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RESUMO

MENEZES, G. F. O. Utilizacéo da dimetilacetamida e da dimetilformamida associadas ao
glicerol para criopreservacao do sémen ovino, Salvador-BA, 2019. 62p. Tese (Doutorado em
Ciéncia Animal dos Tropicos) - Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade
Federal da Bahia, 2019.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito dos crioprotetores
dimetilacetamida (DMA) e dimetilformamida (DMF) associadas, ou ndo, ao glicerol (GL),
utilizadas na formulacdo de diluidores para criopreservacdo do sémen ovino, sobre 0s
parametros espermaticos in vitro e fertilidade in vivo. Para tanto, foram realizados dois
experimentos com sete tratamentos cada. No experimento 1 objetivou-se avaliar o efeito da
utilizacdo da dimetilacetamida, em diferentes concentragdes, associada ou ndo ao glicerol, para
confecc¢do de diluidores para criopreservacao espermatica, sobre 0s parametros espermaticos e
indice de fertilidade do sémen ovino pds-descongelagdo. Os tratamentos foram divididos em
G1l: GLY6%; G2: DMA3%; G3: GLY5%+ DMA1%; G4: GLY4%+DMA2%; G5:
GLY3%+DMA3%; G6: GLY2%+DMA4% e G7: GLY1%+DMA5%. O experimento 2 teve
como objetivo estudar a eficiéncia da dimetilformamida em diferentes concentragcdes nos
diluidores, associada ou ndo ao glicerol, para a manutencdo da viabilidade espermatica ovina
in vitro e in vivo pos-descongelacdo. Os grupos foram divididos em G1: GLY6%; G2: DMF3%);
G3: GLY5%+ DMF1%; G4: GLY4%+DMF2%; G5: GLY3%+DMF3%; G6:
GLY2%+DMF4%; G7: GLY1%+DMF5%. As amostras de ambos 0s experimentos foram
avaliadas, ap6s a descongelacdo, quanto a cinética espermética através da analise
computadorizada do sémen - CASA e da integridade de membrana por citometria de fluxo. Os
resultados obtidos foram analisados através do Statistical Analysis System - SAS com nivel de
significancia de 5%. N&o foi observada diferenga (P>0,05) entre os tratamentos do experimento
1 utilizando o DMA nas avaliag@es in vitro e in vivo. No experimento 2 com o DMF, houve
diferenca na avaliagdo da integridade de membrana apenas entre o grupo G4 e G7 (P<0,05),
gue ndo foi demonstrada no teste in vivo. Conclui-se que o0s crioprotetores a base de
dimetilacetamida e de dimetilformamida néo diferiram do glicerol em relag&o a criopreservagéo
do sémen ovino, podendo ser utilizados como crioprotetores alternativos.

Palavras-chave: crioprotetores, espermatozoide, amidas, biotecnologia da reproducéo.



ABSTRACT

MENEZES, G. F. O. Use of dimethylacetamide and dimethylformamide associated with
glycerol for cryopreservation of ovine semen., Salvador-BA, 2019. 62p. Thesis (Doctorate in
Animal Science of the Tropics) - School of Veterinary Medicine and Zootechnics - Federal
University of Bahia, 2019.

This work was carried out with the objective of evaluating the effect of dimethylacetamide
(DMA) and dimethylformamide (DMF) cryoprotectants, associated or not with glycerol (GL),
used in the formulation of diluents for cryopreservation of ovine semen, on in vitro sperm
parameters and fertility in vivo. For that, two experiments were carried out with seven
treatments each. In the experiment 1 the objective was to evaluate the effect of the use of
dimethylacetamide, in different concentrations, associated or not to glycerol, for the preparation
of diluents for sperm cryopreservation, on sperm parameters and fertility index of post-thaw
sheep semen. The treatments were divided into G1: GLY6%; G2: DMA3%; G3: GLY5% +
DMA1%; G4: GLY4% + DMA2%; G5: GLY3% + DMA3%; G6: GLY2% + DMA4% and G7:
GLY1% + DMA5%. Experiment 2 had the objective of studying the efficiency of
dimethylformamide in different concentrations in the diluents, associated or not to glycerol, for
the maintenance of ovine sperm viability in vitro and in vivo after thawing. The groups were
divided into G1: GLY6%; G2: DMF3%; G3: GLY5% + DMF1%; G4: GLY4% + DMF2%;
G5: GLY3% + DMF3%; G6: GLY2% + DMF4%; G7: GLY 1% + DMF5%.Samples from both
experiments were evaluated after thawing, for sperm kinetics through computer assisted sperm
analysis and membrane integrity by flow cytometry. The results were analyzed through the
Statistical Analysis System - SAS with significance level of 5%. No difference (P> 0.05) was
observed between the treatments of experiment 1 using DMA in the in vitro and in vivo
evaluations. In experiment 2 with DMF, there was difference (P <0.05) in membrane integrity
only between G4 and G7, which was not demonstrated in the in vivo test. It was concluded that
the cryoprotectants based on dimethylacetamide and dimethylformamide did not differ from
glycerol in relation to cryopreservation of ovine semen and could be used as alternative

cryoprotectants.

Key words: extenders, spermatozoa, amides, reproduction biotechnology.
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura mundial tem importante caracteristica econdmica e social,
apresentando cerca 1,2 bilhGes de cabecas de ovinos, com presenca em diversos
continentes, principalmente pelas caracteristicas intrinsecas da espécie, de adaptacao aos
diferentes climas (FAO, 2015). No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE (2016), o efetivo de ovinos € de 18,43 milhdes de cabecas, com a
maior concentracao localizada na regido Nordeste do pais, contendo 63% dos animais,
seguida da regido Sul com 23,9% do rebanho total. Resultados preliminares do Censo
Agropecuario de 2017 informam que a Bahia passou obter o maior rebanho do Brasil com
2,8 milhGes de cabecas, ultrapassando o Rio Grande do Sul com 2,6 milhdes (IBGE,
2017).

De acordo com a Organizacao das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
- FAO (2017), existe uma projecdo de crescimento da populacdo que aumentara a
exigéncia na producdo de alimentos e outros produtos agricolas em 50% até o ano de
2050, ampliando assim o consumo de proteina animal, o que tornara um desafio global o
aumento da sua produtividade. O melhoramento genético, aliado as condi¢des do
ambiente pode fazer com que haja um aumento do desempenho individual dos animais e
eleve a produtividade, assim como o retorno econdémico aos paises produtores
(CARNEIRO JUNIOR, 2009).

Diante desse cenario, diversas biotécnicas aplicadas a reproducéo animal tornam-
se imprescindiveis para o avango genético de forma rapida, dentre elas a criopreservagao
de sémen se destaca, devido a potencializar o mérito genético de reprodutores com perfil
melhorador e sua capacidade de transmissdo dessas caracteristicas através dos seus
espermatozoides. Dentre as vantagens da criopreservacdo seminal destacam-se a
preservacao do material genético por tempo indeterminado, a facilidade de transporte do
sémen criopreservado para qualquer regido do globo terrestre, a reducao de custos e riscos
relacionados a aquisicao e ao transporte de reprodutores, soma-se a isso 0 uso associado
da inseminagdo artificial (1A), que leva ao aumento no nimero de progénies por macho e
disseminacéo facilitada de caracteristicas genéticas desejadas (LEBOEUF et al., 1998;
LEBOEUF; RESTALL; SALAMON, 2000; LIMA et al., 2010). Entretanto, um
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percentual de espermatozoides torna-se inviavel apds o processo de congelacdo e
descongelacéo celular (BAILEY; BILODEAU; CORMIER, 2000).

No processo de criopreservacao de sémen ovino, o glicerol tem sido o crioprotetor
penetrante mais usado, entretanto, a sua atividade crioprotetora sobre o espermatozoide é
reduzida pelo seu efeito citotdxico pds-descongelagdo (KAROW, 2001). Com isso, tem-
se buscado alternativas de crioprotetores para a congelacdo de sémen e a classe das
amidas vém desempenhando efeito crioprotetor satisfatorio na congelacdo espermatica
em coelhos e equinos, que apresentam espermatozoides considerados de dificil
congelabilidade (ALVARENGA et al., 2005; KASHIWAZAKI et al., 2006; OKUDA et
al., 2007). Para ovinos, as amidas representam uma alternativa promissora no processo
de criopreservacao seminal (BITTENCOURT et al., 2013).

A dimetilacetamida e a dimetilformamida apresentam pesos moleculares menores
que o glicerol, com 87,12g/mol, 73,09g/mol e 92,02g/mol, respectivamente, e este fato
predispde a baixa inducdo de danos as células espermaticas submetidas a criopreservacao,
pela facilidade de penetracdo desses crioprotetores a célula (JEREZ et al., 2016). Ambos
crioprotetores tém sido utilizados em diversas espécies (MEDEIROS et al., 2002; MELO
et al., 2007; BEZERRA et al., 2011; ALVES et al., 2016; JEREZ et al., 2016; MOSCA
et al., 2016), entretanto, na literatura consultadada ndo foram encontrados trabalhos
estudando a fertilidade do sémen ovino criopreservado com uso de diluente a base de

amidas associado ao glicerol.



18

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1.1. CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

A criopreservacgdo de sémen, quando associada a técnica de inseminacao artificial
(IA), pode promover a disseminacdo de caracteristicas genéticas desejaveis em um
rebanho, servindo como ferramenta para o melhoramento genético. A IA tem sido
utilizada em diversas espécies de mamiferos, entretanto, em ovinos ainda se apresenta
pouco disseminada, pois existem fatores que diminuem a taxa de fertilidade, dentre eles,
0 proprio processo de criopreservacao seminal (TSAKMAKIDIS, 2010).

Etapas do processo de criopreservacdo podem produzir mudangas na célula
espermatica, diminuindo a sua fertilidade, ja que parte das células espermaticas apds o
processo de congelacdo e descongelagdo se tornam inviadveis (BAILEY; BILODEAU;
CORMIER, 2000).

A qualidade espermética poOs-descongelacdo esta associada a causas
multifatoriais, as quais devem ser avaliadas separadamente, para que se obtenha um
semén com maior viabilidade. Dentre os fatores que interferem na viabilidade
espermatica tém-se os processos de resfrigeracdo, congelacdo e descongelacdo, que
podem causar danos irreversiveis as células espermaticas (EL-ALAMY; FOOTE, 2001;
JEREZ et al., 2016). As etapas de congelacdo podem ser fatores determinantes nas
crioinjurias das células, porque as alteracbes de membrana e lesbes oxidativas podem
promover a morte celular (WATSON, 2000).

Uma caracteristica marcante dos espermatozoides é que eles sdo sensiveis as
mudancas de temperatura e, diante deste fato, o meio diluidor utilizado é de suma
importancia para o sucesso do processo de criopreservacdo, ja que o mesmo pode
minimizar esses efeitos deletérios (BITTENCOURT et al., 2013; SALAMON;
MAXWELL, 1995; SALAMON; MAXWELL, 2000). Portanto, alem da metodologia da
criopreservacao, a escolha do diluente é fator determinante para manutencdo da qualidade
e da viabilidade espermatica (LEIBO et al., 2007). O crioprotetor utilizado, bem como o
método de adicdo, que pode ser antes ou durante a fase de refrigeracdo e a sua

concentracdo também sdo fatores importantes a serem considerados, pois 0s
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crioprotetores sdo responsaveis pela protecdo da célula durante a queda de temperatura
(CASTELO; FROTA; SILVA, 2008).

O estresse osmotico, a formacdo e a dissolucdo de cristais de gelo promovem
danos a membrana espermatica e perda de motilidade, com consequente
comprometimento da fertilidade durante a realizagdo de procedimentos de IA
(CRESPILHO et al., 2006). A formacéo de cristais de gelo acontece enquanto o sémen
passa pelo processo de criopreservacdo, que, na congelacéo lenta, sdo formados fora da
célula. Portanto, a forca osmotica da solucdo restante fica maior no ambiente extracelular,
aumentando o efluxo de &gua da célula, evitando a formac&o de gelo intracelular. Por isso
a taxa de resfriamento deve ser lenta o suficiente para permitir que a agua deixe as células
por osmose, impedindo a formacdo de gelo intracelular, que € letal. Quando o
resfriamento é muito rapido, a 4gua presente na célula ndo sai e a formacao de cristais
intracelulares acaba lesionando a membrana espermaética. Ja& quando o resfriamento é
muito lento, as células acabam ficando muito desidratadas, o que também pode causar
lesGes (WATSON, 2000).

Existe também o fator variabilidade individual a criotolerancia espermatica, que
ocasiona elevadas oscilacdes nos parametros espermaticos in vitro e nos indices de
fertilidade (BARRIOS et al., 2005). A variacéo individual dos indices de congelabilidade
pode ser estudada com analises moleculares mais detalhadas, como a eletroforese em gel
de agarose, para identificacdo de proteinas que constituem o plasma seminal (JOBIM et
al., 2011). Além da variabilidade individual entre animais da mesma espécie, também
existem os efeitos tdxicos causados por crioprotetores para espécies especificas nas quais
esta sendo realizada a criopreservacao do sémen (WATSON, 2000).

As células espermaticas apresentam uma versatilidade funcional, como a
permeabilidade seletiva da membrana plasmatica, a movimentacdo e a capacidade de
concluir a capacitagdo e a reacdo acrossomal, para que tenham maior probabilidade de
fertilizacdo. Entretanto, em virtude dos efeitos nocivos inerentes ao processo de
congelacdo/descongelacéo, os locais que sofrem as primeiras alteragdes danosas séo as
membranas plasmatica e acrossomal, essenciais para a sobrevivéncia e fertilidade dos
espermatozoides (OLLERO et al., 1998).

Avaliagfes da funcionalidade de membrana, como o0 teste hiposmotico,

demonstraram que os espermatozoides ovinos apds a congelacao/descongelagdo reduzem
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o0 potencial funcional das membranas, o que pode afetar a capacidade de fertilizagdo
dessas células (BRITO et al., 2003; OBERST et al. 2003; MENEZES et al. 2013).

Esse comprometimento da habilidade da membrana plasmatica em controlar os
mecanismos de permeabilidade seletiva ocorre pelo aumento de célcio intracelular, como
relatado na espécie humana por Mclaughlin e Ford (1994). Apesar da reducdo de
espermatozoides com motilidade e viabilidade pés-descongelacdo, ainda existem sub-
populacdes com caracteristicas favoraveis para fertilizacdo (BAILEY; BLODEAU,;
CORMIER, 2000).

Os danos que as células espermaticas dos ovinos sofrem durante o processo de
congelacdo/descongelacdo podem ser estruturais, bioguimicos ou funcionais, com
espermatoizoides moveis, mas danificados de tal maneira que a penetracao e fertilizacdo
sejam improvaveis. Cerca 40 a 60% dos espermatozoides ovinos apresentam motilidade
ap6s a descongelacdo, e, desses, somente 20 a 30% permanecem biologicamente
inalterados (SALAMON, MAXWELL, 1995). Portanto, os danos provocados ao
espermatozoide durante a criopreservacao podem ser minimizados com a utilizacdo de

meios diluidores mais elaborados (HU et al., 2011).

2.2 DILUIDORES DE CONGELACAO

O diluidor ideal deve ser capaz de preservar a integridade e a funcionalidade das
membranas, que sao de suma importancia para a fertilizacdo (CELEGHINI, 2008). Além
disso deve ter pH e osmolaridade compativeis com o sémen, mantendo o equilibrio
eletrolitico, ser nutritivo para o fornecimento de energia para as células e manutencéo da
cinética, ter inibidores de crescimento bacteriano para garantir a sanidade da amostra
seminal, ser atoxico, de preparo facil e de baixo custo para 0 aumento da viabilidade do
uso a campo (GRAHAM, 1995; HAFEZ, HAFEZ, 2004).

Diferentes diluidores de sémen tém sido testados em varias espécies, sendo 0s
mais comuns aqueles a base de TRIS Hidroximetil Aminometano com gema de ovo em
sua composicdo (SALAMON, MAXWELL, 1995), a glicina-gema e a glicina-gema-leite,
leite integral ou desnatado e agua de coco (NUNES, 1998).

O diluidor formulado a partir da gema de ovo € o mais utilizado para a preservagéo

do sémen ovino e advém de um diluidor formulado para congelacdo do sémen bovino
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(DAVIS; BRATTON; FOOTE, 1963). Desta forma, a gema de ovo é um componente
essencial dos principais diluidores disponiveis no mercado para a espécie ovina por
desempenhar papel crucial na protecdo dos espermatozoides contra o choque térmico
(PILLET et al, 2011), prevenindo as lesdes causadas pelo processo de
congelacao/descongelacdo (SALAMON, MAXWELL, 2000).

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) foram identificadas por Pace e
Graham (1974) na gema de ovo e foram correlacionadas com os constituintes que
minimizavam as crioinjdrias sofridas pela membrana celular espermatica. Estudos
recentes comprovaram este achado e verificaram que as LDLs agem como crioprotetor
por meio da aderéncia a membrana do espermatozoide, formando uma pelicula interfacial
(ANTON et al., 2003), incorporacéo fosfolipidios e colesterol a membrana espermatica
(BERGERON et al., 2004) e diminuicdo do estresse oxidativo, apresentando um ambiente
favorével a sobrevivéncia espermética (HU et al., 2011).

Estes resultados tém incentivado o desenvolvimento de diluidores que empregam
como um dos constituintes as LDLSs em substituicdo a gema de ovo (AHMAD et al., 2008;
HU etal., 2010; MOUSTACAS et al., 2011; PILLET etal., 2011; TONIETO et al., 2010;
VARELA JUNIOR et al.,, 2009). Estudos inicias sobre o tema geraram resultados
animadores ao demonstrarem que os diluidores a base de LDL, parecem ser mais eficazes
na manutencdo dos parametros espermaticos in vitro e dos indices de fertilidade em
ruminantes (MOUSSA et al., 2002; MOUSTACAS et al., 2011; TONIETO et al., 2010;
HU et al., 2010; HU et al., 2011).

O leite desnatado ou integral também ¢é utilizado como componente do meio base
em diversos experimentos, entretanto precisa passar por um tratamento térmico, afim de
desnaturar a lactenina, proteina que é nociva para os espermatozoides (FLIPSED,
PATTON, ALMQUIST, 1954; THACKER, FLIPSED, ALMQUIST, 1994). Essa
proteina é desnaturada quando o leite € aquecido, entretanto esse leite ndo deve ser
fervido, pois acaba denaturando a caseina, que é de interesse para a criopreservagdo (DEL
VALLE etal., 2013).

Nos ultimos anos houve um interesse em desenvolver meios que fossem
quimicamente definidos, de facil manipulagéo e de grande confiabilidade, sobretudo que
ndo tivessem componentes de origem animal, para que houvesse uma melhora na

biosseguranca do sémen, bem como uma padronizacdo nos meios que fossem formulados
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(CSEH, FAIGL, AMIRIDIS, 2012; MOUSTACAS et al., 2011), como por exemplo a
lecitina de soja, que tem sido utilizada em substituicdo a gema de ovo nos meios
diluidores para ovinos e que apresentaram parametros espermaticos pds-descongelacédo
similares aos meios contendo gema de ovo (KHALIFA; ABDEL-HAFEZ, 2014).

2.3 CRIOPROTETORES

Os crioprotetores sdo importantes componentes presentes nos meios diluidores que
podem ser classificados de duas formas, ndo penetrantes e penetrantes celulares
(HAMMERSTEDT; GRAHAM; NOLAN, 1990). Os crioprotetetores ndo penetrantes
sdo aqueles que ndo atravessam a parede da membrana plasmatica da célula espermatica
e em sua maioria sdo moléculas grandes que tem como principal funcdo proteger as
celulas contra as crioinjurias (GRAHAM, 1995).

As proteinas da gema de ovo e do leite agem como coldides e ajudam a estabilizar
a membrana plasmatica espermatica (COTTORELLO; HENRY, 2002), ja os agucares,
além de promoverem um aporte energético para a células, também fazem com que essas
celulas se desidratem lentamente, evitando a formag&o de cristais de gelo instracelular e
também contribuem para a estabilizacdo das membranas quando essas células estdo
desidratadas (ABOAGLA; TERADA, 2003).

Os crioprotetores penetrantes sdo moléculas pequenas, que atravessam a
membrana plasméatica e tem a sua acdo intracelular, alguns exemplos deles sdo o
etilenoglicol, o glicerol, o dimetilsulfoxido, a dimetilformamida e a dimetilacetamida (DE
LEEUW etal., 1993; SZTEIN et al., 2001).

Dentre os crioprotetores penetrantes, o glicerol tem sido amplamente utilizado
como crioprotetor nos meios diluidores para o sémen ovino, e o seu efeito nos
espermatozoides parece estar associado as suas propriedades coligativas, fazendo com
que ocorra uma reducdo do ponto de congelacdo, e por consequéncia, uma menor
concentracdo de eletrolitos na fracdo que ndo fica congelada das células, o que ajuda a
diminuir a pressdo osmatica extracelular (HOLT, 2000).

O glicerol comegou a ser utilizado primeiramente em bovinos, com posterior uso
em ovinos e até os dias atuais € o crioprotetor mais utilizado para os ruminantes.

Entretanto, apesar de possibilitar niveis de manutengdo da cinética pés-descongelacéo,
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ele apresenta toxicicidade a célula, afetando sua membrana (MORRIER et al., 2002).
Diante deste motivo, outra estratégia que pode melhorar os resultados obtidos na
criopreservacao espermatica é o emprego de crioprotetores alternativos ao glicerol,
devido a esses efeitos toxicos ao espermatozoide (ALVARENGA et al.,, 2002;
BITTENCOURT et al., 2014).

Neste contexto, as amidas tém demonstrado atividade protetora as células
espermaticas de equinos (ALVARENGA et al., 2002; MEDEIROS et al., 2002) e ovinos
sendo utilizadas para a congelacdo de sémen de ambas as espécies cuja célula é
considerado de dificil congelabilidade. Na espécie ovina os melhores resultados foram
encontrados quando utilizou-se amidas nas concentragdes de 3% (BITTENCOURT et al.,
2011).

A dimetilacetamida (DMA) é um crioprotetor penetrante, que contém em sua
estrutura bioquimica o grupo amida, ao qual confere alta solubilidade, baixo peso
molecular e capacidade de ligacdo ao hidrogénio da molécula de &gua, evitando a
formacdo de cristais de gelo intracelular, reponsaveis por importantes lesdes as
membranas plasmaticas (LAFFALDANO; DI LORIO; PINA-ROSATO, 2012). Outra
caracteristica interessante da DMA, relatadas por Ogier de Baulny, Labbé e Maisse
(1999), é que, quando acrescentada ao meio diluidor, causa um incremento relevante de
ATP que pode ser produzido atraves da utilizacdo do DMA em uma via metabolica,
estimulando de maneira direta a sintese de ATP, que posteriormente podera ser utilizado
pelos espermatozoides, ajudando na motilidade p6s-descongelacao.

Também, a baixa viscosidade da DMA, aliada ao baixo peso molecular resultam
em um alto coeficiente de permeabilidade das membranas plasmaticas (14,7 x 10° cm/s),
quando comparado ao glicerol (0,59 x 10° cm/s), produz um menor estresse osmatico e
consequente dano celular (BALL; VO, 2001; NACCACHE; SHA’AFI, 1973).

A DMF tem caracteristicas similares a DMA e estdo sendo utilizadas com sucesso
para a criopreservacdo do sémen equino e quando comparadas ao glicerol, apresentam
resultados superiores nos parametros de motilidade e viabilidade espermatica (GOMES,
JACOB, MEDEIROS, 2002; SQUIRES; KEITH; GRAHAM, 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito dos crioprotetores dimetilacetamida e dimetilformamida
associadas ou ndo ao glicerol, utilizados na formulacdo de diluidores para criopreservagédo

do sémen ovino, sobre 0s parametros espermaticos in vitro e fertilidade in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a utilizacdo da DMA e DMF em diferentes concentragdes, associados ou
n&o ao glicerol, em diluidores para congelacdo do sémen ovino, sobre 0s parametros
de cinética espermatica avaliados por analise computadorizada;

e Analisar o efeito da utilizagdo da DMA e DMF em diferentes concentragdes,
associados ou ndo ao glicerol, em diluidores de congelacdo do sémen ovino, sobre
0s parametros de integridade da membrana plasmatica, avaliados por citometria de
fluxo;

e Avaliar a fertilidade in vivo do sémen ovino criopreservado com DMA e DMF,

associado ou n&o ao glicerol, em diluidores de congelacdo do sémen ovino.
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4 HIPOTESES

Ao realizar este trabalho hipotetisou-se que:

¢ Diluidores contendo crioprotetores a base de DMF ou DMA séo eficientes para a
crioprotecdo de células espermaticas de ovinos.

e A substituicdo do glicerol, parcial ou total, pela DMA ou DMF reduz o efeito
deletério, pds-descongelacdo, sobre a viabilidade e a fertilidade do espermatozoide
ovino.

e As ovelhas inseminadas com sémen congelado com crioprotetores a base de amidas
apresentam resultados de fertilidade superiores aos obtidos com diluidor

convencional com glicerol.
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5 CAPITULO 1 - Fertilidade de espermatozoides ovinos criopreservados com
dimetilacetamida associada ou néo ao glicerol.

RESUMO

A dimetilacetamida tem sido utilizada em diferentes diluidores para criopreservagéo do
sémen em espécies distintas com resultados promissores. Assim, este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar a utilizacdo da dimetilacetamida (DMA) em
diferentes concentragdes, associadas ou ndo ao glicerol (GL), para a criopreservagéo do
sémen ovino, e seu efeito sobre os parametros espermaticos in vitro e indice de fertilidade
in vivo pos-descongelacdo. Foram utilizados 25 ejaculados de cinco ovinos adultos da
raca Santa Inés. Os ejaculados colhidos foram divididos entre os sete tratamentos para
posterior criopreservacdo. Os tratamentos apresentavam diferentes concentracdes de
DMA e GLY, sendo divididos em: G1: GLY6%; G2: DMA3%; G3: GLY5%+ DMA1%;
G4: GLY4%+DMA2%; G5: GLY3%+DMA3%; G6: GLY2%+DMA4%; GT7:
GLY1%+DMAb5%. Apos a descongelacdo das palhetas, aliquotas foram avaliadas quanto
a cinética espermatica computadorizada (CASA) e integridade de membrana plasmatica,
utilizando sondas fluorescentes e citometria de fluxo. Ap6s a avaliacdo in vitro dos
parametros espermaticos procedeu-se com o teste in vivo, através da inseminagdo
artificial laparoscépica, em tempo fixo, de 72 fémeas da raca Santa Inés. Os resultados
obtidos foram analisados através do Statistical Analysis System — SAS com nivel de
significancia de 5%. A normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do
teste de Shapiro-Wilk. Todos os resultados in vitro apresentaram distribuicdo ndo normal
e foram avaliados pelo Kruskal-Wallis. As taxas de gestacdo nos grupos experimentais
foram comparadas por meio de estudo de dispersdo de frequéncias, utilizando-se o teste
qui-quadrado (X?). O nivel de significancia adotado para todas as analises foi de 5%. N&o
foram verificadas diferencas (P>0,05) entre os tratamentos, para 0s parametros de cinética
espermatica e integridade de membrana. A avaliacdo da fertilidade também demonstrou
semelhanca (P>0,05) entre os tratamentos utilizados. Conclui-se que a dimetilacetamida,
independente da concentracdo utilizada, ndo promoveu melhoria nos indices de

manutencdo da viabilidade e fertilidade espermatica ovina pos-descongelacdo, quando
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comparado ao glicerol, podendo ser utilizada em substituicdo ao glicerol quando houver
uma necessidade e ou oportunidade de uso.

Palavras-chave: sémen, crioprotetores, amidas, biotecnologia da reproducao.

Capitulo redigido no formato da revista Theriogenology da editora Elservier, QUALIS-CAPES: A2
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5.1 Introducéao

O glicerol é o crioprotetor mais utilizado para a congelacdo do sémen ovino,
entretanto por causar lesbes aos espermatozoides pds-descongelacdo, devido a alta
osmolaridade, tem-se justificado a pesquisa por outros crioprotetores que possibilitem
melhores indices espermaticos pos-descongelacdo [1,2,3].

A utilizacdo das amidas como alternativa ao glicerol € justificada por
apresentarem menor viscosidade e peso molecular, resultando em uma maior
permeabilidade a membrana plasméatica, o que reduz o estresse osmotico ao
espermatozoide [1].

O uso da dimetilacetamida (DMA) para conservacdo de sémen foi relatado em
varias espécies com resultados satisfatorios, dentre elas: equinos [4,5], aves [6], peixes
[7,8] e suinos [9]. Em ovinos, a dimetilacetamida foi testada para a criopreservacao
espermatica, porém ndo a avaliaram associada ao glicerol ou em outras concentracdes
além de 3 e 6% de DMA [10]. Todavia maioria dos trabalhos so6 realizaram avaliacGes do
sémen in vitro, com poucos relatos utilizando a avaliacdo de fertilidade in vivo, sobretudo
na espécie ovina.

Considerando a necessidade de manter-se a viabilidade do espermatozoide ovino
po6s-descongelacdo, surge o interesse em identificar um crioprotetor mais eficaz e sua
concentracdo ideal para ser usada com sucesso durante a criopreservacao espermatica.
Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da utilizacdo da
dimetilacetamida em diferentes concentragdes, associados ou ndo ao glicerol, na
confeccdo de diluidores para criopreservacdo espermatica, sobre os parametros

espermaticos in vitro e indice de fertilidade in vivo do sémen ovino pos-descongelacao.
5.2 Material e Métodos
5.2.1 Local e manejo dos animais

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da

Bahia, protocolo: CEUA 41/2014. O experimento foi realizado em diferentes localidades,
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de acordo com as etapas de pesquisa. A criopreservacdo do sémen foi realizada na
Fazenda Experimental do Municipio de Entre Rios — Ba regido com latitude 11°56'31"
sul, longitude 38°05'04" oeste e no Laboratorio de Reproducdo Animal, com latitude
13°00'16.7" sul, 38°30'31.6" oeste, pertencentes a Escola de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal da Bahia - UFBA. Foram utilizados 25 ejaculados de
cinco ovinos adultos da raga Santa Inés, com escore corporal de 3 (na escala de 1-5),
clinicamente sadios e aprovados no exame androldgico, os quais foram mantidos a pasto
de Brachiaria decumbens, suplementados com sal mineral especifico para a espécie e

com fornecimento de agua ad libitum.

5.2.2 Colheita e avaliacédo do sémen pré-congelacéo

As colheitas do sémen foram realizadas por meio de vagina artificial, utilizando
uma fémea como manequim. Apds a colheita, a amostra de sémen foi avaliada quanto ao
volume, aspecto, turbilhonamento, vigor e motilidade espermatica. Os ejaculados que nao
apresentaram conformidade com o preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducéo
Animal — CBRA [11] para sémen in natura foram descartados.

Para o célculo da concentracdo espermatica, empregou-se a cdmara de Neubauer,
com sémen diluido na proporcdo de 10uL para 3990uL (1:400) de agua deionizada.
Também foram coletadas aliquotas para realizacdo do teste supravital com corante eosina
- EOS [12].

5.2.3 Elaboracéo dos grupos experimentais

O ejaculado foi diluido em meio contendo Tris-gema de ovo [13] acrescido de
dois crioprotetores: o glicerol (GLY) e a dimetilacetamida (DMA), sozinhos ou em
associacoes, respeitando o limite maximo de 5% da dimetilacetamida. Para tanto, foram
formados sete grupos experimentais: Grupo 1. GLY6%, G2: DMA3%, G3:
GLY5%+DMA1%, G4: GLY4%+DMA2%, G5: GLY3%+DMA3%, G6:
GLY2%+DMA4%, G7: GLY 1%+DMA5%.

O G2 foi utilizado como meio controle para utilizacdo do DMA, com base em

resultados de estudos anteriores realizados pela equipe de pesquisa [10].
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5.2.4 Resfrigeracao e congelagio do sémen

O sémen diluido em cada grupo experimental foi envasado em palhetas francesas
(0,25mL), com a concentracdo de 100 x 10° espermatozoides. Na sequéncia, as amostras
foram levadas a um refrigerador (Modelo 518C, Minitub do Brasil Ltda, Porto Alegre,
Brasil), submetidas a refrigeracdo a 5°C (0,46°C/min), onde permaneceram por um
periodo de duas horas[14] e posteriormente foram congeladas em vapor de nitrogénio

liquido.

5.2.5 Avaliacéo do sémen pos-descongelacao

As amostras seminais foram descongeladas em um banho-maria a 37°C por 30
segundos [15]. Apds a descongelacdo, o sémen de cada grupo foi depositado em
microtubos (1,5mL), previamente aquecidos e mantidos a 37°C.

A cinética espermatica foi avaliada no Laboratério de Reproducdo Animal da
Universidade Estadual de Santa Cruz - UESC, utilizando-se o sistema de andlise
computadorizada de sémen - CASA (Sperm Class Analyzer SCA®, Microptics, S.L.
Versdo 5.1, Barcelona, Espanha), configurado com set-up para ovinos: Area da particula
de 3 a 70um?, classificado quanto a velocidade em lento quando tinham velocidade entre
10 e 45 um/s, médio entre 45 e 75 um/s e rapidos acima de 75 pum/s; progressivos quando
obtinham mais de 80% de retilinearidade (STR); circular quando obtinham menos que
50% de linearidade (LIN); a hiperatividade (HYPERACT) foi calculada quando a
velocidades curvilinear (VCL) = 35 a 500 um/s, STR = 85 a 100% e o deslocamento
lateral de cabeca (ALH) =2,5a 100 pum.

Uma aliquota retirada da amostra descongelada foi diluida em tampéo fosfato-
salino — PBS [16], a fim de se obter uma concentracdo final da diluicdo de
aproximadamente 48 x 10 sptz/mL [17]. Ap6s cinco a dez minutos de incubagéo (37 °C),
5 uL do sémen diluido [18] foram transferidos para preparagdo entre lamina e laminula,
previamente aquecidas (37°C), e levados para analise no microscépio (Eclipse 50i,
Nikon®, Toquio, Japdo), sob aumento de 100x. Imagens de quatro campos diferentes
foram capturadas através de uma camera (602fc, Basler AG, Ahrensburg, Alemanha),

totalizando 100 imagens/segundo/campo, com contagem minima de 250 células.
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Foram avaliados os seguintes parametros espermaticos: motilidade total (MT, %)
e progressiva (MP, %), velocidades curvilinear (VCL, um/s) e do percurso médio (VAP,
pum/s) e em linha reta (VSL, um/s), deslocamento lateral de cabeca (ALH, pm),
linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %), frequéncia de batimento flagelar cruzado
(BCF, Hz) e hiperatividade (HYPERACT, %).

A avaliacdo da integridade de membrana plasmatica foi realizada no Laboratério
de Biologia Molecular e Imunologia do Instituto de Ciéncias da Saude - ICS da UFBA.
As amostras foram analisadas em Citdmetro de Fluxo (BD FACSCalibur®, BD
Biosciences, Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA). Foram utilizadas duas sondas
fluorescentes: o diacetato de carboxifluoresceina (DIC, 21879, Sigma Aldrich), que
fluoresce em verde, e iodeto de propideo (IP, P4170, Sigma Aldrich), que fluoresce em
vermelho, presentes em uma solucio de trabalho que continha PBS® DIC na
concentragdo final de 20,0uM e IP na concentracdo final de 15 uM [19,20].

Foram adicionados 5 pL de IP e 5uL de DIC a cada amostra de 200ul de sémen
diluido em PBS, a uma concentracio de 2 x 10° espermatozoides/mL em cada tubo
criogénico. Para essa analise foi estabelecido a contagem de no minimo 50.000 eventos.
Os espermatozoides foram classificados como ndo lesados (DIC+/IP-) e lesados
(DIC+/1P+; DIC-/IP+; DIC-/IP-).

5.2.6 Sincronizacao das fémeas e inseminacao artificial

Foram utilizadas 72 fémeas ovinas Santa Inés com escore corporal 3 (escala de 1-
5), clinicamente sadias, pertencentes a Fazenda Experimental de Entre Rios da
Universidade Federal da Bahia. Estes animais eram mantidos a pasto de Brachiaria
decumbens, suplementadas com sal mineral especifico para a espécie e com fornecimento
de &gua ad libitum. Todas passaram por uma avaliagdo prévia, clinica e ginecoldgica, bem
como, seguiram um calendario de vacinagdo e vermifugacdo. Essas fémeas foram
divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais denominados em Grupo 1 e
Grupo 3 inseminadas por laparoscopia [21].

Grupo 1: 36 fémeas inseminadas com o sémen congelado com o diluidor Tris-gema
acrescido de glicerol a 6% (GLY6%);
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Grupo 3: 36 fémeas inseminadas com o sémen congelado com o diluidor Tris-gema
acrescido de glicerol a 5% e dimetilacetamida a 1% (GLY5%+DMA1%);

Os grupos experimentais foram escolhidos apés o resultado da avaliacéo in vitro,
que ndo obteve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos, entretanto foi considerado o
tratamento que alcangou os maiores percentuais (G3) em relagdo aos parametros de VCL,
VAP e VSL, para comparar com 0 grupo controle.

As ovelhas foram sincronizadas utilizando-se protocolo curto, que se iniciou no dia
zero (DO0), com a colocagéo de dispositivo intravaginal contendo 0,33g de progesterona
(CIDR®, Pfizer, Guarulhos, Brasil) e com o qual permaneceram por oito dias. No D7 foi
realizada a administragdo por via intramuscular (IM) de 300Ul de gonadotrofina
coridnica equina (eCG, Novormon®, MSD Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil) e 0,125mg
de cloprostenol sodico (PGF2a, Ciosin ®, MSD Satde Animal, Sdo Paulo, Brasil). Ap0s
34 horas da retirada do P4 (D9), foram administradas 200Ul de gonadotrofina coridnica
humana (hCG, Chorulon ®, MSD Saude Animal, Séo Paulo, Brasil) por via IM. No D10,
aproximadamente 52 horas ap0s retirada do dispositivo intravaginal, foram realizadas as
inseminac@es intrauterinas laparoscépicas [21], de acordo com os tratamentos utilizados
(Figura 2). Todos os animais foram avaliados por ultrassonografia transretal, no modo B,
utilizando-se um transdutor linear com frequéncia de 7,5MHz (Mindray DP-50 Vet,
Shenzhen, China) 30 dias ap6s as inseminagdes para a confirmacédo da prenhez.

IATF us

owmween | 1

DO D7 D8 D9 D10 D40

!

300 Ul de eCG
+

Figura 1: Representacdo esquematica do protocolo de sincronizacdo do estro e ovulacdo de 72 fémeas da raca
Santa Inés. DO: dia do inicio do protocolo, momento em que foi introduzido o dispositivo intravaginal (CIDR®,
Pfizer, Guarulhos, Brasil); D7: sétimo dia do protocolo, aplicagdo de 300 Ul de Gonadotrofina coriénica Equina
(eCG, Novormon®, MSD Satde Animal, Sao Paulo, Brasil) e 0,125mg de cloprostenol sédico (Ciosin ®, MSD
Saude Animal, S&o Paulo, Brasil); D8: oitavo dia do protocolo, retirada do CIDR; D9: nono dia do protocolo,
aplicacao de 200 Ul de Gonadotrofina coridnica Humana (hCG, Chorulon ®, MSD Saide Animal, Sdo Paulo,
Brasil; D10: décimo dia do protocolo - inseminacdo artificial por tempo fixo (IATF) D40: avaliagdo

ultrassonogréfica das fémeas inseminadas.
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5.2.7 Andlise estatistica

As andlises dos dados foram realizadas utilizando-se o Statistical Analysis System
(SAS) - versao 9.0 (2002). Para os parametros espermaticos, primeiro foi realizada uma
andlise descritiva, sendo os resultados expressos na forma de média + desvio padrdo. A
normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk.
Todos os parametros estudados apresentaram distribuicdo ndo normal (TM, PM, VCL,
VAP, VSL, ALH, LIN, STR, BCF, HYPERACT, DIC, IP) e por isso foi utilizado o teste
de Kruskal-Wallis para a verificagdo de possiveis diferencas dos parametros
espermaticos, entre 0s grupos experimentais analisados. As taxas de gestacdo nos grupos
experimentais foram comparadas por meio de estudo de dispersdo de frequéncias,
utilizando-se o teste qui-quadrado (X?). O nivel de significAncia adotado para todas as

analises foi de 5%.
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215 5.3 Resultados

218 As andlises dos pardmetros da cinética espermética pés-descongelacdo

219  demonstraram que ndo houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos e 0 grupo controle

220 (Tabela 1). Nao houve efeito individual (P>0,05) dos carneiros sobre os resultados

221  espermaticos encontrados.

222

223

224  Tabelal

225 Parametros de cinética espermatica de ovinos Santa Inés, avaliados ap6s a congelagdo-descongelacdo em

226  diferentes concentracOes de glicerol e dimetilacetamida.

TRATAMENTOS
PARAMETROS In Natura Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7

MT (%) 85,5% + 0,62 51,4+218° 51,4+243° 501+187° 536+215° 523+£216° 528+243Y 46,9%232°
MP (%) 10,2 +8,6 85+53 8152 9960 8961 70£50 67+40
VCL (um/s) 58,3+151  51,8+147 578+175 562+149 533+141  497%195  500+158
VAP (um/s) 37,9+16,6 31,8+11,8 36,8 + 16,8 355+129 31,9+109 30,7 +13,8 29,4+10,4
VSL (um/s) 27,3+175 22,4+99 25,8+16,3 252+117 22,1+99 20,9+10,9 199+78
ALH (um) 3,607 3,6+0,9 35+05 36+06 36+06 36 £0,4 3708
LIN (%) 43,6 £16,7 42,0+9,2 42,0+12,6 434+124 40,2+9,9 38,7+115 39,4+7,0
STR (%) 67,2+125 68,8 +7,2 66,9 +9,7 68,8 +8,9 67,1+8,0 64,8 +10,9 67,0+5,8
BCF (Hz) 85+17 88+25 88+14 89+16 95+17 99+33 89+19
HYPERACT (%) - 6,8+8,5 55 +4,4 54+5,1 6,2+5,0 5245 4,6+3,6 3926

227  G1:GLY6%; G2: DMA3%; G3: GLY5%+DMA1%; G4: GLY4%+DMA2%; G5: GLY3%+DMA3%; G6:

228  GLY2%+DMA4%; G7: GLY1%+DMA5%. MT = Motilidade total; MP = Motilidade Progressiva; VCL

229 = Velocidade curvilinear; VAP = Velocidade do percurso médio; VSL = Velocidade em linha reta; ALH

230 = Deslocamento lateral de cabeca; LIN = Linearidade; STR = Retilinearidade: BCF = Frequéncia de

231 batimento flagelar cruzado e HYPERACT = Hiperatividade.

232 Nao houve diferencas entre os parametros avaliados através do teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).

233

234

235 Assim como observado para a cinética espermatica, observa-se com a Tabela 2

236  que os parametros de integridade de membrana plasmatica, ndo diferiram (P>0,05) entre

237 as amostras de sémen criopreservadas com diferentes concentracdes de glicerol e

238  dimetilacetamida.

239

240

241

242
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Tabela 2
Parametros de integridade da membrana plasmatica de células espermaticas de ovinos Santa Inés, avaliados
apos a congelacdo-descongelacdo, com diferentes concentracdes de glicerol e dimetilacetamida.

~ TRATAMENTOS
PARAMETROS G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
Lesadas 75,6 +12,9 64,9 + 14,9 72,7 £10,2 65,1+ 15,0 69,1+14,9 76,0 +14,0 75,5 +15,3
Na&o lesadas 19,7+115 28,4 £ 15,7 22,3+9,1 29,4 £ 14,0 24,3+ 14,1 17,9+ 13,6 16,9 + 15,3

G1: GLY6%; G2: DMA3%; G3: GLY5%+DMA1%; G4: GLY4%+DMA2%; G5: GLY3%+DMA3%; G6:
GLY2%+DMA4%; G7: GLY 1%+DMA5%.

IP = lodeto de Propidio; DIC = Diacetato carboxifluoresceina.

N&o houve diferengas entre os parametros avaliados através do teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).

Para o teste de fertilidade in vivo, observou-se que o escore corporal das fémeas
do estudo ndo diferiu (P>0,05) entre os grupos experimentais. Os resultados observados
in vitro repetiram-se in vivo, cuja avaliacdo da fertilidade do sémen congelado ap6s a
inseminacdo artificial em tempo fixo, por laparoscopia, ndo diferiu (P>0,05),
independente do grupo experimental utilizado. Para as fémeas inseminadas com o sémen
do grupo controle (G1, GLY6%), o percentual de fémeas gestantes foi de 36,1% e,
resultado semelhante ao obtido com o tratamento G3 (GLY5%+DMA1%).

5.4 Discussao

As amidas e o glicerol sdo crioprotetores penetrantes responsaveis pela
crioprotecdo das células espermaticas, porém as amidas apresentam pesos moleculares
menores que o glicerol, e sdo mais permeéveis & membrana plasmatica, assim como
tendem a induzir menor chogque osmotico as células apds a descongelacédo, o que provoca
menores danos [1]. Entretanto, no presente estudo, 0 menor estresse osmotico esperado
para 0s grupos com a DMA isolada ou em maiores concentragdes associada ao glicerol
ndo foi demonstrada, cujos parametros de cinética espermatica computadorizada
avaliados, apresentaram-se semelhantes (P>0,05), independente do grupo experimental
analisado. A queda na motilidade espermatica total quando comparado ao sémen fresco
foi observada em todos os tratamentos, independente da concentragdo ou crioprotetor
utilizado, que pode estar associada a perda de componentes intracelulares ou de lesdes
estruturais na cauda dos espermatozoides [19].

A eficiéncia da associacdo do DMA com o glicerol (GLY) foi testada para a
criopreservacao do sémen equino [4]. Os autores observaram que a cinética espermatica
através do CASA foi beneficiada (P<0,05) quando houve associa¢do do DMA e do GL,
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quando comparado a utilizagdo do GLY sozinho. Ainda segundo os autores, o resultado
superior (P<0,05) da DMA sobre o glicerol no estudo, deveu-se a utilizagdo de um maior
numero de cavalos com baixa tolerancia ao glicerol, conhecidos como bad freezers.

Neste estudo, observou-se que a interacdo entre 0 DMA e o glicerol ndo promoveu
efeito deletério sobre a célula espermatica ovina, diferente do que foi encontrado em
trabalho com Javalis [22], no qual o DMA, quando associado ao glicerol, afetou
negativamente a crioprotecdo das células espermaticas, aumentando a formacdo de
cristais de gelo intracelular bem como o aumento da citotoxicidade. E importante
considerar que existem diferencas estruturais de membrana plasmatica espermaética entre
espécies distintas [23], bem como suas diferentes interacbes com 0s componentes
presentes no diluidor, como o sémen ovino que em comparacdo ao dos equinos,
apresentam resultados melhores pds-descongelacdo, quando é utilizado o glicerol em
concentrag0es mais elevadas [24].

Foi observado que altas concentragdes do DMA (6%) no meio diluidor causam
efeitos deletérios a viabilidade da célula espermatica ovina, pos-descongelacdo [10].
Resultados semelhantes foram observados em ovinos [25] utilizando-se a acetamida no
meio diluidor (3% e 5%). Os autores verificaram que esta amida causou efeito deletério
sobre a motilidade progressiva, a integridade de membrana acrossomal e plasmatica,
provavelmente pela maior permeabilidade & membrana plasmatica e consequente elevada
concentracdo dentro das células, causando danos irreversiveis [25]. Porém, no presente
trabalho ndo foram observados efeitos deletérios sobre a integridade de membrana
espermatica na concentragdo de 5% de DMA no meio diluidor.

Estas variagdes entre os achados nos diferentes trabalhos podem ser justificadas,
pois, sabe-se que o efeito deletério do crioprotetor sobre a membrana plasmaética
espermatica também esta correlacionado ao método de criopreservacdo, que pode levar a
desestabilizacdo da membrana plasmatica de tal forma que favorece a acéo citotoxica do
crioprotetor [26].

Quando o processo de criopreservacdo e rapido, facilita a acdo do DMA em
comparacdo ao glicerol, pois o DMA penetra a membrana plasméatica com maior
facilidade e, portanto, causa uma maior crioprotecao a célula de maneira agil, ao contrario
do glicerol que tem uma penetracdo mais lenta, e por isso, um método mais prolongado

seria favoravel para a crioprotecdo celular utilizando esse crioprotetor [24]. Apesar de
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dificultar a comparagdo com outros trabalhos e suas particularidades na metodologia do
processamento, no presente experimento, todo processo de criopreservacao foi similar,
independente do tratamento utilizado, de forma que o efeito do método ndo pdde ser
estudado, além do que, ndo foram observadas diferencas (P>0,05) sobre os pardmetros de
cinética e integridade celular, entre os grupos.

As avaliagdes utilizadas in vitro para a analise seminal tem o objetivo de predizer
o potencial de fertilidade do espermatozoide in vivo, contudo nem todas as avaliacdes
apresentam alta correlacdo com a taxa de fertilidade, sendo a IA imprescindivel para a
confirmacéo do potencial fértil do sémen pds-descongelacéo [27].

Assim, ap0s a inseminacdo artificial com o sémen congelado nos dois grupos de
diluidores (G1: GLY6% e G3: GLY5%+DMA1%), ndo foi observada diferenca (P>0,05)
para a taxa de concepcdo das fémeas inseminadas. Achados semelhantes foram
verificados em um trabalho realizado com sémen de Javalis, que ndo obtiveram diferenca
(P>0,05) entre os animais inseminados com sémen em diluidor contendo GLY (3%) e
meio diluidor contendo GLY (3%) + DMA (1%). Os autores citaram que a quantidade de
fémeas inseminadas (n=7) pode ter dificultado a constatacdo de diferenca entre 0s grupos
[22], fato que ndo influenciou no presente experimento, ja que o nimero de fémeas foi o
suficiente para demonstrar qualquer diferenca entre os grupos, caso houvesse.

E de conhecimento que varios fatores podem interferir na taxa de concepgo das
ovelhas inseminadas, dentre eles estdo o escore corporal dessas fémeas, o tipo de
protocolo utilizado [28], a experiéncia do inseminador [29], a qualidade do sémen pos
descongelacdo e época do ano [30]. E todos os fatores citados foram controlados para
ambos 0S grupos.

A taxa de concepcdo deste trabalho (36,11%) foi moderadamente inferior ao que
se tem na literatura, com indices de 42% [31] e 50% [32], entretanto, os protocolos de
sincronizacdo utilizados nos trabalhos citados foram diferentes, com maiores doses de
eCG, protocolos mais longos, com dois manejos e com inseminacdes realizadas no 13°
dia. Tais fatores podem ter influenciado as taxas de concepgdo pds-inseminagé&o.

Resultados semelhantes ao do presente trabalho foram observados apds a
inseminacao de ovelhas [10] com sémen congelado com diluidores contendo amida (3%)
e glicerol (6%), sozinhos. Segundo os autores, a utilizagdo das amidas demonstrou que,

para ovinos, as amidas podem ser consideradas alternativas seguras para criopreservacao
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de espermatozoides, pois ndo comprometeram as taxas de fertilidade pds-inseminacao.
Os achados deste trabalho corroboram com os citados, ja que com a associacao do glicerol
e a DMA néo foram promovidas melhorias nas taxas de concepc¢édo, quando comparado
ao sémen congelado com o glicerol sozinho, ratificando os achados de cinética

computadorizada e viabilidade espermética in vitro.
5.5 Concluséo

Concluiu-se que a dimetilacetamida, independente da concentracdo utilizada, néo
diferiu do glicerol para a criopreservacdo do sémen ovino, apds analises dos paramentros
in vitro e in vivo, podendo ser utilizada em substituicdo ao glicerol quando houver uma
necessidade e/ou oportunidade de uso.

5.6 Conflito de interesse

Os autores declaram néo haver conflito de interesses.
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6 CAPITULO 2 Fertilidade de espermatozoides ovinos criopreservados com a

dimetilformamida associada ou néo ao glicerol.

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da utilizacdo da dimetilformamida
(DMF) em diferentes concentracGes, associadas ou nao ao glicerol (GLY), na confeccao
de diluidores para criopreservacdo espermatica, sobre os parametros espermaticos in vitro
e indice de fertilidade in vivo do sémen ovino pds-descongelagdo. Foram utilizados 25
ejaculados de ovinos da raga Santa Inés, divididos entre sete tratamentos para posterior
criopreservacao. Os tratamentos apresentavam diferentes concentracdes de DMA e GL.:
G1: GLY6%; G2: DMF3%; G3: GLY5%+ DMF1%; G4: GLY4%+DMF2%; G5:
GLY3%+DMF3%; G6: GLY2%+DMF4%; G7: GLY1%+DMF5%. Apo6s a
descongelacdo das palhetas, aliquotas foram avaliadas quanto a cinética espermatica
através da analise computadorizada do sémen - CASA e da integridade de membrana
através da citometria de fluxo. Os resultados obtidos foram analisados através do
Statistical Analysis System — SAS com nivel de significancia de 5%. N&o foram
verificadas diferencas (P>0,05), para o0s parametros de cinética espermatica
computadorizada, entretanto para a analise de integridade de membrana o grupo G4 foi
superior (P<0,05) em relacdo ao grupo G7, sendo assim esse foi o tratamento utilizado no
teste in vivo, feito por inseminacdo laparoscopica. O teste de fertilidade ndo mostrou
diferenca entre os tratamentos (P>0,05). Conclui-se que a dimetilformamida na
concentracdo e associacdo testada pode ser utilizada para a criopreservacdo de
espermatozoides ovinos, por proporcionarem indices adequados de concepc¢éo das fémeas
inseminadas.

Palavras-chave: crioprotetores, sémen, amidas, biotecnologia da reproducéo.

2 Capitulo realizado no formato da revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia da editora FEPMVZ

da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG. QUALIS-CAPES: A2 Formatagdo da

revista no Anexo 2.
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Fertility of ovine spermatozoa cryopreserved with dimethylformamide associated or
not with glycerol.

ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the effect of the use of
dimethylformamide (DMF) in different concentrations, associated or not to glycerol
(GLY), in the preparation of diluents for sperm cryopreservation, through in vitro sperm
parameters post-thawing and in vivo fertility of ram semen. Twenty-five ejaculates of
Santa Inés sheep were used, divided into seven treatments for subsequent
cryopreservation. The treatments presented different concentrations of DMA and GL: G1:
GLY6%; G2: DMF3%; G3: GLY5% + DMF1%; G4: GLY4% + DMF2%; G5: GLY3%
+ DMF3%; G6: GLY2% + DMF4%; G7: GLY1% + DMF5%. Samples of the
experiments were evaluated after thawing, for sperm kinetics through computer assisted
sperm analysis and membrane integrity by flow cytometry. The results were analyzed
through the Statistical Analysis System - SAS with significance level of 5%. There were
no differences (P> 0.05) for the parameters of computerized sperm kinetics, however for
the membrane integrity analysis the G4 group was higher (P <0.05) than the G7 group.
The fertility test showed no difference between treatments (P> 0.05). It is concluded that
dimethylformamide in the concentration and association tested can be used for the
cryopreservation of ovine spermatozoa, since they provide adequate conception rates of
the inseminated females.

Kew-words: extenders, spermatozoa, amides, reproduction biotechnology.

2 Chapter carried out in the format of the magazine Brazilian Archive of Veterinary Medicine and Animal Science of

the FEPMVZ publishing house of the Veterinary School of the Federal University of Minas Gerais - UFMG. QUALIS-
CAPES: A2 Formatting the journal in Annex 2.
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INTRODUCAO

Os programas de melhoramento genético tém demandado uma maior utilizacao
da inseminacdo artificial (1A), consequentemente se faz necessario o aperfeicoamento da
criopreservacao espermética (WATSON, 2000), a qual possibilita 0 armazenamento do
sémen de animais por tempo indeterminado (SALAMON, MAXWELL, 2000), além de
promover e difundir material genético de animais com alto valor zootécnico (LEBOEUF
et al., 2000; LIMA et al., 2010). Entretanto, inimeros fatores podem interferir nesse
processo complexo que essa biotecnologia reprodutiva necessita (WATSON, 2000;
PURDY, 2006).

Entre os principais fatores que podem interferir na qualidade seminal pds-
descongelacdo, destacam-se o tipo de diluente, 0 método de adicdo e a concentracdo de
crioprotetores (SALAMON; MAXWELL, 1995; CASTELO; FROTA; SILVA, 2008).
Assim, diferentes meios diluidores tém sido utilizados com o intuito de minimizar as
crioinjurias sobre a célula espermatica ovina (BITTENCOURT et al., 2013; SALAMON;
MAXWELL, 1995; SALAMON; MAXWELL, 2000). Os crioprotetores penetrantes, que
estdo presentes nos diluidores para congelacdo, tem influéncia direta nos indices de
fertilidade do sémen ovino congelado. Estes agentes sdo essenciais para a
criopreservagdo, por possibilitarem a sobrevivéncia dos espermatozoides durante
processo de congelacdo-descongelacdo (AMANN; PICKET, 1987).

Dentre os crioprotetores penetrantes, as amidas tém sido utilizadas com sucesso
em diferentes espécies, como ratos (OKUDA et al., 2007), equinos (ALVARENGA et
al., 2005), peixes (VARELA JUNIOR et al., 2012) e também em ovinos (MOUSTACAS
et al., 2011), contudo, trabalhos utilizando sémen ovino criopreservado com
dimetilformamida para o teste de fertilidade in vivo sdo escassos, por isso 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da dimetilformamida em diferentes
concentragfes nos meios diluidores associadas ou ndo ao glicerol sobre a viabilidade

espermatica ovina in vitro e in vivo pds-descongelagéo.
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MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal
da Bahia, protocolo: 41/2014. O experimento foi realizado em diferentes localidades, de
acordo com as etapas de pesquisa. A criopreservagdo do sémen foi realizada na Fazenda
Experimental do Municipio de Entre Rios — Ba, regido com latitude 11°56'31" sul,
longitude 38°05'04" oeste e no Laboratério de Reproducdo Animal, com latitude
13°00'16.7" sul, 38°30'31.6" oeste, pertencentes a Escola de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal da Bahia - UFBA. Foram utilizados 25 ejaculados de
cinco ovinos adultos da raca Santa Inés, com escore corporal de 3 (ha escala de 1-5),
clinicamente sadios e aprovados no exame androldgico, os quais foram mantidos a pasto
de Brachiaria decumbens, suplementados com sal mineral especifico para a espécie e
com fornecimento de agua ad libitum.

As colheitas do sémen foram realizadas por meio de vagina artificial, utilizando
uma fémea como manequim. Apos a colheita, a amostra de sémen foi avaliada quanto ao
volume, aspecto, turbilhonamento, vigor e motilidade espermética. Os ejaculados que nao
apresentaram conformidade com o pregonizado pelo Colégio Brasileiro de Reproducéao
Animal - CBRA (HENRY; NEVES; JOBIM, 2013) para sémen in natura foram
descartados.

Para o calculo da concentracdo espermatica, empregou-se a camara de Neubauer,
com sémen diluido na proporcdo de 10uL para 3990uL (1:400) de agua deionizada.
Também foram coletadas aliquotas para realizacdo do teste supravital com corante eosina
- EOS (CEDENHO; TOKUNAGA, 1995).

O ejaculado foi diluido em meio contendo Tris-gema de ovo (BITTENCOURT et
al., 2008) acrescido de dois crioprotetores: o glicerol e a dimetilformamida, sozinhos ou
em associagdes, respeitando o limite maximo de 5% da dimetilformamida. Para tanto,
foram formados sete grupos experimentais:

G1 - glicerol a 6% (GLY6%);

G2 - dimetilformamida a 3% (DMF3%);

G3 - glicerol a 5% e dimetilformamida a 1% (GLY5%+DMF1%);

G4 - glicerol a 4% e dimetilformamida a 2% (GLY4%+DMF2%);
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G5 - glicerol a 3% e dimetilformamida a 3% (GLY3%+DMF3%);

G6 - glicerol a 2% e dimetilformamida a 4% (GLY2%+DMF4%);

G7 - glicerol a 1% e dimetilformamida a 5% (GLY1%+DMF5%).

O G2 foi utilizado como meio controle para utilizacdo do DMF, com base em
resultados de estudos anteiores realizados pela equipe de pesquisa.

O sémen diluido em cada grupo experimental foi envasado em palhetas francesas
(0,25mL), com a concentracdo de 100 x 10° espermatozoides. Na sequéncia, as amostras
foram levadas a um refrigerador (Modelo 518C, Minitub do Brasil Ltda, Porto Alegre,
Brasil), submetidas a refrigeracdo a 5°C (0,46°C/min) a onde permaneceram por um
periodo de duas horas, correspondendo ao tempo de equilibrio (BITTENCOURT et al.,
2014). Para a curva de resfrigeracdo negativa as palhetas, contendo sémen refrigerado,
foram transferidas para uma caixa de isopor com capacidade de 37 litros (32 cm de altura,
29 cm de largura e 38 cm de comprimento), contendo nitrogénio liquido (N2L) a uma
altura de 3 cm. As palhetas foram expostas ao vapor de NoL durante 20 minutos, sendo
posteriormente submersas (-196 °C) (BITTENCOURT et al., 2008). As palhetas
previamente identificadas foram colocadas em raques, imersas em NL e armazenadas
dentro de um botijao criogénico.

As amostras seminais foram descongeladas em um banho-maria a 37°C por 30
segundos. Apds a descongelacdo, o sémen de cada grupo foi depositado em microtubos
(1,5mL), previamente aquecidos e mantidos a 37°C.

A cinética espermatica foi avaliada no Laboratério de Reproducdo Animal da
Universidade Estadual de Santa Cruz - UESC, utilizando-se o sistema de analise
computadorizada de sémen - CASA (Sperm Class Analyzer SCA®, Microptics, S.L.
Versdo 5.1, Barcelona, Espanha), configurado com set-up para ovinos: Area da particula
de 3 a 70um?, classificado quanto a velocidade em lento quando tinham velocidade entre
10 e 45 um/s, médio entre 45 e 75 um/s e rapidos acima de 75 um/s; progressivos quando
obtinham mais de 80% de retilinearidade (STR); circular quando obtinham menos que
50% de linearidade (LIN); a hiperatividade (HYPERACT) foi calculada quando a
velocidades curvilinear (VCL) = 35 a 500 pum/s, STR = 85 a 100% e o deslocamento
lateral de cabega (ALH) =2,5a 100 pum.

Uma aliquota retirada da amostra descongelada foi diluida em tampéo fosfato-
salino — PBS (CAVALCANTE et al., 2005), a fim de se obter uma concentracgéo final da
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diluicdo de aproximadamente 48 x 10°sptz/mL (DAVIS; KATZ, 1992). Ap6s cinco a dez
minutos de incubacéo (37 °C), 5 pL do sémen diluido (PALACIN et al., 2013) foram
transferidos para preparacdo entre lamina e laminula, previamente aquecidas (37°C), e
levados para analise no microscopio (Eclipse 50i, Nikon®, Toquio, Japdo), sob aumento
de 100x. Imagens de quatro campos diferentes foram capturadas através de uma camera
(602fc, Basler AG, Ahrensburg, Alemanha), totalizando 100 imagens/segundo/campo,
com contagem minima de 250 células.

Foram avaliados os seguintes parametros espermaticos: motilidade total (MT, %)
e progressiva (MP, %), velocidades curvilinear (VCL, um/s) e do percurso médio (VAP,
pm/s) e em linha reta (VSL, um/s), deslocamento lateral de cabeca (ALH, pm),
linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %), frequéncia de batimento flagelar cruzado
(BCF, Hz) e hiperatividade (HYPERACT, %).

A avaliacdo da integridade de membrana plasmatica foi realizada no Laboratério
de Biologia Molecular e Imunologia do Instituto de Ciéncias da Saude - ICS da UFBA.
As amostras foram analisadas em Citdmetro de Fluxo (BD FACSCalibur®, BD
Biosciences, Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA). Foram utilizadas duas sondas
fluorescentes: o diacetato de carboxifluoresceina (DIC, 21879, Sigma Aldrich), que
fluoresce em verde, e iodeto de propideo (IP, P4170, Sigma Aldrich), que fluoresce em
vermelho, presentes em uma solucio de trabalho que continha PBS® DIC na
concentracdo final de 20,0uM e IP na concentragdo final de 15 uM (HARRISON,
VICKERS, 1990).

Foram adicionados 5 pL de IP e 5uL de DIC a cada amostra de 200ul de sémen
diluido em PBS, a uma concentracdo de 2 x 10° espermatozoides/mL em cada tubo
criogénico. Os espermatozoides foram classificados como ndo lesados (DIC+/IP-) e
lesados (DIC+/IP+; DIC-/IP+; DIC-/IP-).

Foram utilizadas 71 fémeas ovinas Santa Inés com escore corporal 3 (na escala de
1-5), clinicamente sadias, pertencentes a Fazenda Experimental de Entre Rios da
Universidade Federal da Bahia. Estes animais eram mantidos a pasto de Brachiaria
decumbens, suplementadas com sal mineral especifico para a espécie e com fornecimento
de agua ad libitum. Todas passaram por uma avaliagéo prévia, clinica e ginecologica, bem

como, seguiram um calendario de vacinagdo e vermifugagdo. Essas fémeas foram
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divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais denominados em Grupo 1 e
Grupo 4 inseminadas por laparoscopia (KILLEN, CAFFERY. 1982).

Grupo 1: 36 fémeas inseminadas com o sémen congelado com o diluidor Tris-gema
acrescido de glicerol a 6% (GLY6%);

Grupo 4: 35 fémeas inseminadas com o sémen congelado com o diluidor Tris-gema
de ovo acrescido de glicerol a 4% e dimetilformamida a 2% (GLY4%+DMF2%).

O tratamento escolhido para ser utilizado na inseminacéo foi aquele que obteve
melhores valores numéricos quanto a integridade da membrana plasmaética na citometria
de fluxo (G4) e que diferiu estatisticamente (P>0,05) do G7.

As ovelhas foram sincronizadas utilizando-se protocolo curto, que se iniciou no dia
zero (DO0), com a colocacdo de dispositivo intravaginal contendo 0,33g de progesterona
(CIDR®, Pfizer, Guarulhos, Brasil) e com o qual permaneceram por oito dias. No D7 foi
realizada a administragdo por via intramuscular (IM) de 300Ul de gonadotrofina
coridnica equina (eCG, Novormon®, MSD Saude Animal, S&o Paulo, Brasil) e 0,125mg
de cloprostenol sodico (PGF2a, Ciosin ®, MSD Satde Animal, Sdo Paulo, Brasil). Ap0s
34 horas da retirada do P4 (D9), foram administradas 200Ul de gonadotrofina coridnica
humana (hCG, Chorulon ®, MSD Saude Animal, Séo Paulo, Brasil) por via IM. No D10,
aproximadamente 52 horas ap06s retirada do dispositivo intravaginal, foram realizadas as
inseminagdes intrauterinas laparoscopicas (KILLEN, CAFFERY. 1982). de acordo com
os tratamentos utilizados. Todos os animais foram avaliados por ultrassonografia
transretal, no modo B, utilizando-se um transdutor linear com frequéncia de 7,5MHz
(Mindray DP-50 Vet, Shenzhen, China) 30 dias ap0s as inseminacdes para a confirmacao
da prenhez.

As andlises dos dados foram realizadas utilizando-se o Statistical Analysis System
(SAS) - versdo 5.0 (1996). Para os parametros espermaticos, primeiro foi realizada uma
analise descritiva, sendo os resultados expressos na forma de média + desvio padrdo. A
normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk.

Os parametros que apresentaram normalidade foram: VCL, VAP, VSL, utilizando
para a comparacdo das médias a analise de varidncia (ANOVA), com teste de Student
Newman Keuls para verificar as possiveis diferencas entre os diferentes grupos. Para 0s

outros parametros espermaticos que ndo apresentaram distribuicdo normal (MT, MP,
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ALH, LIN, STR, BCF, HYPERACT, DIC, IP) foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Bonferroni para verificar diferenga inter-grupos.

As taxas de gestacdo nos grupos experimentais foram comparadas por meio de um
estudo de dispersdo de frequéncias, utilizando-se o teste qui-quadrado (X?).

O nivel de significancia adotado para todas as anélises foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estéo representados os parametros da cinética espermatica do sémen
ovino, p6s-congelagdo, com diferentes concentracdes da dimetilformamida e do glicerol.
A analise estatistica demonstrou que os tratamentos e o grupo controle nao diferiram entre

si (P>0,05), mantendo uma equivaléncia em relacéo a qualidade da cinética espermatica.

Tabela 1. Pardmetros de cinética espermatica ovina, avaliados apds a congelacdo em diferentes concentracdes
de glicerol e dimetilformamida.

TRATAMENTOS
PARAMETROS
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

MT (%) 437+235 352244 444267  47,6+279  489+270  499%295  365+278
MP (%) 6,7+39 49+45 8,1+63 8,0+4,6 8,7+54 85+48 49+4,1
VCL (um/s) 56,7+145  545+165  589%120  569+140  570%13,6  550%206 457152
VAP (um/s) 339+101  31,3+109 344+74 334+9,0 342+104  31,8+122  258+101
VSL (um/s) 229+87 205+93 234+6,9 22,7480 240+87 21,6+83 172+83
ALH (um) 38+07 3,7+09 39+06 38+07 38+10 39+1,0 35+0,7
LIN (%) 39,7£86 36,7 10,2 39,6 £8,7 39473 41,6 +8,6 38,195 36,3%6,9
STR (%) 66,2+7,6 63,6 +13,0 67,0 £8,2 66,9 +7,2 69,6+ 6,9 69,7+9,5 65,0+ 7,5
BCF (Hz) 93£2,2 9,3£2,9 10118 96+1,7 9,9+26 9,6+2,7 92+19
HYPERACT (%) 48+36 32432 49+36 51+34 59+39 54+36 30+27

Gl: GLY6%; G2: DMF3%; G3: GLY5%+DMF1%; G4: GLY4%+DMF2%; G5: GLY3%+DMF3%; G6:
GLY2%+DMF4%; G7: GLY1%+DMF5%. MT = Motilidade total; MP = Motilidade Progressiva; VCL =
Velocidade curvilinear; VAP = Velocidade do percurso médio; VSL = Velocidade em linha reta; ALH =
Deslocamento lateral de cabeca; LIN = Linearidade; STR = Retilinearidade: BCF = Frequéncia de batimento
flagelar cruzado e HYPERACT = Hiperatividade.

N&o houve diferencas entre os parédmetros avaliados (P>0,05).

Resultados similares foram encontrados por Medeiros et al. (2002), em equinos,
ao testarem a eficiéncia da associac¢ao da dimetilformamida (DMF) com o glicerol (GLY)

para a criopreservacdo do sémen. Esses autores observaram que ndo houve alteragédo da



239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270

50

motilidade progressiva (P>0,05) entre o sémen congelado com GLY sozinho ou associado
ao DMF. Os equinos parecem apresentar maior sensibilidade ao glicerol em comparagéo
aos ruminantes, aves e coelhos (ALVARENGA et al., 2005).

Em ovinos, o glicerol é o crioprotetor mais utilizado para congelacdo do sémen
(SALAMON, MAXWELL, 2000). Segundo Hammerstedt, Graham, Nolan (1990), as
membranas plasmaticas dos espermatozoides podem sofrer diferencas entre a quantidade
e o tipo de fosfolipidios, de acordo com a espécie, adquirindo caracteristicas diferentes
em relacdo a estabilidade da membrana plasmatica. Este fato pode explicar as diferentes
respostas entre as espécies, frente aos diferentes crioprotetores utilizados para a
criopreservacao espermatica.

Gragas et al. (2013) utilizaram a metilformamida na formulacdo de meios
diluidores para ovinos e chegaram a conclusdo que, em altas concentracdes (7 e 9%), as
amidas apresentaram efeito toxico sobre a célula espermética. Nao foi possivel observar
no presente trabalho, com a utilizagdo de concentragdes que variaram de 1 a 5% do DMF
no diluidor, demonstrando que dentro dessas concentra¢es no foi possivel observar
citotoxidade sobre as células espermaticas.

A crioinjdria pode estar relacionada com o processo de criopreservacdo utilizado
no experimento de Gracas et al. (2013) que obtiveram uma curva de resfriamento mais
rapida do que no presente estudo, que foi mais lento e proporcionou uma melhor interagdo
entre 0 GLY e o DMF para a preservacdo da integridade de membrana plasmatica.
Segundo Thurston, Holt e Watson (2003), o DMF tem uma penetracdo celular mais rapida
e 0 GLY tem uma penetracdo mais lenta e a velocidade da curva de congelacdo pode
interferir na qualidade da crioprotegéo celular desses compostos.

Esse possivel efeito de sinergia entre GLY e DMF foi observado também em
trabalho realizado com equinos por Morillo Rodriguez et al. (2012), os quais relataram
superioridade (P<0,05) na motilidade total, com 27,5% no tratamento com a amida
associada ao GLY (2,5% de DMF + 1,5% de GLY) e 16,1% no tratamento utilizando
GLY sozinho (2,5 %).

Moustacas et al. (2011) testaram o DMF em diferentes concentragdes (variando
de 1 a 4%), associada ou ndo ao glicerol, para a criopreservagdo espermatica em ovinos.
Contudo, obtiveram resultados negativos na avaliacdo da motilidade total e integridade

da membrana plasmaética (P<0,05), com a utilizagdo da dimetilformamida em comparacéao
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ao GLY (5%), sugerindo que o DMF se comportou de maneira toxica para 0s animais
avaliados. Diferente do que foi observado no presente experimento, no qual as
caracteristicas de cinética espermatica ndo diferiram, independente da concentracdo de
crioprotetor utilizada.

A Figura 1 ¢ a representacdo grafica da anélise espermatica apos a citometria de
fluxo, demonstrando como foram identificadas as células lesadas e integras.

A B
o
S b+
] iDIC- | 1P + DIC +|1IP +
o 1 ]
21 ™
. o4
-9 1
o4 o
[=)1%=] £
2@ =
= £ o4
] & T
no 9 .
024 [
1 1DIC- |IP - DIC +|IP -
=% . ‘-9‘ -
O - ]
N
] o I
e e L a B e T
4] 200 400 600 800 1000 100 101 102 103 104
FSC-Height DIC6

Figura 1. Representacdo gréafica da analise espermatica em citdmetro de fluxo. (A): avaliacdo identificando
o tamanho e a granulosidade da célula. (B): avaliagdo dos espermatozoides corados com os fluocromos
representados nos diferentes quadrantes, onde DIC+|IP+, DIC-|IP+ e DIC-|IP- sdo espermatozoides com
membranas lesadas e DIC+|IP- espermatozoides com membranas integras.

Na Tabela 2 observam-se os resultados da integridade de membrana plasmatica
espermatica, avaliada por citometria de fluxo. O tratamento G4 diferiu do tratamento G7
(P<0,05), entretanto ambos ndo diferiram dos demais tratamentos (P>0,05).

Tabela 2. Parametros de integridade de membrana plasmatica das células espermaticas ovina, avaliados
apos a congelagdo em diferentes concentragdes de glicerol e dimetilformamida.

. TRATAMENTOS
PARAMETROS
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Lesados (%) 771+98%  755+152%  767+94%  709+136° 77,1+106% 77,7+135® 850%92°
integros (%) 166+8,3® 179+148% 173+83® 246 +130*° 163 +92® 159+132%  85+85°

G1: GLY6%; G2: DMF3%; G3: GLY5%+DMF1%; G4: GLY4%+DMF2%; G5: GLY 3%+DMF3%; G6:
GLY2%+DMF4%; G7: GLY1%+DMF5%. IP = lodeto de Propidio; DIC = Diacetato carboxifluoresceina.
Letras diferentes entre as linhas indicam diferencas estatisticas, pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

As analises da integridade estrutural da membrana plasmatica espermatica séo

importantes para monitoramento da capacidade de fertilizacdo e viabilidade dos
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espermatozoides (OBERST et al., 2003). Apesar dos achados demonstrarem diferenca
entre os grupos em relagdo a integridade, o mesmo ndo foi observado na cinética
espermatica. Isso pode ser justificado, pois 0s espermatozoides moribundos com lesées
discretas de membrana plasmatica podem continuar com atividade cinética (MORRELL,
1991).

Um Unico parametro ndo pode ser utilizado para anélise espermatica, uma vez que
ao trabalhar com espermatozoides, existe uma grande variabilidade de respostas. Por isso
varios métodos devem ser associados para poder predizer o potencial de fertilidade do
espermatozoide ap6s a descongelacdo (GILLAN et al., 2008).

Segundo Karow (2001), o crioprotetor pode se tornar um agente tdéxico, a
depender da sua concentracdo, momento em que ele é adicionado, bem como a
temperatura que a célula espermatica € exposta ao crioprotetor. Isto justifica o fato de
que, mesmo em trabalhos com individuos da mesma espécie e raca, os resultados podem
diferir apds a criopreservacdo espermatica, por conta de toda variacdo no processamento
espermatico.

A metodologia que foi utilizada no presente estudo, em relacdo ao processo de
criopreservacao pode ter colaborado para que a qualidade dos parametros espermaticos
ndo diferissem entre 0s grupos experimentais, ao contrario do que foi observado nos
outros estudos (MOUSTACAS et al., 2011; GRACAS et al., 2013) que tiveram curvas
de refrigeracdo e congelacao diferentes, podendo influenciar na velocidade de penetracédo
dos crioprotetores, aumentando assim a sua concentracdo intracelular e por consequéncia
um possivel efeito toxico a célula espermatica (THURSTON; HOLT;WATSON, 2003).

O tratamento G4 foi o Unico que diferiu do tratamento G7 (P<0,05) e este achado
pode estar correlacionado ao equilibrio das concentracdes de DMA e GLY ja que a
metodologia de criopreservacao utilizada foi a mesma para todos os grupos, trazendo uma
maior crioprotecédo celular para o tratamento G4, assim como a sinergia positiva que foi
relatada no trabalho de Morillo Rodriguez et al. (2012) em um trabalho com equinos.

A avaliacdo da fertilidade do sémen congelado com diferentes tratamentos,
utilizando a técnica da inseminacdo artificial em tempo fixo por via laparoscopica,
demonstrou que ndo houve diferenca estatistica (P>0,05), independente do meio diluidor
que foi utilizado, G1 (GLY6%) no qual 36,11% das fémeas inseminadas ficaram
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gestantes e no G4 (GLY4%+DMF2%).com 42,86% das fémeas gestantes ap0s as
inseminacoes.

O resultado encontrado na fertilidade in vivo corroboram com os resultados
encontrados na cinéetica espermatica (tabela 1) e integridade de membrana plasmatica
(tabela 2), onde os grupos G1 e G4 nédo diferiram entre si. Medeiros et al. (2002),
realizando teste de fertilidade in vivo em equinos (n=30), observaram melhores resultados
(P<0,05) para o0 sémen que foi criopreservado com o DMF, em comparacdo ao GLY,
obtendo 40% de taxa de concep¢do para 0s animais inseminados com sémen
criopreservado com as amidas e 0% para 0 sémen criopreservado somente com o GLY.

Resultados de fertilidade utilizando o sémen congelado de jumentos com 0 DMF
foram relatados, realizando a inseminacdo em éguas ou jumentas, demonstrando uma
maior taxa de fertilizacdo (P<0,05) do sémen contendo o DMF no diluidor em
comparagdo com o glicerol. Os autores hipotetizaram que o glicerol pode agir
negativamente sobre a célula espermética do jumento ou pode agir no trato reprodutivo
das jumentas, de forma negativa, trazendo um maior acumulo de liquido quando
comparado as inseminacGes com sémen fresco ou monta natural, induzindo uma
inflamacdo uterina e por consequéncia inviabilizando a fertilizagdo desses animais
(VIDAMENT et al., 2009), fato que nao é relatado na espécie ovina e por esse motivo
ndo interferiu nos resultados obitidos no presente experimento.

Né&o foram encontrados trabalhos na literatura consultada com a fertilidade in vivo
dos espermatozoides ovinos criopreservados com a dimetilformamida. Contudo, a taxa
de prenhez alcancada no trabalho é condizente com outro estudo realizado por Masoudi
et al. (2017) com ovinos, utilizando a inseminacgéo artificial intra-uterina por meio da
laparoscopia, com sémen congelado-descongelado com meio a base de gema de ovo, onde
alcancaram 42% de taxa de concepc¢do, demontrando também que os indices obitidos no

presente trabalho estdo dentro da realidade encontrada para essa espécie.
CONCLUSOES
Pode-se concluir que a dimetilformamida na concentracdo e associacdo testada

pode ser utilizada para a criopreservagdo de espermatozoides ovinos, por proporcionarem

indices adequados de concepc¢éo das fémeas inseminadas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Meios diluidores contendo crioprotetores a base de dimetilformamida ou
dimetilacetamida foram nas condicdes desse trabalho eficientes para a crioprotecdo de
células espermaéticas de ovinos.

A substituicdo do glicerol parcial ou total pela dimetilacetamida ou
dimetilformamida ndo reduz o efeito deletério pés-descongelacdo sobre a viabilidade e
fertilidade do espermatozoide ovino, mas mantém a mesma qualidade encontrada no meio
somente com glicerol.

As ovelhas inseminadas com sémen congelado-descongelado com crioprotetores
a base de amidas, apresentaram resultados de fertilidade semelhantes aquelas inseminadas
com sémen em diluidor convencional com glicerol.

A utilizacdo do DMA e DMF pode ser avaliada com outros tipos de crioprotetores,
utilizando de forma associada ou ndo, na tentativa de se melhorar a qualidade do sémen

po6s-descongelacao.
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