°C talvez seja importante para que ocorram
modificagoes na membrana do
espermatozoide que os tornam menos
susceptiveis as lesdes causadas pela
criopreservagao.

Dhami e Sahni (1993) estudaram os efeitos
de curvas de congelamento rapidas e lentas,
efeito de 0 e 2 horas de tempo de equilibrio,
e o efeito do diluidor (utilizando os
diluidores TRIS-gema e leite integral-gema)
sob a motilidade pds-descongelamento, e a
fertilidade de touros. Observou-se que um
resfriamento lento por duas horas e pelo
menos 2h de tempo de equilibrio a 5°C,
resultaram em melhor motilidade pos-
descongelamento (44,03% vs 35,49%) e
melhores taxas de fertilidade (57,86% vs
47,24%) do que sem tempo de equilibrio.
Além disso, sugerem que esses resultados
poderiam ser melhorados se fossem
utilizados tempos de equilibrio maiores.

Em um estudo mais recente (Foote e
Kaproth, 2002), utilizando diluidor a base de
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leite integral com ou sem frutose para sémen
bovino, foram obtidos resultados
semelhantes de motilidade pOs-
descongelamento e taxas de nao-retorno aos
56 d quando se utilizou 4 ou 28h de
equilibrio a 5°C.

Com base nos resultados obtidos apds uma
série de testes de fertilidade em bovinos,
Pickett e Berndtson (1978) recomendaram o
tempo de equilibrio a 5°C de 4-18 h, antes
do congelamento, e o glicerol pode ser
adicionado a qualquer momento durante esse
periodo sem afetar a fertilidade. Sob
algumas circunstancias, a adi¢ao do glicerol
em ectapas pode aumentar a motilidade pos-
descongelamento, embora as vantagens
sejam geralmente pequenas e podem nao ter
reflexo sobre a fertilidade (citado por Muifio
etal., 2007).

A maioria dos protocolos de criopreservagao
para sémen bovino estabelece um tempo de
equilibrio de 3-4h; assim, o sémen tem que
ser congelado no mesmo dia da coleta.
Entretanto, varios estudos indicaram que
tempo de equilibrio de 18 h antes do
congelamento resultaram em aumento de
fertilidade (Pickett e Berndtson, 1978, citado
por Muifio et al., 2007).

Em um recente trabalho Muifio et al. (2007)
realizaram a comparacdo entre diluidores
comerciais sem gema de ovo, Andromed® e
Biociphos Plus®, e um diluidor a base de
Tris-gema (Biladyl®) com um tempo de
equilibrio a 5°C de 18 h. Realizaram-se
avaliagoes de viabilidade e integridade
acrossomal logo apds o descongelamento, e
apés 3, 6 ¢ 9 h de incubagdo a 37°C,
utilizando os corantes fluorescentes SYBR-
14, PI e PE-PNA e analisado por um
citometro de fluxo. Os resultados indicaram
que quando se utiliza um tempo de
equilibrio de 18 h (congelamento no dia
seguinte ao dia da coleta), o uso de
diluidores a base de Tris-gema, Biladyl®
resulta em maior sobrevivéncia e
longevidade espermatica do que diluidores a
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base de lecitina de soja, Andromed® e
Biociphos Plus®.

4.3.6 Efeitos das taxas de
congelamento

A maioria das teorias sobre crioinjuria
relaciona-se as conseqiiéncias da formagao e
dissolugdo de cristais de gelo, que variam de
acordo com as taxas de congelamento. O
processo de desidratagdo que acompanha o
congelamento lento estd potencialmente
associado com a sobrevivéncia celular,
enquanto que no congelamento a taxas
rapidas a probabilidade de morte celular ¢
maior. Para o espermatozoide a taxa otima
de resfriamento entre —5°C e —45°C esta
entre 10°C/min e 80°C/min (Watson, 1995).

Os protocolos de criopreservagdo de sémen
normalmente tém utilizado taxas de
congelamento que variam desde 10 a
100°C/min, obtendo-se boas taxas de
sobrevivéncia pos-criopreservacdo (Agca e
Critser, 2002, citado por Gonzalez 2004).

O resfriamento dos espermatozodides abaixo
de 0°C (congelamento), em uma taxa lenta
promove maior egresso da dgua da célula do
que quando o resfriamento ¢ realizado numa
taxa rapida. Dessa forma um resfriamento
muito lento pode levar a uma desidratagdo
celular muito intensa, enquanto, um
resfriamento muito rapido ¢ insuficiente para
permitir o egresso da agua, o que acarreta a
formagdo de cristais de gelo intracelular. A
taxa de resfriamento ideal deve ser
relativamente  rapida  resultando em
suficiente e ndo excessiva retirada de agua
intracelular, o que pode levar a formacao de
cristais de gelo intracelulares, pequenos e
ndo letais, proporcionando boas condi¢des
de sobrevivéncia da célula apds o
reaquecimento (Amann e Pickett, 1987;
Celeghini, 2005).

Quando o sémen diluido ¢é resfriado abaixo
da temperatura de 5°C, inicialmente o meio
diluidor ao redor do espermatozodide, e as



proprias  células, encontram-se  ndo
congeladas, porque os pontos de
congelamento dos diluidores (devido aos
crioprotetores) e do liqiiido intracelular estdo
abaixo de 0°C. Ocorre entdo um fendmeno
chamado de super-resfriamento. Entre as
temperaturas de —5°C e —15°C, dependendo
da curva de congelamento e do diluidor,
comecam a se formar cristais de gelo no
diluidor, enquanto os espermatozoides
permanecem super-resfriados. Ocorre entdo
o aumento da concentragdo de solutos ao
redor do espermatozoide e do gradiente
osmotico culminando com a desidratagdo da
célula (Amann e Pickett, 1987; Snoeck,
2003).

Em pesquisa realizada por Chen et al.
(1993), foi testado o efeito do super-
resfriamento (—13 ou —14°C antes do
congelamento até —196°C) e da indugdo da
formagdo de cristais de gelo (“seeding”) no
sémen de touros sobre a motilidade pos-
descongelamento de sémen em diluidores a
base de Tris-gema e leite integral. Este
experimento demonstrou que 0s
espermatozoides sdo mais sensiveis a
mudangas de temperatura quando
congelados com leite integral do que em
Tris-gema, na faixa entre —50 a —75°C
(temperatura de transferéncia para o
nitrogénio). Esse estudo revelou que os
espermatozoides passam por uma fase de
super-resfriamento semelhante ao que ocorre
aos embrides durante o congelamento. Os
efeitos sobre a motilidade foram menores
quando o sémen diluido foi submetido ao
“seeding”, mas esses efeitos foram avaliados
apenas imediatamente apos 0
descongelamento. As taxas de congelamento
de —15, —25 e —35°C/min foram semelhantes
em relacdo a sobrevivéncia espermatica e
foram superiores ao congelamento a
—5°C/min.

Em geral é aceito que a resposta ao
congelamento ¢ influenciada principalmente
pela permeabilidade da célula a agua e aos
solutos. Devido a isso, para entender a

criobiologia do sémen, nas décadas
anteriores um consideravel esforco foi
realizado na tentativa de determinar as
caracteristicas de permeabilidade dos
espermatozoides de varias espécies (Leibo e
Bradley, 1999).

Agca e Critser (2002) e Leibo e Bradley
(1999) relataram que as pesquisas tém sido
direcionadas no sentido de otimizar os
protocolos de criopreservacdo quantificando
alguns parametros biofisicos como o
coeficiente de permeabilidade da membrana
celular para a dgua (Lp), para o crioprotetor
(Pcpa) assim como a sua energia de ativagéo
(Ea). Estes parametros tém  sido
determinados em espermatozodides de varias
espécies de mamiferos e utilizados na
tentativa de predizer o tipo e a concentragdo
otima do crioprotetor, a velocidade de
adicao e de retirada do crioprotetor, além da
taxa de congelamento e descongelamento.
Porém, os resultados obtidos tém deixado
davidas a respeito da importancia da
velocidade de passagem da agua pela
membrana na determinagdo da taxa de
resfriamento ideal, j& que as técnicas
utilizadas superestimam os valores (Leibo e
Bradley, 1999; Gonzalez, 2004).

Entretanto outros trabalhos como os
realizados por Devireddy et al. (1999, citado
por Leibo e Bradley, 1999), e por Chaveiro
et al. (2006), utilizando técnicas diferentes
de medigdo dos valores de Lp e de Ps
(coeficiente de permeabilidade para o
glicerol), obtiveram valores proximos aos
valores obtidos empiricamente.

No trabalho realizado por Chaveiro et al.
(2006), concluiu-se que existem diferencas
significativas entre touros na Lp e Ps da
membrana plasmatica do espermatozodide.
Isto indica que machos diferentes podem
requerer ajustes nos  protocolos de
congelamento. A aplicacdo desses dados em
um modelo tedrico para simular os eventos
osmoticos durante o congelamento resultou
na predicdo de taxas de congelamento que se
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situam na mesma faixa dos valores obtidos
empiricamente.

4.3.7 Efeitos do descongelamento

O sucesso final de um procedimento de
congelamento também ¢ limitado pelo
processo de descongelamento do sémen. E
em termos gerais, se a taxa de resfriamento
(no processo de congelamento) ¢ rapida, a
taxa de reaquecimento (processo de
descongelamento) também deve ser rapida.
Se a taxa de resfriamento € lenta, a taxa de
reaquecimento deve ser lenta (Amann e
Pickett, 1987; Celeghini, 2005). Quando a
taxa de resfriamento ¢ mais lenta ou mais
rapida que a ideal, os danos celulares podem
ser abrandados por taxas de reaquecimento
apropriadas (Celeghini, 2005).

Um aspecto das diferentes teorias da
crioinjiria ¢ a questdo se a lesdo ocorre
durante o  congelamento ou no
descongelamento. Existem algumas
evidéncias que sugerem que as células
criopreservadas podem ser lesadas pelo
descongelamento, o que se acredita ser
devido a recristalizacdo (Watson, 1995).

A recristalizagdo € um fendmeno que ocorre
durante o descongelamento, devido a
reorganizacdo de microcristais de gelo
intracelulares em cristais maiores que sdo
considerados lesivos a célula espermatica.
Evidéncias que suportam este mecanismo
foram observadas devido a reducdo da
sobrevivéncia de células causada pelo
descongelamento lento de células que
sofreram  congelamento  rapido. 0O
descongelamento rapido dessas células que
foram congeladas rapidamente permite o
descongelamento desses cristais antes que
ocorra a recristalizagdo, enquanto que o
reaquecimento lento permite reorganizagdo
dos cristais, resultando em lesdo e morte
celular (Mazur, 1984; Watson, 1995; Leibo
e Bradley, 1999; Celeghini, 2005).
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Um possivel problema do descongelamento
lento é a mudanca osmoética devido a entrada
de agua na célula, que ¢ considerada mais
lesiva do que a saida durante o
congelamento (Curry e Watson, 1994). Holt
(1992) avaliou a permeabilidade da
membrana como resultado do congelamento
e descongelamento e observou que os efeitos
s6 podiam ser observados durante o
reaquecimento na faixa de 2 a 30°C (ou seja,
bem depois do descongelamento dos cristais
e da rediluicao do soluto que se concentrou
durante o congelamento). Isto sugere
novamente que as lesdes na membrana se
manifestam durante a fase de
descongelamento, mas que outros eventos,
além da simples diluicdo dos solutos, podem
ser importantes. Esses autores sugeriram que
mudancas de fase dos lipidios podem estar
envolvidas nessas alteracdes (Watson,
1995).

O descongelamento envolve um processo
inverso, forcando a célula a retroceder seu
curso pela passagem de véarias mudancas de
fase, e tem com o resultado o fluxo de agua
para dentro da cé€lula. A taxa de mudanga de
temperatura deve permitir o movimento de
agua e de crioprotetor sem a formacao de
cristais de gelo intracelular ou mudangas
irreversiveis na membrana (Amann ¢
Pickett, 1987; Watson, 1995; Holt, 2000;
Gonzalez, 2004).

Embora os efeitos prejudiciais do
resfriamento rapido sejam reconhecidos ha
muitos anos, o aquecimento rapido tem sido
reconhecido  até recentemente  como
benigno. Porém ja foi descrita a ocorréncia
de lesdo do acrossoma resultante do
reaquecimento rapido nos espermatozodides
bovinos (Senger et al., 1976). Bamba e Cran
(1985, 1988) relataram que o reaquecimento
rapido do espermatozoide suino de 5°C a
37°C foi extremamente prejudicial as
estruturas do acrossoma. Efeitos
semelhantes foram observados para o
espermatozoide de coelho, mas no
espermatozoide bovino 0s danos



representaram um aumento do defeito
“Knobbed” do acrossoma. Esses estudos
podem indicar que deve-se ter cuidado
quando se realiza o descongelamento rapido
do sémen criopreservado (Watson, 1995).

4.4 Composicéo dos meios diluidores

Segundo Vishwanath e Shannon (2000) os
componentes basicos dos diluentes para
criopreservagdo sdo essencialmente os
mesmos  usados para estocagem &
temperatura ambiente Os requerimentos
gerais so:

» Substancias idnicas ¢ ndo idnicas para
manter a osmolaridade do meio e para o
tamponamento do meio;

o Uma fonte de lipoproteinas ou material
de alto peso molecular que evita o
choque frio, como a gema de ovo ou
leite;

« Glicerol, propanodiol, ou
dimetilsulfoxido (DMSO) para
crioprotecdo;

o Glicose ou frutose como fontes de
energia;

o Outros aditivos tais como enzimas €
antibioticos.

O plasma seminal, sozinho, ndo é capaz de
proteger adequadamente os espermatozdides
contra mudangas de temperatura. Para o
sémen ser estocado em baixa temperatura ¢é
necessario que os espermatozoide sejam
diluidos em diluidores especiais e
apropriados (Salamon e Maxwell, 1995a, citado
por Snoeck, 2003).

Phillips (1939) realizou uma importante
descoberta quando observou que a adicdo da
gema de ovo ao diluidor do sémen teve um
efeito benéfico sobre a fertilidade do sémen
resfriado. Inicialmente utilizava-se o fosfato
como tampao desses diluidores.
Posteriormente, descobriu-se que o citrato
apresentava adequada capacidade
tamponante além de aumentar o periodo de
sobrevivéncia dos espermatozoides

armazenados a 5°C (Willett e Salisbury,
1942). O citrato se tornou entdo o sal de
escolha, e suas propriedades quelantes
melhoraram a solubilidade da fragdo
protéica da gema de ovo. A razdo da
substituicdo do fosfato pelo citrato deve-se
ao fato de que o fosfato inibe a oxidacdo do
acido latico causando a sua acumulagdo
(White, 1956, citado por Vishwanath e
Shannon 2000).

Na década de 1970, varios estudos se
concentraram no uso de tampodes organicos
(Tris, TES, MES, HEPES, PIPES, MOPS ¢
BES) baseado no fato que eles possuem
melhor capacidade tamponante do que o
fosfato ou o citrato, e sdo relativamente nao-
toxicos para as células. Além disso, podem
penetrar no espermatozoide desse modo
atuando como tampodes intracelulares contra
mudangas de pH, ou podem aumentar a
tolerancia da célula ao aumento intracelular
de cations monovalentes. Os tampdes
aumentam a tonicidade total do diluidor, o
que ¢ importante quando o s€men ¢&
armazenado (Salamon e Maxwell, 2000;
Vishwanath e Shannon, 2000).

Muitos dos tampoes organicos
zwitterionicos (compostos quimicos
eletricamente neutros, mas que apresentam
cargas positivas e negativas formais em
atomos diferentes) provaram apresentar boa
capacidade tamponante sobre uma ampla
faixa de pH, e foram testados na preparagio
de diluidores. Entretanto, os diluidores a
base de tris(hidroximetil)aminometano
(Tris) tornaram-se universais, € este meio
tamponante combinado com gema de ovo e
glicerol foram testados extensivamente para
sémen bovino (Vishwanath e Shannon,
2000). Por alguma razdo, ainda ndo
completamente entendida, quando se utiliza
o Tris como tampdo existe a vantagem de
nido ser necessario esperar até o final do
resfriamento para se adicionar o glicerol
(Ball e Peters, 2004).
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441  Agentes crioprotetores

A criopreservagdo das células, mantendo sua
viabilidade, ¢ um processo muito complexo.
Durante o congelamento e descongelamento
as cé¢lulas podem ser danificadas facilmente
(Dumoulin et al.,, 1994). Para as células
sobreviverem ao processo de
criopreservagdo ¢ necessario a presenga de
agentes crioprotetores durante 0
resfriamento, congelamento e
descongelamento. Os agentes crioprotetores
sao definidos como a classe de componentes
que atuam especificamente na manutengao
da viabilidade das células animais nos
processos de congelamento e
descongelamento (Gilmore et al., 1997,
citado por Snoeck, 2003).

Os crioprotetores podem ser classificados
conforme o seu modo de acdo em
penetrantes e ndo  penetrantes. Os
crioprotetores penetrantes sdo moléculas
pequenas como o glicerol, etilenoglicol,
propilenoglicol, dimetilsulfoxido,
dimetilformamida, que atravessam a
membrana e atuam nos meios intra e
extracelulares (Sztein, 2001; Celeghini
2005).

Os crioprotetores ndo penetrantes nao
conseguem  atravessar a  membrana
plasmatica, pois sdo moléculas grandes,
como proteinas (da gema de ovo, e do leite
desnatado), agucares (frutose, glicose,
manose, rafinose e trealose), polimeros
sintéticos (polivinilpirrolidona e
metilcelulose) e amidas, que atuam no meio
extracelular, ou seja, atuam como solutos ou
coloéides (De Leeuw et al., 1993; Gao et al.,
1997; Cottorello ¢ Henry, 2002; Celeghini,
2005). Os agentes crioprotetores nao
penetrantes aumentam a osmolaridade do
meio extracelular, induz a saida de agua das
células levando a desidratacdo, reduzindo
assim a possibilidade de formagao de cristais
de gelo intracelulares  durante o
congelamento (Amann e Pickett, 1987).
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A maioria dos crioprotetores intracelulares
servem de solvente e soluto, enquanto os
extracelulares, incluindo proteinas, lipidios e
agucares sdo solutos ou coldides e ndo
servem como solvente (McKinnon, 1996;
citado por Snoeck, 2003).

Os crioprotetores intracelulares tém agdo
tanto por meio de propriedades coligativas
ou por meio de sua ligagdo com a dgua. Uma
das propriedades coligativas dos crioagentes
¢ sua capacidade de reduzir o ponto de
congelamento das solugdes. A agua pura
congela a temperatura de 0°C, enquanto uma
solucdo contendo crioprotetores congela em
temperatura mais baixa (Mazur, 1980 citado
por Snoeck, 2003).

Os crioprotetores intracelulares possuem
uma estrutura bioquimica que promove a
ocorréncia de pontes de hidrogénio com
moléculas de agua. As pontes de hidrogénio
modificam a orientacdo das moléculas de
agua nos cristais de gelo, proporcionando
um ambiente menos nocivo para as células
(Dalimata ¢ Graham, 1997).

442 Afuncio da gema de ovo

O plasma seminal, que se mistura com oS
espermatozoides na ejaculagdo, e serve
como meio de transporte para o trato genital
feminino, ja foi descrito como benéfico e ao
mesmo  tempo  prejudicial para o
espermatozoide. Mais precisamente, foram
descritos fatores do plasma seminal que
ajudam as fun¢des espermaticas tais como a
motilidade, a viabilidade e fertilidade e que
facilitam a capacitacdo (Baas et al., 1983;
Killian et al., 1993; Bellin et al.,, 1998;
Miller et al., 1990; citados por Bergeron et
al., 2004).

Entretanto, sabe-se que o plasma seminal
também contém fatores prejudiciais a
capacidade fertilizante, tais como fator
decapacitantes (Chang, 1957; Robertson,
1971) e fator inibidor da motilidade
(Iwamoto e Gagnon, 1988). Além disso, o



plasma  seminal ¢  prejudicial ao
armazenamento do sémen porque contém
fatores que afetam negativamente a
viabilidade espermatica (Way et al., 2000;
citado por Bergeron et al., 2004).

A maior fra¢do protéica do plasma seminal
bovino ¢ composta por um grupo de
proteinas denominadas de BSP’s (Bovine
Seminal Plasma proteins). Essas proteinas
representam 65% das proteinas do plasma
seminal, dentre elas destacam-se a BSP-
A1/A2, BSP-A3 e BSP-30kDa. As proteinas
BSP’s se ligam aos fosfolipidios de colina
da membrana do espermatozdide na
ejaculacdo e potencializam a capacitagdo
espermatica, induzida pelo HDL e pela
heparina, estimulando o efluxo de colesterol
e fosfolipidios da  membrana do
espermatozoide. Por isso, as BSP’s sdo
benéficas ao espermatozoide. Entretanto, as
mesmas proteinas podem ser prejudiciais
para a membrana do espermatozodide in
vitro. O efluxo dos lipidios estimulado pelas
BSP’s ¢ concentragdo e tempo dependente e,
por isso, uma exposicdo continua dos
espermatozoides ao plasma seminal, que
contém essas proteinas, pode ser lesivo a
membrana do espermatozodide (Thérien et
al., 1999; Manjunath e Thérien, 2002;
Manjunath et al.,, 2002; Bergeron et al.,
2004).

A gema de ovo de galinha (Egg Yolk- EY) é
o agente mais efetivo para prote¢do do
espermatozoide contra o choque frio e
demonstrou-se que ela melhora as fungdes
espermaticas e preserva a fertilidade apos o
armazenamento na forma liquida ou
congelada. Apesar do uso de diluidores
contendo gema de ovo por mais de 60 anos,
0 mecanismo envolvido na protegdo pela
gema de ovo contra os danos causados pelo
armazenamento, resfriamento e
congelamento ainda ndo ¢é totalmente
compreendido (Bergeron et al., 2004).

A fracdo de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) da gema parece ser o constituinte

responsavel pela protecdo do
espermatozoide contra os danos causados
pelo choque frio e pelo congelamento (Pace
e Graham, 1974). Acredita-se que a
fosfatidilcolina (lecitina) do LDL seja uma
das responsaveis por essa prote¢ao, uma vez
que ela sozinha fornece alguma protegdo ao
espermatozoide contra o choque frio e o
congelamento (Vishwanath e Shannon 2000;
Watson, 1995).

Evidéncias sugerem que ¢é necessaria a
molécula inteira de LDL para proteger o
espermatozoide contra o choque frio. A
digestao seletiva tanto da fra¢do protéica ou
lipidica ndo oferece a mesma protecdo
contra o choque frio (Watson, 1981;
Vishwanath ¢ Shannon 2000).

A estrutura do LDL ¢ baseada em um nticleo
de trigliceridios envolvidos por um filme de
proteinas e fosfolipidios, que apresentam sua
porcdo polar em contato com a fase aquosa
(Cook e Martin, 1969). Sabe-se que a gema
de ovo sofre gelificagdo quando é submetida
a um processo de congelamento e
descongelamento ¢ que as moléculas de
LDL sao responsaveis por essa gelificacdo,
enquanto que as outras substincias da gema
ndo participam diretamente (Wakamatu,
1982). A gelificagdo do LDL ocorre em
temperaturas abaixo de -6°C. O primeiro
estagio desta gelificagdo ¢ o rompimento da
estrutura do LDL. Este rompimento &
favorecido pela desidratagdo causada pelo
congelamento e descongelamento. As
interagdes lipidio proteina sdo interrompidas
durante o congelamento, e as interagdes
entre as proteinas sdo aumentadas. O
produto da agregagdo das moléculas de LDL
contém lipidios incluidos na sua estrutura
(Tsutsui, 1988). Conseqiientemente, sob um
processo de congelamento e
descongelamento a molécula de LDL ¢
rompida. Os trigliceridios ¢ os fosfolipidios
sdo liberados no meio, e as apoproteinas
formam um gel (Moussa et al., 2002).
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Varios mecanismos de protegdo espermatica
pelo LDL da gema foram propostos.
Sugeriu-se que o LDL da gema de ovo
fornece protecdo pela associagdo com a
membrana do espermatozodide (Foulkes,
1977; Watson, 1981). Por esta hipdtese a
proteina do LDL atua na solubilizagdo do
lipidio e na ligacdo deste com a membrana
(Watson, 1981; Vishwanath ¢ Shannon
2000). Moussa et al. (2002) sugerem que a
adsorcdo e gelificacdo das apoproteinas do
LDL ao redor da membrana dos
espermatozoides poderia formar um filme
protetor contra os cristais de gelo durante o
congelamento.

Quinn et al. (1980) sugeriram que oS
fosfolipidios da molécula de LDL podem
formar um filme ou camada protetora na
superficie da membrana dos
espermatozoides apds a ruptura do LDL.
Além disso, Graham e Foote (1987) ¢
Trimeche et al. (1996) propuseram que os
fosfolipidios do LDL poderiam substituir
alguns fosfolipidios da membrana do
espermatozoide, e desse modo reduzindo a
temperatura de transi¢do de fase desta.
Graham e Foote (1987) observaram que a
fosfatidilserina sozinha ou combinada com a
fosfatidilcolina ¢ o fosfolipidio mais efetivo
para a prote¢do do espermatozoide (Moussa
et al., 2002).

Outra hipétese € que o EY-LDL previne a
perda de fosfolipidios de membrana, assim
aumentando a tolerdncia ao choque frio
(Parks e Graham, 1992) e estudos anteriores
que indicam os fosfolipidios da gema
protegem os espermatozoides do choque frio
sustentam essa especulagdo (Quinn et al.,
1980, citado por Bergeron et al., 2004).

Estudos realizados por Manjunath et al.
(2002) indicam que o EY-LDL, interage
especificamente com as proteinas BSP’s. A
ligacdo das proteinas BSP’s ao LDL ¢
répida, especifica e saturavel. Além disso, a
capacidade de ligacdo do LDL as BSP’s ¢
muito alta, ¢ esta interacdo ¢ estavel mesmo
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apos o congelamento/ descongelamento.
Tendo em vista tal fato, os pesquisadores
sugeriram que o sistema de retirada ou
“limpeza” das BSP’s pelas lipoproteinas da
gema de ovo, durante a diluicdo do sémen
com diluidores contendo gema, protege os
espermatozoides dos efeitos deletérios das
BSP’s do plasma seminal.

Parks et al. (1981) mostraram que na
auséncia da gema de ovo no diluidor, ocorre
uma diminui¢do no conteudo de colesterol e
de fosfolipidios do espermatozéide durante a
incubagao.

O trabalho de Bergeron et al. (2004) revelou
que o contato com o plasma seminal resulta
em perda gradual dos fosfolipidios de colina
e do colesterol da membrana plasmatica do
espermatozoide. Mas, quando o sémen foi
diluido com gema de ovo, foi observado o
efeito oposto (ganho de colesterol e
fosfolipidios, e reducdo da associagdo das
BSP’s a superficie do espermatozoide). Uma
vez que o mesmo efeito foi mimetizado
quando se utilizou a LDF (fragdo de
lipoproteina de baixa densidade da gema), os
pesquisadores concluiram que a LDF ¢ a
responsavel por este efeito. Além disso, a
prevencdo da ligacdo das BSP’s ao
espermatozoide ¢ do efluxo de lipidios da
membrana resultou em um aumento na
qualidade do s€men (motilidade).

Bergeron et al. (2004) observaram também
que quando o sémen foi incubado a 4°C, na
presenca de gema de ovo no diluidor, o
ganho de colesterol e fosfolipidios de colina
foi 2 vezes menor do que no sémen
incubado a 37°C. Isto pode ser explicado
pela transicdo de fases que ocorre nas
membranas durante o resfriamento. Durante
o resfriamento as membranas se tornam
menos fluidas e sdo menos susceptiveis a
troca de lipidios. E possivel que a mudanga
na fase lipidica da membrana espermatica e
no filme de fosfolipidios da molécula de
LDL durante o resfriamento evita
parcialmente a passagem de lipidios da LDL



para a membrana espermatozdide ou a
ligacdo do LDL ao espermatozoide. De
modo semelhante, em sémen diluido com
diluidor sem gema, a perda de lipidios da
membrana do espermatozoide foi 2 a 3 vezes
menor em sémen incubado a 4°C do que no
sémen incubado a 37°C.

Bergeron et al. (2004), a partir deste estudo,
sugerem que a gema de ovo nos diluidores
protege os espermatozoides de duas formas.
Primeiro, a associagdo do LDL com as
BSP’s protege o espermatozodide evitando
que essas proteinas do plasma seminal se
liguem ao espermatozéide e causem danos a
membrana pela remocdo de lipidios.
Segundo, os lipidios da fragdo de
lipoproteina de baixa densidade ou a
molécula inteira de LDL se associariam a
membrana, preservando a integridade da
membrana plasmatica durante a preservacéo
do sémen.

4.4.3 A substituicdo da gema de ovo

Nos tultimos anos, vém surgindo uma
demanda crescente para a substituicdo da
gema de ovo nos diluidores de s€émen devido
a descobertas de substincias presentes na
gema que inibem a respiragdo dos
espermatozoides ou diminuem a motilidade
(Pace e Graham, 1974). Portanto, seria de
grande beneficio a retirada dessas
substancias prejudiciais e a adi¢do apenas do
agente crioprotetor da gema de ovo (Moussa
et al., 2002).

Entretanto, os métodos atuais de purificagdo
do LDL ndo permitem o uso do LDL em
diluidores comerciais porque apresentam
baixas taxas de recuperacdo. Porém, Moussa
et al. (2002) desenvolveram um método
simples para extrair LDL da gema de ovo,
com pureza de 97% e rendimento de 67%, e
que pode ser reproduzido em escala
industrial.

Naquele trabalho foram testadas varias
porcentagens de LDL na composi¢ao de um

diluidor e comparado com um diluidor
comercial original a base de gema
(Triladyl®) e outro a base de lecitina de soja
(Biociphos®). As analises de motilidade
espermatica pelo CASA mostraram que a
motilidade e caracteristicas do movimento
dos espermatozoides foram melhores com a
utilizagdo de LDL no diluidor, quando
comparadas com o diluidor comercial
contendo gema de ovo. A concentragdo
otima de LDL foi de 8%. Concluiu-se que
um diluidor contendo LDL extraido da gema
de ovo pode ser utilizado como meio
crioprotetor com melhores resultados do que
os atuais diluidores comerciais (Moussa et
al., 2002).

Também tém sido freqiientes os argumentos
contra o uso de gema de ovo ou leite na
composi¢do dos diluidores, em funcdo do
risco de contaminagdo bacteriana ou por
micoplasmas, além da possivel fonte de
endotoxinas capazes de afetar a capacidade
fertilizante do espermatozoide. Como
conseqiiéncia direta, a maioria dos paises
teme o risco de introducdo de doencas
exoticas pelo transporte de produtos a base
de leite ou ovo. Em fun¢do disso, meios de
composi¢do definida, livre de patdgenos, e
sem proteinas de origem animal para
substituir a gema de ovo vém sendo
estudados e testados nos ultimos anos
(Bousseau et al., 1998; Aires, 2003; Alberti,
2004). Um exemplo sdo os diluidores a base
de lecitina de soja (fosfatidilcolina) que tém
apresentado bons resultados, e ja sdo
utilizados comercialmente.

Aires et al. (2003) testaram o efeito de dois
diluidores sobre a fungdo espermatica in
vitro e a fertilidade in vivo para o sémen
bovino. Foram testados um diluidor a base
de lecitina de soja (Andromed®) e outro a
base de gema de ovo (TRIS-gema). Foram
comparados os parametros de motilidade
espermatica, integridade acrossomal,
inductibilidade da reacdo acrossOmica,
capacidade de ligacdo a zona pelicida e
fertilidade pela taxa de ndo retorno aos 56
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dias, apo6s a criopreservagdao. Concluiram
que o diluidor a base de lecitina foi superior
e que ¢ uma alternativa viavel aos diluidores
tradicionais a base de gema de ovo (Aires et
al., 2003; Alberti, 2004).

Segundo Gil et al. (2000), o espermatozoide
criopreservado com Biociphos-plus® (a base
de lecitina de soja) apresentou uma maior
integridade de  membrana, quando
comparado ao Triladyl® (a base de gema de
ovo). Porém Thun et al. (2002) obtiveram
melhores resultados utilizando o meio Tris-
gema que mostrou efeitos crioprotetores
superiores se comparado ao Biociphos-
plus®. Van Wagtendonk-de Leeuw et al.
(2000) também realizaram esta comparago
entre diluidores a base de gema e de lecitina
de soja, e observaram que o Biociphos-
plus®  reduziu  significativamente a
fertilidade de quatro touros testados (citado
por Alberti, 2004).

Amirat et al. (2004), comparando a
fertilidade do sémen criopreservado de
bovino utilizando um diluidor contendo
LDL e outro diluidor comercial Optidyl®
(com 20% de gema de ovo), observaram que
a motilidade espermatica pOs-
descongelamento e a taxa de clivagem foram
significativamente maiores no diluidor
contendo LDL do que utilizando o
Optidyl®. Concluindo que a o LDL pode ser
uma Otima alternativa para  meios
quimicamente definidos.

4.4.4  Crioprotetores intracelulares
(Penetrantes)

Os agentes crioprotetores penetrantes (ACP)
sdo substancias que diminuem as lesdes de
origem quimica ou mecanica que O
congelamento causa sobre a célula (Karow,
2001, citado por Gonzalez, 2004). As
caracteristicas fisico-quimicas ideais que um
agente crioprotetor penetrante deve possuir
s30: baixo peso molecular; alta solubilidade
em meio aquoso e principalmente uma baixa
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toxicidade celular (Nash, 1966 citado por
Gonzalez, 2004).

Muitas substancias sdo classificadas como
agentes crioprotetores intracelulares e tém
sido  utilizadas nos  diluidores de
congelamento de varias espécies. Existem os
crioprotetores do grupo dos alcoois: etanol,
etilenoglicol, glicerol, metanol,
polietilenoglicol e propilenoglicol. As
amidas, incluindo a acetamida, formamida,
lactamida e dimetil-sulfoxido, além de
outras substancias que podem possuir efeito
crioprotetor (Snoeck, 2003).

O glicerol ou Propano-1,2,3-triol (IUPAC,
1993) é um composto orgéanico pertencente a
funcdo alcool que apresenta trés grupos
hidroxilas. Esta substancia é considerada um
agente crioprotetor penetrante (ACP), pois
consegue penetrar no citoplasma da célula
(Gonzalez, 2004; Holt, 2000) O glicerol foi
0 primeiro crioprotetor a ser utilizado em
espermatozoides (Polge et al., 1949) e tem
sido amplamente utilizado para o sémen
bovino (Gonzalez, 2004).

A acdo protetora do glicerol parece estar
ligada as suas propriedades coligativas que
permitem realizar pontes de hidrogénio com
a agua; a reducdo do ponto de congelamento
e a conseqiiente reducdo da concentragdo de
eletrolitos (sais ou solutos) na fracdo ndo
congelada ajudariam a conter o prejudicial
“efeito solucdo” que ocorre durante o
processo de congelamento (Holt, 2000). As
pontes de hidrogénio realizadas com a agua
diminui a formagdo de cristais de gelo e
reduz o aumento de tamanho desses cristais
além de diminuir a concentragdo de solutos
nos meios extra ¢ intracelulares (Dalimata e
Graham, 1997). Essas ligagoes de
hidrogénio  também  promovem uma
estabilizacdo da estrutura quartendria das
proteinas de membrana preservando-as da
desidratacdo (Karow, 2001 citado por
Gonzalez, 2004).



Segundo Kundu et al. (2000) outro
mecanismo de protecdo desta molécula se
deve a capacidade de ligacdo dos atomos de
hidrogénio dos grupos hidroxila (OH) com
os atomos de oxigénio dos grupos fosfato
dos fosfolipidios da membrana do
espermatozoide, promovendo assim a
estabilizacgdo da membrana durante o
processo de criopreservacgao.

A concentragdo de glicerol utilizada como
crioprotetor ¢ limitada pela sua toxicidade, a
qual depende da taxa de resfriamento,
velocidade de congelacdo, composi¢do do
meio diluidor e método de adigdo do glicerol
(Fahy, 1986, citado por Gonzalez, 2004).
Me¢étodos convencionais de congelacdo em
palhetas de 0,25 mL e 0,5 mL tém utilizado
quantidades de 7% de glicerol como
concentracdo 6tima para diluidores a base de
citrato-gema ou Tris-gema (De Leew et al,
1993). As concentragdes de glicerol para
congelagdo do sémen bovino tém estado
entre 0,25 M (2,25%) e 1M (9%), sendo que
esta ultima concentragdo tem mostrado
toxicidade (Fahy, 1976, citado por
Gonzalez, 2004).

Segundo Parks e Graham (1992) os
crioprotetores sdo  essenciais para a
sobrevivéncia das células, mas o glicerol
pode também ter efeitos negativos sobre a
célula. Além de seu efeito osmotico sobre as
células, existem evidéncias de que o glicerol
se liga diretamente aos fosfolipidios
reduzindo a fluidez da membrana, e interage
com proteinas e glicoproteinas da membrana
causando agrupamento dessas particulas. O
glicerol causa reducdo da capacitincia
elétrica da membrana provavelmente devido
a reorganizagdes em larga escala da
estrutura da membrana, possivelmente
devido a formagdo de jungdes semelhante as
jungdes tipo GAP. Além disso, ele induz a
interdigitagdo dos folhetos da bicamada,
alterando a fluidez da membrana e também
altera a polimerizacdo e despolimerizagdo
dos microtubulos, o que pode afetar a
membrana indiretamente.

Apesar de sua importancia, ha evidéncias de
que o glicerol é toxico ao espermatozoide e
parte de sua toxicidade ¢ devida a injurias
bioquimicas resultantes da agdo direta do
crioprotetor ~ sobre  0s  componentes
subcelulares, mas danos osmoticos também
podem ocorrer (Graham, 1995 citado por
Celeghini, 2005). Seu efeito prejudicial ¢é
menor quando sua adi¢do ¢é feita a
temperaturas proximas a 0°C. Sabe-se que
os espermatozoides do homem e de touros
sdo mais resistentes a adicdo em uma Unica
fase, de concentragdes de 5 a 8% de glicerol,
que outras espécies (Gao, Mazur e Critser,
1997; Agca e Critser, 2002; Gonzalez,
2004).

Sabe-se que o glicerol é metabolizado pelos
espermatozoides do carneiro, do boi e do
varrdo, porém a via metabdlica ¢ diferente
daquela que ocorre no figado onde o glicerol
¢ fosforilado por uma quinase, sendo ao
invés  disso, recrutado por uma
desidrogenase NADP-dependente  (Holt,
2000). O’Dell, Flipse e Almquist (1956)
demonstraram que o glicerol marcado com
C'" ¢ rapidamente assimilado e utilizado
pelo espermatozoéide bovino, com produgao
de '*CO,, ¢ a taxa de assimilaco é maior na
auséncia do plasma seminal. Mann e White
(1956) demonstraram que 0s
espermatozoides de carneiro lavados por
centrifugacdo  metabolizam o  glicerol
aerobicamente produzindo acido latico e que
esta producdo € maior na presenca de fosfato
devido a agl@o inibitoria deste sobre a
oxidacdo do acido latico, causando o seu
acumulo.

Garner et al. (1999) testaram os efeitos do
glicerol sobre espermatozoides bovinos
resfriados a 5°C por 24 horas por meio da
associagao de sondas (JC-1; SYBR-14 e PI,
e FITC-PNA e SYTO-17) e observaram que
o glicerol parece ndo apresentar nenhum
efeito total sobre a membrana plasmatica,
mas parece apresentar um efeito protetor
sobre 0 acrossoma, porém diminuiu a

47



propor¢ao de espermatozoides na amostra
que exibiram alto potencial mitocondrial.

Apesar de tudo, demonstrou-se claramente
que o glicerol protege os espermatozoides
contra os danos da criopreservacdo em
muitas espécies ¢ varios estudos foram
realizados para testar a eficacia dessa
crioprotecdo  utilizando véarios niveis de
glicerol (Hammerstedt et al. 1990; Watson,
1995). Portanto parece que o efeito protetor
supera os efeitos negativos (Garner et al.,
1999).

Gonzalez (2004) comparou os efeitos dos
crioprotetores dimetilformamida,
etilenoglicol e o glicerol na criopreservagao
do sémen bovino sobre a motilidade
(avaliada subjetivamente) e integridade das
membranas  plasmatica, acrossomal e
mitocondrial (por meio da associagdo das
sondas fluorescentes PI, MITO e FITC-PSA,
na microscopia de epifluorescéncia). O autor
concluiu que o glicerol preserva melhor a
motilidade, o vigor e a integridade das
membranas dos espermatozdides, quando
comparado aos outros  crioprotetores
utilizados. Além disso, observou-se que o
etilenoglicol € superior a dimetilformamida
na conservacdo da motilidade e das
membranas dos espermatozoides bovinos.

4.5 Métodos de avaliacdo do sémen
criopreservado

O objetivo primario de todas as analises de
sémen ¢ determinar o potencial fertilizante
de uma amostra de sémen, utilizando
métodos rapidos e que ndo sejam
dispendiosos. Por muitos anos, os cientistas
procuraram desenvolver métodos
laboratoriais que pudessem predizer com
precisdo a capacidade fertilizante de uma
amostra de sémen. Este objetivo, entretanto,
provou-se ser muito dificil de se conseguir,
devido a natureza complexa do problema
(Graham, 2001).
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Graham et al. (1980) observaram que
nenhum método laboratorial era
confiavelmente correlacionado com a
fertilidade. As correlagdes entre a fertilidade
da amostra de sémen e os resultados dos
testes laboratoriais variaram muito entre
varios estudos revisados (correlagdes entre
fertilidade e motilidade variaram de 0,15 a
0,84; entre fertilidade e avaliagOes
morfologicas variaram de 0,06 a 0,86; e
entre fertilidade e viabilidade da célula
variaram de 0,33 a 0,66) (Graham, 2001).

Nenhum teste laboratorial isolado, medindo
apenas um atributo, pode estimar o potencial
de fertilidade do sémen, uma vez que, para
ser capaz de fertilizar o odcito e permitir o
desenvolvimento embrionario, 0s
espermatozoides precisam apresentar
diversos atributos (motilidade, acrossoma
intacto, habilidade de se ligar a zona
pelticida, habilidade de se ligar ao oolema,
etc) (Graham, 2001; Celeghini, 2005;
Celeghini et al., 2007).

Para garantir a fertilidade, o sémen deve
apresentar  caracteristicas minimas de
concentracdo, motilidade e caracteristicas
morfologicas dos espermatozoides, as quais
sd0 parametros classicos na avaliagdo de
amostras de sémen. Entretanto, estudos
(Verstegen et al., 2002; Celeghini, 2005;
Arruda, 2007) reportam que este tipo de
analise manual é impreciso, mesmo quando
executado por investigadores experientes.
As analises s3o influenciadas por uma alta
variagdo entre observacgdes e observadores.
Esta imprecisdo deriva, em parte, da
natureza subjetiva dos testes usados, da
variabilidade entre técnicos e das diferencas
na implementagdo de padroes para a
avaliagdo (Verstegen et al., 2002; Celeghini,
2005).

A alta variabilidade na eficiéncia nos
processos de congelamento de s€men e de
fecundacéo in vitro tem levado as avalia¢des
andrologicas a técnicas mais apuradas, no
que diz respeito a identificacdo do potencial



fecundante do espermatozdide do touro no
trato genital feminino (Vale Filho et al.,
2003). O espermatozdéide ¢ uma célula
complexa que se torna infértil quando um
dos varios aspectos bioquimicos ou
morfologicos se encontra  afetado.
Normalmente a avaliagdo de somente um
desses aspectos ndo garante a condigdo de
normalidade dos outros, sendo que a
combinacdo de varios fatores em uma
analise multifatorial, seria mais apropriada
para o diagnostico da funcionalidade do
espermatozoide (Melo, 1999).

Uma grande diversidade de biotécnicas vem
sendo desenvolvida para a avaliacdo
seminal, das quais pode-se citar sistemas de
avaliacdo computadorizada das
caracteristicas seminais, uso de sondas
fluorescentes para a avaliagdo das estruturas
espermaticas por microscopia de
epifluorescéncia ou sistema de citometria de
fluxo, testes hiposmoticos, avaliacdo de
proteinas do plasma seminal, producdo de
espécies reativas de oxigénio, entre outras
(Arruda et al., 2004, citado por Celeghini,
2005)

45.1 Aavaliagdo computadorizada
da motilidade espermatica (CASA)

A motilidade espermatica é provavelmente a
avaliacdo mais comumente realizada em
sémen criopreservado. Os resultados sdo
subjetivos e € necessaria uma boa
experiéncia do examinador para uma
avaliacdo confidvel. Entretanto, segundo
Graham (1996) a porcentagem de
espermatozoides moveis avaliada
visualmente, ndo ¢é altamente correlacionada
com fertilidade (citado por Melo, 1999;
Juhasz et al., 2000). Segundo Picket (1992),
a motilidade espermatica ¢ um dos
principais métodos de avaliagdo da
preservacdo de espermatozoides e constitui
um elemento importante na estimativa da
viabilidade espermatica.

Entretanto, na pesquisa de Kjaestad et al.
(1993) relacionaram caracteristicas seminais
pos-descongelamento como  motilidade,
vigor e integridade de acrossoma, avaliados
por microscopia de contrate de fase, com
taxas de ndo retorno e comprovaram que a
motilidade e o vigor proporcionam um dado
confidvel para a predi¢do da fertilidade de
touros.

Na tentativa de tornar as avaliagdes da
qualidade espermatica mais objetivas e

detalhadas, foram desenvolvidas
equipamentos para a analise
computadorizada do sémen. A analise
computadorizada de parametros

espermaticos (do inglés: Computer Assisted
Semen Analysis — CASA) foi introduzida a
mais de 20 anos atras (Jasko et al., 1988), e
desde entdo, ¢ wusado regularmente no
processo de avaliacdo de sémen em varios
laboratdrios. Pelo uso do CASA podem ser
obtidos varios parametros especificos de
motilidade descrevendo os movimentos do
espermatozoide de maneira mais detalhada.
Além  disso, a  classificacdo em
espermatozoides moveis e imoveis pode ser
baseada em limites de velocidade bem
definidos. Paralelamente as tentativas de
melhorar a performance dos sistemas de
analise  computadorizada  CASA, ¢
importante investigar a relevincia bioldgica
dos parametros do CASA no contexto da
predicio do potencial de fertilidade do
macho, um conhecimento que é de crucial
importancia para a compreensao da biologia
da fertilizagao (Larsen et al., 2000).

Os parametros mais importantes medidos no
CASA  sdao: velocidade, linearidade,
porcentagem de espermatozdides moveis
acima de certa velocidade, movimento
oscilatorio lateral. As relagdes entre
fertilidade e os diferentes pardmetros de
motilidade do espermatozoide analisados
pelo CASA ainda precisam ser determinadas
(Magistri et al., 1996 citado por Juhdsz et
al., 2000).
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Farrell et al. (1998) tentaram correlacionar
os parametros avaliados pelo CASA com a
fertilidade. Entre um a cinco pardmetros
avaliados pelo CASA foram correlacionados
individualmente com a fertilidade do touro,
definida como as taxas de ndo retorno aos 59
dias corrigidas para efeitos de vaca e do
rebanho. A porcentagem de espermatozoides
moveis explicou apenas uma fracdo pequena
da variagdo total da fertilidade (r* = 0.34).
Entretanto altos valores de r° (0,68 a 0,98)
foram obtidos quando 2 a 5 varidveis foram
utilizadas em equagdes de regressdo
multipla.  Segundo estes autores os
resultados sdo promissores, e futuros testes
vdo determinar mais precisamente qual
dessas variaveis do CASA sdo mais uteis na
estimativa do potencial de fertilidade do
touro.

A avaliacdo automatizada da motilidade
espermatica ¢ de grande interesse devido ao
fato da cinética espermatica ter relevancia na
determinagdo do potencial de fertilidade dos
espermatozoides. Dentre esses parametros, a
velocidade progressiva e os padrdes de
movimentagao celular tém sido
correlacionados com penetragdo no muco
cervical, penetragdo em oocitos de hamster e
resultados de fertilizacdo in  vitro
(Januskauskas et al., 1999; Arruda et al.,
2007).

Um exemplo da importancia do padrdo de
motilidade espermatica ¢ a hiperativacdo
espermatica. A hiperativacdo da motilidade
espermatica  foi  descrita como um
movimento menos linear, menos progressivo
e mais vigoroso do espermatozoide.
Acredita-se que a hipermotilidade sinaliza a
aquisigdo do estado de capacitagdo
espermatica, e essas mudangas envolvem um
aumento na velocidade curvilinear (VCL), a
qual ¢é considerada um parametro mais
informativo do que a velocidade progressiva
(VSL) ou o deslocamento lateral da cabeca
(LHD) (Januskauskas et al., 1999).
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No experimento realizado por Januskauskas
et al. (1999), observou-se que em amostras
de sémen bovino submetidas a resfriamento
lento, os espermatozdides ficaram mais
ativos independente do parametro de
motilidade estudado (VSL, velocidade do
trajeto [VAP] ou VCL). Porém, a grande
diferenca entre o procedimento de
resfriamento rapido e lento foi nos valores
de VCL, mas ndo nos valores de LHD. Isto
mostra que os espermatozoéides tornaram-se
mais ageis e também mudaram a suas
trajetorias do movimento. Devido a isso,
esses pesquisadores levantaram a suposi¢@o
de que o resfriamento lento pode ser menos
favoravel do que o rapido para a
sobrevivéncia espermatica uma vez que se
observou que o resfriamento lento causou
uma reducdo do numero de espermatozdides
moveis e promoveu agilidade aos
espermatozoides, o que pode afetar
negativamente a longevidade.

4.5.2 Avaliacdo da integridade das
membranas plasmatica, acrossomal e
potencial de membrana mitocondrial.

A manutencdo da capacidade fertilizante do
sémen depende da integridade e
funcionalidade de diferentes estruturas
celulares e isto dificulta o desenvolvimento
de uma tunica técnica para a avaliacdo do
potencial fertilizante que consiga avaliar
todos esses atributos simultaneamente
(Graham, 2001; Celeghini et al., 2007).
Porém quando dados de varios métodos de
avaliacdo espermatica sdao utilizados em
conjunto, consegue-se obter altas
correlagdes com o potencial fertilizante da
amostra de sémen (Graham, 2001).

A fluorescéncia ¢ um indicador sensivel e
especifico do estado de certas moléculas
(oxidadas x reduzidas, ionizadas x n@o
ionizada, livres x ligadas), podendo ser
aplicada como um meio para medir
mudangas metabolicas em células vivas
(Haugland, 2001). O emprego de sondas
fluorescentes na andrologia tem o objetivo



de avaliar a integridade e funcdo dos
compartimentos da célula espermatica
(Celeghini, 2005; Celeghini et al., 2007).

Os corantes fluorescentes proporcionam
avaliacdes mais objetivas das células
espermaticas em relagdo aos métodos
classicos de coloracdo com microscopia
optica (Graham et al., 1990). As células
espermaticas coradas com fluorescéncia
podem ser avaliadas quanto aos aspectos
morfologicos como quanto aos funcionais,
sem a interferéncia do meio extracelular
(Ericsson et al., 1989; Gonzalez, 2004).

45.2.1 Integridade da membrana
plasmatica

As membranas exercem um  papel
fundamental na manutengdo da capacidade
fertilizante do espermatozdide. A membrana
plasmatica € responsavel pela manutencao
do equilibrio osmotico, atuando como uma
barreira entre o meio intra e extracelular.
Lesdes nessa estrutura podem levar a perda
da homeostase celular, levando a morte
celular  (Flesh e  Gadella, 2000).
Conseqlientemente, a integridade da
membrana plasmatica € crucial para a
sobrevivéncia do espermatozoide no trato
genital feminino, e para manter a capacidade
fertilizante (Parks e Graham, 1992;
Celeghini et al., 2007).

A determinagdo da integridade da membrana
pode ser feita com a utilizacdo de corantes
fluorescentes (sondas) impermedveis a
membrana, com afinidade ao DNA. Assim,
as células ndo coradas sdo consideradas com
membrana plasmatica intacta. O Hoeschst
33258 (H258), YoPro-1, iodeto de propidio
(PI), homodimero de etidio (EthD-1),
ToPro-3 e TOTO sao exemplos desse tipo de
sonda que ja foram testadas em células
espermaticas. Uma outra alternativa para o
estudo da integridade de membrana € o uso
de sondas acetiladas. Devido aos seus
radicais acetil, essas sondas sdo anfipaticas e
assim conseguem passar pela membrana

intacta da célula viva, sendo imediatamente
deacetiladas por esterases intracelulares,
tornando a sonda impermeavel. Assim, as
células intactas apresentam coloragdo,
enquanto as células mortas ndo sdo coradas,
pois a sonda consegue sair facilmente da
célula. Porém ¢ possivel haver ligagdo
dessas sondas a células deterioradas com
lesdes da membrana. Exemplo dessas sondas
sdo o diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) e o SYBR-14 (Silva e Gadella,
2006; Raphael, 2007).

Devido a alta toxicidade do brometo de
etidio, principalmente para quem o
manipula, sua aplicagdo tem sido restringida.
Porém, o iodeto de propidio (PI), um corante
fluorescente com propriedades similares
passou a ser utilizado. O iodeto de propidio
vem se destacando em pesquisas pela sua
facilidade de preparacdo e aplicacdo da
técnica, estabilidade e eficiéncia na
avaliacdo da integridade de membrana, seja
isoladamente ou associada a outro corante
fluorescente para avaliar a membrana
plasmatica. Esta sonda possui afinidade ao
DNA e cora em vermelho o nucleo de
células com membrana plasmatica lesada
(Graham et al.,, 1990; Celeghini, 2005;
Arruda et al., 2007).

E possivel utilizar simultaneamente essas
sondas, como SYBR-14 ou CFDA com PI
ou EthD-1, para detectar células com
membrana plasmatica intacta e lesada,
respectivamente (Silva e Gadella, 2006) Esta
técnica de coloracdo dupla classifica a
populagdo de espermatozdides em 3
categorias: 1) Espermatozodides vivos,
emitindo fluorescéncia verde, CFDA ou
SYBR-14 (+); 2) espermatozoides mortos
com nucleo emitindo  fluorescéncia
vermelha, PI (+) e CFDA ou SYBR-14 (-);
3) espermatozoides lesados, emitindo
fluorescéncia verde e vermelha, PI (+) e
CFDA ou SYBR-14 (+) (Juhasz et al., 2000;
Silva e Gadella, 2006).
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4522 Integridade da membrana
acrossomal

Para fertilizar um odcito, o espermatozoide
deve possuir um acrossoma intacto. A
reacdo acrossOmica caracteriza-se pela
liberagdo das enzimas acrossOmicas, que ¢é
um evento essencial para a penetracdo do
espermatozoide na matriz extracelular da
zona pelucida e para a fusdo com a
membrana plasmatica do oocito (Juhasz et
al., 2000; Flesh e Gadella, 2000; Celeghini
etal., 2007).

A integridade do acrossoma pode ser
verificada por diferentes técnicas de
fluorescéncia. O carater glicoprotéico dos
componentes acrossomais fornece um outro
meio de mensurar a integridade acrossomal,
por preenchimento fluorescente da matriz
acrossomal de espermatozdides com
acrossoma lesado com lecitinas marcadas
(Graham et al., 1990).

A integridade acrossomal pode ser medida
utilizando-se lecitinas de plantas conjugadas
a fluoroforos. As lecitinas cojungadas se
ligam especificamente a cadeias de
carboidratos de glicoproteinas presentes no
acrossoma. As mais utilizadas sdo a
aglutinina do Pisum sativum (PSA), da
Arachis hypogea (PNA) e da Concanavalia
ensiformis (ConA). A PSA se liga aos
residuos de o-manose e o-galactose de
glicoproteinas da  matriz  acrossomal
enquanto o PNA se liga a residos de B-
galactose associados & membrana externa do
acrossoma. Os  espermatozdides que
possuem membranas intactas ndo permitem
a entrada e ligacdo dessas lecitinas, portanto,
quando essas lecitinas sdo utilizadas sem
permeabilizagdo das células, elas se ligam a
membrana de acrossomas lesados (Juhasz et
al., 2000; Graham, 2001; Silva e Gadella,
2006; Raphael, 2007; Celeghini et al., 2007).

A aglutinina PSA, quando conjugada ao

isotiocianato de fluoresceina (FITC-PSA)
marca com sucesso 0 acrossoma espermatico
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na cor verde amarelado, facilitando sua
visualizacdo e a identificacdo  dos
acrossomas lesados, sendo utilizado em
espermatozoides de  varias  espécies,
incluindo a espécie bovina (Graham et al.,
1990; Celeghini, 2005; Arruda et al., 2007;
Raphael, 2007).

Comprovando a eficiéncia e especificidade
do FITC-PSA na avaliagdo da integridade de
membrana  acrossomal, Souza (2001)
comparou quatro diferentes técnicas para
exame de integridade do acrossoma: camara
umida por microscopia de contrate de fase e
de interferéncia diferencial, coloragdo por
Trypan Blue/Giemsa e microscopia de
epifluorescéncia utilizando o FITC-PSA,
para sémen eqiiino criopreservado. Verificou
que a técnica de epifluorescéncia com FITC-
PSA foi a mais eficiente para detectar lesdes
de acrossoma (citado por Celeghini, 2005;
Arruda et al., 2007).

4,5.2.3 Avaliacao da
mitocondrial

funcéo

Durante muito tempo acreditou-se que a
principal fonte de energia para o movimento
do espermatozoide provinha da fosforilagdo
oxidativa que ocorre na bainha mitocondrial
da peca intermedidria. Entretanto, a
importancia da  mitocondria para a
motilidade espermatica (um processo que
gasta ATP), foi reconsiderada recentemente.
Varios  trabalhos  sugerem que  os
espermatozoides produzem a maior parte do
ATP necessario para o batimento do flagelo
por glicolise (producdo anaerdbia de ATP), e
que esta produgdo ocorre mesmo em
condigOes aerdbicas. Além disso, provou-se
a existéncia de enzimas envolvidas na
glicolise que estdo ligadas a bainha fibrosa,
e também a importancia da glicdlise para a
hiperativagdo. Espermatozoéides submetidos
a drogas que interferem na fosforilagdo
oxidativa na mitocondria continuaram vivos
e moveis (Turner, 2006; Silva e Gadella,
2000).



Apesar de tudo, as  mitocOndrias
provavelmente fornecem energia para a peca
intermediaria e para a cabeca do
espermatozoide,  necessaria  para  a
manutengcdo de importantes processos na
membrana. Dentre esses, uma das atividades
mais importantes ¢ a manutencdo do
gradiente de Na'/K" ao longo da membrana.
A bomba de Na'/K' também est4 envolvida
indiretamente no transporte de outras
substancias e assim regula os gradientes
quimico e elétrico da membrana plasmatica,
que influenciam na sobrevivéncia
espermatica. Dessa forma, a integridade
funcional da mitocondria pode ser
importante para a sobrevivéncia espermatica
no trato genital feminino e nas técnicas de
reproducdo assistida (Silva e Gadella, 2006;
Raphael, 2007).

A capacidade de monitorar mudangas no
potencial de membrana mitocondrial das
células in situ pode ser crucial para elucidar
mudangas da fisiologia celular em varias
situacdes experimentais (Celeghini et al.,
2007). Os reagentes mais comuns que sao
sensiveis ao potencial de membrana
mitocondrial sdo as rodaminas e as
carbocianinas. O sucesso do uso dessas
sondas em células vivas deve-se ao fato de
ndo serem destrutivas nem causarem
toxicidade (Reers et al., 1991; citado por
Celeghini, 2005, Celeghini et al., 2007).

A Rodamina 123 ¢é wuma molécula
fluorescente cationica que € transportada
para dentro de mitocOndrias ativas de células
vivas. O principio dessa sonda é que ela s6 ¢
transportada e acumulada em mitocondrias
funcionalmente ativas, em fun¢do do
potencial de transmembrana. No entanto,
segundo Salvioli et al. (1997) a R123
identifica somente uma populagdo de células
com func¢do mitocondrial, ndo possuindo a
capacidade de diferenciar mitocondrias com
potencial de membrana alto ou baixo (citado
por Celeghini, 2005). A sonda mitocondrial
JC-1 (iodeto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-
tetraetilbenzimi-dazolil carbocianina), existe

como um monémero com excitagdo e
emissdo no comprimento de onda verde
(510-520 nm). Entretanto, ele também exibe
um segundo pico na faixa do vermelho-
laranja (590 nm). O fendmeno que produz a
fluorescéncia vermelha-laranja deve-se a
formagdo de J-agregados. O JC-1 consegue
identificar populagdes mitocondriais com
diferentes  potenciais de  membrana.
Mitocondrias com alto potencial fluorescem
em vermelho-laranja devido a formacdo de
J-agregados (quando a concentracao de JC-1
na mitocondria aumenta, este corante forma
agregados que fluorescem laranja), enquanto
que aquelas mitocondrias com baixo para
médio potencial de membrana florescem em
verde, devido ao fato do JC-1 no estado de
monomeérico fluorescem em verde (Garner et
al.,, 1997; Graham,2001; Celeghini, 2005;
Silva e Gadella, 2006).

Thomas et al. (1998), trabalhando com
sémen criopreservado, verificaram que a
motilidade antes da criopreservagdo foi
negativamente  correlacionada com a
propor¢ao de mitocondrias que apresentaram
fluorescéncia verde (r = —0,81), ou seja, com
baixo potencial de membrana e foi
correlacionada  positivamente com a
propor¢ao de mitocondrias que apresentaram
fluorescéncia vermelha-alaranjada (r = 0,60)
com alto potencial de membrana. Entretanto,
essas correlacdes nao foram encontradas
apos a criopreservacdo, porém registraram
correlagdes entre a motilidade e o total de
espermatozoides corados com JC-1 (verdes
+ vermelhos). Eles observaram que menos
de 1% dos espermatozoéides corados por JC-
1  apresentou J-agregados ap6s a
criopreservacdo e descongelamento. No
entanto, estes autores ndo observaram

diferencas (P>0,11) no potencial de
membrana de mitocondrias de
espermatozoides criopreservados de
bovinos.

Garner et al. (1997) compararam as sondas
MITO, rodamina 123, € o JC-1 em sémen
bovino criopreservado, correlacionando-as
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com motilidade e viabilidade espermaticas.
Observaram que os espermatozoides corados
com JC-1 tiveram as mais altas propor¢des
de mitocondrias coradas (59,0%; p<0,01).
As trés sondas fluorescentes identificaram
populagcdes  espermaticas que  foram
significativamente correlacionadas com a
motilidade espermatica (r = 0,97; p<0,01) e
com a viabilidade avaliada pela sonda
SYBR-14 (r=0,97; p<0,01).

4524 A associacdo de sondas
fluorescentes e a citometria de fluxo

Segundo Tartagliole e Ritta (2004) quanto
mais parametros espermaticos sdo avaliados
em uma amostra de sémen bovino
criopreservado, maior sera o valor no
prognostico de fertilidade in vitro. As
associagdbes de sondas  fluorescentes
permitem avaliar simultaneamente varios
compartimentos da célula espermatica
(Nagy et al., 2003; Celeghini et al., 2007;
Raphael, 2007; Arruda et al., 2007).

Varias associacoes foram desenvolvidas e
testadas por pesquisadores diferentes nos
ultimos anos. Entre essas destacam-se a
associacio de PI com SYBR-14,
desenvolvida por Garner et al. (1986), que
permite a visualizagdo de células com
membrana plasmatica lesada (coradas em
vermelho) e as células com membrana
plasmatica intacta (ntcleo verde); outra
associacdo ¢ a do PI com o diacetado de
carboxifluoresceina (CFDA), desenvolvida
por Harrison e Vickers (1990) e associagdo
tripla SYBR-14, PI e PE-PNA, que permite
a avaliacdo das membranas na presenca de
particulas de gema de ovo, por citometria de
fluxo (Nagy et al., 2003).

Celeghini et al. (2004; 2005), com o objetivo
de desenvolver uma técnica rapida e precisa
para a avaliacdo simultanea da integridade
das membranas plasmaticas, acrossomal e
fun¢do mitocondrial, testaram e validaram
quatro técnicas de associagdo de sondas para
bovinos, analisadas por microscopia de
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epifluorescéncia. Dentre as  técnicas
utilizaram as associagdes: PI, FITC-PSA e
MitoTracker Green FM; PI, FITC-PSA e
CMXRos ou PI, FITC-PSA, e JC-1. Dentre
essas técnicas, a associacdo PI, FITC-PSA e
JC-1 foi considerada a melhor, pois permite
separar as populagdes de células com alto e
baixo potencial de membrana mitocondrial
de maneira mais clara (Celeghini, 2005;
Celeghini et al., 2007; Arruda et al., 2007;
Raphael, 2007).

Os problemas de se avaliar multiplas
caracteristicas do espermatozdide sdo o
tempo e o custo dessas técnicas. Utilizando
métodos de citometria de fluxo, associados
as  sondas  fluorescentes,  multiplas
caracteristicas, incluindo viabilidade celular,
integridade acrossomal, e funcao
mitocondrial, podem  ser  avaliadas
simultaneamente nas células espermaticas.
Além disso, essas avaliagdes quando feitas
por microscopia de epifluorescéncia, apenas
avaliam de 100 a 200 células. Entretanto ha
um ganho consideravel quando o uso de
sondas fluorescentes para andlise de
organelas ¢ combinado com a citometria de
fluxo, j& que a citometria permite a
avaliacdo de dezenas de milhares de células
em menos de 1 minuto com precisdo, a um
custo razoavel. Embora a citometria de fluxo
seja uma ferramenta poderosa para avaliagao
de varias caracteristicas, esta técnica nao
permite avaliar todos os atributos que o
espermatozoide precisa para fertilizar o
o6cito (Graham et al., 1990; Graham, 2001;
Celeghini et al., 2007; Arruda et al., 2007).

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Locais e periodo do experimento

As atividades de coleta, avaliagdo pré-
criopreservagdo, diluicdo e crioproservagdo
das amostras de s€émen foram realizados na
Fazenda Experimental Getalio Vargas de
propriedade da EPAMIG, localizada no
municipio de Uberaba -MG, no periodo de
15 a 22 de Abril de 2007.



Os testes laboratoriais de integridade de
membranas por citometria de fluxo e de
analise computadorizada dos parametros de
motilidade espermatica (CASA) foram
realizados no Laboratério de Biotecnologia
do Sémen e Andrologia, no Centro de
Biotecnologia em Reprodugdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da USP, Campus de Pirassununga
-SP.

Os demais testes foram realizados no
Laboratorio de Reproducdo Animal do
Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinarias da Escola de Veterinaria da
UFMGQG, localizada em Belo Horizonte-MG.
O Periodo experimental estendeu-se de
Fevereiro a Novembro de 2007. Sendo que a
coleta e criopreservagdo foram realizadas no
més de Margo, e as analises do sémen
realizadas no periodo de Setembro a
Novembro de 2007.

5.2 Animais e manejo

Foram utilizados 12 touros da raca Gir
Leiteiro, clinicamente e andrologicamente
normais, pertencentes a fazenda
experimental Getulio Vargas de propriedade
da EPAMIG, com idades entre 2 a 4 anos,
selecionados pela motilidade espermatica
(motilidade > 65% e vigor >4) e morfologia
espermatica de um grupo de 25 animais.
Todos os animais foram mantidos sob as
mesmas condigdes ambientais e de manejo,
em pastagem de capim Braquiaria, com
disponibilidade de agua e sal mineral ad
libidum.

5.3 Coleta e andlise do sémen preé-
criopreservagao

As coletas de sémen dos touros foram
realizadas por eletroejaculacdo, sendo
realizada higieniza¢do do prepucio antes de
cada coleta, externamente com d4gua ¢
internamente com solucdo fisiologica, para
evitar possiveis contaminagdes.

Logo apds a coleta, foram realizadas as
analises fisicas e morfoldgicas de rotina.
Cada ejaculado foi avaliado quanto ao
volume, concentragdo, motilidade, vigor, e
quanto a morfologia espermatica. Todo
material utilizado na coleta e avaliagdo do
sémen foi mantido aquecido a 37°C, para
evitar choque térmico e alteragdes das
caracteristicas do sémen. No momento da
coleta o tubo de coletor era revestido por
recipiente de isopor envolvido com papel
aluminio, evitando assim o choque térmico.
O volume foi avaliado pela leitura direta no
tubo de coleta graduado. A concentragio foi
avaliada coletando-se uma amostra do
sémen e diluindo-se na proporgdo 1:100, em
uma solucdo de formol-salina tamponada e a
contagem foi realizada por meio da camara
de Neubauer utilizando-se microscopia
optica (Microscopio modelo XSZ-107,
Coleman) com aumento de 400 vezes.

A motilidade e vigor foram avaliados
subjetivamente, logo ap6s a coleta, em
preparacdo de uma gota de sémen entre
lamina e laminula (pré-aquecidas, a 37°C),
por meio de microscopia  Optica
(Microscopio modelo XSZ-107, Coleman),
em aumento de 100x; a motilidade foi
expressa em porcentagem de
espermatozoides moveis; enquanto que o
vigor, que se refere a velocidade progressiva
das células em movimento, foi classificado
em escores de 1 a 5, sendo o escore 1 0 mais
lento e o escore 5 correspondendo ao mais
réapido movimento progressivo uniforme.

Para a avaliagdo da morfologia espermatica
uma aliquota do ejaculado foi diluida em
formol-salina  tamponada, previamente
aquecido (37°C), para fixagcdo e avaliado
posteriormente, em laboratoério, por meio de
preparacdes Umidas, sob microscopia de
contraste de fase (Microscopio Nikon
Eclipse 50i), com aumento de 1000x,
contando-se 200 células.
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Estas avaliagdes foram feitas segundo os
procedimentos do Manual para Exame
Andrologico e Avaliagdo de S€men Animal
do Colégio Brasileiro de Reprodugio
Animal (1998).

5.4 Criopreservagdo do sémen

Apos a avaliacdo da motilidade e vigor das
amostras de sémen, o e¢jaculado de cada
touro foi dividido em duas aliquotas
(tratamentos) de mesmo volume, em tubos
conicos de 15 mL, e foram diluidas,
utilizando-se para cada uma delas um
diluidor diferente. Para uma aliquota
utilizou-se o diluidor TRIS (a base de gema
de ovo) e para a outra o diluidor Bioxcell® (a
base de lecitina de soja), ambos utilizando o
mesmo crioprotetor, o glicerol, porém o
diluidor TRIS a 7% v/v (Anexo 5), e o
diluidor Bioxcell® a 3,19% v/v de glicerol
(Anexo 4). A diluicdo foi realizada em
banho-maria a temperatura de 34°C,
atingindo uma concentragio de 50 x 10°
sptzs/mL, e os tubos foram identificados
quanto ao tipo de diluidor e o touro. O
diluidor TRIS (fragdo Unica, Anexo 5) foi
previamente preparado no laboratério do
setor de Reproducdo animal da EV-UFMG,
utilizando equipamento esterilizado e agua
destilada deionizada (Anexo 5), depois foi
mantido em freezer a —15°C, até o momento
da utilizacdo e descongelado. O diluidor
Bioxcell® (IMV, L’Aigle, France) foi
preparado de acordo com as instrugdes do
manual do fabricante (Anexo 4).

Em seguida, os tubos contendo as duas
aliquotas de sémen diluido foram resfriados
em um recipiente plasticos com agua a 34°C
até atingir a temperatura ambiente (25°C) e
entdo as aliquotas foram envasadas em
palhetas de 0,5 mL (25x10° sptzs/palheta)
que foram vedadas com alcool polivinilico.
As palhetas foram previamente identificadas
quanto ao tratamento (diluidor e tempo de
equilibrio) e o numero do touro.
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Para o resfriamento e congelamento do
sémen foi utilizado um sistema programavel
de criopreservagdo do sémen portatil
(modelo TK-3000") composto por um
aparelho programavel, equipado com um
porta-palhetas de aco-inox, uma unidade ou
tubo de resfriamento e uma caixa térmica
para nitrogénio liquido, e com uma bateria
em casos de queda de energia.

As palhetas foram transferidas e divididas
em trés maquinas de congelamento do
mesmo modelo, uma vez que em cada
maquina realizou-se um tempo de equilibrio
diferente (tempos de 0, 2 ¢ 4 horas). Foram
utilizadas as mesmas curvas de resfriamento
e congelamento para ambos os diluidores ¢
para todos os tratamentos, variando-se
apenas o tempo de equilibrio a 5°C.

Para o resfriamento as palhetas foram
colocadas no porta-palhetas, o qual foi
adicionado ao tubo de resfriamento,
permanecendo até alcancar 5°C. O aparelho
foi programado para realizar o resfriamento
a partir da temperatura ambiente e seguindo
uma curva de resfriamento de 0,25°C/min
até 5°C, com duragdo em torno de 1h e 30
min. Cada maquina realizou um tempo de
equilibrio  diferente (sem tempo de
equilibrio, 2 e 4h). Ao final de cada tempo
de equilibrio, o porta-palhetas foi removido
para a caixa térmica contendo nitrogénio
liquido (nivel de 7 cm), na qual realizou-se a
curva (P1S1) de congelamento com uma
taxa de -20°C/min de 5°C até -120°C.

Apos atingir esta temperatura (-120°C) as
palhetas foram removidas do porta-palhetas
e imersas no nitrogénio liquido. Por fim as
palhetas colocadas em racks identificadas
pelo nome do touro e tratamento e entdo
armazenadas em nitrogénio liquido (-196°
C), em botijoes criogénicos até o momento
de  realizagdo  das  andlises  poOs-
descongelamento. Assim, ficaram
estabelecido seis tratamentos, sendo 2
diluidores e 3 tempos de equilibrio.



Neste experimento foi criopreservado
apenas um ejaculado por touro, e apenas
ejaculados que apresentaram motilidade
igual ou superior a 65 % de motilidade total
e vigor 4 (escala de 1-5), desta forma
minimizando-se a influéncia do ejaculado, e
blocando-se o efeito touro.

5.5 Avaliagbes do  sémen  P0s-
criopreservacgao

Para cada andlise realizada  pos-
descongelamento foram utilizadas duas
palhetas de cada tratamento de um mesmo
touro, procurou-se assim, retirar o efeito de
palheta. O descongelamento foi realizado da
mesma forma para todos os tratamentos. As
palhetas foram descongeladas em banho-
maria a 37°C por 30 segundos. Apds o
descongelamento o sémen foi colocado em
um microtubo de 1,5 mL (tipo Eppendorf),
homogeneizado e avaliados quanto aos
parametros de motilidade e vigor visual
(avaliados por  microscopia  Optica),
motilidade avaliada por sistema
computadorizado (CASA), alteragdes das
caracteristicas morfologicas, integridade das
membranas plasmatica e acrossomal, funcéo
mitocondrial, e a resposta ao Teste de
Termorresisténcia (TTR) avaliado por
microscopia optica.

5.5.1 Avaliacéo da motilidade e vigor
(Analise subjetiva da motilidade)

A motilidade e o vigor de cada amostra
foram realizados imediatamente apds o
descongelamento, como descrito
anteriormente para o sémen fresco,
juntamente com o TTR.

5.5.2 Avaliagdo computadorizada da
motilidade espermatica

Esta analise foi realizada no sémen
criopreservado com a diluigio de 50x10°
sptz/mL logo apds o descongelamento do
sémen. Foram utilizadas duas palhetas, do
mesmo touro, por tratamento, que foram

misturadas em microtubos de 1,5 mL. Deste
pool, 5uL. foram colocados na camara de
leitura (Leja® standard count, SC20.01.FA,
20 micron), previamente aquecida, e esta
amostra foi inserida no aparelho IVOS
(Versdo 12.3, Hamilton-Thorne Bioscience).
Este equipamento realiza a analise do sémen
por sistema computadorizado (Computer
Assisted Semen Analysis — CASA),
capturando a imagem da amostra por um
microscopio acoplado a um computador e
envia os dados para analise do movimento
espermatico através do programa Animal
Motility, sendo previamente ajustado (setup)
para analise de sémen bovino (Anexo 3).
Realizou-se a escolha manual dos campos de
leitura e analise, sendo selecionados no
minimo os 10 melhores campos por amostra
(campos sem alteracdes na lamina).

As caracteristicas de movimento
espermatico analisadas foram: Motilidade
Total (MT, %), Motilidade progressiva
(MotProg, %), velocidade do trajeto (VAP,
um/s), velocidade progressiva (VSL, pm/s),
velocidade  curvilinear (VCL, pm/s),
deslocamento lateral da cabeca (ALH, pm),
freqliéncia de batimento (BCF, Hz),
retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN,
%).

Esta analise foi realizada com o apoio
técnico e com o equipamento do Laboratério
de Biotecnologias do Sémen e Andrologia,
no Centro de Biotecnologia em Reproducao
Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da USP, Campus de
Pirassununga, Sao Paulo.

5.5.3 Analise da morfologia
espermatica

Para a analise de morfologia espermatica,
aliquotas do s€men pos-descongelamento, de
cada tratamento, foram retiradas para analise
posterior, e adicionadas a 0,5 mL de solugdo
formol-salina  tamponada, previamente
aquecida, e em seguida refrigeradas até o
momento da andlise.
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Foi utilizada a técnica de preparagdes
umidas, com contagem de 200 células, em
aumento de 1.000x, sob microscopia de
contraste de fase (Microscopio Eclipse E-
200i, Nikon™). As porcentagens das diversas
anormalidades morfoldgicas foram
agrupadas e classificadas em defeitos
maiores e defeitos menores.

5.5.4  Analises da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal e
do potencial de membrana
mitocondrial

Antes da realizagdo do experimento foram
realizados testes para 0 ajuste
(compensacdo) do citometro de fluxo
(FACSaria, Becktson—Dickeson®), como
descritos a seguir.

5541 Testes para 0 ajuste do
Citdmetro de Fluxo

Realizaram-se alguns testes para o ajuste do
citbmetro de fluxo. Para esses testes
utilizaram-se amostras de sémen fresco (de
bovino e também de suino) com alta
motilidade (>80%), diluido 1:1 com
diluidor. Foram separadas duas amostras de
1 mL cada, sendo que uma foi submetida ao
flash frozen, que s3o trés ciclos de
congelamento rapido seguido de
descongelamento lento, no intuito de lesar os
espermatozoides (Arruda, 2000, citado por
Raphael, 2007; Celeghini, 2005). Dessa
forma, uma amostra continha a maioria dos
espermatozoides lesados pelo flash frozen
enquanto a outra apresentava a maioria dos
espermatozoides integros. Em seguida,
ambos foram subdivididos e corados com o
iodeto de propidio (PI-0,5 mg/mL, Sigma-
Aldrich), FITC-PSA (100 pg/mL), PI +
FITC-PSA, e JC-1 (153 uM, Molecular
Probes), cujos protocolos estdo descritos
adiante (Anexos 1 e 2). As amostras coradas
foram encaminhadas para o citometro de
fluxo. Primeiramente foram analisadas as
amostras com PI, para que assim fosse
determinado o local especifico (gate) onde a
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maioria dos espermatozoides se encontrava
no grafico gerado pela analise da amostra,
sendo que este gate foi estipulado como
padrdo para todas as andlises seguintes.
Entdo foram analisadas as amostras com
FITC-PSA, PI + FITC-PSA, e JC-1. Todas
as sondas foram ajustadas no aparelho de
forma a identificar com precisdo os
espermatozoides com  alteragdes  das
membranas devido a criopreservagao.

Os testes foram repetidos até a obtencao de
resultados coerentes. Assim, o melhor ajuste
obtido para cada sonda foi estipulado como
padrdo, para que fosse possivel a realizagdo
das analises do experimento.

5.5.4.2 Analises do Experimento no
Citémetro de Fluxo

Foram descongeladas 2 palhetas de cada
tratamento em banho-maria a 37°C por 30
segundos. O conteudo das palhetas foi entdo
transferido para microtubos (tipo
Eppendorf), e homogeneizado. Essas
amostras foram entdo diluidas com meio
TALP sperm, previamente aquecido a 37°C
(Bavister et al., 1983) (Anexo 1) na
concentragio de 25 x10° sptz/mL. Ap0s esta
diluicdo, foram retiradas duas aliquotas de
150ul  desta amostra e cada uma foi
acondicionada em um microtubo de 1,5 mL,
sendo que em um foi adicionado 3uL de Pl e
80uL. de FITC-PSA, para analisar,
respectivamente, a  integridade  das
membranas plasmatica e acrossomal, € no
outro tubo 6ul de JC-1, para analisar o
potencial de membrana mitocondrial (Anexo
2). As amostras foram incubadas por 8
minutos, em temperatura ambiente ¢
protegidos da luz.

Apos esta etapa de incubagdo, as amostras
foram adicionadas com 600uL de TALP, a
fim de diminuir a concentracdo espermatica
por mL; em seguida, foram transferidas para
tubos conicos de 15 mL, devido ao suporte
da plataforma do citdmetro de fluxo. Para
realizar as andlises foi utilizado o laser de



argbnio  (Modelo  Sapphire  488-20,
Coherent®™) ¢ os filtros C (Long Pass 595nm
/ Band Pass 610/20nm), D (LP 556nm / BP
575/26nm) e E (LP 520 nm / BP 530/30nm).

Em cada amostra foram analisadas 10.000
células, classificadas em  diferentes
categorias como mostram os quadros a
seguir (Quadro 1 e 2).

Quadro 1 — Classificag@o das células de acordo com a integridade das membranas
plasmatica e acrossomal, detectadas pelas sondas PI ¢ FITC-PSA, respectivamente

— Pirassununga — 2007.

Categorias Quanto a Integridade das Membranas Plasmaticae  Siglas

Acrossomal
Membranas Acrossomal ¢ Plasmatica Intactas AIMPI
Membranas Acrossomal Lesada e Plasmatica Intacta ALMPI
Membranas Acrossomal Intacta e Plasmatica Lesada AIMPL
Membranas Acrossomal ¢ Plasmatica Lesadas ALMPL

Quadro 2 — Classificagdo das células de acordo com o potencial de membrana
mitocondrial, detectado pela sonda JC-1 — Pirassununga — 2007.

Categorias Quanto ao Potencial de Membrana Mitocondrial Siglas
Alto Potencial de Membrana Mitocondrial APM
Meédio Potencial de Membrana Mitocondrial MPM
Baixo Potencial de Membrana Mitocondrial BPM

A metodologia desta andlise ¢ wuma
adaptacdo das metodologias utilizadas por
Celeghini et al. (2004), Celeghini et al.
(2007, 2008), uma vez que neste
experimento a analise foi feita por citometria
de fluxo e a dos referidos trabalhos foi
realizada por microscopia de
epifluorescéncia.

No citometro de fluxo utilizado, o filtro de
leitura da fluorescéncia do PI e do FITC-
PSA é o mesmo do alto e do baixo potencial
mitocondrial (JC-1), respectivamente. Isto
impossibilitou o uso simultineo, uma vez
que os comprimentos de onda destas sondas
se sobrepdem, podendo comprometer a
analise. Assim, neste experimento optou-se
por utilizar o JC-1 separadamente. Este
protocolo € o mesmo utilizado por Raphael
(2007), porém adaptado para bovinos.

5.5.5 O Teste de Termorresisténcia
(TTR)

O Teste de Termorresisténcia utilizado foi o
TTR  rapido. Duas palhetas foram
descongeladas em banho-maria a 37°C por
30 segundos, e apds o descongelamento o
conteudo das palhetas foi transferido para
um microtubo de 1,5 mL sendo este
colocado em banho-maria a 45°C, durante 1
hora (Arruda, 1988). Em intervalos de 15
minutos, o sémen era avaliado visualmente
entre lamina e laminula, em aumento de
100x, sobre platina aquecedora a 37°C,
utilizando um microscépio Optico adaptado a
uma camera de video ¢ a um monitor de
video, para se detectar quedas sucessivas da
motilidade e vigor espermaticos.
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5.5.6 Delineamento experimental e
analises estatisticas

O delineamento experimental foi em blocos
generalizados, tendo o reprodutor como
bloco, em arranjo fatorial 2x3 (2 diluidores x
3 tempos de equilibrio), totalizando 6
tratamentos. As variaveis estudadas foram:
pardmetros de motilidade espermatica,
integridade da membrana plasmatica,
integridade do acrossoma, funcéo
mitocondrial, longevidade avaliada pelo
TTR  rapido, e  morfologia  pos-
descongelamento. Os resultados das médias
e seus respectivos desvios padrdo foram
apresentados em graficos e tabelas.

Os dados foram analisados empregando-se
o programa SAEG 9.1 (Sistema de Analises
Estatisticas e  genéticas —  UFV).
Primeiramente foi verificada a normalidade
dos dados, pelo teste de Lilliefors, e a
homogeneidade das variancias pelos testes
de Cochran e Bartlett. Os valores que ndo
respeitaram  as  premissas  sofreram
transformagao logaritmica. As
caracteristicas que respeitaram as premissas
(com ou sem as transformagdes propostas)
foram submetidas a analise de variancia para
verificar os efeitos do diluidor, tempo e do
bloco. As principais interagcdes foram
testadas pelo teste F de Fisher. Para a
comparacao de médias foi utilizado o teste
de Duncan, ao nivel de significancia de 5%.

Os dados que ndo apresentaram distribui¢do
normal e homogeneidade das variancias,
mesmo apoés as tentativas de transformacgao
foram avaliados por intermédio de testes
ndo-paramétricos. Nesse caso, o estudo do
efeito das combinacdes de diluidor e tempo
sobre as observagdes foi realizado por
intermédio do teste de  Friedman,
considerando o touro como bloco. Caso os
resultados obtidos neste teste indicassem a
existéncia de efeito significativo dos
tratamentos sobre a caracteristica, o0s
contrastes de niveis de um fator dentro de
um determinado nivel do outro fator foram

60

estudados utilizando o teste de Wilcoxon,
para isto utilizou-se o software estatistico
Stat-View"” 5.0 (SAS institute, Inc.1998).
Todo procedimento experimental pode ser
visualizado na figura a seguir (Figura 01).
As fotos dos equipamentos e das etapas do
experimento podem ser visualizadas no
Anexo 7.
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6 RESULTADOS:

6.1 Analise computadorizada da
motilidade espermatica

6.1.1 Motilidade Total (MT)

Houve interagdo entre tempo de equilibrio e
diluidor (P<0,05). Os tratamentos sem
tempo de equilibrio (TO) apresentaram os
menores valores (BioT0 = 16,75 + 15,53 %;
TrisTO = 14.50 £ 12.73 %) diferindo-se de

2h (T2) e 4h (T4) para motilidade total, para
ambos diluidores (BioT2 = 24,17 + 15,43%;
BioT4 = 28,58 + 8,22%; TrisT2: 36,67 +
13,88 %; TrisT4 = 41,0 + 11,82 %). Néao
houve diferenca estatistica entre T2 e¢ T4
(P>0,05), quando se observa dentro de cada
diluidor separadamente. O diluidor TRIS foi
melhor (P<0,05) que o Bioxcell®, nos
tempos de 2 e 4h para motilidade total,
porém nao houve diferenca entre os
diluidores no tempo Oh (P>0,05), ou seja,
sem tempo de equilibrio (Graficos 1 e 2).

Tempo de Equilibrio TO Tempo de Equilibrio T2 Tempo de Equilibrio T4
3 50 1 S 504 é S 50 1 a
> 9: [36,67 > 141100
3 40 g 40 b T 40 - b
2 (=]
3] _— . E 50 [24,17 \ 2 5 [28,58 l
g 20 1 16,75 1714,50 _(.5 20 | \ g 20 1 J_
§ 10 l § 10 § 10

0 - 0 0
© Diluidor " B10 bilidor TN'° BIO Diluidor ™R

Grafico 1 — Efeito do diluidor sobre a motilidade total (média + desvio padrdo) dentro de cada tempo de
equilibrio, estimada por sistema computadorizado (CASA) em sémen bovino criopreservado utilizando
dois diluidores ¢ trés tempos de equilibrio. “Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca

significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).

Diluidor Bioxcell
—~ 50
S a
— 40 . a
g b [24,17 [28’58
|_ 30 .
g 16,75
3 20 ‘
0
T0 T2 T4
Tempo

Diluidor TRIS
a
50
2 [366167 [41,00
E 40 + ' \
(@]
= 30
S b \
B 201 [14,50
§ 10 - \
0
TO T2 T4
Tempo

Grafico 2 — Efeito do tempo de equilibrio sobre a motilidade total (média + desvio padrdo) dentro de
diluidor, estimada por sistema computadorizado (CASA) em sémen bovino criopreservado utilizando dois
diluidores e trés tempos de equilibrio. * Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa

pelo teste de Duncan (P<0,05).
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6.1.2 Motilidade Progressiva
(MotProg)

Houve interagdo entre tempo de equilibrio e
diluidor (P<0,05) para motilidade
progressiva. Os tratamentos sem tempo de
equilibrio (T0) apresentaram os menores
valores (BioT0 = 13,83 + 11,95 %; TrisT0 =
10,75 + 9,29%) diferindo-se (P<0,05) de 2h
(T2) e 4h (T4) para motilidade progressiva,
para ambos diluidores. Ndo houve diferenca
estatistica entre T2 e T4 (P>0,05), quando se

observa dentro de cada  diluidor
separadamente. O diluidor TRIS foi melhor
(P<0,05) que o Bioxcell®, nos tempos de 2
e 4h (BioT2 = 19,83 + 12,59%; BioT4 =
22,92 + 6,13%; TrisT2 = 26,58+11,11%;
TrisT4 = 30,75+10,37%), porém ndo houve
diferenca entre os diluidores quando nao se
utilizou o tempo de equilibrio (P>0,05)
(Graficos 3 ¢ 4).

Tempo de Equilibrio TO Tempo de Equilibrio T2 Tempo de Equilibrio T4

50 1 50 1 50
o 40 o 40 <= 40 1
3 2 = b e8| =7 b [3075
g% g 30 2 30 A
s | 13,83 e . 19,83 1 g 22,92 1
= |10,75 S g 20

10 l 10 10

0 0 0

BIO Diluidor TRIS BIO Diluidor TRIS BIO pijyigor TRIS

Grafico 3 — Efeito do diluidor sobre a motilidade progressiva (média + desvio padréo) dentro de cada
tempo de equilibrio, estimada por sistema computadorizado (CASA) em sémen bovino criopreservado
utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio. “Letras diferentes sobre as barras indicam diferenga

significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).

Diluidor Bioxcell

Diluidor TRIS
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S S {10,75

10 4 10 l
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T0 T2 T4 TO T2 T4
Tempo Tempo

Grafico 4 — Efeito do tempo de equilibrio sobre a motilidade progressiva (média + desvio padrdo) dentro
de diluidor, estimada por sistema computadorizado (CASA) em sémen bovino criopreservado utilizando
dois diluidores e trés tempos de equilibrio. * Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca

significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).
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6.1.3  Velocidade do trajeto (VAP)

Nao houve interacdo entre tempo de velocidade do trajeto (VAP). Os valores de
equilibrio e diluidor (P>0,05), e o efeito do médias e desvios padrdo estdo apresentados
diluidor (P>0,05) e do tempo de equilibrio abaixo (Tabela 1).

ndo foram significativos (P>0,05) para a

Tabela 1 - Médias = desvios padrao da velocidade do trajeto (VAP; um/s), de espermatozoides
bovinos criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempos de Equilibrio Média geral
Diluidor TO T2 T4 Diluidor
TRIS 70,84 + 8,59 72,3+ 11,16 71,78 +£10,82 71,64 +£9,98
BIO 80,68 £12,96 73,24+ 7,14 71,81 +£7,94 75,24 £ 10,21
Media geral 7576 + 11,87 72,77+ 9,17 71,79 + 9,28

Tempo
? Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de Duncan (P<0,05);
* os efeito de tempo de equilibrio e diluidor ndo foram significativos (P>0,05).

6.1.4 Velocidade progressiva (VSL)

Em relagdo a velocidade progressiva (VSL, significativo (P<0,05), sendo que os valores
um/s), ndo houve interagdo entre tempo de de velocidade progressiva foram maiores
equilibrio e diluidor (P>0,05), e o efeito do para o diluidor Bioxcell®, em comparagao
tempo de equilibrio ndo foi significativo com os valores encontrados para o diluidor

(P>0,05), porém o efeito de diluidor foi TRIS (Grafico 5; Tabela 2).

Efeito do diluidor sobre a Velocidade Progressiva
(VSL)

90,0
80,0 - a b
70,0 - 64,74
o 55,97
50,0 1
40,0
30,0
20,0
10,0
0,0

VSL (um/s)

T

BIO o TRIS
Diluidores

Grafico 5 — Efeito do diluidor sobre Velocidade Progressiva (média + desvio padrdo) de espermatozoides
bovinos criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio, estimada por sistema
computadorizado (CASA). *Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa pelo teste de
Duncan (P<0,05).
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Tabela 2 - Médias + desvios padrio da velocidade progressiva

(VSL; um/s), de

espermatozoides bovinos criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempos de Equilibrio Média geral
Diluidor TO T2 T4 diluidor
TRIS 56,89 + 4,36 55.19 + 6,43 5583+6,12 5597 +559°
BIO 69,08 = 11,71 63,02 + 6,26 62.14+7,03  64,74+898°
Média geral 62,98 = 10,65 59,10 + 7,38 58.99 + 7.20
Tempo

? Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Duncan (P<0,05);

* o efeito do tempo de equilibrio ndo foi significativo (P>0,05).

6.1.5 Velocidade Curvilinear (VCL)

Nao houve interacdo entre tempo de
equilibrio e diluidor (P>0,05), e o efeito do
diluidor ¢ do tempo de equilibrio, tomados
isoladamente, ndo foram significativos

(VCL), os wvalores de
padrio de cada

(P>0,05) para a velocidade curvilinear

médias e desvios
tratamento estao

apresentados abaixo (Tabela 3).

Tabela 3 - Médias + desvios padrdo da velocidade do trajeto (VCL; um/s), de espermatozdides
bovinos criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempos de Equilibrio Média geral
Diluidor TO T2 T4 Diluidor
TRIS 120,82 + 13,74 124,75 £ 20,48 121,63 £ 17,42 122,40 £ 17,01
BIO 136,88 + 26,37 123,39 + 13,22 119,57 £ 16,47 126,61 +20,38
Médiageral  15065.2714  12407+16.88 120,60 = 16,61
Tempo

* Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de Duncan (P<0,05);
* os efeito do tempo de equilibrio e diluidor ndo foram significativos (P>0,05).

6.1.6 Amplitude do Deslocamento
Lateral da Cabeca (ALH)

Em relagdo a amplitude do deslocamento
lateral da cabe¢a (ALH, pm), ndo houve
interacdo entre tempo de equilibrio e
diluidor (P>0,05), e o tempo de equilibrio
ndo apresentou efeito significativo (P>0,05).
Entretanto, o diluidor apresentou efeito

significativo (P<0,05), sendo que os valores
foram significativamente (P<0,05) maiores
para o diluidor TRIS (ALH = 6,11 + 1,01),
em comparac¢do com os valores encontrados
para o diluidor Bioxcell® (ALH = 5,61+
1,01) (Grafico 6; Tabela 4).
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Efeito do diluidor sobre a Amplitude do
deslocamento Lateral da Cabeca (ALH)
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Grafico 6 — Efeito do diluidor sobre a Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeca (média + desvio
padrdo) de espermatozodides bovinos criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de
equilibrio, estimada por sistema computadorizado (CASA). *Letras diferentes sobre as barras indicam
diferenca significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).

Tabela 4 - Médias + desvios padrdo da Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabega (ALH;
um), de espermatozoides bovinos criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de

equilibrio.
Tempos de Equilibrio Média geral
Diluidor TO T2 T4 Diluidor
TRIS 6,15+1,15 6,18 1,04 5,99+ 0,92 6,11+1,01°
BIO 5,79 £ 1,30 5,62 +0,83 5,43 £ 0,89 561+1,01°
Média geral 597+ 1,21 5,90 + 0,96 5,71 + 0,93
Tempo

* Letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de Duncan (P<0,05);
* o efeito do tempo de equilibrio ndo foi significativo (P>0,05).

6.1.7 Frequéncia de Batimentos
Flagelares (BCF)

Em relagdo a freqiiéncia de batimentos
flagelares (BCF, Hz), ndo houve interagdo
entre tempo de equilibrio e diluidor
(P>0,05), e o efeito do tempo de equilibrio
ndo foi significativo (P>0,05). Entretanto, o
efeito isolado de diluidor foi significativo
(P<0,05), sendo que os valores da freqiiéncia
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de batimentos flagelares foram
significativamente (P<0,05) maiores para o
diluidor Bioxcell® (BCF = 29,68 + 4,97), em
comparagdo com os valores encontrados
para o diluidor TRIS (BCF = 22,26 + 4,80)
(Grafico 7; Tabela 5).
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Grafico 7 — Efeito do diluidor sobre a Freqiiéncia de Batimentos Flagelares (BCF; Hz) (média + desvio
padrdo) de espermatozoides bovinos criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de
equilibrio, avaliada por sistema computadorizado (CASA). “Letras diferentes sobre as barras indicam
diferenca significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).

Tabela 5 - Médias + desvios padrao da Freqiiéncia de Batimentos Flagelares (BCF; Hz), de
espermatozoide bovinos criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de
equilibrio.

Tempos de Equilibrio Meédia geral
Diluidor TO T2 T4 Diluidor
TRIS 22,26 +5,22 22,53 +4,73 22,0 +4.87 22,26 +4,80°
BIO 29,43 + 5,87 30,44 + 4,25 29,15 £ 5,00 29,68 +4,97%
Média geral 25.85+ 6,55 26,48 +5.97 25.58 + 6,05
Tempo

? Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).
* o efeito de tempo de equilibrio néo foi significativo (P>0,05).

6.1.8 Retilinearidade (STR)

A caracteristica de retilinearidade ¢
calculada pela razdo entre a velocidade
progressiva e a velocidade de trajeto (STR =
VSL/VAP), portanto ¢ expresso em
porcentagem. Esta variavel ndo apresentou
um comportamento que permitisse a

diferenca significativa entre os tratamentos
com 0 e 2 horas de tempo de equilibrio,
quanto a retilinearidade, sendo que TO
apresentou maiores valores do que tempo
T2, porém o tempo T4 ndo diferiu
significativamente de T2 e de TO0. Em todos

utilizagdo de testes paramétricos. Portanto,
foi necessaria a utilizagdo de testes ndo
paramétricos. Para o diluidor Tris, houve

os tempos de equilibrio o diluidor Bioxcell
apresentou valores mais altos para STR do
que o diluidor TRIS (Tabela 6).
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Tabela 6 - Médias + desvios padrao da Retilinearidade (STR; %), do movimento de
espermatozoides bovinos criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de

equilibrio.
Tempos de Equilibrio Média geral
Diluidor TO T2 T4 Diluidor
TRIS 81,58 + 4,81 78,33 +634% 7958 +570%®8  79,83+5,65
BIO 85,42 + 4,58 ** 86,08 + 3,48 * 86,58 +3,03** 86,03 + 3,68
Média geral 83,5 + 5,00 82,21 + 6,38 83,08 £5.72
Tempo

A Letras diferentes, minusculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa das

medianas (P<0,05), pelo teste de Wilcoxon.

6.1.9  Linearidade (LIN)

Em relagdo a linearidade do movimento
espermatico (LIN, %), ndo houve interagdo
entre tempo de equilibrio e diluidor
(P>0,05), e o efeito do tempo de equilibrio
ndo foi significativo (P>0,05). Entretanto, o
efeito isolado de diluidor foi significativo

(P<0,05), sendo que os valores de
linearidade foram significativamente
(P<0,05) maiores para o diluidor Bioxcell”
(Bio = 53,69 £+ 5,02), em comparagdo com
os valores encontrados para o diluidor TRIS
(Tris = 48,72 + 4,46) (Grafico 8; Tabela 7).

Efeito do diluidor sobre a Linearidade (LIN) do
movimento espermatico
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Grafico 8 — Efeito do diluidor sobre a Linearidade (LIN; %) (média = desvio padrdo) de espermatozdides

bovinos criopreservados utilizando dois diluidores

e trés tempos de equilibrio, avaliada por

sistema computadorizado (CASA). “Letras diferentes sobre as barras indicam diferenga significativa pelo

teste de Duncan (P<0,05).
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Tabela 7 - Médias + desvios padrao da Linearidade (LIN; %),

espermatozoides bovinos criopreservados
equilibrio.

do movimento de

utilizando dois diluidores e trés tempos de

Tempos de Equilibrio Meédia geral
Diluidor TO T2 T4 Diluidor
TRIS 50,25 + 3,33 47,33 £4,98 48,58 + 4,78 48,72 + 4,46
BIO 53,25+ 6,30 53,42 £ 4,34 54,42 + 4,58 53,69 +5,02°
Média geral 51754516 50384552 51,50 =546
Tempo

? Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).
* o efeito de tempo de equilibrio nao foi significativo (P>0,05).

6.2 Analises da integridade das
membranas plasmatica, acrossomal e
do potencial de membrana
mitocondrial

Na analise no citometro de fluxo, foram
emitidos graficos e wuma tabela de
porcentagens para cada analise, de onde
foram extraidos os resultados. Para a analise

da integridade de membranas foram
selecionadas as porcentagens das células
com membrana plasmatica intacta e
acrossoma intacto (AIMPI - quadrante
EXPERIMENTO-G13TRIST4
mﬂ_’ AIMPL ALMPL
]
< ]
=
1 ALMPI
_IIIIIII| T T IIIIIII| T IIIIIII| T
10 10 10* 10
FITC-A

inferior esquerdo), a somatdria de membrana
plasmatica lesada (MPL - quadrantes
superiores), € a somatéria de membrana
acrossomal lesada (AL - quadrantes da
direita) (Figura 2). Para a analise estatistica
do potencial de membrana mitocondrial, foi
selecionado somente o alto potencial (APM
— quadrante superior esquerdo) (Figura 3).

Experiment Mame: PUFITC-TICIANG

Tube Mame: G13TRISTS

Papulation #Events %Total
B APl 3,107 3.1
[ aLmPL 2,236 724
[ EE 2,45 242
[ ] ALMPI 1,242 224

Figura 2 — Exemplos de grafico de pontos e tabela de porcentagens originadas pelo citometro de fluxo
na analise da integridade das membranas plasmatica e acrossomal dos espermatozodides bovinos
criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio.
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EXPERIMENTO-G4TRISTY

7 Alto Patencial Medio Potencial

Expetiment Mame: JC-1-TICIANO
Tube Mame: G4ATRISTS
\ / Population %Parent
Baba Potencial [ Atto Potencial 278
o _ i ] Medin Potencial 51.7
S N— . B Ochris Celulares 0.1
T T |@‘T‘ﬂﬁ"rﬂ|5—v— Bl Baixo Potencial ma

Werde-A

Figura 3 — Exemplos de grafico de densidade e tabela de porcentagens originados pelo citometro de
fluxo na analise do potencial de membrana mitocondrial dos espermatozoéides bovinos criopreservados
utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio.

6.2.1 Membranas Plasmatica e
Acrossomal Intactas (AIMPI)

Houve interagdo entre tempo de equilibrio e
diluidor (P<0,05), para a porcentagem de
espermatozoides com Acrossoma Intacto e
Membrana Plasmatica Intacta (AIMPI). Os
tratamentos sem tempo de equilibrio (TO,
controle) apresentaram os menores valores
diferindo-se (P<0,05) de 2h (T2) e 4h (T4)
em relagdo a porcentagem de AIMPI, para
ambos diluidores. Para o diluidor Bioxcell®,
ndo houve diferenca significativa (P>0,05)
entre os tempos de equilibrio de 2 (T2) ¢ 4
(T4) horas, mas observou-se diferenca
significativa entre estes (T2 e T4) e o
tratamento sem tempo de equilibrio
(P<0,05). Para o diluidor TRIS observou-se
diferenca significativa entre os trés tempos

de equilibrio (P<0,05), sendo que no tempo
de 4 horas de equilibrio este diluidor
apresentou os maiores valores de AIMPI,
portanto para o diluidor TRIS, 4 horas foi
melhor que 2 horas, e ambos os tempos
foram melhores que o controle (T0). Quando
observado dentro de cada tempo, o diluidor
TRIS apresentou maiores valores em relagdo
a integridade de membrana plasmatica e
acrossomal do que o Bioxcell® (P<0,05), nos
tempos de 2 e 4 horas de equilibrio. Porém,
ndo houve diferenca significativa para
AIMPI entre esses dois diluidores quando
ndo se utilizou o tempo de equilibrio (T0)
(Tabela 8; Graficos 9 e 10).

Tabela 8 - Médias + desvios padrdo de espermatozdides com membrana plasmatica e acrossomal
intactas (AIMPI, %), em s€men bovino criopreservado utilizando dois diluidores e trés tempos de

equilibrio.
Tempo de Equilibrio Média geral
Diluidor TO T4 Diluidor
TRIS 8,75+3.80°"  20,89+6,06°" 26,81 +7,58" 18,82 + 9,61
BIO 6,91 £4,57°*  1520+8,15*%  1827+594%8 13,46 + 7,89
Media geral 7.83 £4.22 18,05 % 7.60 22.54+7.96
Tempo

3 1 etras diferentes, mintisculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca pelo teste de Duncan

(P<0,05).
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Tempo de Equilibrio TO Tempo de Equilibrio T2 Tempo de Equilibrio T4
35 35 =
A30 . Azo 1 a Aso . ) 26,81
9%25 . $25 1 b 20,89 925 1
=20 | a =20 | 15,20 =20 | 18,27
S5 a 675 S s S5
< 10 - 6,91 ' < 10 1 < 10
5] 51 5
0 ‘ 0 0
BIO TRIS BIO TRIS BIO TRIS
Diluidor Diluidor Diluidor

Grafico 9 - Efeito do diluidor sobre a Integridade das membranas plasmatica e acrossomal (AIMPI, %)
(média + desvio padrdo) avaliada por citometria de fluxo, dentro de cada tempo de equilibrio, em sémen
bovino criopreservado utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio. *Letras diferentes sobre as
barras indicam diferenga significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).

Diluidor Bioxcell

35

30 - a a
gZS | 15,20 18,27
= 20 - b
g 15 6,91
< 10 1

5 -

0 .

T0 T2 T4
Tempo

Diluidor TRIS

35 a
_ 30 b 26,81
S B 20,89
= 20
S 15 ®
< 10 8,75

5 .

O .

TO T2 T4
Tempo

Grafico 10 - Efeito do tempo de equilibrio sobre a Integridade das membranas plasmatica e acrossomal
(AIMPI, %) (média + desvio padrdo) avaliada por citometria de fluxo, dentro de cada diluidor, em sémen
bovino criopreservado utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio. * Letras diferentes sobre as
barras indicam diferenca significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).

6.2.2 Membrana Plasmatica Lesada
(MPL)

Para a porcentagem de espermatozoides com
membrana plasmatica lesada, avaliada por
citometria de fluxo observou-se que nao
houve interagdo entre tempo de equilibrio e
diluidor (P>0.05). Entretanto houve efeitos
isolados de diluidor e de tempo de equilibrio
sobre a MPL (%). O diluidor Bioxcell®

apresentou  maiores  porcentagens  de
espermatozoides com membrana plasmatica
lesada (Bioxcell® MPL = 85,83 + 7,92 %),
enquanto que o diluidor TRIS apresentou as
menores (TRIS MPL = 72,22 + 13,26 %).
Em relagdo ao tempo de equilibrio,
observou-se que o tempo de 4h apresentou
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as menores porcentagens de
espermatozoides com MPL, diferindo-se de
2h, e ambos diferiram do tratamento sem
tempo de equilibrio (controle, TO),
indicando que um tempo de equilibrio mais

membrana plasmatica em comparagdo com
um tempo menor (T2), e os tratamentos com
2 e 4 horas apresentaram menores valores de
MPL do que quando ndo se utilizou o tempo
de equilibrio (Grafico 11; Tabela 9).

longo (T4) foi benéfico para a integridade de

Efeito do diluidor sobre a porcentagem de Efeito do tempo sobre a porcentagem de
espermatozéide com Membrana Plasmatica espermatozéide com Membrana Plasmética
Lesada Lesada
b €
100 100 -
785.83 a T 86,48 b a
80 1 L 72,22 80 1 T [ 78,03 72,57
S i 5 L
_160 601
o o
S 40 S 40 A
20 20 A
0 0
BIO TRIS TO T2 T4
Diluidor Tempo
Grafico 11 — Efeitos isolados de tempo de equilibrio e de diluidor sobre a porcentagem de

espermatozdides com membrana plasmatica lesada (MPL, %) (média + desvio padrdo), avaliada por
citometria de fluxo, em sé€men bovino criopreservado utilizando dois diluidores e trés tempos de
equilibrio. * Letras diferentes sobre as barras indicam diferenga significativa pelo teste de Duncan
(P<0,05).

Tabela 9 - Médias + desvios padrdo de espermatozdides com membrana plasmatica lesada
(MPL, %), em sémen bovino criopreservado utilizando dois diluidores e trés tempos de
equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média geral
Diluidor T0 T2 T4 Diluidor
TRIS 80,69+ 11,61  71.82+10,70 6416+12,69 7222+1326"
BIO 9227 +4.71 8425+823  80,98+601  8583+7,028
Média geral 8448 +1049° 78,03+1129° 7257+12.96°

Tempo

A Letras diferentes, minusculas na linha e maitisculas na coluna, indicam diferenga pelo teste de Duncan
(P<0,05).

6.2.3 Membrana Acrossomal Lesada
(AL)

lesada (AL). O tratamento sem tempo de
equilibrio (TO, controle) apresentou os
maiores valores diferindo-se (P<0,05) de 2h

Houve interagdo entre tempo de equilibrio e
diluidor (P<0,05), para a porcentagem de
espermatozoide com membrana acrossomal
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(T2) e 4h (T4), para o diluidor TRIS, porém
para este diluidor ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) entre 2h e 4h de
equilibrio para a porcentagem de AL.
Entretanto, para o diluidor Bioxcell® ndo
houve diferenca significativa entre os dois
tempos de equilibrio e o controle (T0), sem
tempo de equilibrio (ou seja, TO = T2 = T4;
e TO = T4). Quando tomados separadamente
cada tempo de equilibrio, observou-se que

no tempo controle (TO) ndo houve diferenca
significativa entre os diluidores, em relagdo
a AL. No tempo de 2h de equilibrio houve
diferenga significativa (p< 0,05) entre os
diluidores, sendo que o diluidor Bioxcell®
foi pior (P<0,05), pois apresentou uma
maior porcentagem de AL. Porém no tempo
de equilibrio de 4h ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) entre os dois
diluidores (Graficos 12 e 13; Tabela 10).

Tempo de Equilibrio TO Tempo de Equilibrio T2 Tempo de Equilibrio T4
90 90 90
80 - a 2 80 - b 80 - a
01 |6085 0541 || 70 16502 a || 1 [s579 a
.60 60 60
50 S50 44,68 | 2 5 - 44,44
240 2'40 - 2 40
30 30 30
20 20 20
10 10 10
0 0 0
BIO pjidor TRIS BIO pLiidor TRIS BIO Liigr TRIS

Grafico 12 - Efeito do diluidor sobre a porcentagem de espermatozoides com membrana acrossomal
lesada (AL, %) (média + desvio padrdo) avaliada por citometria de fluxo, dentro de cada tempo de
equilibrio, em sémen bovino criopreservado utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio. *Letras
diferentes sobre as barras indicam diferenga significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).
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Grafico 13 - Efeito do tempo de equilibrio sobre a porcentagem de espermatozdide com membrana
acrossomal lesada (AL, %) (média = desvio padrdo) avaliada por citometria de fluxo, dentro de cada
diluidor, em sémen bovino criopreservado utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio. *Letras
diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).
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Tabela 10 - Médias + desvios padrdo de espermatozoides com membrana acrossomal lesada
(AL, %), em sémen bovino criopreservado utilizando dois diluidores e trés tempos de

equilibrio.
Tempo de Equilibrio Média geral
Diluidor TO T2 T4 Diluidor
TRIS 65,41 = 14,77°* 44,68 +12,97°" 4444 +12,54°" 51,51 + 16,44
BIO 60,85 +24,74** 65,02 +20,67°%  55,79+17,49** 60,55 +20,91
Meédia geral 63.13 £ 20,06 54.85 + 19,81 50,12 + 15,97
Tempo

A Letras diferentes, minusculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca pelo teste de Duncan

(P<0,05).

6.2.4 Alto Potencial de Membrana
Mitocondrial (APM)

Em relagdo ao potencial de membrana
mitocondrial, avaliou-se apenas a
porcentagem de células espermaticas que
apresentavam alto potencial mitocondrial.
Observou-se que os efeitos de diluidor e de
tempo de equilibrio ndo foram significativos

(P>0,05) para a caracteristica alto potencial
mitocondrial (APM). Esta analise foi
realizada com apenas 11 blocos, devido a
perda de uma parcela durante a analise
(Tabela 11).

Tabela 11 - Médias + desvios padrio de espermatozoides bovinos com alto potencial de
membrana mitocondrial (APM, %) criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de

equilibrio.
Tempo de Equilibrio Meédia geral
Diluidor TO T2 T4 Diluidor
TRIS 20,65 + 12,14 22,39+ 7,09 19,89 + 10,10 20,98 +9.73
BIO 19,93 £ 19,58 17,67 11,96 15,56 £ 9,94 17,72 £ 14,10
Média geral 2029+1590  20,03+£9,90 17,73+ 10,02
Tempo

* Os efeitos de tempo de equilibrio e de diluidor ndo foram significativos (P>0,05)

6.3 Teste de Termorresisténcia Rapido
(TTR-rapido)

Para analise estatistica de resisténcia ao teste
utilizou-se porcentagem de espermatozdides
moveis, avaliados subjetivamente entre
intervalos de 15 minutos. Utilizou-se para a
comparacdo entre os tratamentos apenas a
motilidade inicial e a motilidade apds 30 e
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60 minutos de incubagdo no TTR-rapido
(45°C/ 1h). Por ter sido utilizada avaliagdo
subjetiva da motilidade, foi analisada como
caracteristica nao-paramétrica. Considerou-
se cada combinacdo de fatores (Diluidor e
tempo de equilibrio) um tratamento, e



quando o efeito de tratamento foi
significante pelo teste de Friedman, utilizou-
se o teste de Wilcoxon para comparar os
tratamentos. Quanto a motilidade inicial,
observou-se que os tratamentos que
utilizaram o tempo de equilibrio (T2 e T4)
apresentaram  valores  significativamente
maiores (P<0,05) de motilidade inicial
comparados com os tratamentos que ndo
utilizaram o tempo de equilibrio (TO), para
ambos diluidores. Nao houve diferenca
significativa (P>0,05) entre os diluidores
para motilidade inicial, nos tratamentos sem
tempo de equilibrio. Porém, nos tratamentos
de 2 e 4 horas de equilibrio, observou-se
diferenca significativa entre os diluidores
quanto a  motilidade inicial  pos-
descongelamento, sendo que o diluidor
TRIS apresentou maiores valores do que o
diluidor Bioxcell (Tabela 12).

Ap6s 30 e 60 minutos de exposi¢ao ao TTR-
rapido, Observou-se que a diferenca
existente entre os tratamentos que utilizaram
o tempo de equilibrio e os tratamentos sem
tempo de equilibrio se manteve até o final
do teste de termorresisténcia. Na avaliagdo
apos 30 minutos do inicio do TTR,

observou-se diferenca significativa entre os
diluidores, sendo que nos tratamentos sem
tempo de equilibrio o Bioxcell foi melhor
(P<0,05) do que o diluidor TRIS. Porém no
tempo de equilibrio de 2 horas, o diluidor
TRIS apresentou melhores resultados de
motilidade do que o Bioxcell. Ndo houve
diferenca significativa entre o diluidor TRIS
e o diluidor Bioxcell nos tratamentos com
tempo de equilibrio de 4h, na avaliacao apos
30 minutos de exposi¢do ao TTR-rapido
(Tabela 13).

Na avaliagdo ap6s 60 minutos, observou-se
que houve diferenca significativa entre os
diluidores apenas nos tratamentos sem
tempo de equilibrio (TRISTO e BIOTO).
Porém ndo houve diferencas significativas
na motilidade entre os diluidores, apos 60
minutos de TTR-rapido, dentro dos tempos
de 2 e 4 h de equilibrio. Nessa avaliacdo de
60 minutos observou-se diferenca
significativa entre os tratamentos que
utilizaram o tempo de equilibrio (T2 ¢ T4) e
os tratamentos sem tempo de equilibrio (T0),
para ambos diluidores utilizados no
experimento (Tabela 14).

Tabela 12 - Médias + desvios padrdo de porcentagem de espermatozoides moveis (Motsubj,
%) em sémen bovino criopreservado utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio,
avaliada por microscopia optica logo ap6s o descongelamento.

Tempos de Equilibrio

Diluidores T0 T2 T4
TRIS 15,60 + 12,66 °* 36,0 + 13,50 ** 40,0 + 11,06 **
BIO 17,0 + 15,49 *A 25,0 + 14,53 °8 30,5 + 14,80 8

3 1 etras diferentes, mintsculas na linha e maitisculas na coluna, indicam diferenca significativa das

medianas (P<0,05), pelo teste de Wilcoxon.
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Tabela 13 - Médias + desvios padrdo de porcentagem de espermatozoéides moveis (Mot30, %)
em sémen bovino criopreservado utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio,
avaliada por microscopia 6ptica 30 minutos apods o inicio do TTR-rapido.

Tempos de Equilibrio

Diluidores TO T2 T4
TRIS 6,5+9,02 %8 26,5+ 11,80 * 29,0 + 12,43 **
BIO 10,9 + 12,87 4 18,5+9,14 "8 24,5+ 11,65 *

A Letras diferentes, mintisculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa das
medianas (P<0,05), pelo teste de Wilcoxon.

Tabela 14 - Médias + desvios padrdo de porcentagem de espermatozoéides moveis (Mot60, %)
em sémen bovino criopreservado utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio,
avaliada por microscopia 6ptica 60 minutos apods o inicio do TTR-rapido.

Tempos de Equilibrio

Diluidores TO T2 T4
TRIS 2,10 +4,79 °® 12,40 + 11,63 * 12,8 + 12,20 **
BIO 420+7,27% 8,30 + 7,56 * 11,60 + 8,69 **

A Letras diferentes, mintisculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa das
medianas (P<0,05), pelo teste de Wilcoxon.

6.4 Anélise da Morfologia Espermatica

6.4.1 Morfologia pré-criopreservacao

Abaixo (Tabela 15) sdo mostradas as médias Anexo 6 ¢ mostrada uma tabela contendo
e desvios padrdo dos principais defeitos todos os defeitos encontrados no sémen
encontrados na avaliacdo no sémen fresco antes da criopreservacao.

antes da diluicdo e criopreservagdo. No

Tabela 15 - Média = desvios padrao da porcentagem dos principais defeitos espermaticos do
sémen bovino fresco pré-criopreservacio, avaliada por microscopia de contraste de fase.

Defeitos Espermaticos

Def._Maiores Def._menores Def. Totais
(%) Across (%) GCD CaudaDob (%)

Médias 9,75+4,71 2,42+198 10,67+6,02 5254692 358+284 20,42+5,73

Across — Defeitos de acrossomo; GCD — Gota Citoplasmatica Distal; CaudaDob — Cauda Dobrada;
Avaliag@o segundo CBRA (2008) e espermiograma segundo Blom (1973).
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6.4.2 Morfologia p6s descongelamento

Em relagdo a morfologia  pos-
descongelamento, ndo houve nenhuma
interagdo significativa (P>0,05) entre os
efeitos de diluidor e tempo de equilibrio em
relacdo aos principais defeitos espermaticos.
Observou-se, entretanto, a ocorréncia de
efeitos isolados de diluidor e tempo de
equilibrio. Quanto ao total de defeitos
espermaticos, observou-se efeito
significativo de tempo e de diluidor
isoladamente. O diluidor TRIS apresentou
maior porcentagem (P<0,05) de defeitos

totais em relagdo ao Bioxcell®. O tempo de
equilibrio de 4h apresentou os melhores
resultados, apresentando a  menor
porcentagem de defeitos totais, diferindo-se
de 2h e do tratamento sem tempo de
equilibrio. O tempo de equilibrio de 2 h
apresentou uma menor porcentagem de
defeitos totais em relagdo ao tempo TO, e o
tratamento sem tempo de equilibrio
apresentando os maiores valores (P<0,05),
para o total de defeitos espermaticos
(Grafico 14; Tabela 16).

Efeito do diluidor sobre Defeitos Totais (%)
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Grafico 14 — Efeitos isolados de tempo de equilibrio e de diluidor sobre a percentagem de Defeitos totais
(DT, %) (média + desvio padrao) de espermatozoides bovinos criopreservados utilizando dois diluidores
e trés tempos de equilibrio. * Letras diferentes sobre as barras indicam diferenga significativa pelo teste de
Duncan (P<0,05).

Tabela 16 - Médias + desvios padrao de porcentagem de Defeitos Totais (DT, %), de
espermatozoides bovinos criopreservados com dois diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média geral
Diluidor TO T2 T4 Diluidor
TRIS 26,33 £ 7,54 23,08 £6,17 20,67 £4,75 23,36+ 6,528
BIO 22,50 + 6,32 20,33 + 6,04 19,00 + 5,27 20,61 +5,914
Média geral 2442+708¢  2171£6,13°  19.83+498°
Tempo

%A Letras diferentes, mintsculas na linha e maiusculas na coluna, indicam diferenga pelo teste de Duncan
(P<0,05).
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Quando avaliados separadamente os defeitos
maiores e defeitos menores, observou-se que
os efeitos de tempo de equilibrio e de
diluidor nd3o foram significativos para
defeitos maiores. Esta varidavel ndo
apresentou um = comportamento que
permitisse a utilizagdo de testes paramétricos
(ndo apresentava distribuicdo normal).
Portanto, foi necessaria a utilizagao de testes
ndo paramétricos (teste de Friedman), e ndo
foi encontrada significancia para o efeito dos
tratamentos (Tabela 17).

Os defeitos de acrossoma também n@o
apresentaram distribuicdo normal, mas os
testes nao paramétricos demonstraram que o
efeito de tratamento foi significativo para
esta caracteristica, e observou-se que houve
diferenca significativa entre os diluidores,
dentro de cada tempo de equilibrio. Porém
ndo houve diferenca estatistica entre os
tempos de equilibrio, quando avaliados
dentro de diluidor. Portanto o tnico efeito
significativo sobre esta caracteristica foi o
efeito de diluidor (Tabela 18).

Tabela 17 - Médias + desvios padrdo de porcentagem de Defeitos Maiores (Def. Maiores, %),
de espermatozodides bovinos criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de

equilibrio.
Tempo de Equilibrio Média geral
Diluidor TO T4 Diluidor
TRIS 9,50 £4,06 8,25 +£2,63 7,83 £3,01 8,53 +£3,27
BIO 11,67 +5,28 10,58 + 4,48 10,17 +£4,00 10,81 £4,53
Média geral 10,58 + 4,74 9,42 +3,79 9,00 = 3,66
Tempo

* Os efeitos de tempo dos tratamentos ndo foram significativos (P>0,05) pelo teste de Friedman

Tabela 18 - Médias + desvios padrdo de porcentagem de Defeitos de acrossoma (Def.
Acrossoma, %), de espermatozoides bovinos criopreservados com dois diluidores e trés

tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média geral
Diluidor TO T4 Diluidor
TRIS 2,67 +1,78 242+1,44% 217+1,64* 2,42 + 1,59
BIO 5,50 £3,55% 5,08 +4,03°8 5,25+3,52°8 5,28 £3,61
Média geral 4,08 +3.11 3,75 + 326 3,71 43,11
Tempo

A Letras diferentes, mintsculas na linha e maiusculas na coluna, indicam diferenca significativa das

medianas (P<0,05), pelo teste de Wilcoxon.
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Ao analisar separadamente os defeitos
menores, esta caracteristica apresentou com
distribui¢do normal apds transformacgdo
logaritmica. Para esta caracteristica néo
houve interagdo significativa (P>0,05) entre
diluidor e tempo de equilibrio, mas houve
efeito isolado de diluidor ¢ de tempo de
equilibrio (P<0,05). O diluidor Bioxcell”

menores) em relagdo ao diluidor TRIS. O
tempo de equilibrio de 4 horas apresentou os
menores valores de defeitos menores,
diferindo-se do tratamento sem tempo de
equilibrio. Porém, o tempo de equilibrio T2
ndo se diferiu de T4 ou de TO. O tratamento
sem tempo de equilibrio, portanto,
apresentou os maiores valores para defeitos

apresentou menores valores para
porcentagem de feitos menores (Def.

menores (Grafico 15; Tabela 19).

Efeito do diluidor sobre Defeitos Efeito do tempo sobre Defeitos
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Grafico 15 — Efeitos isolados de tempo de equilibrio e de diluidor sobre a percentagem de Defeitos
menores (Def. menores, %) (média + desvio padrido) de espermatozodides bovinos criopreservados
utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio. “Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca
significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).

Tabela 19 - Médias + desvios padrdo de porcentagem de Defeitos menores (Def. menores, %),
de espermatozodides bovinos criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de
equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média geral
Diluidor T0 T2 T4 Diluidor
TRIS 16,83 + 7.30 14,83+ 5.36 12834467  1483+5094"
BIO 10,83 + 5,95 9,75 + 6,09 8834510  9.81+563"
'V'éTdia geral 13.834720°  1229+618®  10.83+520°
empo

A 1 etras diferentes, minGisculas na mesma linha e maidsculas na mesma coluna, indicam diferenca pelo
teste de Duncan (P<0,05).
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A partir desta observacao, verificou-se que o
defeito que apresentou a maior contribuigdo
para esta diferenca foi o defeito de cauda
dobrada. Em relacdo a porcentagem de
espermatozoides com cauda dobrada, ndo
houve interagdo entre tempo de equilibrio e
diluidor, mas houve efeito isolado de
diluidor e de tempo de equilibrio. O diluidor
Tris apresentou os maiores valores de cauda

significativamente do diluidor Bioxcell. Em
relacdo aos tempos de equilibrio, observou-
se que o tempo T4 apresentou os menores
valores de cauda dobrada, e o tratamento
controle (T0) apresentou os maiores valores.
O Tempo de equilibrio T2 nao diferiu
significativamente de TO ou de T4, em
relagdo a porcentagem de espermatozoide
com cauda dobrada (Grafico 16; Tabela 20).

dobrada ou enrolada, diferindo-se

Efeito do diluidor sobre Defeitos de Efeito do tempo sobre Defeitos de

Cauda Dobrada (%) Cauda Dobrada (%)
. 14 141
S 12 b S 12 b ab
£ 10 9,31 S0 [7,67 o a
5 8 a 5 8- ! (5,79
S (| 4,44 o ¢ |
° 6 T 2 ¢
Iy R J
O 2- S 2-
0 0
TRIS BIO TO T2 T4
Diluidor

Tempo

Grafico 16 — Efeitos isolados de tempo de equilibrio e de diluidor sobre a percentagem de espermatozdide
com cauda dobrada ou enrolada (Cauda Dobrada, %) (média + desvio padrio) de sémen bovino
criopreservado utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio. * Letras diferentes sobre as barras
indicam diferenca significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).

Tabela 20 - Médias + desvios padrdo de porcentagem de caudas dobradas (CaudaDob, %), de
espermatozoides bovinos criopreservados utilizando dois diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio Meédia geral
Diluidor TO T2 T4 Diluidor
TRIS 10,50 + 2,75 9,83 + 4,53 7,58 £ 3,12 9,31 +3,67°5
BIO 4,83 +2,04 4,50 £2,75 400+1.71 4442171
Meédia geral 7,67+3,74° 7,17+457® 579 +3,06°
Tempo

A Letras diferentes, minusculas na mesma linha e maiusculas na mesma coluna, indicam diferenca pelo
teste de Duncan (P<0,05)
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7 DISCUSSAO

Na literatura, ndo existe uma concordancia
em relacdo ao efeito do tempo de equilibrio
sobre a viabilidade espermatica. A maioria
dos trabalhos que abordam o tema utilizam
apenas os resultados de motilidade
espermatica avaliados subjetivamente apds a
criopreservagdo, como  estimativa da
sobrevivéncia espermatica (Berndtson e
Foote, 1969; Salisbury e Vandemark, 1964).
Porém a analise visual por microscopia
optica ndo ¢ precisa, e fornece apenas
medidas superficiais da morfologia e
motilidade espermaticas, devendo-se
lembrar que além da normalidade desses
pardmetros, o processo de fertilizagdo
envolve complicados eventos bioquimicos e
morfologicos (Melo, 1999; Verstegen et al.,
2002; Celeghini, 2005; Arruda, 2007).

Os resultados de varios testes de fertilidade a
campo, realizados com o objetivo de
determinar o tempo de equilibrio 6timo para
o sémen bovino demonstraram efeito
benéfico de um longo periodo (4-18 h) de
manutencdo do sémen a 5°C antes do
congelamento para se obter a fertilidade
maxima (Salisbury e Vandemark, 1964;
Pickett e Berndtson, 1978; Muifio et al.,
2007).

Ainda existem davidas do efeito do tempo
de equilibrio sobre os parametros de
motilidade espermatica e os seus efeitos
sobre a integridade das membranas
plasmatica e acrossomal e a fungdo
mitocondrial. Varios trabalhos (Berndtson e
Foote, 1969; Berndtson e¢ Foote 1972 a,b;
Dhami et al.,, 1992, 1993; Gao, Mazur e
Critser, 1997; Foote e Kaproth, 2002; Muiiio
et al., 2007) ainda questionam a necessidade
de se realizar o tempo de equilibrio e do seu
real  beneficio para a  viabilidade
espermatica. Além disso, ainda se discute
qual seria o tempo minimo de equilibrio
necessario para obter resultados satisfatorios
na criopreservacdo. Assim, avaliar os efeitos
ou possiveis alteragdes causadas pelo tempo

de equilibrio sobre estas -caracteristicas
espermaticas seria util para elucidar as
duvidas que ainda existem em relagdo ao
tempo de equilibrio, além de permitir o
desenvolvimento de melhores protocolos de
criopreservacgao.

7.1  Anélise computadorizada da
motilidade espermatica

A andlise computadorizada fornece calculos
mais precisos da velocidade e da trajetoria
de cada célula espermatica, dos quais alguns
tém sido correlacionados com a fertilidade
(porcentagem de espermatozoides moveis,
r’= 0,34) sendo que combinac¢des de mais
variaveis (2 a 5) do CASA apresentaram
uma correlagdo mais alta com a fertilidade,
quando sdo utilizadas equagdes de regressdo
multipla (Farrel et al., 1998).

Neste experimento observou-se que o0s
tratamentos que utilizaram tempo de
equilibrio (2 e 4 h) apresentaram motilidade
total e progressiva maiores (P<0,05) que os
tratamentos sem tempo de equilibrio (TO),
porém néo houve diferenga entre 2 e 4h para
ambas motilidades. Quando se avaliou cada
tempo separadamente, observou-se que o
diluidor TRIS apresentou maiores valores
(P<0,05) de motilidade total e motilidade
progressiva do que o diluidor Bioxcell®,
tanto para 2 horas quanto para 4 horas de
equilibrio, porém nao houve diferenca entre
os diluidores quando ndo se utilizou o tempo
de equilibrio.

Estes resultados em relagdo a motilidade
total e motilidade progressiva concordam
com aqueles obtidos por Dhami e Sahni
(1993) que avaliaram os efeitos do tempo de
equilibrio sob a  motilidade  poés-
descongelamento (avaliada subjetivamente)
e a fertilidade (taxa de ndo-retorno aos 90d)
utilizando os diluidores TRIS-gema ¢ leite
integral-gema. Eles observaram que um
resfriamento lento por duas horas e pelo
menos 2h de tempo de equilibrio a 5°C,
resultou em melhor motilidade pos-
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descongelamento (44,03% vs 35,49%) e
melhores taxas de fertilidade (57,86% vs
47,24%) do que sem tempo de equilibrio.
Além disso, sugeriram que esses resultados
poderiam ser melhorados se fossem
utilizados tempos de equilibrio maiores.
Porém, estes pesquisadores compararam
apenas 0 e 2 horas de tempo de equilibrio, ¢
utilizaram a avaliacdo subjetiva da
motilidade pds-descongelamento enquanto o
atual trabalho utilizou a avaliagdo
computadorizada da motilidade como
método de avaliagdo da sobrevivéncia
espermatica ao processo de criopreservagio.

Os trabalhos de Dhami et al. (1992, 1993),
ndo utilizaram curvas de resfriamento e
congelamento precisamente controladas e
sim uma curva empirica, uma vez que nao
utilizaram aparelhos de congelamento
automatizado, mas apenas cubas com agua
refrigerada, um refrigerador para o
resfriamento, e o congelamento foi realizado
por meio de um método artesanal utilizando
vapor de nitrogé€nio. Isto ndo invalida o
experimento, mas o torna menos preciso e
sujeito a variagdes externas. Prova disso foi
a diferenca de resultados obtidos com
método automatizado por Januskauskas et
al. (1999).

Outros trabalhos também apresentam
resultados que demonstram o efeito benéfico
do tempo de equilibrio para a motilidade
espermatica, porém os trabalhos sobre
tempo de  equilibrio sdo  muito
contraditorios. Miller e Vandemark (1954),
utilizando o diluidor  citrato-gema,
compararam 2, 6 e 18h de equilibrio e
encontraram que 6 horas de equilibrio do
glicerol  foi  adequado para  uma
sobrevivéncia Otima dos espermatozoides
bovinos. Saroff e Mixer (1955), utilizando o
método de ampolas e o diluidor citrato
gema, observaram que quando o tempo de
equilibrio do glicerol é aumentado de 2 para
18 horas, ocorre um aumento progressivo na
sobrevivéncia ~ espermatica no  poés-
descongelamento, apds o congelamento a
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=75°C, ou seja, utilizando protocolos de
congelamento diferentes dos protocolos
utilizados neste experimento.

O’Dell e Almquist (1954), utilizando
diluidor a base de leite desnatado, nao
encontraram nenhuma diferenca
significativa comparando 30 minutos, 4
horas e 18 horas de equilibrio. Outros
trabalhos como o de O’Dell e Hurst (1955),
utilizando diluidores a base de citrato-gema
e leite desnatado, compararam o efeito de
zero hora e 18 horas de tempo de equilibrio
e os resultados, baseados na avaliagdo visual
da porcentagem de espermatozodides moveis,
indicaram uma melhor taxa de recuperagdo
para zero hora do que para 18 horas de
equilibrio. Esses trabalhos da década de 50
utilizavam métodos de congelamento
diferentes (gelo seco, peletizagdao, ampolas)
dos métodos atuais, o que impossibilita
confrontar essas pesquisas.

Muitos trabalhos consideram o tempo de
equilibrio como o tempo de exposi¢do aos
diluidores que contém glicerol, ou seja, o
tempo de exposicdo ao glicerol, porém neste
trabalho o tempo de equilibrio foi definido
como o tempo de exposicdo a temperatura
de 5°C, sendo que utilizou-se diluidores de
fase tinica (com glicerol), portanto o tempo
de exposi¢ao ao glicerol, antes da realizagdo
do equilibrio, foi o mesmo para todos os
tratamentos, uma vez que todos foram
resfriados a0 mesmo tempo.

Ennen et al. (1976), trabalhando com
palhetas, encontraram que 1, 2, e 4 h de
tempo de equilibrio foram superiores a 16 h.
Além disso, observou-se que o periodo de
equilibrio 6timo para espermatozoides
congelados em palhetas variou de 2 a 10 h, e
foi dependente do tempo de resfriamento.
Segundo esses pesquisadores,
espermatozoides  resfriados  lentamente
parecem necessitar de um menor tempo de
equilibrio para uma motilidade O6tima.
Porém, em outro experimento, no mesmo
trabalho, estes pesquisadores nao



encontraram diferencgas significativas entre
I, 2 e 4 h de equilibrio em relagdo a
motilidade apds incubagdo a 38°C por 2
horas, pods-descongelamento, porém estes
tempos foram superiores a 16 h de equilibro
em relagdo a motilidade no TTR.

Gilbert ¢ Almquist (1978) estudaram os
efeitos do tempo de resfriamento de 25 até
5°C, tempo de equilibrio (0, 3 ou 9 h) e
método de descongelamento, na
criopreservagdo do sémen bovino. O s€émen
foi diluido em diluidor Tris-gema (a 37°C)
com glicerol, e envasado em palhetas na
temperatura ambiente e entdo congelado. A
retencdo do acrossoma (avaliada por
microscopia DIC) e a motilidade
espermatica foram superiores (P<0,01) para
3,5 h comparado a 30 min de tempo de
resfriamento, quando ndo houve tempo de
equilibrio. Além disso, 3 ou 9 h de equilibrio
foi superior (P<0,01) ao tratamento de Oh de
equilibrio. A interacdo entre o tempo de
equilibrio, tempo de resfriamento ¢ método
de descongelamento foi  significativa
(P<0,01). A retengdo do acrossoma e a
motilidade espermatica foram maximas
(P<0,01) apos 9 h de equilibrio quando as
palhetas foram descongeladas a 35°C/10seg;
ou apds 3 ou 9h quando descongeladas a 65
ou 95°C. Esses resultados concordam com
os resultados obtidos no atual experimento.

Em um estudo mais recente como
congelamento em palhetas (Foote e Kaproth,
2002), utilizando diluidor a base de leite
integral com ou sem frutose para sémen
bovino, foram obtidos resultados
semelhantes de motilidade pos-
descongelamento e taxas de ndo-retorno aos
56 d quando se utilizou 4 ou 28h de
equilibrio a 5°C.

Em relacdo ao método de criopreservagédo do
sémen deve-se salientar que a maioria das
pesquisas sobre o efeito do tempo de
equilibrio ndo  utilizaram  métodos
automatizados de criopreservacgao e, devido
a isso, as condigdes de congelamento sdo

menos controladas e, portanto, as curvas de
resfriamento e congelamento nao
apresentam alta precisdo. Os trabalhos de
Almquist e Wiggins (1973) e Landa e
Almquist (1979), estudaram a técnica de
congelagdo automatizada em sémen bovino.
Eles ndo encontraram nenhum efeito
negativo da criopreservagdo de grande
nimero de  palhetas no  aparelho
automatizado (inje¢do forcada de nitrogénio)
sobre a motilidade pods-descongelamento
(subjetiva) e a retencdo de acrossomos,
comparada com o congelamento em
pequenas partidas (estaticas) no vapor de
nitrogénio. No entanto, Almquist et al.
(1982) observaram que a taxa de ndo-retorno
aos 75d foi inferior (diferenca de 1,6%;
P<0,05) para o sémen processado no
aparelho automatizado (64.7%) em relagdo
ao sémen criopreservado em pequenas
partidas no vapor de nitrogénio (66.3%).
Porém, Gonzalez (2004) nd3o encontrou
diferencas entre as técnicas convencional e
automatizada em relacdo aos pardmetros de
motilidade, vigor e integridade das
membranas espermaticas.

A motilidade espermatica ¢ uma das
caracteristicas mais importantes associadas
com a capacidade fertilizante do s€émen, ¢ ha
muito tempo é reconhecida como essencial
para o transporte espermatico no trato
reprodutivo feminino e para a fertilizagdo
(Januskauskas et al., 1999; Celeghini, 2005),
entretanto a avaliagdo subjetiva da
motilidade, que € o parametro mais utilizado
para determinar a qualidade do sémen
bovino, ja foi relatada tanto como
fortemente correlacionada como fracamente
correlacionada a fertilidade (Tartagliore e
Ritta, 2004). Varias investigagdes utilizaram
a determinagdo da porcentagem de
espermatozoides com motilidade progressiva
por microscopia Optica na tentativa de
estabelecer a duragdo Otima do tempo de
equilibrio (Graham et al., 1957). Entretanto,
ndo foi encontrada na literatura consultada
avaliagdbes e comparagdes entre  as
caracteristicas de movimento espermatico,
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analisadas por sistema computadorizado
(CASA), para diferentes tempos de
equilibrio. Porém existem varios trabalhos
que estudaram os efeitos da criopreservagio
sobre o0s parametros de motilidade
espermatica avaliados por CASA.

No presente experimento, na avaliacdo antes
da criopreservagdo observou-se apenas a
motilidade e vigor subjetivos, porém no pos-
descongelamento a avaliacdo da motilidade
foi realizada por sistema computadorizado e
visualmente.

Quanto a motilidade total e motilidade
progressiva, o presente trabalho apresentou
resultados diferentes dos trabalhos de
Gonzalez (2004), Celeghini (2005) e
Celeghini et al. (2008), uma vez que nestes
trabalhos realizou-se a criopreservagdo logo
apos atingir a temperatura de 5°C, ou seja,
sem a realizagdo do tempo de equilibrio. No
presente experimento, observou-se que no
tempo TO ndo houve diferenca (P>0,05)
entre os diluidores TRIS, a base de gema de
ovo (TrisTO: MotTotal = 14.50 + 12.73 %;
MotProg. = 10,75 + 9,29%) e Bioxcell®
(BioT0: MotTotal = 16,75 + 15,53 %;
MotProg. = 13,83 + 11,95 %), e este tempo
apresentou os menores valores de
motilidade. No trabalho de Celeghini et al.
(2008) obtiveram-se bons resultados, sem a
utilizagdo do tempo de equilibrio sendo que
o diluidor com gema de ovo Botu-bov® (MT
= 40,13 £ 1,92%; MotProg = 20,86 +
1,46%) apresentou melhores resultados do
que o diluidor com lecitina de soja Bioxcell®
(MT = 24,18 + 1,44%; MotProg = 10,71 +
0,98%; média = erro padrdo). No trabalho de
Gonzalez (2004), foram observados indices
considerados satisfatorios (Motilidade visual
de 30,50 £ 1,06%), utilizando o diluidor
TRIS com  glicerol, com  técnica
automatizada, sem a realizacdo do tempo de
equilibrio.

Esta diferenca de resultados obtidos pode ser

devido ao fato de que no experimento de
Celeghini et al. (2008) e Gonzalez (2004)
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provavelmente trabalhou-se com uma
populagdo mais homogeénea, e
provavelmente mais homogénea em relagdo
a congelabilidade do sémen, além do fato de
terem utilizado animais de raga diferente
(Simental, Bos taurus taurus) da utilizada no
presente experimento. Enquanto que no
atual experimento utilizou animais de 2 a 4
anos da raca Gir Leiteira (Bos taurus
indicus) de congelabilidade desconhecida,
selecionados apenas pelas caracteristicas de
motilidade, vigor e morfologia espermatica.
Portanto as grandes variagdes observadas no
presente experimento pode ser devido a
presenca de animais de boa congelabilidade
e animais de baixa congelabilidade, como
ocorre na maioria das populagdes bovinas.
Deve-se salientar que as ragas taurinas sdo
selecionadas para congelabilidade ha muitos
anos, desde 0s primordios da
criopreservagdo de s€émen.

Em relacdo aos outros parametros de
motilidade espermatica avaliados pelo
CASA no presente experimento, o tempo de
equilibrio ndo apresentou efeitos
significativos sobre a maioria das
caracteristicas do movimento espermatico
(VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, LIN), mas o
tempo de equilibrio preservou a motilidade
total e progressiva do sémen.

Observou-se que nao houve diferenca
significativa para a velocidade do trajeto
(VAP) como para velocidade curvilinear
(VCL), e ndo houve interacdo significativa
entre tempo de equilibrio e diluidor para
estas duas velocidades. Em relagdo a
velocidade progressiva (VSL) observou-se
que nao houve interacdo entre os fatores, e
ndo houve efeito significativo de tempo
(P>0,05), porém houve efeito significativo
do diluidor, sendo que o diluidor Bioxcell®
(VSL = 64,74 £ 8,98 um/s) apresentou
valores superiores ao diluidor TRIS (VSL =
55,97 + 5,59 um/s), independente do tempo
de equilibrio utilizado. Estes dados diferem
em parte dos resultados obtidos por
Celeghini et al. (2008), pois neste



experimento apenas a VSL apresentou
maiores valores para o diluidor Bioxcell” (a
base de lecitina) do que para o diluidor a
base de gema TRIS, enquanto que Celeghini
et al. (2008), comparando o Bioxcell® com o
Botu-Bov®, encontrou que as velocidades
espermaticas avaliadas VAP, VSL ¢ VCL,
foram mais altas para o Bioxcell”.

Alberti et al. (2004) também verificaram
diferencas entre os diluidores MC e glicina-
gema (MG), em relacdio aos mesmos
parametros, mas nao sobre a motilidade total
e progressiva. Amirat et al. (2004)
observaram valores mais altos para
motilidade, VCL e VAP para diluidor
contendo LDL do que para outro contendo
gema de ovo, embora ndo encontram
diferencas para VSL. Celeghini et al. (2008)
sugere que este achado discordante, uma vez
que o diluidor de melhor motilidade total e
motilidade progressiva (Botu-Bov™)
apresentou menores valores de VAP, VSL e
VCL, deve-se a possiveis diferengas na
densidade entre os diluidores ou devido a
presenca de particulas maiores, que
poderiam interferir  na  velocidade
espermatica. O mesmo em relacdo apenas a
VSL foi observado neste experimento, e
provavelmente deve-se a diferenga de
densidade ou viscosidade, o que na
avaliagdo subjetiva também foi observado
por um maior vigor do movimento dos
espermatozdides diluidos no Bioxcell®, que
¢ menos denso ¢ menos viscoso do que o
TRIS. Em relagdo ao VAP, apesar de se
observar médias numericamente inferiores
para o diluidor TRIS em relagdo ao
Bioxcell®, esta diferenca ndo foi
estatisticamente  significativa  (P>0,05).
Segundo Mortimer (1997), o aumento da
viscosidade do meio externo dos
espermatozoides resulta em diminuicdo da
amplitude da onda flagelar.

Em relagdo a amplitude do deslocamento
lateral da cabe¢a (ALH, pm), ndo houve
interagdo entre tempo de equilibrio e
diluidor, e o efeito do tempo de equilibrio

ndo foi significativo neste experimento.
Entretanto, observou-se que os valores de
ALH foram significativamente (P<0,001)
maiores para o diluidor TRIS (ALH: 6,11 +
1,01), em comparagdo com os valores
encontrados para o diluidor Bioxcell® (ALH:
5,61+ 1,01). Esses resultados diferem dos
obtidos por Celeghini et al. (2008), que
obteve maiores valores de ALH para o
diluidor Bioxcell® (5,7), em relagdo ao
diluidor com gema de ovo (4,1; Botu—Bov®),
porém o ALH foi maior no sémen fresco do
que no sémen criopreservado (P<0,0001
para ambos diluidores). Aparentemente o
deslocamento lateral da cabeca do
espermatozoide nao ¢ desejado, pois pode
interferir na progressdo da célula. Segundo
Arruda (2000), maior valor numérico de
ALH se traduz em pior qualidade
espermatica, como demonstrado por Arruda
et al. (2003). Porém, este valor foi
determinado matematicamente e ainda ndo
foram estabelecidos limites maximos e
minimos para dizer o quanto de
deslocamento da cabeca poderia interferir na
motilidade progressiva ou mesmo no
processo de fertilizagdo do  odcito
(Celeghini, 2005; Celeghini et al., 2008).

No atual experimento a freqiiéncia de
batimentos flagelares (BCF) foi
significativamente maior para 0s
espermatozoides criopreservados com o
Bioxcell® do que para o diluidor TRIS, isto
pode sugerir que o Bioxcell® preserva
melhor as estruturas flagelares ou que os
componentes presentes neste diluidor
influenciam na produgdo de ATP. No
experimento de Celeghini et al. (2008),
observou-se uma BCF mais alta para o
sémen criopreservado com Botu-Bov® do
que para o sémen fresco e um menor valor
para o sémen diluido com Bioxcell®.
Sugeriu-se que os componentes presentes no
diluidor Botu-Bov® poderiam estar agindo
estimulando a freqiiéncia de batimentos.
Entretanto a composi¢do exata desses
diluidores ndo ¢ revelada devido a sigilo
industrial.
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Quanto a retilinearidade (STR) do
movimento espermatico, observou-se que
em todos os tempos o diluidor Bioxcell®
apresentou  valores  significativamente
maiores de STR do que o diluidor TRIS.
Além disso, apenas para o diluidor TRIS o
tempo TO apresentou maiores valores de
STR do que T2, mas os valores de T4 nao
diferiram de TO e T2. Para o Bioxcell® ndo
houve diferenca significativa entre os
tempos de equilibrio. Quanto a Linearidade
(LIN), observou-se efeito (P<0,05) apenas
para diluidor, sendo que o diluidor Bioxcell®
apresentou os maiores valore de LIN, porém
o efeito do tempo de equilibrio nao foi
significativo (P>0.05).

A STR ¢ obtida pela razao entre VSL/ VAP,
ou seja, ¢ uma comparacgao da linha reta com
a média do caminho do espermatozodide. Ja a
LIN ¢ obtida pela razao entre VSL/ VCL, ou
seja, ¢ uma comparacdo da linha reta com o
caminho curvilineo do espermatozdide
(Cancel et al., 2000; Raphael, 2007). Como
a VSL foi maior para o diluidor Bioxcell®, e
ndo houve diferenca significativa para os
valores de VAP e de VCL entre os
diluidores, portanto ao se dividir a VSL por
elas geram valores maiores de STR e LIN
para o Bioxcell”. Um alto valor de STR
indica que a trajetoria dos espermatozoides é
mais uniforme e com baixa amplitude,
enquanto que uma alta LIN indica uma baixa
amplitude do caminho curvilineo e diregdo
parecida com o caminho em linha reta. A
diferenca entre médias para STR foi de 6,20
% e para LIN 4,97%, assim indicando que o
movimento dos espermatozoides
criopreservados no TRIS era mais circular
do que no Bioxcell, porém ndo se sabe se
estas diferencas poderiam afetar a fertilidade
do sémen diluido com TRIS.

Celeghini et al. (2008) observaram maior
(P<0,05) STR para o espermatozoides
criopreservado com o Botu-Bov® do que
para o sémen fresco ou criopreservado com
o Bioxcell®, porém nio se sabe essas
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diferencas poderiam afetar a fertilidade do
sémen. Em comparagdo com o sémen fresco,
ndo houve mudanga para o sémen
criopreservado com o Botu-Bov®, porém se
observaram menores valores de LIN com o
Bioxcell®. Amirat et al (2004) ndo
encontraram diferencas entre diluidores em
relagdo a LIN, diferindo de Arruda (2003)
que encontrou diferenca na LIN entre
diluidores diferentes. Entretanto, o valor
desta variavel deve ser melhor estudada, ja
que Januskauskas et al. (2003) ndo
encontraram correlagdo entre LIN e taxa de
fertilidade em bovinos.

Moussa et al. (2002) compararam trés
diluidores: Triladyl® (com 20% de gema),
Triladyl® (com LDL) e Biociphos®,
utilizando 2h de tempo de -equilibrio.
Observaram que a motilidade e as
caracteristicas de movimento espermatico no
sémen pos-descongelamento foram maiores
no diluidor contendo LDL do que no
Triladyl original com gema. Também
observaram  melhores  resultados  no
Biociphos®, comparado com o Triladyl®
original (gema). Observaram que com a
concentracdo de 5 a 10% de LDL no
Triladyl® modificado, a motilidade total foi
superior ao Biociphos® (54.8% versus
51.0%). Ja quanto a analise das
caracteristicas do movimento revelaram que
VSL e LIN foram significativamente
maiores nos diluidores com 5 e 10 % de
LDL do que no controle Triladyl® com
gema. Para VCL, ALH e VAP, os
resultados foram melhores com 10 e 15% de
LDL, quando comparado com o Triladyl®
original. Quando comparado com o
Biociphos®, as caracteristicas de movimento
espermatico foram semelhantes apenas
quando as concentragdes de LDL estavam
entre 5 e 10%. Os resultados de Moussa et
al. (2002) sugerem que diluidores a base de
LDL fornecem melhor protegdo do que a
gema de ovo durante o processo de
criopreservagdo e que as concentragdes mais
eficientes estdo entre 5 e 10% de LDL.



7.2  Andlises da Integridade das
Membranas Plasmatica, Acrossomal e
do Potencial de membrana
Mitocondrial

No presente trabalho observou-se que o
tempo de equilibrio foi benéfico para a
manutengdo da integridade da membrana
plasmatica e acrossomal. Em relagdo a
porcentagem de espermatozdides com
Acrossoma ¢ Membrana Plasmatica Intacta
(AIMPI), observou-se a existéncia de uma
interacdo (P<0,05) entre tempo de equilibrio
e o diluidor. Sendo que os tratamentos sem
tempo de equilibrio apresentaram as
menores porcentagens de células AIMPI,
para ambos diluidores e ndo houve diferenga
(P<0,05) entre estes neste tempo (T0). No
diluidor TRIS observou-se claramente um
aumento da proporcdo de células AIMPI
com o aumento do tempo de equilibrio,
sendo que para este diluidor o tempo de 4
horas foi melhor do que os demais tempos.
Isto é um indicativo de maior fertilidade,
uma vez que o espermatozoéide necessita de
membrana plasmatica intacta para a
manutengdo da homeostase celular e para a
realizacdo de todas as atividades celulares
necessarias para a sobrevivéncia
espermatica. Além disso, o espermatozoide
necessita de um acrossoma intacto e
funcional para que seja capaz de realizar a
reacdo acrossOmica, penetragdo da zona
peltcida e fecundagdo do odcito.

Em relagdo ao diluidor Bioxcell®, observou-
se que nao houve diferenca significativa
entre os tempos T2 e T4, mas estes foram
diferentes do tratamento sem tempo de
equilibrio. Os diluidor TRIS com gema de
ovo, preservou melhor a integridade das
membranas plasmaticas e acrossomal nos
tempos de 2 e 4 horas de equilibrio.

Quanto a porcentagem de espermatozodides
com membrana plasmatica lesada (MPL)
observou-se que houve efeito isolado dos
fatores, € um tempo de equilibrio mais longo
resultou em uma menor porcentagem de

espermatozoides MPL indicando que
independente do diluidor o tempo de
equilibrio foi benéfico para a integridade da
membrana plasmatica. O tratamento sem
tempo de equilibrio foi prejudicial causado
um aumento significativo das lesdes de
membrana plasmatica. O diluidor TRIS
apresentou menores valores de MPL do que
o Bioxcell® (72,22 + 13,26 % vs. 85,83 +
7,92), indicando uma maior prote¢do a
membrana plasmatica pelo diluidor com
gema de ovo.

Na porcentagem de espermatozoides com
Acrossoma lesado (AL) observou-se
interacdo entre os fatores sendo que o
tratamento sem tempo de equilibrio
apresentou os piores resultados para o
diluidor TRIS, sendo significativamente
diferente de T2 e T4. Porém, o mesmo
comportamento ndo foi observado para o
Bioxcell®, e nido observou-se diferenca
significativa entre os tempos, isto se deve a
grande variacdo de respostas para este
diluidor que pode ser verificado pelo grande
desvio-padrdo observado. Devido a esta
grande variabilidade nas respostas apenas no
tempo T2 observou-se diferenca
significativa entre os diluidores, sendo que o
diluidor TRIS foi melhor neste tempo (44,68
+ 12,97% vs. 65,02 £ 20,67). Isto indica
uma maior eficacia do diluidor TRIS na
prote¢do da membrana acrossomal, pois suas
respostas foram mais homogéneas e
observou-se diferenga em pelo menos um
dos tempos empregados.

No presente experimento a porcentagem de
membrana  plasmatica  lesadas  pela
criopreservacdo foi maior do que a
porcentagem de perda da motilidade. Este
achado estd de acordo com os achados de
Salamon e Maxwell (1995b), que
demonstrou que os espermatozoides
criopreservados podem estar moveis, mas
apresentarem danos as membranas, o que
torna pouco provavel que tais células
possam penetrar a zona pelucida e fertilizar
0 odcito.
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Estudando a criopreservagdo do sémen de
carneiros Valcarcel et al. (1994), utilizando
as sondas CFDA e PI, encontraram que os
espermatozoides apresentaram uma queda
de 70% na integridade da membrana
plasmatica, sendo que apenas 15% das
membranas permaneceram intactas. Arruda
et al. (2005) estudaram o efeito da
criopreservacao de espermatozoides bovinos
com o diluidor Tris-gema contendo glicerol
e demonstrou que apenas 15% dos
espermatozoides  possuiam  membrana
plasmatica intacta. Celeghini et al. (2008)
obtiveram resultados semelhantes para o
diluidor Bioxcell® (18,1%). No presente
experimento foram obtidos resultados
semelhantes para o Bioxcell, porém
melhores resultados foram obtidos com o
diluidor TRIS, que sdo comparaveis com os
resultados obtidos por Celeghini et al.
(2008) com o diluidor BotuBov™ (28,8%).

Os resultados da presente pesquisa também
validam as observacdes de varias pesquisas
que sugerem que um maior tempo de
equilibrio é benéfico para a sobrevivéncia
espermatica, uma vez que se observa um
aumento da integridade das membranas e
este resultado ¢ favorecido pela utilizagao de
diluidores a base de gema de ovo. Estes
resultados vao de encontro com o que ¢€
utilizado na maioria dos protocolos de
criopreservagdo de sémen. Segundo Muiiio
et al. (2007) os protocolos de
criopreservagdo de s€émen bovino incluem o
resfriamento lento do s€men diluido até 4 a
5°C seguido por um longo tempo de
equilibrio a baixa temperatura antes do
congelamento. Segundo estes pesquisadores,
a maioria dos protocolos de criopreservagao
estabelece um tempo de equilibrio de 3 a 4
horas, assim, o sémen tem que ser congelado
no mesmo dia. O presente trabalho também
concorda com os resultados de Saroff e
Mixner (1955) que encontraram que
aumentando o tempo de equilibrio ha um
aumento progressivo da sobrevivéncia
espermatica pos-descongelamento.

88

Entretanto este trabalho foi baseado em
técnicas de congelamento diferentes das
atuais, quando ainda se utilizava a
criopreservagdo em gelo seco (-75°C), o que
dificulta uma comparagdo com os resultados
do presente experimento mas provavelmente
o mecanismo de protecdo do tempo de
equilibrio deve ser semelhante, independente
da técnica utilizada.

Os efeitos dos diluidores do presente estudo
confirmam as observacdes de De Leecuw et
al. (1993), que relataram efeitos dos
componentes do diluidor influenciam sobre
a integridade da membrana plasmatica de
espermatozoides bovinos resfriados até 5°C
e congelados.

Estudos anteriores sobre a criopreservagao
do sémen comparando diluidores a base de
lecitina de soja e a base de gema de ovo,
relatam resultados conflitantes. Gil et al.
(2000), utilizando 4h de equilibrio,
encontraram que a  propor¢do  de
espermatozoides com membranas intactas
avaliado pelo método CalceinAM foi
significativamente maior no Biociphos Plus®
comparado ao Triladyl® (gema) mas tal
diferenca ndo foi vista quando se utilizou
SYBR-14 na avaliacdo, porém nao houve
diferenga de fertilidade entre os diluidores.
Outras pesquisas relataram uma reducao na
taxa de ndo-retorno ao 56d (Van
Wagtendonk-de Leeuw et al., 2000), menor
motilidade p6s-descongelamento,
viabilidade, morfologia e resisténcia
osmoética (Thun et al.,, 2002) ou menor
sobrevivéncia  espermatica  durante a
incubagdo (Christensen et al., 2005) quando
o sémen bovino foi criopreservado
utilizando Biociphos Plus® comparado com
diluidores a base de Tris-gema.

Aires et al. (2003) ndo encontraram
diferengas  significativas na qualidade
espermdtica in vitro criopreservado com
Andromed® ou um diluidor Tris-gema, mas
a motilidade espermatica pos-
descongelamento e a fertilidade in vivo do



sémen diluido com Andromed” foi maior
(P<0,05) do que com Tris-gema.

Amirat et al. (2004) ndo encontraram
diferencas, entre um diluidor contendo LDL
e um diluidor contendo gema de ovo em
relacdo aos seus efeitos sobre a integridade
da membrana plasmatica. Os achados de
Amirat et al. (2004) sugerem que os efeitos
da lipoproteina sobre a membrana sdo
semelhantes, independente da sua fonte
(tanto adicionada isoladamente quanto como
contida dentro da gema de ovo). Essa
pesquisa utilizou o teste hiposmotico para
detectar a integridade da membrana
plasmatica e como nesse experimento
observou-se melhor motilidade e maior taxa
de clivagem para o sémen criopreservado
com LDL, questiona-se se em teste
laboratorial mais preciso nao seria possivel
identificar diferencas de integridade de
membrana.

No atual trabalho, a diferenca de
composi¢do dos diluidores em relagdo a
concentracdo de glicerol (TRIS — 7%;
Bioxcell® — 3,19% v/v), também pode ser
um dos motivos da melhor acgdo
crioprotetora do diluidor TRIS em relagdo
ao Bioxcell®, uma vez que 7% ¢
considerada como a concentragdo 6tima para
o diluidor Tris-gema. Porém, a concentragdo
otima de glicerol para o congelamento de
sémen bovino também ¢ influenciada pelos
outros componentes no diluidor
(Vishwanath e Shannon, 2000).

Herold et al. (2006) pesquisaram o
congelamento de espermatozdides de
epididimos de bufalos africanos ¢
observaram que o diluidor Triladyl® (a base
de Tris-gema) apresentou maior motilidade
po6s-descongelamento e integridade
acrossomal do que o Andromed®, e para
ambos diluidores a qualidade espermatica
ndo foi afetada por diferentes tempos de
equilibrio que variaram entre 2 a 9 h.
Entretanto em um estudo anterior Herold et
al. (2004) encontraram que nao havia

diferenca entre 4 a 9h de equilibrio, porém
afirmou-se que tempos de equilibrio
inferiores a 4 h eram prejudiciais aos
parametros pos-descongelamento.
Entretanto, como esses estudos foram
realizados com  espermatozdides do
epididimo a comparag@o com o atual estudo
deve ser feito com certa cautela.

Em relacdo ao tempo de equilibrio, Dhami e
Sahni (1993) observaram que um tempo de
equilibrio de 2h a 5°C causou uma redugdo
na motilidade pré-congelamento, porém
aumentou significativamente (P<0,01) a
motilidade pos-descongelamento, a perda da
enzima GOT e a fertilidade do sémen bovino
criopreservado. Em relagdo a integridade de
membrana essa pesquisa diferencia-se da
atual pois realizou avaliagdes indiretas da
integridade da membrana plasmatica, que ¢
um método de menor precisdo do que a
avaliagdo direta da integridade por sondas
fluorescentes.

Quanto a avaliacdo da fungdo mitocondrial,
a avaliacdo do alto potencial de membrana
mitocondrial mostrou resultados que ndo
seguiram o padrdo observado para as outras
caracteristicas avaliadas. Nao houve efeito
significativo do tempo de equilibrio ¢ nem
do diluidor sobre o alto potencial
mitocondrial. Portanto ndo observou-se
diferencas significativas entre 0s
tratamentos. Uma explicagdo para isto pode
ser a grande variacdo individual da
funcionalidade das mitocondrias antes da
criopreservagao para esta populacdo de
reprodutores, o que resultou em grande
variagdo também pos-criopreservacao.

A importincia da mitocondria para a
motilidade espermatica, foi reconsiderada
recentemente. Varios trabalhos sugerem que
os espermatozoéides produzem a maior parte
do ATP necessario para o batimento do
flagelo por glicolise (producao anaerdbia de
ATP), e que esta produgdo ocorre mesmo
em condi¢des aerdbicas. Além disso,
provou-se a existéncia de enzimas
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envolvidas na glicolise que estdo ligadas a
bainha fibrosa, e também a importancia da
glicolise para a hiperativagao.
Espermatozoéides submetidos a drogas que
interferem na fosforilagdo oxidativa na
mitocondria continuaram vivos e modveis
(Turner, 2006; Silva e Gadella, 2006).

Entretanto, as mitocondrias provavelmente
fornecem energia para a peca intermediaria e
para a cabeca do espermatozoéide, necessaria
para a manutengdo de importantes processos
na membrana. Dentre esses, uma das
atividades mais importantes ¢ a manutengao
do gradiente de Na'/K™ ao longo da
membrana. A bomba de Na'/K" também est4
envolvida indiretamente no transporte de
outras substincias e assim regula os
gradientes quimico e elétrico da membrana
plasmaética, que influenciam na
sobrevivéncia espermatica. Dessa forma, a
integridade funcional da mitocondria pode
ser importante para a sobrevivéncia
espermatica no trato genital feminino e nas
técnicas de reprodugdo assistida (Silva e
Gadella, 2006; Raphael, 2007). Tendo em
vista o exposto, ndo se sabe com certeza
qual ¢é o significado biologico da
porcentagem de espermatozdides que
apresentam alto potencial mitocondrial, e
sobre a sua real importancia para o processo
de fertilizagdo do odcito e para a fertilidade
do sémen criopreservado.

Neste experimento foram avaliados apenas
caracteristicas morfologicas e motilidade
antes da criopreservacdo, portanto ndo se
sabe sobre a funcionalidade mitocondrial
antes da criopreservacao. Devido ao exposto
sugere-se que devem ser realizadas novas
pesquisas para confirmagdo dos dados
observados. Sugere-se que uma avaliagdo
mais completa da funcionalidade
mitocondrial antes da criopreservacdo e apos
a criopreservacdo pode fornecer informagoes
que esclaregam os resultados observados.
Outros fatores que ndo puderam ser
identificados ou controlados no atual
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experimento também podem ter influenciado
esta resposta.

Os resultados encontrados por Celeghini et
al. (2008) em relagdo a esta caracteristica
demonstraram diferencas entre os diluidores
Botu-Bov® e Bioxcell®, sendo que o diluidor
Botu-Bov” (média = 23,96 %), com gema de
ovo, apresentou melhor capacidade de
preservagao da fungdo mitocondrial do que o
Bioxcell (16,96%). Estas médias observadas
foram proximas das médias observadas no
presente  experimento onde o TRIS
apresentou média de 20,98 + 9,73% e o
Bioxcell apresentou média de 17,72 +
14,10% de células com alto potencial.
Entretanto, deve-se lembrar que a técnica de
avaliagdo foi diferente do atual experimento,
uma vez que nesse experimento utilizou-se a
microscopia de epifluorescéncia. Celeghini
et al. (2008), também  observaram
correlagdes  positivas entre a fungdo
mitocondrial e as motilidades total (r=0,87;
P<0.0001) e progressiva (r=0,87).

Os resultados encontrados no presente
experimento para a integridade das
membranas  plasmatica e  acrossomal
concordam com os resultados de varias
pesquisas que realizaram varios testes de
fertilidade, na tentativa de determinar o
periodo de equilibrio 6timo para o s€men
bovino e observaram o efeito benéfico do
tempo de equilibrio a 5°C antes do
congelamento, para se obter a fertilidade
maxima (Salisbury e Vandemark, 1964;
Pickett ¢ Berndtson, 1978; Muiflo et al.,
2007).

Apesar de no presente experimento nao
terem sido realizados testes de fertilidade a
campo, existem trabalhos que
correlacionaram as avaliagdes de integridade
com a fertilidade a campo. Exemplo destes
sdo os trabalhos de Januskauskas et al.
(2003) que encontraram  correlagdes
significativas (P<0,05) entre fertilidade a
campo (taxa de ndo retorno aos 56 d) com
sémen bovino criopreservado e



espermatozoides com membrana plasmatica
lesada, positivas ao PI, sobre partidas de
sémen (r = -0,40) e sobre touros (r = -0,56).
Ja trabalhando com sémen bovino fresco,
Anzar et al. (2002) também observaram
correlagdes negativas entre fertilidade a
campo e espermatozoide lesados corados por
PI (r =>-0.87) em sémen bovino fresco.

No presente trabalho utilizou-se apenas 4 h
de tempo de equilibrio, mas varios estudos
indicam que prolongando o tempo de
equilibrio até 18 h antes do congelamento
resultaram em aumento da fertilidade (veja
Pickett ¢ Berndtson, 1978). Exemplo disso
foi a pesquisa de Graham et al. (1957) que
realizou um estudo comparativo de
fertilidade a campo entre 4, 8, ¢ 12h de
equilibrio. Nesse experimento, utilizando
cerca de 1000 inseminagdes por tratamento,
observou-se diferenca significativa apenas
entre 12 e 4 horas de equilibrio (67,8% vs.
63,4%, respectivamente), em relacdo a taxa
de ndo retorno aos 75 dias.

Muifio et al. (2007) utilizando 18 h de tempo
de equilibrio e avaliando o sémen poOs-
descongelamento por meio do TTR lento até
9 h, comparou o diluidor Biladyl” (a base de
Tris-gema) com os diluidores Andromed® e
Biociphos Plus® (ambos a base de lecitina
de soja). Utilizando a avaliagdo por
citometria de fluxo pela associagdo dos
corantes SYBR-14, PI e PE-PNA observou
que o sémen diluido com Biladyl apresentou
os melhores resultados apresentado maior
sobrevivéncia  espermatica e  maior
longevidade.  Obtiveram  valores  de
viabilidade logo ap6s o descongelamento
47,9%, 38,5% e 34,9% e apdés 9 h de
incubagdo a 37°C, valores de 30,3 %, 17,3%
e 21,6% (porcentagem de espermatozodides
com membranas plasmatica e acrossomal
intactas) para Biladyl®, Andromed® e
Biociphos Plus® respectivamente. Muifio et
al. (2007) sugeriram que o efeito benéfico
do uso do diluidor Biladyl® foi
provavelmente devido a melhor acéo
crioprotetora das lipoproteinas da gema de

ovo em relagdo a lecitina de soja, embora
um efeito da diferente exposi¢do ao glicerol
ndo possa ser descartado.

Em outras espécies também se observa um
efeito benéfico do tempo de equilibrio. Fiser
et al. (1996) que observaram na espécie
suina um efeito benéfico da exposicdo a
temperatura de 5°C. Observou um aumento
gradual da motilidade com o aumento do
tempo de equilibrio. Nesse experimento com
o sémen suino sem glicerol também se
beneficiou da exposi¢do prolongada a 5°C de
maneira semelhante ao sémen glicerolado,
apesar do sémen sem glicerol apresentar
menor motilidade do que o sémen
glicerolado nos mesmos tempos testados.
Sugere-se entdo que a exposicdo a 5°C pode
ser importante para que ocorram mudangas
na membrana espermatica que tornem oS
espermatozoides menos susceptiveis aos
danos da criopreservacao.

Os trabalhos de Bernedtson ¢ Foote (1969;
1972) indicam que o glicerol penetra
rapidamente no espermatozdide bovino e,
portanto, os resultados sugerem que o tempo
de equilibrio ¢ uma periodo de adaptacdo
das membranas e do metabolismo celular
com o frio, ao invés de um periodo de
penetracdo e equilibragdo do glicerol. E que
provavelmente neste periodo ocorrem
mudancas importantes na membrana que
permitem ela se adaptar a baixas
temperaturas e aumentam a sua resisténcia a
criopreservagao (Coulter, 1992; Muifio et al.
2007). Os resultados encontrados no
presente experimento apoiam esta teoria.

Os resultados observados em relagdo a
motilidade e a preservacdo da integridade
das membranas indicam que ocorrem
interacdes entre o diluidor e o tempo de
equilibrio que resultam numa maior
sobrevivéncia espermatica. Esses resultados
concordam com os resultados de Muifio et
al. (2007). Sugere-se que o efeito benéfico
do diluidor TRIS para as membranas ¢
devido a melhor agdo crioprotetora do LDL
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da gema de ovo em relagdo a lecitina de soja
do diluidor Bioxcell®. Um novo mecanismo
de protecdo do espermatozdide pelo LDL da
gema de ovo foi proposto recentemente por
Manjunath et al. (2002) e por Bergeron et al.
(2004). Estes estudos demonstraram que o
LDL da gema de ovo nos diluidores protege
os espermatozéides de duas formas.
Primeiro, a associagdio do LDL com as
BSP’s protege o espermatozodide por evitar
que essas proteinas do plasma seminal se
liguem ao espermatozoéide a causem danos a
membrana pela remo¢do de lipidios
(colesterol e fosfatidilcolina). Segundo, os
lipidios da fragdo de lipoproteina de baixa
densidade ou a molécula inteira de LDL se
associariam a membrana, preservando a
integridade da membrana plasmatica durante
a preservacdo do sémen. No experimento de
Bergeron et al. (2004) quando os
espermatozoides foram diluidos com gema
de ovo observou-se uma reducdo da
associagao das proteinas BSP’s a superficie
dos espermatozoides, além disso,
observaram um ganho de colesterol ¢
fosfolipidios pela membrana espermatica,
indicando uma forte associagdo do LDL a
membrana. E possivel que estes mecanismos
de acdo do LDL sejam responsaveis pelo
melhor efeito crioprotetor do diluidor TRIS
observados no presente estudo. Durante o
tempo de equilibrio antes do congelamento,
o LDL da gema de ovo pode ter evitado ou
reduzido os efeitos prejudiciais das proteinas
BSP’s sobre as membranas, enquanto que a
lecitina de soja ndo teve a mesma
capacidade de evitar tais efeitos.

A partir dos resultados observados no
presente trabalho, sugere-se que a utilizagdo
de no minimo 4 h de tempo de equilibrio
garante uma  melhor  sobrevivéncia
espermatica. Observou-se neste experimento
que existe uma grande variagdo nas
respostas aos protocolos de criopreservagao
e uma vez que neste experimento ndo se
sabia a congelabilidade do sémen antes da
criopreservagdo, sugere-se que, quando
realiza-se a criopreservagdo de animais de
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fertilidade e congelabilidade desconhecida, a
utilizacdo de uma tempo de equilibrio de no
minimo 4 horas para se obter maior
sobrevivéncia espermatica pos-
criopreservagao.

Entretanto, no presente trabalho ndo se pode
descartar um efeito benéfico do glicerol, que
pode atuar juntamente com o tempo de
equilibrio, e influenciar na resposta (como
foi observado em outras espécies como a
espécie suina por Fiser, 1996) uma vez que
neste experimento ndo houve a comparagdo
entre diluidores com e sem glicerol.

Gonzalez (2004) comparou o efeito de
diferentes agentes crioprotetores penetrantes
(Dimetilformamida e Etilenoglicol),
substituindo o glicerol na composi¢ao do
meio  diluidor TRIS-gema, sobre a
integridade das membranas espermaticas,

avaliada por microscopia de
epifluorescéncia. Observou-se que o glicerol
preservou melhor as membranas

plasmaticas, Acrossomal e mitocondrial,
sendo que este apresentou a maior propor¢ao
de células com membrana plasmatica e
acrossomal intactas e com potencial
mitocondrial (14,82% e 15,83%) do que o
etilenoglicol (9,20 e 992%) e a
dimetilformamida (4,65 e  5,17%),
mostrando a importdncia do agente
crioprotetor penetrante. Esses resultados
demonstram o efeito benéfico do glicerol.
Esses valores obtidos por Gonzalez (2004)
poderiam ser maiores se o experimento
tivesse utilizado o tempo de equilibrio.

7.3 Teste de
Répido (TTR-rapido)

Termorresisténcia

Os resultados observados no Teste de
Termorresisténcia Rapido demonstraram um
padrdo semelhante as outras caracteristicas
estudadas. A diferenca de motilidade
observada na avaliagdo computadorizada foi
semelhante aquela observada na avaliagdo
subjetiva. Logo apés a criopreservagao
observou-se que os tratamentos com pior



motilidade foram aqueles onde ndo se
utilizou o tempo de equilibrio, para ambos
diluidores. Nos tratamentos com tempo de
equilibrio a motilidade subjetiva inicial foi
significativamente maior para o diluidor
TRIS, em relagio ao Bioxcell®. Apos 30
minutos de TTR-rapido, observou-se que no
tratamento sem tempo de equilibrio ocorreu
uma rapida redugdo da motilidade do s€émen
criopreservado com diluidor TRIS, e
observou-se que a motilidade no tratamento
com Bioxcell®, neste periodo de incubagio
foi significativamente maior. Isto pode
indicar que os diluidores a base de gema de
ovo necessitam do tempo de equilibrio para
manifestar a protecdo maxima as estruturas
celulares, enquanto que os diluidores a base
de lecitina comecam a proteger a célula mais
rapidamente, apesar de sua prote¢dao ndo ser
tao eficiente quanto a do LDL da gema de
ovo. No mesmo tempo de TTR (30 min)
observou-se uma diferenca significativa
entre os diluidores no tempo de 2 h de
equilibrio, refletindo a maior protecdo dos
diluidores a base de gema de ovo. Porém, no
tratamento de 4h de equilibrio nao se
observou diferenca significativa (apenas
uma diferenca numérica das médias) para
motilidade entre os diluidores. No final do
TTR (60 min) observou-se uma maior
motilidade para o diluidor Bioxcell® no
tratamento sem o tempo de equilibrio, porém
os resultados foram muito inferiores aos
outros tratamento que utilizaram o tempo de
equilibrio. Nao houve diferenca significativa
entre os diluidores nos tempos de 2 e 4 h de
equilibrio, mas apenas uma diferenca
numérica entre as médias. Ao longo de todo
o teste de TTR observou-se a manutencao da
diferenca entre os tratamentos que utilizaram
o tempo de equilibrio e o tratamento
controle. Isto indica uma maior longevidade
espermatica do sémen quando se utiliza o
tempo de equilibrio.

A capacidade de resisténcia espermatica ao
calor tem sido utilizada como uma das
caracteristicas para predizer a fertilidade do
sémen congelado durante varios anos.

Ludwick et al. (1948) observaram
correlagdes altamente significativas entre
fertilidade e longevidade de
espermatozoides de bovinos a 38°C.
Dimitropoulos (1967) denominou de TTR
(Teste de termorresisténcia) a prova que
consiste na incubagdo de uma amostra de
sémen a 38°C durante 5 horas, apds o que se
verifica a porcentagem de motilidade
progressiva. Este teste apresenta correlagdo
positiva e altamente significativa (0,78) com
a fertilidade real, avaliada pela taxa de nao-
retorno aos 60-90 dias. Dimitropoulos
(1973) observou ndo existir davida na
decisdo a tomar com ejaculagdes cujos
espermatozoides apresentavam 15% ou mais
de movimento progressivo depois do TTR.
Em contrapartida, o problema apresentava-
se com os lotes situavam-se ao redor de 5%.
O autor constatou que certos touros ainda
mostravam fertilidade compativel apesar do
TTR acusar esse baixo valor, enquanto que
outros com o mesmo resultado a fertilidade
era considerada insatisfatoria.  Nestas
condigoes, estudou uma prova
complementar, denominada de TTR-rapido,
colocando a amostra em banho-maria a
46°C, durante meia hora, o que proporcionou
maior rapidez na avaliagdo do sémen
congelado. Verificou assim que grande
numero de ejaculados mantinham motilidade
semelhante ou ligeiramente inferior a que
apresentavam quando recém descongeladas,
enquanto que em outras a perda da
motilidade era manifesta (citado por Arruda,
1988).

Jondet et al. (1978) verificaram que quanto
maior a classificagdo inicial da amostra logo
apés o descongelamento, tanto menor ¢ a
diferenca na queda percentual dos
espermatozoides  exibindo = movimentos
progressivos (citado por Arruda, 1988).
Comparando os testes de TTR-lento ¢ TTR-
rapido, Arruda (1988) concluiu que a prova
rapida de termorresisténcia pode substituir a
prova lenta, na avaliacgdo de sémen
congelado, pois observou-se que ndao houve
diferenca significativa nas taxas de prenhez
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de fémeas inseminadas com sémen
submetido a ambas as provas de
termorresisténcia e nao houve diferenca
significativa nas taxas de prenhez de fémeas
inseminadas com sémen submeto ao teste de
termorresisténcia rapido, cujos resultados de
motilidade progressiva variaram de 20 a
40%.

O Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal
(CBRA, 1998) estipula que deve ser
considerado de boa qualidade a amostra de
sémen que apresenta pelo menos 15% dos
espermatozoides com motilidade progressiva
no final do TTR-rapido, sendo que este deve
ser realizado submetendo a amostra a 46°C
por 30 minutos.

Pelo exposto, observamos que neste
experimento que apenas os tratamentos que
utilizaram o tempo de equilibrio (T2 e T4)
apresentaram motilidade superior a 15% na
avaliagdo do TTR-rapido com 30 min. e
assim atende os requisitos sugeridos por
Arruda (1988) e pelo CBRA (1998).
Portanto, observa-se que o tempo de
equilibrio foi essencial para se obter uma
maior longevidade do sémen criopreservado
e atender os padrdes minimos exigidos pelo
teste de termorresisténcia. Porém ¢
importante salientar que neste experimento
alguns touros apresentaram bons resultados
mesmo no tratamento sem tempo de
equilibrio, o que sugere uma grande
diferenca de congelabilidade, e
possivelmente em um grupo de animais de
alta fertilidade e congelabilidade os
resultados pos-descongelamento do sémen
criopreservado sem tempo de equilibrio
podem ser satisfatorios. No entanto,
provavelmente ~a  as  caracteristicas
espermaticas  deste sémen de alta
congelabilidade poderiam ser melhoradas e
atingir uma maior fertilidade e longevidade
se utilizarmos um tempo de equilibrio
minimo de 4 horas, que demonstrou
apresentar maior integridade das membranas
e melhores pardmetros de motilidade.
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O trabalho de Muifio et al. (2007), que
avaliou a longevidade espermatica pela
integridade das membranas plasmatica e
acrossomal por citometria de fluxo, sugere
que provavelmente tempos de equilibrios
maiores do que 4 horas sejam benéficos para
a integridade de membranas pods-
descongelamento e para a longevidade
espermatica. Além disso conclui que os
diluidores a base de gema de ovo
apresentam melhor resultado do que
diluidores a base de lecitina de soja quando
se realiza o congelamento no dia seguinte ao
dia da coleta (tempo de equilibrio 18 h),
provavelmente devido a melhor acéo
crioprotetora das lipoproteinas da gema de
ovo em relacdo a lecitina de soja.

Valcarcel et al. (1994) encontrou uma
correlagdo positiva (r=0.64; P<0.001) entre a
integridade da membrana plasmatica
avaliada por sondas fluorescente (CFDA e
PI) logo apés o descongelamento ¢ a
motilidade apds 8 h de incubagdo a 37°C, em
espermatozoides de carneiros. Esse achado

apdia os resultados de longevidade
espermatica obtidos no presente
experimento.

7.4  Anélise da Morfologia

Espermatica

O aumento do percentual de alguns defeitos
espermaticos apds a  criopreservagao
observados (defeitos de acrossoma, cauda
dobrada, defeitos maiores, defeitos totais)
aqui também ¢ relatado por outros trabalhos
como os trabalhos de Vertegen et al. (2002)
e de Celeghini et al. (2008). O aumento mais
relatado ¢ o de defeitos de acrossoma
(Verstegen et al, 2002; Celeghini, 2008). O
que € esperado tendo em vista que apds o
congelamento do sémen, a motilidade ¢ mais
bem preservada do que a integridade
acrossomal dos espermatozoides. Os danos
ao acrossoma podem ocorrer durante o
processo de resfriamento, congelamento ou
mesmo durante o descongelamento (Amman



e Pickett, 1987; Watson, 1995; Celeghini,
2005).

Quanto aos defeitos totais observou-se neste
experimento efeito significativo do diluidor
e do tempo de equilibrio. O efeito do
diluidor demonstrou que apesar da melhor
preservacdo da integridade de membranas o
diluidor TRIS apresentou um pequena
diferenca em relacdo aos defeitos totais,
apresentando maior propor¢do de defeitos
em relagdo ao diluidor Bioxcell”. Enquanto
aos tempos de equilibrio, o tratamento sem
tempo de equilibrio apresentou valores
significativamente maiores de defeitos totais
em relacdo aos tratamentos T2 e T4,
enquanto tratamento T4 apresentou os
valores mais baixos.

Nao observou-se diferenca significativa para
defeitos maiores, entretanto observou-se
diferenca significativa entre os diluidores em
relacdo aos defeitos de acrossoma, sendo
que o diluidor Bioxcell® apresentou uma
maior propor¢ao de defeitos de acrossoma, o
que reflete a menor preservacio da
integridade acrossomal. Estes resultados
diferiram de Celeghini (2005) que obteve
maiores valores de defeitos de acrossoma
para o diluidor a base de gema de ovo do
que para o diluidor a base de lecitina de soja.

Em relacdo aos defeitos menores, também
houve efeitos independentes de diluidor e
tempo de equilibrio. O diluidor Tris
apresentou os maiores valores de defeitos
menores em relagdo ao Bioxcell®, apesar de
apresentar melhor preservacdo da membrana
plasmatica. Esta diferenca foi devido a uma
maior propor¢do de caudas dobradas
observadas no diluidor TRIS. Ja em relagdo
ao tempo observou-se 0 mesmo padrdo onde
o tratamento sem tempo de equilibrio
apresentou os piores resultados (maiores
valores) e o tempo T4 os melhores
resultados (menor quantidade de defeitos
menores), o tempo T2 ndo diferiu de T4 e
nem de TO em relacdo a defeitos menores e
defeitos de cauda dobrada.

Uma explicacdo para esta observagdo pode
ser devido as diferencas de atuag¢do dos
diluidores. O diluidor TRIS apesar de
preservar a membrana pode ndo atuar da
mesma forma sobre as estruturas do
axonema, O que causou uma maior
proporcao de defeitos de cauda, e o diluidor
Bioxcell®, pode atuar preservando melhor
estas estruturas. Porém os métodos
empregados ndo permitiram identificar estas
possiveis diferencas de atuagdo. Outra
hipétese € que células que apresentavam
lesadas nas estruturas do axonema antes da
criopreservagao no diluidor TRIS
manifestaram dobramento da cauda, uma
vez que este manteve a integridade da
membrana. Isto ndo aconteceu no Bioxcell
porque este diluidor ndo preservou a
integridade da membrana da cauda e por isso
estas células sofreram morte celular e
permaneceram com as caudas retas ao invés
de apresentar o dobramento do axonema
dentro da membrana.
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8 CONCLUSOES

O tempo de equilibrio é necessario para
preservacdo da motilidade total, da
motilidade progressiva, da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal, ¢
aumenta a longevidade do sémen bovino
durante o processo de criopreservacao, uma
vez que estes parametros sdo afetados na
auséncia do tempo de equilibrio.

O tempo de equilibrio também atua na
preservacao da morfologia espermatica.

Durante o processo de criopreservagio,
ocorrem interagdes entre o tempo de
equilibrio e o diluidor sobre varios
parametros espermaticos que permitem
maior  sobrevivéncia ¢  longevidade
espermatica.

O tempo de equilibrio ndo afeta a maioria

das caracteristicas do movimento
espermatico  (velocidade do  trajeto,
velocidade progressiva, velocidade

curvilinear, amplitude lateral da cabega,
freqiiéncia de batimentos flagelares e
linearidade), porém aumenta a motilidade
total e progressiva do sémen criopreservado.

A utilizagdo de no minimo 4 h de tempo de
equilibrio garante uma maior sobrevivéncia
espermatica avaliada pela integridade das
membranas plasmatica e acrossomal dos
espermatozoides bovinos criopreservados.

Diluidores com formula¢des diferentes
atuam de forma distinta na prote¢do dos
diversos compartimentos celulares durante a
criopreservagao e interagem com o tempo de
equilibrio na preservacdo das membranas
celulares.

O diluidor TRIS quando associado a um
periodo de equilibrio de 4h, garante maior
motilidade total e progressiva e promove
maior protecdo as membranas plasmatica e
acrossomal de espermatozdides bovinos
criopreservados do que o diluidor Bioxcell®.
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ANEXOS

ANEXO -1

TAP SPERM (Bavister et al., 1983)

1. SOLUCAO DE SAIS DO TALP (para preparar 500mL)

Componentes:

e NaCl.....oeevennnee. 2,1¢g

o KCl.oiiiieie, 0,935¢

e NaHCOs............... 1,05¢g

e NaH2PO4 ............. 0,025 ¢

e (CaCl2H20......... 0,04 g

e Herpes............. 325¢g

Preparo:

e Diluir CaCl 2H20 e MgCl 6H20 em 200 mL de 4gua destilada
e Diluir os outros sais em 200 mL de agua destilada

e Combinar as duas solugdes e completar para 500mL
e Filtrar

e Manter resfriado

2. SOLUCAO DOS METABOLITOS GLICOSADOS

- SOLUCAO ESTOQUE (para preparar 50 mL)

Componentes
o Glicose ...cccevvvveernreenne 25¢g
e Lactato de Sodio ....... 9,25 mL
e Piruvato de Sédio ..... 70 mg
o Pen-Stret ................... 12,5 mL
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Preparo :

e Dissolver todos os componentes
e Aliquotas (aliquotas de 5 mL)
e Manter em freezer (-20° C)

- SOLUCAO TRABALHO
Preparo:

Colocar 45 mL da Solucao de Sais do TALP

Ajustar o pH para 7,4

Colocar 5 mL da Solugdo Estoque dos Metabdlitos Glicosados
Filtrar em filtro de 0,45 x#m

Aliquotar (aliquotas de 300 x L)
e Manter em freezer (-20° C)

3. TALP SPERM ( preparo do dia)
Componentes:

e 10 mL da Solucao de Sais do TALP
e 200 xL da Solugdo (trabalho) de Metabdlitos Glicosados

e 100 mg de soro albumina bovina (BSA)
Preparo:
e Dissolver o BSA em incubador por 10 minutos

e Ajustar o pH para 7,4
e Filtrar em filtro de 0,45 um
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ANEXO -2

DILUICOES E PREPARO DAS SONDAS FLUORESCENTES

1. I0DETO DE PROPIDIO (PI, Sigma — Aldrich, 28,707-5 25 mg)

- SOLUCAO ESTOQUE (25 mg/mL)
25 mg de PI + 1 mL de DMSO

- SOLUCAO TRABALHO (0,5 mg/mL)
20 u L da solugao estoque de IP + 980 uLL de DPBS

Armazenar em freezer, no escuro.

2. FITC-PSA (FITC-PSA, Sigma, L-0770 — 2mg)

- SOLUCAO TRABALHO (100 x g/mL)

2 mg de FITC-PSA + 20 mL de DPBS + 10% de solucdo de azida de podio
10%

Aliquotar e Armazenar a 4° C, no escuro

3. JC-1 (Molecular Probes, T-3168 — 5mg)
- Solugdo ESTOQUE (DMSO) — 1,53 mM

- SOLUCAO TRABALHO (DMSO) - 153 uM
Armazenar em freezer, no escuro.
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ANEXO -3

SETUP-HAMILTON THORNE BIOSCIENCES (Ultimate — Sperm Analyzer)

CARACTERISTICA AJUSTE
Numero de imagens adquiridas .........ccceeeeeueerieeiiienie e 30

Taxa de aquisiCA0 das IMAZENS ......cc.eevuereiiierieeiierie ettt 60 Hz
Contraste minimo da c€lula ..........occooiiiiiiiiiiiii e 50
Tamanho minimo da c€lula .............ccooiiiiiiiiiii e 6 pixels
Contraste para c€lulas IMOVEIS ........coeevuerierieiiinienieeieneesie et 30
Retilinearidade (STR), Limiar ..........ccccoevuieiiiiiiieniiieeeeee e 60%
Valor de corte de VAP para células [entas ...........cccecveeviierienciienieecienieeieene 30,0 £ m/
VAP minimo para células progressivas .........ceccveereeecieeneeeireeneescreeseeeneennns 40,0 ¢ m/s
Valor de corte de VSL para cé€lulas lentas ...........cccceeeveeeeieeeeieeccieeeieeee, 20,0 pm/s
Tamanho da c€lula ..........ooouiiiiiiii e 6 pixels
Intensidade da célula ...........cocooiiiiiiiii e 80
Tamanho da cabega eStAtICa ..........cccueeiieiiiiiiiiiiiie e 0,23 a1,91
Intensidade da cabega eStAtiCa ........cceeeeeeiiiiiiiiiiiiee e 0,56a1,20
AloNamento EStATICO ....vviervieeriieeiiieeiiee et e et et e e eree e ere e e e e eaeeeeens 8a92
AUMENLO ..o 1,89
Freqliencia de VIA@O ........ceeviieiiiieciii et 60
Intensidade de 1[umMINAGAO .........coeevviiiiiiiiiiiceeee e 2203
TEMPETALUTA ...eeeeeeiiiiieeeiiee et et e e et e e et e e e e saaeeeesnebeeeesnnseeeeeas 37°C
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ANEXO -4
BIOXCELL ® (IMV Technologies, IVP do Brasil)

Composigdo quimica por litro (g/L):

O TTIS weiieeeieeee e 230¢g
o Citrato de SOdi0 .....ccceeeveeriieeiieiieeiieene. 6,20 g
e Cloreto de potassio .......ccceeveeverueenuennnene 0,80 g
®  FrUOSE .ooveiiieeiieeeiieeceeeeee e 1,20 g
e Monohidrato de Lactose ..........cccecueeuneeee 0,80 g
®  GlICING .veeevieeiee e 0,20 g
o Glicose Anidra .........ccceeeveeiienieeiienenne, 0,20 g
o Taurina ....ccceeeeveeeieeeieeeee e 0,005 g
e Sulfato de Gentamicina ...........cccceeuueee. 0,24 g
o Tartrate de Tilosina ..........ccceeceeveeennennne 0,33 ¢

e Lincospectina 100 ..........cceccvvevvveennnenne 0,383 g
o  Glicerol .....coovveviiieciiieciieeee e, 40,20 g (31,87 mL)
e Hidrato de Calcio Lactato ..................... 0,70 g

o Lecitinade Soja .....ccceeeeiieriieciienieene 1,50 g

e Monohidrato de acido Citrico ............... 2,50 g

o Aguaultra pura ......cocoooooeveeeeeeen 0,065 L

» Apresentacdo comercial: frasco com 100 mL (diluidor concentrado 5x)
Diluir com &gua ultra pura q.s.p para 500 mL

Ap0s preparo manter congelado a -20°C por até 4 meses

PH inal ....ooooviiiiiiieeeeeee 6,8a7,3

Osmolaridade final ...........cccoeceveiieniinnnns 1.250 a 1.450 mOs/Kg H,O
Concentragao final de Glicerol ................ ~3,19% v/v

VY VYVYY
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ANEXO -5

Diluidor TRIS - Fracdo Unica (Gonzalez, 2004)

Ingredientes Quantidade
Tris (tris(hidroximetil)aminometano) 2,42 ¢
Acido citrico P.A. 1,36 g
Frutose P.A. 10g
Gema de ovo 20 mL
Glicerol P.A. 99,5%(Glicerina) 7 mL (7% viv)
Penicilina G potassica 0,028 ¢
Agua destilada deionizada g.s.p. *Q.s.p para 100 mL

(*) q.s.p. — quantidade suficiente para completar o volume de 100 mL

P.A — Puro para Analise

Osmolaridade = 1432 mOs/Kg H,O

Densidade do Glicerol : 1,2613 g/cm’
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ANEXO -6
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ANEXO -7

Fotos dos equipamentos e procedimentos de andlise e criopreservacao do sémen
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Laboratorio de Biotnologia do Sémen e Andrologia - Centro de Biolt:acnologia em
Reprodugdo Animal - FMVZ-USP Campus de Pirassununga - SP

Foto do citometro de fluxo da FMVZ-USP Campus de Pirassununga - SP

121



