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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de dimetilformamida no diluente de
sémen caprino sobre o potencial fecundante apds a criopreservacao. Foram
utilizados quatro bodes sem padréo racial definido, inteiros, mantidos em baias
individuais, coletando um total de cinquenta e dois ejaculados por meio de
vagina artificial, utilizando, para isso, uma fémea em estro como manequim.
Em seguida, o sémen foi centrifugado, diluido em TRIS-Gema a uma
concentracdo final de 120 x 10° espermatozoides/mL nos seguintes
tratamentos: Controle; 2% dimetilformamida; 3% dimetilformamida; 4%
dimetilformamida; 5% dimetilformamida; e 2% dimetilformamida + 2% glicerol
0S quais posteriormente, submetidos a curva de congelamento lento e
descongelados a 37°C por 30 segundos. As variaveis motilidade total e
progressiva foram estabelecidas com auxilio do CASA. A integridade da
membrana espermatica e a capacidade de ligacdo espermatica a membrana
perivitelina da gema de ovo foram observadas com auxilio do microscopio de
fluorescéncia. As amostras foram submetidas a ANOVA e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Ndo houve efeito
sobre a motilidade total e progressiva, a viabilidade, e o teste de ligagéo
(P>0,05). A dimetilformamida associada ou néo ao glicerol em meio diluente
TRIS-Gema ndo altera a qualidade espermatica de caprinos apds a

criopreservagao.

Palavras-chave: bode, crioprotetor, espermatozoide, viabilidade, CASA.



ABSTRACT

Aimed to evaluate the effect of addition of dimethylformamide in the diluent of
goat semen on fertilizing potential after cryopreservation . Four goats were used
without defined breed , whole , kept in individual stalls , collecting a total of fifty-
two ejaculates through artificial vagina using a female in estrus as a model ,
then the semen was centrifuged , diluted in TRIS-Gem a final concentration of
120 x 106 sperm / ml in the following treatments : control (C) 2 %
dimethylformamide (T1); 3% dimethylformamide (T2) , 4% dimethylformamide
(T3) , 5% dimethylformamide (T4) , and 2 % dimethylformamide + 2 % glycerol (
T5) subsequently underwent slow freezing curve and thawed at 37 ° C for 30
seconds . The total and progressive motility variables were established with the
aid of (CASA) in sperm membrane integrity , and sperm binding capacity
perivitelline membrane of the egg yolk were observed with the fluorescence
microscope. The samples were subjected to ANOVA and means were
compared by Tukey test at 5 % probability . There was no effect on the
following parameters evaluated (P > 0.05), total and progressive motility ,
viability , connection test . The dimethylformamide with or without glycerol in

TRIS - yolk diluent did not affect sperm quality after cryopreservation goats .

Keywords: goat, cryoprotector, sperm, viability, CASA.
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1. INTRODUCAO

Avancos tecnolégicos dirigidos aos diversos segmentos repercutem no
aumento da produgédo animal, sendo que as biotecnologias reprodutivas tém uma
atuacao direta na obtencdo de maior nimero de animais de elevada qualidade. Um
bom exemplo dessas biotécnicas é a criopreservacdo de sémen, Inseminacgao
Artificial, a Multipla Ovulacéo e a Transferéncia de Embrides.

A sobrevivéncia espermatica no plasma seminal é limitada somente a
algumas poucas horas (HAFEZ e HAFEZ, 2004). A criopreservacdo é o método pelo
qual o sémen passa por um processo de resfriamento e, conseguinte, congelamento
em nitrogénio liquido (-196°C) com intuito de preservar as estruturas dos
espermatozoides por tempo indeterminado e, consequentemente, o potencial
genético de machos de alto valor comercial.

Nas ultimas décadas, esforcos tém sido realizados no sentido de aprimorar as
biotécnicas da reproducdo animal ja existentes, tendo como objetivo principal
aumentar a sua aplicabilidade, tornando a sua utilizacdo viadvel aos produtores que
poderdo aumentar a eficiéncia produtiva dos rebanhos (FIGUEIREDO et al., 2002).
Para manter o sémen por um periodo de tempo mais longo, resfria-lo e até
criopreserva-lo, € necessaria a sua diluicdo com uma solucdo protetora. Diferentes
solugdes tém sido utilizadas como diluidores de sémen, os quais sao variacoes de
diluidores pré-estabelecidos (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

De acordo com Smith e Polge (1950) Apud Silva et al., (2006), a ocorréncia
de injurias estruturais causadas pelo processo de congelamento e descongelamento
estimulam o desenvolvimento de diversos estudos de preservacdo do sémen
caprino, desenvolvendo formas mais eficientes. Diversos estudos demonstram que o
processo de criopreservacdo afeta diretamente a estrutura espermatica decorrente
das interacbes entre o espermatozdéide e os diluidores. Pode-se citar os choques
térmicos e osmoticos bem como a formacédo de cristais de gelo no meio intracelular,
afetando a estrutura fisico-quimica nas fases de resfriamento, congelamento e
descongelamento como resultado dessa interagdo. A membrana espermatica
também é alterada em funcéo da adigdo do crioprotetor, das mudancas volumétricas
associadas a distensdo e contragdo em resposta a solugBes hiperosmaticas, da
desidratacdo induzida pela congelacdo, da elevada concentracdo de solutos e da

formacdo de gelo intracelular, induzindo a necessidade de substancias
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crioprotetoras que reduzam os efeitos deletérios do resfriamento, congelamento e
descongelamento aos espermatozéides (WEITZE e PETZOLDT, 1992).

Protocolos e substancias utilizadas para preservar a célula espermatica em
baixas temperaturas e que reduzem os danos causados pelo choque térmico tém
sido estudados (SALAMON e MAXWEEL, 2000). Inimeras substancias tém sido
utilizadas como alternativa aos crioprotetores convencionais. Entretanto, alguns
fatores devem ser levados em consideracdo, como o0 custo, disponibilidade,
simplicidade de manipulacdo e a capacidade de eliminar ou minimizar os efeitos
deletérios irreversiveis envolvidos na criopreservacdo. Dentre as substancias
estudadas em outras espécies, verifica-se que a dimetilformamida pode ser uma
alternativa para criopreservar a célula espermatica de iniUmeras espécies inclusive a
caprina.

As amidas séo crioprotetores penetrantes derivados dos acidos carboxilicos e
das aminas, cuja estrutura molecular apresenta trés sitios de ligacdo de hidrogénio
com a molécula de agua. Porém, apresentam menor viscosidade, baixo peso
molecular e maior solubilidade a agua, sdo menos toxicas em relacao ao crioprotetor
muito utilizado, o glicerol, o que permite maior permeabilidade da membrana (NASH,
1966 Apud ACIPRESTE, 2006) reduzindo a possibilidade de danos celulares por
estresse osmoético (BALL e VO, 2001). A utilizagdo do grupamento amida como
crioprotetor foi avaliada em inUmeros animais tais como: cdes (ZIMMERMAM et al.,
2007; FUTINO 2008; LOPES, 2008), coelhos (HANADA e NAGASE, 1980;
KASHIWAZAKI, OKUDA e SEITA, 2006), galos (CHALAH, SEIGNEURIN e
BLESBOTS, 1999; TSELUTIN, SEIGNEURIN e BLESBOTS, 1999) peixes
(JOHNSON e LARSSON, 1985), equinos (ALVARENGA et al., 2000) e suinos
(BIANCHI et al., 2008).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estrutura do espermatozoide

Os espermatozoides sdo células haploides especializadas, que tem uma
habilidade limitada para biossintese e regeneracdo celular (Figura 1; AMANN e
GRAHAM, 1993). Os espermatozoides completamente desenvolvidos sédo células
alongadas, consistindo de uma cabeca achatada, contendo o nucleo, bem como de
uma cauda contendo o aparelho necessario para a motilidade celular. O
espermatozoide € delimitado pela plasmalema, ou membrana plasmatica. A célula
espermatica possui cinco regides estruturais: cabeca, colo, peca intermediéaria, peca
principal e pega terminal (FAWCETT, 1975 Apud AMORIM, 2008).

A cabeca do espermatozoide possui o0 nucleo, acrossoma, regido poés
acrossomal e a membrana plasmatica. A forma da cabeca € determinada pela forma
de ndcleo. O nucleo do espermatozoide possui um DNA altamente condensado que
é rodeado por um envelope nuclear (AMANN e GRAHAM, 1993). O acrossoma é
uma organela altamente especializada que se assemelha a um lisossoma celular e
cobre a porcdo anterior da cabeca (AMANN e GRAHAM, 1993; ABOU-HAILA e
TULSIANI, 2000). O acrossoma € uma estrutura de dupla parede situada entre a
membrana plasmatica e a porcéo anterior do nucleo, derivada do complexo de golgi.
O acrossoma possui enzimas hidroliticas envolvidas no processo de fecundacédo e
oferece protecdo ao DNA contra choques mecéanicos (HAFEZ, 1995).

A peca principal € composta centralmente do axonema e sua associacdo de
fibras grosseiras. As fibras provéem a rigidez precisa para movimento da cauda
(AMANN e GRAHAM, 1993). A peca terminal possui apenas o axonema delimitado
pela membrana plasmética (FAWCETT, 1975 Apud AMORIM, 2008).

A peca intermediéaria se localizada entre o colo e o annulus e, juntamente com
o comprimento total da cauda, forma o axonema (HAFEZ, 1995). A peca
intermediaria possui mitocondrias dispostas em forma de hélice, capazes de produzir
a energia necessaria para a motilidade espermatica (EDDY e O'BRIEN, 1994). O
axonema, uma estrutura complexa composta por duas proteinas principais, a
dineina e a tubulina, estd envolvido no mecanismo de motilidade espermatica
(HAFEZ, 1995).
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A cauda do espermatozéide € composta de colo, peca intermediaria, principal e
terminal. O colo conecta a cabeca a peca intermediaria, e forma uma placa basal
gue se ajusta dentro de uma depressao na superficie posterior do nucleo. O colo
também contém o centriolo proximal que é responsavel pela contratilidade
necesséria para o movimento da cauda do espermatozdide (AMANN e GRAHAM,
1993).

Figura 1 — Estrutura do espermatozoide: 1, membrana citoplasmatica; 2, acrossoma,;
3, membrana nuclear; 4, nucleo; 5, capa pos-nuclear; 6, centriolo proximal; 7,
filamento axial; 8, hélice mitocondrial; e 9, envoltorio fibroso. (Fonte: Adaptado de
GARNER e HAFEZ, 1993).

~N o O Pwr

CAUDA

NUCLEO

L

PECAPRINCIPAL 4 el
PECA INTERMEDIARIA |

CABECA

ACROSSOMA

2.2. Particularidades do sémen caprino

O sémen é a suspensao celular liquida contendo espermatozéides (gameta
masculino) e secrecdes dos 6rgaos acessorios do aparelho reprodutor masculino. A
porcao fluida dessa suspenséo, que é formada na ejaculacdo, € conhecida como
plasma seminal. (CORTELL, 1981; GONZALEZ, 2004; HAFEZ e HAFEZ, 2004).

O sémen caprino € composto por substancias organicas como: frutose,
sorbitol, inositol, acido citrico, fosfolipidios, glicerilfosforilcolina, prostaglandinas e

proteinas. O pH se mantém muito préximo a 7,0 devido a um complexo sistema
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tampdo. A energia necessaria proveniente dos acucares, em especial da frutose, é
fundamental para manter a motilidade e viabilidade dos espermatozéides (EVANS e
MAXWELL, 1987).

O aparelho reprodutor do macho caprino apresenta particularidades que o
diferencia daquele de outras espécies, sendo, dentre elas, a mais importante, a
sintese e secrecdo de enzimas pelas glandulas bulbouretrais liberadas no plasma
seminal (SIMPLICIO e MACHADO, 1989). Uma fracdo glicoproteica presente no
plasma seminal dos machos caprinos pode agir, inibindo a motilidade de seus
espermatozoides. Essas fragbes proteicas sdo nomeadas SBU Il (NUNES, 1982
Apud SANTOS 2010) da glandula bulbouretral do caprino. A SBU Ill também é
responsavel por hidrolisar triglicerideos de membrana plasmatica e também os
triglicerideos contidos no leite desnatado, resultando no acido oléico, que é toxico
aos espermatozoides (PELLICER-RUBIO, MAGALLON e COMBARNOUS, 1997). A
enzima EYCE (egg yolk-coagulating enzyme - enzima coaguladora da gema do ovo),
gue coagula a gema de ovo, é também secretada pela glandula bulbouretral. Na
presenca de calcio a enzima EYCE, que é uma fosfolipase A, atua como
catalisadora e hidrolisa a lecitina da gema de ovo (ROY, 1957 Apud PURDY, 2006),
resultando em lisolecitinas e acidos graxos, substancias téxicas aos
espermatozoides (CORTEEL, 1974 Apud PURDY, 2006).

A presenca de enzimas no plasma seminal de caprinos, como mencionado
anteriormente, é desfavoravel a sua conservacao, tanto na forma resfriada quanto
na congelada. Segundo Corteel (1977) apud Leboeuf, Restall, Salmon, (2000), na
espécie caprina, a remocao do plasma seminal por centrifugacdo, imediatamente
apos a colheita, aumenta a percentagem de células vivas e sua motilidade durante o
armazenamento em diluentes de gema de ovo ou leite.

A remocédo do plasma seminal pela centrifugacdo do sémen, antes do
congelamento, se mostrou benéfica a sobrevivéncia das células esperméaticas pos-
descongelamento (CORTEEL 1974; RITAR e SALAMON, 1982 Apud PURDY,
2006). Entretanto, a eliminacdo do plasma seminal, a fim de minimizar os efeitos
negativos sobre a conservagao do sémen, pode afetar a capacitagdo “in vivo” dos
espermatozoides, visto que o plasma seminal possui enzimas e outras substancias
importantes para a fertiidade do sémen (NUNES, 1982 Apud PURDY, 2006;
MAXWELL e JOHNSON, 1999).
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Por outro lado, Roy (1957) Apud Santos 2010, Iritani e Nishikawa (1961) Apud
Silva (2004), observaram melhor sobrevivéncia espermatica quando ejaculados de
sémen caprino foram centrifugados uma vez antes da diluicdo, do que quando nao
centrifugados. Aboagla e Terada (2003) estudaram o efeito da remocéo do plasma
seminal, por duas centrifugacdes, sobre a motilidade espermética e encontraram
que a remocado do plasma seminal foi benéfica em preservar a integridade

espermatica apds a congelacao.

2.3 Aspectos béasicos da criopreservacao

O processo de criopreservacao de sémen inclui as etapas que inicia com a coleta de
sémen, diluicdo, centrifugacéo, resfriamento e congelamento até a manutencéo da
capacidade funcional do espermatozéide pdés descongelamento. Embora alguns
desses estagios possam ser relativamente indcuos, existem pelo menos dois
estagios de estresse pelos quais as células espermaticas passam durante o
congelamento e descongelamento. O primeiro esta relacionado aos efeitos das
mudancas na temperatura e o segundo aparece por causa da formacao e dissolucao
do gelo (WATSON, 1995).

Para adquirir uma boa taxa de sobrevivéncia dos espermatozoéides apés a
congelacao € necessario estabelecer as velocidades de resfriamento, congelamento
e descongelamento (MAZUR, 1984). O resultado do processo de criopreservacao
depende de interacdes entre meios diluidores, crioprotetores, curva de resfriamento
e descongelamento. Estas etapas sdo responsaveis por reduzir os danos causados
pelo choque térmico, reduzindo a formagéo de cristais de gelo intercelulares e
propiciando uma adequada desidratacao celular (HOLT, 2000). O resfriamento dos
espermatozoides a temperaturas acima de 0° C causa perdas prematuras e
irreversiveis na motilidade, altera as propriedades fisicas da membrana, aumento da
sua permeabilidade e perda de moléculas e ions intracelulares (WATSON, 1981).

A adicdo do crioprotetor ao meio de congelagdo provoca saida de agua das
células e diminuindo seu volume, devido a exposicdo a um ambiente hiperosmaotico.
A medida que o crioprotetor penetra dentro das células ocorre entrada de agua e
aumento do volume celular. Durante a remocao do crioprotetor do meio, apos a

descongelacéo, ocorre o reverso, pois quando este sai do interior das células ocorre
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concomitante saida de &gua provocando diminuicdo do volume celular. As
mudanc¢as no volume celular, induzidas pela adicdo e remocao do crioprotetor no
meio, sao distintas daquelas ocorridas durante o resfriamento e o reaquecimento,
portanto, estas duas etapas do processo de criopreservacdo podem ser
potencialmente prejudiciais as células (GILMORE et al., 1998).

O problema mais evidente na congelacdo do sémen é a perda da motilidade
espermatica. A criopreservacdo e a descongelacdo promovem a cristalizacdo da
agua e mudancas osmaticas no meio extracelular, resultando em alteragcbes nos
componentes da membrana plasmatica, aumentando a sua permeabilidade,
provocando uma reducgdo na atividade metabdlica, danos no acrossoma e de outras
estruturas, como alteracbes nas concentracfes de eletrdlitos intracelulares com
consequente perda de fertilidade (HOFMO & ALMLID, 1992).

A cristalizagdo do meio extracelular ocorre dependendo da velocidade de
resfriamento e dos crioprotetores utilizados. As células ficam expostas a solucdes
hiperosmoticas, resultando na saida de agua de seu interior e influxo de ions; ja na
descongelacdo acontece o efeito inverso, com influxo de agua para o0 meio
intracelular podendo acarretar ruptura da membrana plasmatica. No intuito de obter-
se uma boa sobrevivéncia das células esperméticas ap6s a descongelacédo faz-se
necessario o controle osmético e quimico do meio extracelular. A escolha da
composicdo do diluidor, natureza dos crioprotetores e outros nutrientes como
acucares, quelantes, célcio, antioxidantes e proteinas da gema de ovo ou do leite,
vém demonstrando ter influéncia na sobrevivéncia da célula espermética (HOLT,
2000).

2.4. Crioprotetores

Segundo Hunter (1982) Apud Salmito-Vanderley et al., (2012), a viabilidade
de espermatozoides congelados-descongelados esta relacionada a fatores como: o
diluente e a concentracdo de células; o agente crioprotetor adequado e sua
concentracdo no meio; o tempo e a temperatura de equilibrio, a natureza da curva
de resfriamento; a natureza da curva de descongelacéo; a utilizagdo de um meio de
descongelacdo especifico e 0 modo de eliminar o agente crioprotetor (diluicdo ou

didlise).
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Os diluentes permitem o aumento do volume total do ejaculado, facilitando
sua divisdo em doses inseminantes e proporcionando um meio favoravel para a
sobrevivéncia dos espermatozoides in vitro. Eles diferem em sua composicéo
dependendo da espécie animal doador do sémen e da tecnologia seminal
empregada (HOPKINS e EVANS, 1991).

Segundo Hopkins e Evans (1991), a sensibilidade dos espermatozoides as
mudancas de temperatura se deve a acdo protetora do plasma seminal e a
integridade da membrana espermatica. Esta ultima esta relacionada tanto com sua
composicao lipido-proteica quanto de colesterol e fosfolipidios.

Uma das etapas mais importantes para 0 sucesso da criopreservagao
espermatica é a escolha do crioprotetor a ser usado (HINSCH et al., 1997), os quais
sdo necessarios para a prevencdo da formacao de cristais de gelo intracelular e
reducdo das injarias da membrana durante e apds a congelacdo (AMIRAT et al.,
2005). Assim, evitam danos a estrutura e a fisiologia dos espermatozoides
(MEDEIROS et al.,, 2002), parametros esses necessarios para a manutencdo da
fertilidade (THUN, HURTADO, JANETT, 2002).

Os agentes crioprotetores podem ser classificados em: penetrantes, que sao
substancias ou farmacos que diminuem as lesdes de origem quimica ou mecanica
que a criopreservacao causa sobre a célula; e ndo penetrantes, que aumentam a
osmolaridade do meio extracelular, e sdo responsaveis pela passagem da agua do
interior da célula espermética para o meio extracelular, impedindo assim, a formacao
de cristais de gelo em seu interior durante a criopreservagdo (GONZALEZ, 2004).

De acordo com Amann e Pickett (1987), os crioprotetores ndo penetrantes
elevam a osmolaridade do meio extracelular. Os agentes crioprotetores sao
responsaveis pela saida da 4gua do interior dele para o meio extracelular, evitando a
formacdo de gelo no interior do espermatozoide durante o processo de
criopreservacdo. Os crioprotetores possuem um alto peso molecular e sao
normalmente compostos por aclcares, proteinas do leite, aminoacidos, lipoproteinas
da gema do ovo de galinha, osmolaridade e pH (tamp&o), substancias idnicas ou
nao, antibidticos e enzimas também podem ser adicionados aos compostos
diluidores (VISHWANATH e SHANNON, 2000).

Os crioprotetores penetrantes mais utilizados em meios diluidores para
congelacdo de sémen em animais domésticos s&o: glicerol, alcoois, etanol,

etilenoglicol, metanol e polietilenoglicol (DE LEEUW et al., 1993), além das amidas,
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incluindo a acetamida, formamida, lactamida e o dimetilsulfoxido (DMSO),
(NIEMANN, 1991).

2.5. Amidas

Para Bittencourt (2006), outros crioprotetores penetrantes podem ser
utilizados para congelar o sémen de mamiferos domésticos, como 0s crioprotetores
da familia dos alcoois, tais como, propilenoglicol, etanol, metanol, bem como de
algumas amidas, assim como a acetamida, metilacetamida, dimetilacetamida,
formamida, metilformamida, dimetilformamida, lactamida e butiramida.

Segundo BIANCHI et al. (2008), as amidas sao altamente lipofilicas devido a
incorporagdo do grupamento metil (CH3) que aumenta a permeabilidade da
membrana e reduz a toxicidade. Além disso, as amidas também sdo de natureza
hidrofilica, permitindo assim uma maior interacdo com a agua, fazendo com que
ocorra uma reducdo na formacdo de cristais de gelo intracelular. Com isso, elas
podem representar alternativas promissoras também para o congelamento de
sémen em diversos animais, como caes (ACIPRESTE, 2006; ZIMMERMAM et al.,
2007; FUTINO 2008; LOPES, 2008; MOTA-FILHO, 2009), coelhos (HANADA e
NAGASE, 1980 Apud ACIPRESTE, 2006; KASHIWAZAKI, OKUDA e SEITA, 2006),
galos (CHALAH, SEIGNEURIN, BLESBOTS, 1999; TSELUTIN, SEIGNEURIN,
BLESBOTIS, 1999) peixes (JOHNSON e LARSSON, 1985), equinos (ALVARENGA
et al., 2005) e suinos (BIANCHI et al., 2008) em substituicdo ao glicerol, elevando os
niveis de viabilidade espermatica.

Segundo Oliveira (2003), as amidas séo alternativas potencialmente viaveis
também para o congelamento de sémen de cdes, por apresentar uma forma
molecular com trés sitios de ligacdo de hidrogénio com a molécula de agua, sendo,
portanto, metade das ligacbes em comparacdo ao glicerol. Porém, decorrente da
menor viscosidade e solubilidade a agua em relacdo ao glicerol, permitem maior
permeabilidade da membrana (NASH, 1966 Apud MOTA-FILHO, 2009) diminuindo a
possibilidade de danos celulares por estresse osmoético causado pelos crioprotetores
(BALL e VO, 2001).

A acetamida tem proporcionado efeito crioprotetor satisfatorio durante a

congelacao de sémen de coelho (KASHIWAZAKI et al., 2006). J& a metilacetamida e
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a dimetilformamida tém demonstrado excelente efeito protetor aos espermatozdides
congelados de equinos, sendo alternativas promissoras para a congelagdo de
sémen de garanhdes (KEITH, 1998; ALVARENGA et al., 2000; SNOECK, 2003).

MEDEIROS et al. (2002), em estudo comparativo, verificaram que o efeito
crioprotetor da dimetilacetamida, metilformamida e dimetilformamida e suas
combina¢des com o glicerol foi inferior no uso in vitro da dimetilformamida isolada.
Este fato sugere que as amidas podem proteger melhor a célula espermatica do
garanhdo em comparacdo ao glicerol, sendo, também possivel utiliza-la em
garanhfes que apresentam resultados insatisfatérios com uso do glicerol
(SQUIRES, KEITH e GRAHAM, 2004).

J& Bianchi et al. (2008), em estudo realizado com suinos, observaram que a
dimetilacetamida e dimetilformamida podem ser utilizadas em substituicdo ao glicerol
nesta espécie, pois obtiveram resultados pés-descongelacdo superiores tanto para
motilidade quanto para integridade de membrana.

De acordo com Futino et al. (2008), a utilizacdo de dimetilformamida a 3% no
meio Tris gema com sémen de cdo apresentou valores de motilidade progressiva
superiores aos descritos por Zimmermann et al. (2007), que utilizaram uma
concentracdo de 3,5% em meio Tris gema, porém, foram inferiores a 7% de
dimetilformamida. J& Oliveira (2003), utilizando meio lactose-gema e 5% de
dimetilformamida, obteve motilidade progressiva de 45,5% pds-descongelacao.
Lopes (2008) relata que ndo ha diferenca estatistica entre sémen tratado com
crioprotetores glicerol e dimetilformamida, congelado-descongelado quantos aos
parametros de motilidade e velocidade dos espermatozoides.

2.6. Teste de ligacéo

A zona pelucida (ZP) é uma matriz extracelular transparente que envolve o
oocito e embrido, em mamiferos, compreende trés glicoproteinas: ZPA, ZPB e ZPC.
A ZP é um receptor espécie-especifico de espermatozoides capacitados e induz a
reagdo acrossdmica, elimina a especificidade de espécies para espermatozoides e
as interagdes entre a ZP. Ensaios in vitro com oocitos desnudos permitiram observar
a ligacao de heterdlogos (SINOWATZ et al., 2003)
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Métodos padrBes de analises dos parametros preconizados para indicar a
fertilidade de um macho ainda sdo a motilidade, morfologia e concentracéo
espermatica (CBRA, 1998). Dessa forma, a habilidade do espermatozéide em se
ligar a zona pellucida (capacidade fecundante) pode ser considerada um valioso
parametro na analise da eficAcia do processo de criopreservacdo do sémen
(BARBATO, CRAMER e HAMMERSTEDT, 1998).

Ensaios de ligagdo da ZP in vitro foram utilizados para determinar as
interacbes espermatozoéide-oocito em muitas espécies domésticas como suina
(AMORIM, 2008), equina (MOORE, SQUIRIS e GRAHAM, 2005), bovina (AMORIM,
2009), caprina (SANTOS, 2010) e ovina (MOCE, PURDY e GRAHAM, 2010).

Os eventos bioquimicos relacionados a fertilizacdo e a capacidade fecundante
sao dificeis de mensurar por meio de técnicas basicas de anélise de sémen. Assim,
podem-se utilizar os testes de ligacdo e penetracdo da ZP como técnicas de
avaliacdo do potencial de capacitacdo e reacdo acrossdmica do espermatozéide
(AMORIM, 2008).

O teste de penetragdo oocitaria “in vitro” apresenta vantagens em
comparacao a fertilizacdo, sendo de répida execucdo e também nado sendo
necessaria a maturacdo do odcito e avaliacdo do desenvolvimento embrionario, mas
somente a avaliagdo da ligacao/penetracdo do espermatozoide na membrana do
oocito. O teste de penetracdo oocitaria pode ser realizado por microscopia de
fluorescéncia (corante Hoechst 33258) ou por microscopia de luz (corante acetato de
orceina) (HEWITT e ENGLAND, 1997).

As glicoproteinas da ZP de muitos mamiferos e da membrana perivitelina da
gema do ovo de galinha apresentam uma grande similaridade, permitindo que ocorra
ligacdo dos espermatozoides a esta membrana (BARBATO, CRAMER e
HAMMERSTEDT,1998).

Dessa forma, o teste de ligacdo a membrana perivitelina da gema do ovo, por
ser uma técnica simples e rapida, pode ser utilizado para identificar a subfertilidade
de machos (BARBATO, CRAMER e HAMMERSTEDT, 1998).
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2.7. Integridade da membrana e viabilidade espermatica

A avaliacdo das células espermaticas por técnicas que apresentem grande
acuracia, maior objetividade e repetibilidade é de grande importancia. Dentre as
técnicas de avaliacdo do sémen, vem sendo utilizadas as sondas fluorescentes, por
suas caracteristicas de marcar estruturas especificas das células e detectar
integridade estrutural ou funcional de forma clara (CELEGHINI, 2005).

Véarias sondas fluorescentes podem ser utilizadas para a avaliacdo da
integridade da membrana plasmética do espermatozoide, como o0 brometo de etidio
(HALANGK, FRANK e BOHNENSACK, 1984 Apud MOTA-FILHO, 2009), corantes
supravitais, como o0 Hoechst 33342 (H342) e 33258 (MAXWELL, WELCH,
JOHNSON, 1997; MARCO-JIMENEZ et al., 2006), SYBR-14 (PURDY e GRAHAM,
2004;) e diacetato de carboxifluoresceina (DCF) (HARRISON e VICKERS, 1990;
COLETO, GUERRA e BATISTA, 2002). No entanto, o iodeto de propidio (PI) vem se
destacando em pesquisas pela sua facilidade de preparacao e aplicacao da técnica,
estabilidade e eficiéncia na avaliacdo da integridade da membrana, seja
isoladamente ou associado a outro corante fluorescente para avaliar membrana
plasmética. Esta sonda possui afinidade pelo DNA e cora em vermelho o ndcleo de
células com membrana plasmatica lesada (GRAHAM, KUNZE e HAMMERSTEDT,
1990; MAXWELL et al., 1997; ARRUDA, 2000; COLETO et al., 2002; ARRUDA, e
CELEGHINI, 2003; CELEGHINI, 2005; MARCO-JIMENEZ et al., 2006; PETERSON
et al., 2007).

Coleto, Guerra e Batista (2002) relatam que o uso do diacetato de
carboxifluoresceina em combinacdo com o iodeto propidio para avaliacdo da
viabilidade espermética apresentou uma pequena correlacdo entre a técnica de
fluorescéncia, motilidade e o vigor espermaticos (r = 0,1403).

O isotiocianato de fluoresceina (FITC) é uma sonda fluorescente, comumente
utilizada para avaliacdo da integridade acrossomal dos espermatozoides em muitas
especies (SUKARDI, CURRY e WATSON, 1997). FITC é prendido a uma lectina,
isolada da semente de plantas que, especificamente, se liga aos residuos de agucar
(TROWBRIDGE, 1974). Aglutinina de Pisum sativum (PSA, aglutinina da ervilha) e
aglutinina de Arachis hypogaea (PNA, aglutinina do amendoim) sdo as principais
aglutininas usadas para determinar a integridade do acrossoma (GRAHAM, KUNZE

e HAMMERSTEDT, 1990). A lectina de amendoim cora 0 acrossoma com uma maior
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intensidade e com uma ligagcdo menos especifica que outras lectinas como a PSA
(GRAHAM, FOOTE e PARRISH, 1986).

A associacdo de sondas fluorescentes, de forma a permitir a avaliagcdo da
membrana plasmatica, do acrossoma e da mitocondria, tém sido empregadas nas
pesquisas realizadas nos Uultimos anos. Todavia, muitos dos protocolos s&o
laboriosos e demorados, tornando dificil sua aplicacdo na rotina da avaliagdo
seminal (CELEGHINI, 2005).

Para simplificar o uso combinado de sondas fluorescentes no sémen de
bovino, Celeghini (2005) testou varias associa¢fes para avaliacdo simultanea da
integridade das membranas plasmética e acrossomal e da fungdo mitocondrial: Pl
com FITC-PSA e Rodamina 123; Pl com FITC-PSA e Mito Tracker Green FM
(MITO); Pl com FITC-PSA e a Mito Tracker Red (CMXRos) e; Pl com FITC-PSA e
JC-1. Dentre os protocolos testados, a associacdo das sondas fluorescentes PI,
FITC-PSA e JC-1 foi a escolhida devido a sua simplicidade, alta repetibilidade e
acuracia e por fornecer um maior nimero de dados em relacdo as demais
combinacdes.

Peterson et al. (2007) utilizaram uma combinacdo de sondas SYBR®14/IP,
para avaliar a integridade da membrana de espermatozoides caprinos e relataram
existir correlacdo entre a propor¢cdo de células com membranas intactas e a

guantidade de espermatozoides moveis.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracbes de dimetilformamida,
associado ou nao ao glicerol, no diluente de sémen caprino sobre o potencial

fecundante apos a criopreservacao.

3.2. Objetivos especificos

Determinar a melhor concentracdo de dimetilformamida, associado ou néo ao

glicerol, adicionado ao diluente de sémen caprino:

Necessario para elevar a sobrevivéncia espermatica apos a diluicdo, o

resfriamento e descongelamento;

e Sobre a motilidade espermatica apdés a diluicdo, o resfriamento e

descongelamento;

e Sobre a viabilidade, a integridade da membrana e o potencial fecundante dos

espermatozoides em testes in vitro apds o descongelamento.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica e Deontologia em
Estudos e Pesquisas CEDEP/UNIVASF, aceito sob o protocolo de numero
0005/161012.

4.2. Reagentes

Todos os reagentes quimicos utilizados neste estudo foram adquiridos da
Sigma-Aldrich do Brasil (Sdo Paulo, SP), com excec¢do da solucdo SYBR-14/PI
(LIVE/DEAD Sperm Viability®) e do dimetilsufoxido, proveniente da Molecular
Probes e Vetec (Recife, PE, Brasil), respectivamente.

4.3. Local e periodo experimental

O experimento foi realizado no Setor de Caprinocultura, no Centro de
Pesquisa em Suinos Nativos e Silvestres (CEPSENS) da Universidade Federal do
Vale do S&o Francisco, Petrolina, PE, localizada a 09°23' 55” de latitude S e
40°30°03” de longitude O, com altitude média de 376 m e indice pluviométrico anual
de 300 mm. A regido apresenta temperatura média anual em torno dos 27 °C e clima
do tipo Bsh segundo a classificacdo de Képpen-Geiger. O periodo experimental foi
de Marco de 2013 a Janeiro de 2014.

4.4. Colheita, avaliagao e diluicdo do sémen a fresco

O sémen foi coletado de quatro reprodutores caprinos, de fertilidade
comprovada, sexualmente maduros, com idade média de 3 anos. Foram realizadas
13 coletas por animal, perfazendo um total de 52 ejaculados, utilizando-se uma
fémea em estro como manequim, A coleta do sémen foi realizada pelo método da

vagina artificial. O ejaculado foi armazenado em tubos graduados de plastico, tipo
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Falcon (15 mL), protegidos da luz solar, com papel laminado, acondicionados dentro
de um recipiente de isopor, com 0 objetivo de manter a temperatura a 37°C durante
a coleta.

O volume do ejaculado foi determinado utilizando pipetador automatico
(Labmate®, Sao Paulo, Brasil). O turbilhonamento foi determinado em uma escala
de 0 a 5, onde O = totalmente sem movimento, ; 1 = apenas movimento individual de
poucos espermatozoides (10% de espermatozoides ativos); 2 = observam-se 0s
movimentos espermaticos, mas nao forma ondas (20-40% deespermatozoides
ativos); 3= Ondas de baixa amplitude e movimento lento (45-65% de
espermatozoides ativos); 4= ondas rapidas e vigorosas, nao forma redemoinho (70-
85% de espermatozoides ativos); 5= ondas muito rapidas e densas gque se juntam
formando um redemoinho; dificil determinar ondas isoladas (90% ou mais de
espermatozoides ativos). Para tanto, foi realizada a deposicdo de uma gota de
sémen em lamina pré-aquecida a 37°C e observado ao microscopio optico em
objetiva de 10 a 20 vezes (OLIVEIRA, 2013).

O vigor foi determinado em escala que de 0 a 5 onde: 0= Espermatozoéides
imoveis ou mortos; 1= espermatozoides sem movimento progressivo, girando sobre
si mesmo; 2= espermatozoides com movimento anormal ou eventualmente
progressivo; 3= espermatozoides com movimento progressivo lento e sinuoso;4=
espermatozoides com movimento progressivo muito rapido; 5= espermatozoides
com movimento progressivo e enérgico (OLIVEIRA, 2013).

Para avaliar a motilidade espermatica, 8 uL de sémen de cada ejaculado
foram colocados entre lamina e laminula, previamente aquecidas a 37 °C, e foram
observados através da analise espermatica computadorizada (CASA; Figura 2). A
motilidade espermatica progressiva foi classificada em percentagem numa escala de
0 a 100% (CBRA, 1998). A motilidade expressa em percentual de células moveis da

amostra.
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Figura 2 - Computer Assisted Sperm Analysis (CASA)

Ejaculados que apresentaram motilidade e o vigor espermatico maiores ou
iguais a 70% e 3, respectivamente, foram diluidos com 3 mL de TRIS, a 37 °C,
homogeneizado e centrifugados a 800 G, por 7 minutos (MOOK e WILDEUS, 2008).
Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet de espermatozoides
ressuspenso em 1 mL de TRIS para a determinacdo da concentracéo espermatica.

A concentracdo espermatica foi determinada usando fotdmetro (SDM6
MINITUB®; Berlim - Alemanha, Figura 3). Para tanto, foi adicionado 4 mL de NaCl
0,9% em curvetas, além de 0,8 pL de sémen fresco. Em seguida, foi determinada a

concentracdo final de 120 x 10° espermatozoides/mL.

Figura 3 - Fotdmetro SDM6 (Minitub®)
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Determinada a concentracdo espermatica, foi realizada a diluicdo do sémen

de acordo com os grupos de tratamento. Os diluentes utilizados foram:

e Controle = TRIS-Gema (2,5% de gema de ovo) + 2% de glicerol
e DMF2% = 2% dimetilformamida

e DMF3% = 3% dimetilformamida

e DMF4% = 4% dimetilformamida

e DMF5% = 5% dimetilformamida

e DMF2+GL2%) = 2% dimetilformamida + 2% glicerol

4.5. Congelamento e descongelamento do sémen diluido
Apo6s a diluicdo o sémen foi envasado em palhetas de 0,5 mL, modelo

Francés, para uma concentracao total de 60 milhdes de espermatozoides/dose. Em
seguida, as palhetas foram levadas a camara fria em recipientes plasticos contendo
120 mL de alcool etilico absoluto, mantidos a 5°C durante duas horas (Figura 4).
Depois, as palhetas foram dispostas horizontalmente em rampa de congelagao por 7
minutos, sob os vapores de N; liquido a 5 cm de sua superficie, utilizando uma caixa
de isopor. Em seguida, as palhetas foram mergulhadas diretamente no N liquido e

estocadas em botijées criogénicos até analises.

Figuras 4 - Recipientes plasticos submetidos ao processo de resfriamento a 5°C .
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As amostras, de cada tratamento, foram descongeladas em banho-maria a 37
°C por 30 segundos, sendo o sémen acondicionado em tubos de ensaio plasticos de

4,0 mL previamente aquecidos e mantidos a 37 °C (Figura 5).

Figura 5. Descongelamento das palhetas em Banho-maria 37°C eacondicionamento

em tubo plastico de 4 mL para analise.
\ /

4.6. Avaliacédo do sémen

4.6.1. Avaliagdo da motilidade espermética

A cinética espermatica foi avaliada com auxilio do Computer Assisted Sperm
Analysis (CASA; Minitub®, Berlin, Alemanha), com o programa SpermVision®
(Berlin, Alemanha), tanto para os sémens, diluido, resfriado e congelado-
descongelado. Foram retiradas aliquotas de 8 puL de cada amostra e analisada
individualmente sob lamina e laminula, pré-aquecidas a 37°C (Figura 6). Para
avaliacdo da cinética espermética foram, capturados em cinco campos ou um
minimo de 2000 espermatozoides, por amostra. Foram avaliados pelo sistema
CASA, usando microscépio de contraste de fase, com objetiva de 10x. Dentre os

parametros  esperméaticos fornecidos, foram avaliados: percentual de
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espermatozoides moveis (MT) e percentual de espermatozoides com movimento

progressivo (MP).

Figura 6 - Andlise dos parametros de motilidade total e progressiva por meio do CASA.

4.6.2. Avaliagcdo da viabilidade espermatica

Apo6s descongelamento, conforme supracitado, as amostras de cada
tratamento foram diluidas na proporcdo de 1:1 com diluente B-TALP (NOLAN,
GRAHAN, HAMMERSTEDT, 1992). Posteriormente a homogeneizacao, retirou-se
uma aliquota de 100 pL a qual foi acondicionada em tubo eppendorf contendo 2,5 pL
da solucédo corante SYBR-14/PI (LIVE/DEAD Sperm Viability® - Molecular probes),
previamente, descongelado em banho-maria, a 37°C. Células fluorescentes foram
mensuradas utilizando um filtro para detectar o corante SYBR-14 e para detectar PI.
Utilizando este protocolo, todas as células coradas com SYBR-14, foram

distinguidas das particulas de gema de ovo, e apenas as ceélulas nao viaveis foram
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coradas com PI, apos incubacdo das amostras, em temperatura ambiente, por 15
minutos.

Uma aliquota de 8 uL de espermatozoéides de cada amostra foi colocada
sobre uma lamina pré-aquecida, a 37 °C e um minimo de 200 células por amostra
foram analisadas sob microscépio de epifluorescéncia (AXIO Imager. A2 - ZEISS®,
Berlin, Alemanha).

4.6.3. Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, acrossomal
eatividade mitocondrial

Apés descongelamento, as amostras de cada tratamento foram diluidas 1:1
(v:v) com diluente B-TALP. Para a microscopia de fluorescéncia, foram associados
os marcadores lodeto de Propideo (PI), Arachis hypogaea (FITC-PNA) e Rodamina
123, protocolo adaptado de CELEGHINI (2005). Em seguida, adicionou-se 6 pL de
Pl, 2 yL de R123 e 50 yL FITC-PNA, sendo, posteriormente, homogeneizados e
incubados por 30 minutos, a 37° C. Ap0s a incubacgéo, a amostra foi centrifugada a
800 G, por 7 minutos. O pellet foi ressuspenso em B-TALP. Finalmente,
confeccionou-se uma lamina, sendo, entdo, contadas 200 células no microscépio de
fluorescéncia.

Os espermatozoides receberam a seguinte classificacdo: (Pl+) Lesdo na
membrana plasmatica, acrossoma danificado e com atividade mitocondrial (Pl+,
FITC-PNA+, R+), lesdo na membrana plasmatica, acrossoma integro e com
atividade mitocondrial (Pl+, FITC-PNA-, R+), membrana plasmatica sem lesao,
acrossoma integro e com atividade mitocondrial (Pl-, FITC-PNA-, R+).

Os espermatozoides receberam a seguinte classificacdo: (Pl+): Lesdo na
membrana plasmatica marcado com a cor vermelha; (PI-): Sem lesdo na membrana
plasmatica sem marcagédo/incolor; (FITC-PNA+): Acrossoma danificado marcado
com a cor verde; (FITC-PNA-): Acrossoma integro sem marcacaol/incolor; (R+): Peca
intermediaria com atividade mitocondrial marcado com a cor verde; (R-): Peca

intermediaria sem atividade mitocondrial sem marcacé&o/incolor.
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4.6.4. Teste de fecundacéo in vitro

Para o ensaio de ligacdo dos espermatozoides a membrana perivitelina da
gema do ovo a amostra apos descongelamento foi ressuspensa em 1 mL de B-TALP
contendo 35 pg de Hoechst 33342 (B-2261), incubada por 15 minutos, a 37 °C e,
depois, foi ressuspensas para uma concentracdo final de 2 x 10°
espermatozoides/mL em B-TALP.

Aliquotas de 2 pL (50.000 espermatozoides) do sémen de cada tratamento
foram adicionadas em cada tubo contendo a membrana perivitelina do ovo de
galinha (MPV).

Preparados o0s espermatozoides, deu-se a preparacdo da membrana
perivitelina e ensaio de ligacdo espermatozoide-membrana para verificar a
habilidade do espermatozoide caprino em se ligar a membrana de odcitos foi
conduzida utilizando a membrana perivitelina da gema de ovo de galinha (Gallus
gallus domesticus), como descrito por Barbato et al. (1998) e modificado como
segue. As membranas perivitelinas (MPVs) foram preparadas pela separacdo da
gema de ovo da clara, e remocédo do excesso de clara utilizando um papel toalha. A
gema de ovo intacta foi colocada sobre um pedaco de parafilme, sendo, em seguida,
rompida a membrana da gema e, cuidadosamente, lavada com B-TALP (GRAHAM,
FOOTE e PARRISH,1986), mantendo a membrana no parafilme. A membrana foi,
entdo, removida do parafiime e colocada em uma placa de petri de vidro e lavada,
varias vezes, com TALP até a solucao ficar clara e sem residuo de gema de ovo. A
MPV foi, cuidadosamente, aberta e cortada em pequenos fragmentos (1x1 cm),
utilizando uma cubeta de espectrofotobmetro. Cada quadrado de MPV foi colocado
dentro de tubos de cultura (16x100 mm), contendo 1 mL de B-TALP. Utilizou-se trés
MPVs como replicatas para cada tratamento. Cada MPV foi "inseminada" com
50.000 espermatozoides (de cada tratamento). As membranas e 0s
espermatozoides foram incubados por 1 hora, a 37 °C numa atmosfera de 5% de
CO;, no ar, e os tubos agitados, gentilmente, a cada 30 minutos, para manter a
membrana aberta.

Apos a incubacado, cada membrana foi colocada em outro tubo contendo 1 mL
de TALP e lavada com B-TALP para remover os espermatozoides que nao se
ligaram. Cada quadrado de MPYV foi colocado sobre uma lamina, gentilmente aberta

para remover as dobras, coberta com uma laminula e examinada utilizando
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microscopio de fluorescéncia, com um aumento de 400x. Para determinar o numero
de espermatozoides ligados & membrana, foram contados em 6 campos aleatorios
de cada amostra MPV, foi determinado, e o namero relativo de espermatozoides
ligados por membrana para cada tratamento calculado, pela divisdo do numero total
de espermatozoides ligados a MPV pelo nimero de espermatozoides ligados a
mesma membrana pelo grupo controle. A média relativa para as 3 replicatas das

membranas foi determinada para cada tratamento (Figura 7).

Figura 7. Teste de ligacdo em membrana perivitelina da gema de ovo de galinha
corando as células esperméticas em azul com Hoechst 33342 (Fonte: Arquivo

Pessoal)

4.7. Andlise estatistica

As variaveis foram submetidas a Analise de Variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa
estatistico SISVAR 5.1.
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5. RESULTADOS

by

N&do houve diferenca quanto a motilidade total e progressiva entre 0s
tratamentos para o sémen fresco e resfriado. Entretanto, quando comparado 0s
tratamentos para o sémen congelado-descongelado foram observados resultados
estatisticamente superiores para 0 sémen criopreservados com 2% de
dimetilformamida em relacdo ao controle e demais tratamentos (p>0,05). Os
resultados provenientes da avaliacdo do movimento espermatico para o sémen
congelado-descongelado sé&o apresentados na Tabela 1.

Vale salientar que os valores médios das caracteristicas observadas estao
acima dos padrées minimos de motilidade considerados para a espécie (CBRA,
1998).
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Tabela 1 - Motilidade total e progressiva (%) de espermatozéides de caprinos
submetidos a diferentes niveis de dimetilformamida, associada ou ndo ao glicerol

antes da criopreservacao

TRATAMENTO TOTAL (%)
CONGELADO /
FRESCO RESFRIADO
DESCONGELADO

C 94,34+3,59 93,34+4,77 35,46+15,79°
DMF2% 94,65+3,27 93,90+3,89 41,57+18,18"
DMF3% 94,82+4,09 93,76+6,08 39,98+16,26°
DMF4% 94,92+3,01 93,71+4,89 40,73+19,07°
DMF5% 94,78+3,03 92,34+5,88 38,40+15,13?

DMF2%+GL2% 90,90+3,25 94,63+3,76 39,01+16,45
PROGRESSIVA (%)

C 89,55+4,91 87,90+6,30 23,71+14,93°
DMF2% 90,03+4,91 88,90+4,85 20,96+17,25°
DMF3% 90,80+5,08 89,13+7,18 20,21+16,16 2
DMF4% 90,34+4,28 88,42+6,34 29,57+19,07
DMF5% 89,80+4,63 86,01+7,71 27,46+14,94 2

DMF2%+GL2% 90,90+3,25 89,67+4,81 27,21+17,14°

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05); C: Controle;
DMF2%: 2% dimetilformamida; DMF3%: 3% dimetilformamida; DMF4%: 4% dimetilformamida;
DMF5%: 5% dimetilformamida; e DMF2%+GL2%: 2% dimetilformamida + 2% glicerol.

As médias da viabilidade e o numero de espermatozéides ligados a
membrana perivitelina da gema do ovo néo diferiram entre os tratamentos (P>0,05;
Tabela 2).
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Tabela 2 - Viabilidade (%) e numero de espermatozéides de caprinos ligados a
membrana perivitelina da gema do ovo de galinha (NSLM), submetidos a diferentes
concentracfes de dimetilformamida no sémen, associada ou ndo ao glicerol, apos o

descongelamento

TRATAMENTOS VIABILIDADE (%) NSLM
C 28,92+20,71 124,59+63,68
DMF2% 32,55+23,64 141,73+58,40
DMF3% 28,92+27,09 143,40+66,98
DMF4% 32,13+24,73 146,84+61,93
DMF5% 31,90+24,56 153,01+71,04
DMF2%+GL2% 34,52+22,42 140,96+56,19

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05); C: Controle;
DMF2%: 2% dimetilformamida; DMF3%: 3% dimetilformamida; DMF4%: 4% dimetilformamida;
DMF5%: 5% dimetilformamida; e DMF2%+GL2%: 2% dimetilformamida + 2% glicerol.

O teste de avaliacao da integridade da membrana plasmética, acrossomal e
atividade mitocondrial ndo emitiu padrdao de fluorescéncia confiavel, variando o
tempo e grau de fluorescéncia. Além disso, a necessidade de centrifugacao para
retirar o excesso dos reagentes Rodamina 123 associada ao FIFC-PNA e PI
acarretou em um grande numero de células mortas com padrdo de fluorescéncia
positivo para rodamina 123. Portanto, divergindo da motilidade e viabilidade real do
sémen descongelado. Por estes motivos, tal protocolo ndo é vélido para espécie

caprina.
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6. DISCUSSAO

A dimetilformamida por ter uma menor viscosidade, maior permeabilidade de
membrana e menor peso molecular (73,09), em relacdo ao glicerol (92,05), pode
reduzir os danos causados durante o estresse osmoético (DALIMATA e GRAHAM,
1997; BALL e VO, 2001). A viscosidade e a composi¢ao ionica dos meios diluentes,
bem como as taxas de diluicdo e a temperatura podem ser fatores influentes na
motilidade espermatica (IGUER-OUADA e VERSTEGEN, 2001).

A motilidade total e progressiva encontrada no presente estudo foi
influenciada pela substituicdo do glicerol em relagéo a dimetilformamida a 2%, onde,
foram encontrados melhores resultados na utilizacdo do DMF2%. A associacdo do
glicerol a dimetilformamida, ndo apresentou diferenca estatistica significativa quando
comparado ao controle. Corroborando com nossos dados das associagdes, Silva et
al. (2006) verificaram a motilidade de espermatozéides de caprinos das racas Parda
Alpina e Saanen apOs avaliagdo da adicdo de glicerol (controle: 67,8%) e/ou
dimetilformamida (3,5%: 61,1%, e 5%: 53,6%). Similarmente, Acipreste (2006) nao
observou efeito da associagéo da dimetilformamida com glicerol em meio Tris-Gema
quanto a motilidade progressiva de espermatozéide de cées apds descongelamento.
Entretanto, os valores para motilidade progressiva observados por estes autores nos
tratamentos realizados foram superiores aos obtidos no nosso estudo. Isto pode ser
explicado pela diferenca genética dos animais ou pelo diluente utilizado.

A dimetilformamida e acetilformamida sdo crioprotetores promissores para
motilidade do sémen suino descongelado, obtendo resultados superiores ao glicerol
(BIANCHI et al., 2008). Zahn (2002) encontrou um aumento da motilidade
progressiva de espermatozoides equinos quando da utilizacdo de diferentes amidas
associadas ao glicerol apds descongelamento, comparado ao uso exclusivo de
glicerol como crioprotetor. Entretanto, Keith (1998), ao utilizar a dimetilformamida e
glicerol, isoladamente, em sémen equino, constatou que o glicerol apresentou
superioridade nos parametros de motilidade progressiva.

Gonzalez (2004) em experimento realizado com bovinos, comparando glicerol
3%, etilenoglicol 7% e dimetilformamida 7%, descreve que o glicerol apresentou os
melhores resultados de motilidade logo apos a diluicdo discordando dos resultados

encontrados em nosso estudo.
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Discordando do nosso estudo Mota Filho (2009), utilizando diferentes
concentracbes de dimetilformamida no sémen canino, diluido em ACP-106C, foi
insatisfatoria, tendo melhores resultados para motilidade progressiva com a
utilizacdo do glicerol como crioprotetor. Entretanto, Betancur, Oquendo e Araque,
(2011), trabalhando com sémen canino descongelado, ndo encontraram melhoria da
motilidade e integridade da membrana, quando da utlizagdo de glicerol e
dimetilformamida a 5%.

O teste de ligacdo a membrana perivitelina da gema do ovo, trata-se de uma
técnica simples e rapida, podendo ser utilizada para identificar a subfertilidade de
machos (BARBATO et al.,, 1998). O presente estudo em ensaio de ligacdo a
membrana perivitelina (MPV) da gema do ovo demonstrou que 0s espermatozoides
caprinos, apos criopreservacdo, podem ligar-se a MPV. O teste sugere que a
membrana perivitelina da gema do ovo de galinha possui receptores similares ao
dessa espécie.

A zona pelicida € um receptor espécie-especifico de espermatozoides
capacitados, induz a reacdo acrossémica, elimina a especificidade de espécies para
espermatozoides e as interacdes da zona pellcida. Fato confirmado pela maior
parte das espécies de mamiferos que apresentam glicoproteinas da zona pellcida
similares a da membrana perivitelina da gema do ovo de galinha. Sinowatz et al.
(2003), em ensaios in vitro com odcitos desnudos, permitiram observar a ligacédo de
heter6logos, o que permite uma eficacia do ensaio para predizer a qualidade
espermatica.

Os eventos bioquimicos relacionados a fecundacdo e a capacidade
fecundante sao dificeis de mensurar por meio de técnicas basicas de analise de
sémen. Assim, podem-se utilizar os testes de ligacdo e penetracdo da zona pelicida
como técnicas de avaliacdo do potencial de capacitacdo e reacdo acrossdmica do
espermatozoide (AMORIM, 2008).

A associacdo das sondas fluorescentes SYBR-14/Pl demonstrou-se eficiente
para distingdo entre células espermaticas vivas e mortas da espécie caprina com um
tempo médio de vizualizacdo de sessenta segundos. Garner e Jhonson. (1994)
encontraram resultados semelhantes ao analizar sémen de bovinos. Garner et al.
(1995) avaliaram a eficiéncia da associacdo das sondas SYBR-14/Pl no sémen de
coelhos, bois, carneiros, suinos e homens, demonstrando a eficiéncia na distingao

entre células mortas e vivas. Assim como no presente estudo Garner et al. (1994)
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relataram ainda a vantagem de vizualizagdo com pouca presenca de artefatos de
coloragéo.

Peterson et al. (2007) utilizaram uma combinacdo de sondas fluorescentes
SYBR®14/IP para avaliar a integridade da membrana de espermatozoides caprinos
e relataram existir correlagdo entre a propor¢cdo de células com membranas intactas
e a quantidade de espermatozoides méveis. Porém, Coleto et al. (2002) utilizando a
combinacéo de diacetato de carboxifluoresceina (DCF) com iodeto de propidio (PI)
para avaliacdo da viabilidade espermatica de caprinos demonstraram baixa
correlagdo entre a técnica de fluorescéncia e a motilidade e o vigor espermatico (r=
0,1403).

Ball e Vo (2001) encontraram correlacdo entre a quantidade de células vivas e
mortas com a utilizacdo da sonda Pl em sémen equino submetido a diluicdo em
TALP com diferentes osmolaridade.

Garner et al. (1997) avaliando sondas fluorescentes como parédmetro de
viabilidade esperméatica em sémen bovino relatam que o SYBR-14/PIl, assim como
em nosso estudo, apresentou resultados correlacionados a motilidade. Alm et al.
(2001), em ensaio fluorométrico automatizado, encontraram correlagédo positiva (P=
0,016; r= 0,05) entre viabilidade espermética detectada pelo Pl e a fertilidade de
touros.

A dimetilformamida (5%), metilformamida (5%) e o glicerol (3%) foram
avaliados quanto a sua capacidade crioprotetora em sémen suino (BIANCHI et al.
2008), onde as amidas apresentaram maior quantidade de células com membrana
celular integra coradas com CFDA/PIl. J& em nosso estudo ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos quando comparados a integridade da membrana
espermatica.

Januskauskas et al. (2001), em estudo, afirmam possuir correlagdo negativa
entre partidas (r= -0,39) e touros (r= -0,57) reativas ao PIl. Entretanto, no mesmo
estudo encontrou correlacdo positiva entre células integras negativas para H258,
tendo em partida (r= 0,50) e touros (r= 0,58).

Portanto, a associacdo de sondas fluorescentes como ferramenta para
determinar com maior acuracia a fertiidade de machos necessita de maiores
esclarecimentos e protocolos tanto in vitro quanto in vivo. Tendo em nosso
experimento sido demonstrado a eficiéncia da utilizacdo do SYBR-14/Pl para

diferenciacdo de células vivas e mortas. A sonda H33342 também apresentou



42

padrdo de fluorescéncia compativel com os resultados encontrados para motilidade
total e progressiva. J4 a associacao das sondas FITC-PNA + Pl + RODAMINA 123
ndo € recomendada para determinacdo dos parametros de integridade do
acrossoma, membrana plasmatica e atividade mitocondrial em sémen caprino desde
gue nas mesmas circunstancias do nosso estudo.

J& a dimetilformamida associada ou ndo ao glicerol em meio diluente TRIS-
Gema pode ser capaz de conservar e manter a viabilidade espermatica do sémen
caprino, atuando como crioprotetor e mantendo a mesma qualidade das células

esperméticas que o glicerol isoladamente.
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7. CONCLUSAO

A adicdo de dimetilformamida a 2%, apresentou melhores resultados quando
comparado a associacdo ou nao ao glicerol, no sémen congelado-descongelado de
caprinos.

A associacdo das sondas fluorescentes SYBR-14/Pl pode ser empregada
como avaliacdo da viabilidade dos espermatozoides caprino, sendo, uma técnica

simples e de alta repetibilidade.
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9. ANEXOS

ANEXO |

Arquivo analisado:
D:\wasley\Mot p e mot T.dbf
Varidvel analisada: MOT

Opcédo de transformagdo: Variadvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRT 5 606.123932 121.224786 1.104 0.3564
FASE 2 628538.950855 314269.475427 2863.135 0.0000
TRT*FASE 10 760.779915 76.077991 0.693 0.7316
erro 918 100763.461538 109.764119

Total corrigido 935 730669.316239

Ccv (%) = 13.81

Média geral: 75.8376068 Numero de observagodes: 936

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 156
Erro padrédo: 0,838818305419025

Tratamentos Médias Resultados do teste
T1 74.384615 al
T5 75.179487 al
T6 76.102564 al
T3 76.192308 al
T4 76.455128 al
T2 76.711538 al

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 312
Erro padrédo: 0,593134111945201



Tratamentos Médias Resultados do teste

DESCONGEL 39.195513 al
RESFRIADO 93.618590 az
FRESCO 94.698718 a2

FASE

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRT /1 5 1208.746795 241.749359 2.202 0.0519
TRT /2 5 10.564103 2.112821 0.019 0.9998
TRT /3 5 147.592949 29.518590 0.269 0.9301
Erro 918 100763.461538 109.764119

Codificagdo usada para o desdobramento

cod. FASE

1 = DESCONGEL
2 = FRESCO

3 = RESFRIADO

Teste de Tukey para o
desdobramento de TRT dentro da codificacéao:
1
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,45287592330458

Tratamentos Médias Resultados do teste
T1 35.461538 al

T5 38.403846 al a2

T6 39.019231 al a2

T3 39.980769 al a2

T4 40.730769 al a2

T2 41.576923 a2

Teste de Tukey para o
desdobramento de TRT dentro da codificacgdo:
2
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52



Erro padrédo: 1,45287592330458

Tratamentos Médias Resultados do teste
Tl 94.346154 al
T6 94.653846 al
T2 94.653846 al
T5 94.788462 al
T3 94.826923 al
T4 94.923077 al

Teste de Tukey para o
desdobramento de TRT dentro da codificacdo:
3
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,45287592330458

Tratamentos Médias Resultados do teste
T5 92.346154 al
T1 93.346154 al
T4 93.711538 al
T3 93.769231 al
T2 93.903846 al
T6 94.634615 al

TRT
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

FASE /1 2 118196.461538 59098.230769 538.411 0.0000

FASE /2 2 96301.038462 48150.519231 438.673 0.0000

FASE /3 2 102308.576923 51154.288462 466.038 0.0000

FASE /4 2 99584.089744 49792.044872 453.628 0.0000

FASE /5 2 105646.012821 52823.006410 481.241 0.0000

FASE /6 2 107263.551282 53631.775641 488.609 0.0000

Erro 918 100763.461538 109.764119

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. TRT

1 =T1

= T2

T3

T4

= T5

= T6

oUW N
Il

Teste de Tukey para o
desdobramento de FASE dentro da codificacéo:
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1
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repeticgdes (r): 52
Erro padrdo: 1,45287592330458

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 35.461538 al

RESFRIADO 93.346154 a2

FRESCO 94.346154 a2

Teste de Tukey para o
desdobramento de FASE dentro da codificacéo:
2
Obs. Identifique a codificacgdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,45287592330458

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 41.576923 al

RESFRIADO 93.903846 az

FRESCO 94.653846 a2

Teste de Tukey para o
desdobramento de FASE dentro da codificacéo:
3
Obs. Identifique a codificac&o conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,45287592330458

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 39.980769 al

RESFRIADO 93.769231 a2

FRESCO 94.826923 a2

Teste de Tukey para o



62

desdobramento de FASE dentro da codificacéo:
4
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repeticgdes (r): 52
Erro padrdo: 1,45287592330458

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 40.730769 al

RESFRIADO 93.711538 a2

FRESCO 94.923077 a2

Teste de Tukey para o
desdobramento de FASE dentro da codificacédo:
5
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,45287592330458

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 38.403846 al

RESFRIADO 92.346154 az

FRESCO 94.788462 a2

Teste de Tukey para o
desdobramento de FASE dentro da codificacéo:
6
Obs. Identifique a codificac&o conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,45287592330458

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 39.019231 al
RESFRIADO 94.634615 a2

FRESCO 94.653846 az



Variavel analisada: MOT P

Opcdo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRT 5 980.371795 196.074359 1.695 0.1330
FASE 2 785673.352564 392836.676282 3396.572 0.0000
TRT*FASE 10 930.967949 93.096795 0.805 0.6240
erro 918 106172.961538 115.656821

Total corrigido 935 893757.653846

CV (%) = 15.63

Média geral: 68.8141026 Numero de observagdes: 936

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 156
Erro padrédo: 0,861039997462808

Tratamentos Médias Resultados do teste
T1 67.057692 al
T5 67.762821 al
T6 69.262821 al
T4 69.448718 al
T2 69.634615 al
T3 69.717949 al

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 312
Erro padrédo: 0,608847221078799

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 27.855769 al
RESFRIADO 88.342949 a2

FRESCO 90.243590 az



Anédlise do desdobramento de TRT dentro de cada nivel de:

FASE

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRT /1 5 1402.951923 280.590385 2.426 0.0337
TRT /2 5 76.294872 15.258974 0.132 0.9850
TRT /3 5 432.092949 86.418590 0.747 0.5880
Erro 918 106172.961538 115.656821

Codificagdo usada para o desdobramento

cod. FASE

1 = DESCONGEL
2 = FRESCO

3 = RESFRIADO

Teste de Tukey para o
desdobramento de TRT dentro da codificacdao:
1
Obs. Identifique a codificacgdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,49136502295456

Tratamentos Médias Resultados do teste
T1 23.711538 al

T6 27.211538 al a2

T5 27.461538 al a2

T3 29.211538 al a2

T4 29.576923 al a2

T2 29.961538 a2

Teste de Tukey para o
desdobramento de TRT dentro da codificacdao:
2
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,49136502295456

Tratamentos Médias Resultados do teste
T1 89.557692 al
T5 89.807692 al
T2 90.038462 al

T4 90.346154 al



T3 90.807692 al
T6 90.903846 al

Teste de Tukey para o
desdobramento de TRT dentro da codificacéao:
3
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,49136502295456

Tratamentos Médias Resultados do teste
TS 86.019231 al
T1 87.903846 al
T4 88.423077 al
T2 88.903846 al
T3 89.134615 al
T6 89.673077 al

TRT
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

FASE /1 2 146624.461538 73312.230769 633.877 0.0000

FASE /2 2 122801.807692 61400.903846 530.889 0.0000

FASE /3 2 128052.782051 64026.391026 553.589 0.0000

FASE /4 2 124097.435897 62048.717949 536.490 0.0000

FASE /5 2 127060.243590 63530.121795 549.299 0.0000

FASE /6 2 137967.589744 68983.794872 596.452 0.0000

Erro 918 106172.961538 115.656821

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. TRT

1 =T1

= T2

T3

T4

= T5

= T6

oUW N
Il

Teste de Tukey para o
desdobramento de FASE dentro da codificacéo:
1
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

DMS: 4,95252113941092 NMS: 0,05
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Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrdo: 1,49136502295456

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 23.711538 al

RESFRIADO 87.903846 a2

FRESCO 89.557692 a2

Teste de Tukey para o
desdobramento de FASE dentro da codificacéo:
2
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,49136502295456

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 29.961538 al

RESFRIADO 88.903846 a2

FRESCO 90.038462 a2

Teste de Tukey para o
desdobramento de FASE dentro da codificacéo:
3
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,49136502295456

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 29.211538 al

RESFRIADO 89.134615 az

FRESCO 90.807692 a2

Teste de Tukey para o
desdobramento de FASE dentro da codificacéo:
4
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

DMS: 4,95252113941092 NMS: 0,05
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Média harmonica do numero de repeticgdes (r): 52
Erro padrdo: 1,49136502295456

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 29.576923 al

RESFRIADO 88.423077 a2

FRESCO 90.346154 a2

Teste de Tukey para o
desdobramento de FASE dentro da codificacédo:
5
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,49136502295456

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 27.461538 al

RESFRIADO 86.019231 az2

FRESCO 89.807692 a2

Teste de Tukey para o
desdobramento de FASE dentro da codificacéo:
6
Obs. Identifique a codificac&o conforme valores apresentados anteriormente

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 1,49136502295456

Tratamentos Médias Resultados do teste
DESCONGEL 27.211538 al
RESFRIADO 89.673077 az

FRESCO 90.903846 az



ANEXO Il

Arquivo analisado:

C:\Users\FERRARI\Desktop\wasley\sybr.dbf

Varidvel analisada:

SPTZS

Opcédo de transformacdo:

Varidvel sem transformacéao

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRT 5 5157.448718 1031.489744 1.799 0.1128
erro 306 175469.730769 573.430493

Total corrigido 311 180627.179487

CV (%) = 38.04

Média geral: 62.9487179 Numero de observagdes: 312

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52

Erro padrédo: 3,32076941012026

57.596154
57.846154
63.807692
64.269231
65.115385
69.057692
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ANEXO Il

Arquivo analisado:

C:\Users\FERRARI\Desktop\wasley\membrana.dbf

Varidvel analisada:

SPTZS

Opcédo de transformagdo: Variadvel sem transformacdo ( Y )

cv (%) =

GL SQ oM Fc Pr>Fc
5 23430.028846 4686.005769 1.172 0.3229
306 1223680.942308 3998.957328
311 1247110.971154
44 .61
141.7596154 Numero de observacdes: 312

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 52
Erro padrédo: 8,76943701355289

124.596154 al
140.961538 al
141.730769 al
143.403846 al
146.846154 al
153.019231 al
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ANEXO IV

Preparo dos diluentes

1. TRIS 2% de Glicerol (Diluente TRIS)
TRIS 100 mL

Trizma 3,62 g

Frutose 0,5 ¢

Acido citrico 1,99 g

Penicilina G 0,006 g

Gema de ovo 2,5 %

Glicerol 2,0 %

pH (6,8-7,2)

1.2 Bull Media — TALP (Diluente B-TALP)
Bull Talp Quantidade em 100 mL

Tyrodes

NaCl 0.569 g

KCI0.023 g

KH2PO4 0.004 ¢

NaHCO3 0.209 g

*CaCl2.2H20 0.025 g

MgCI2 .6H20 0.008 g

Talp

Na Pyruvate 0.0022 g

Na Lactate 0.368 mL

Glucose 0.090 g

HEPES 0.238 ¢

BSA 0.300 g

Osmolaridade (300-310 mOsm) e pH (7.2-7.4)

*Adicionar por dltimo
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