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RESUMO

No intuito de melhorar os indices de viabilidade espermatica e consequentemente 0s
resultados da inseminacdo artificial, empresas e pesquisadores buscam por melhores
protocolos de congelamento, meios de crioprotecdo e diluicdo. Devido a relatos da
utilizacdo do hidroxietilamido na criopreservacdo de outros tipos celulares, o objetivo
do estudo foi avaliar o efeito da adicdo do hidroxietilamido (HEA) em meio diluidor
comercial, buscando maior eficiéncia da amostra espermatica pds-descongelamento.
Foram utilizados 3 ejaculados de 10 animais da raca nelore (n=30). Os ejaculados foram
divididos em sete tratamentos para congelamento, que delimitaram-se em grupo
controle 0% (apenas diluidor Tryladil) e as respectivas inclusbes de 0,6%, 1,5%, 2%,
3%, 5% e 10% de hidroxietilamido, ao mesmo diluidor. O sémen a fresco e o congelado
com HEA foram avaliados quanto a motilidade, vigor, integridade de membrana
(Eosina), funcionalidade de membrana (HOST). Para o sémen congelado, o grupo
controle e as trés melhores inclusbes de HEA foram avaliados quanto a taxa de
clivagem (D3) e a taxa de embrides (D7), pés-fertilizacdo in vitro. A média dos
parametros do sémen fresco versus o descongelado (controle) para motilidade
(65,8+4,6; 47,5+7,2), integridade (87,2%; 67,8%) e funcionalidade de membrana
(70,4%; 41,3%), utilizando somente o diluidor Tryladil, foram estatisticamente
significativas. Quanto a avaliacdo entre o diluidor com Tryladil (controle) versus os
tratamentos com inclusdo de HEA (0,6%, 1,5% e 2%) ndo apresentaram diferenca
estatistica, para os parametros motilidade (47,5+7,2; 42,5+6,5; 35,7+£8,9; 41,31£6,7) e
integridade de membrana (67,8+9,3; 66,4+9,8; 64,1+10,1; 66,4+10,6). Também nao
ocorreu diferenca estatistica na taxa de clivagem e de embrides para os tratamentos com
inclusdo de HEA (0,6%, 1,5% e 2%), quando comparado ao controle (Tryladil) (55,4%;
53,2% e 53,3% e 51,4%); (19,1%; 28,6%; 22,6% e 19,4%). Concluiu-se que a adi¢éo do
HEA ao meio Tryladil ndo promoveu melhora nos pardmetros do sémen descongelado,
como também ndo alterou a taxa de clivagem e producdo e embrides. Todavia em

concentracdes acima de 2% ocorre uma reducédo da viabilidade do sémen congelado.

Palavras Chaves: Inseminacéo, espermatozoide, bovino.
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ABSTRACT

In order to improve the rates of sperm viability and consequently the results of artificial
insemination, companies and researchers are looking for better freezing protocols,
cryoprotection and dilution media. Due to reports of the use of hydroxyethyl starch in
the cryopreservation of other cell types, the objective of the study was to evaluate the
effect of the addition of hydroxyethyl starch (HEA) in commercial diluent medium,
seeking greater efficiency of the post-thaw sperm sample. Three ejaculates of 10 nelore
animals (n = 30) were used. The ejaculates were divided into seven treatments for
freezing, which were delimited in the control group 0% (tryladil diluent only) and the
respective inclusions of 0.6%, 1.5%, 2%, 3%, 5% and 10% of hydroxyethyl starch, at
the same diluent. Fresh and frozen semen with HEA were evaluated for motility, vigor,
membrane integrity (Eosin), membrane functionality (HOST). For frozen semen, the
control group and the three best HEA inclusions were evaluated for cleavage rate (D3)
and embryo rate (D7), post-fertilization in vitro. The mean of the fresh versus thawed
semen parameters (control) for motility (65.8 £ 4.6, 47.5 = 7.2), integrity (87.2%,
67.8%) and membrane functionality ( 70.4%, 41.3%), using only the diluent Tryladil,
were statistically significant. As for the evaluation between the diluent with Tryladil
(control) versus treatments with inclusion of HEA (0.6%, 1.5% and 2%) did not present
statistical difference, for the parameters motility (47.5 £ 7.2; 42.5 £ 6.5, 35.7 £ 8.9, 41.3
* 6.7) and membrane integrity (67.8 £ 9.3, 66.4 £ 9.8, 64.1 + 10, 1: 66.4 + 10.6). There
was also no statistical difference in the cleavage rate and embryos for treatments with
HEA inclusion (0.6%, 1.5% and 2%) when compared to the control group (Tryladil)
(55.4%, 53.2 % and 53.3% and 51.4%); (19.1%, 28.6%, 22.6% and 19.4%). It was
concluded that the addition of HEA to Tryladil did not improve the parameters of
thawed semen, nor did it alter the rate of cleavage and production and embryos.
However, in concentrations above 2%, a reduction in the viability of frozen semen

occurs.

Key Words: Insemination, spermatozoa, bovine.
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1.INTRODUCAO

A inseminacdo artificial cresce e difunde-se de maneira progressiva no Brasil, 0
que leva ao crescimento do mercado de sémen. De acordo com dados (2001 a 2014) da
ASBIA (Associacdo Brasileira de Inseminacdo Artificial) foram comercializadas
aproximadamente 13 milhGes de doses em 2014, o que comparado ao ano de 1981 (1,5

milhdes) representa um crescimento de 860%.

Este aumento na comercializagcdo de sémen deve-se as vantagens da utilizagéo
da inseminacdo artificial tais como: melhoramento genético, controle de doencas,
controle zootécnico e padronizacdo de rebanho, gerando maiores beneficios para cadeia
produtiva de proteina animal.

Devido ao crescimento populacional, é necesséario que a producdo de proteina
animal como fonte de alimento seja proporcional a demanda, e isso implica 0 aumento
da comercializacdo de sémen bovino trazendo perspectivas futuras positivas para este
mercado (TILMAN et al., 2002).

Para atender as necessidades do mercado pecuario com qualidade, as empresas
de producéo e distribuicdo de sémen juntamente com instituicdes de pesquisa, buscam o

aprimoramento dos procedimentos envolvidos desde a coleta até a inseminacao.

Dentro destas etapas, pode-se destacar o0 processo de criogenia que envolve a
preservacdo do espermatozoide bovino. Mesmo apresentando grande complexidade,
diversos grupos de pesquisa tem buscado aumentar a viabilidade espermética, alterando
0 meio de preservacdo e a curva de congelamento (SILVA et al., 2017;
ABDUSSAMAD et al., 2015; DUARTE JUNIOR et al., 2016).

O congelamento de sémen bovino ja € bem estabelecido, porem como relatado
por Watson (1985), ha perdas de 40% a 50% da qualidade espermatica, exigindo
pesquisas voltadas para o aperfeicoamento ou desenvolvimento de novos crioprotetores

com intuito de aumentar a eficiéncia desta técnica.

O tema deste estudo é amplo e possui varias vertentes de pesquisas, 0 que pode
ser explicado devido a grande quantidade de variaveis envolvidas. Estas variaveis
constituem-se de eficiéncia de crioprotetores, diferenca entre ejaculados (individuos),

métodos de coleta, armazenagem, resfriamento, dilui¢des, envase, entre outros.
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Embora haja a presenca de tantas varidveis, neste estudo destacou-se a
importancia do crioprotetor, 0 que ndo dispensa a importancia das outras variaveis que
sdo extremamente ligadas a eficiéncia do mesmo.

Apesar da existéncia de muitos crioprotetores e protocolos de congelamento, o
estudo optou pela utilizagdo do protocolo realizado pela empresa Alta Genetics do
Brasil.

Autores relatam o uso desta substancia para criopreservacao de células e as
possiveis interacbes que a mesma pode causar para promover um efeito positivo no
congelamento, portanto o objetivo do projeto baseia-se em avaliar a capacidade
crioprotetora do aditivo hidroxietilamido em diferentes concentracdes, associado com o
diluidor Tryladil®.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1.Estrutura espermética

15

Os espermatozoides sdo formados dentro dos tubulos seminiferos dos testiculos

apresentando-se como celulas alongadas e hapldides. S&o constituidos de uma cabeca

contendo o ndcleo e uma estrutura chamada acrossoma e cauda (flagelo) que possui

estruturas responsaveis pela motilidade celular (HAFEZ, 2004) (Figura 1).

cabega

peca
intermediaria

flagelo

membrana
plasmatica

contetdos do
acrossomo

membrana externa
do acrossomo

membrana interna
do acrossomo

membrana
nuclear

nucleo

™ apical (crista)

| segmento

| segmento

| regido posterior

segmento

principal

equatorial

do acrossomo

Figura 1 - Detalhamento do espermatozoide, cabeca, peca intermedidria.Fonte [Modificado

Andrologia Bésica, Henry 2013].

O flagelo é composto pela peca intermediaria, principal e terminal. Internamente

é constituido pelo axonema, uma estrutura especializada do citoesqueleto, responsavel
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pela motilidade espermatica. As mitocondrias sdo os geradores de energia da célula

espermatica e se encontram na peca intermediaria (HAFEZ, 2004).

A célula espermatica € recoberta externamente, por toda sua extensao, por uma
membrana plasmética (MP) (CELEGHINI, 2005), porém também é composta por
outras membranas como a acrossomal, nuclear e mitocondrial que sdo compostas de

agregados lipidicos e proteinas construidas durante a espermatogénese.

Durante o trénsito e armazenamento no epididimo, essas sofrem modificaces na
qual é chamada maturacdo espermaética. Estas mudancas funcionais implicam na
maturacdo de organelas celulares, habilidade de movimentar-se e de se ligar a zona
peltcida (OLIVARES, 2013).

A membrana plasmatica é organizada em um mosaico fluido no qual é formada
por uma bicamada lipidica, proteinas integrais e periféricas. Estas proteinas sao
responsaveis pelo transporte de substratos energéticos como frutose e glicose essenciais
para a producdo de Adenosina Tri-Fosfato (ATP), na via glicolidica (SILVA,
GADELLA, 2006).

O colesterol presente na membrana plasmatica (MP) possui papel importante na
estabilizacdo e fluidez da bicamada lipidica, sendo influenciada pelas diferencas de
temperaturas, nas quais determinam o grau de instabilidade ou ndo das camadas
lipidicas (AMORIN, 2008).

A funcdo das membranas estd relacionada com seus Vvarios componentes
(proteinas, lipideos), e com a interacdo entre eles, desse modo, alguns acontecimentos
como variacdo de pH, formacdo de radicais livres, podem promover a modificacdo
dessa relacdo e diminuir a capacidade fecundante do espermatozoide (HAFEZ, 2004;
FLESCH, GADELLA, 2000).

O acrossomo esta localizado na extremidade anterior da cabeca entre o lado
interno da membrana plasmaética e o ndcleo. E composto de uma membrana externa e
uma interna, e uma cavidade formada pelas mesmas que armazena enzimas e
substancias de grande importancia no momento da fertilizacdo (HENRY, ECHEVERRI,
2013).

A membrana nuclear ou envelope nuclear tem o papel de separar o material

genético (DNA) do citoplasma celular e € composto por duas membranas, uma externa e
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uma interna, onde estdo presentes estruturas proteicas responsaveis pelo transporte de
outras proteinas de expressao génica (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2013).

Semelhante a constituicdo da membrana nuclear, a membrana mitocondrial
também possui duas camadas, porém a camada interna possui varios dobramentos
também conhecidos como as cristas mitocondriais, na qual possui substancia rica em
DNA, RNA, ribossomos e enzimas nas quais sdo responsaveis pela producdo de ATP
(ALBERTS et al., 2004).

2.2.Criopreservacao

A criopreservacdo tem o intuito de manter as caracteristicas naturais da célula
espermatica garantindo que a mesma permaneca com adequada capacidade de
fecundacdo pods-descongelamento. Este processo permite que as biotecnologias da
reproducdo sejam amplamente utilizadas e aprimoradas, pois assegura um transporte

facilitado e com validade prolongada quando armazenado corretamente (HOLT, 2000).

Os desafios da criopreservacdo de sémen estdo ligados a fatores como interagdo
da célula espermatica com o diluidor, promovendo o estresse osmotico, a formacéao de
cristais de gelo, e a instabilidade das membranas, causada pelas curvas de resfriamento
e congelamento, fatores estes que podem ser deletérios sobre as funcbes de producéo de
energia, movimentacdo flagelar e penetracdio do espermatozoide no o0d0cito
(CELEGHINI, 2005).

No resfriamento existem efeitos de mudanca de fase dos lipidios de membrana,
reducdo da atividade da bomba sédio e precipitacdo de substancias, o que pode causar
mudancas de pH, promovendo a diminui¢do da viabilidade celular (DE SANTIS,
PRATA, 2009).

Outros efeitos causados na célula pelo congelamento estdo diretamente ligados a
composi¢do das membranas, contetdo celular de sais, interacdo osmética entre célula e
0S meios que estdo em seu contato, estas caracteristicas determinam a permeabilidade
da membrana e a entrada de agua e eletrdlitos (MERYMAN, 1971).

O controle de entrada e saida de agua e eletrdlitos sdo fundamentais para a
viabilidade espermatica, pois estas sofrem basicamente dois tipos de lesdes: a
desidratacdo e o dano mecanico pela formacdo de cristais de gelo intracelular. Essas

lesdes estdo correlacionadas respectivamente por baixa e alta velocidade de
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congelamento e ambas pela composic¢ao do soluto em que esta presente no diluidor (DE
SANTIS, PRATA, 2009).

2.3.Diluidores (Crioprotetor)

Uma das fungdes do diluidor é de retirar a 4gua presente no compartimento
intracelular por diferenca de osmolaridade, pois ao congelar, em temperaturas entre -5°
a -15°C, ocorre aumento da concentracdo de solutos do compartimento externo
mobilizando a agua do meio intra para o extracelular impedindo que, durante a fase de
congelamento, haja formacdo de cristais de gelo intracelulares que lesionam a célula e
provocam sua morte (ARRUDA et al., 2010).

Os constituintes basicos dos diluidores sdo substancias energéticas,
crioprotetoras, solucBes tampbes e antibidticos. Estes sdo classificados como
crioprotetores penetrantes e ndo penetrantes que também sdo conhecidos como
intracelulares e extracelulares, respectivamente. Dentre os crioprotetores mais utilizados
na préatica de conservacdo do sémen durante o congelamento estdo o glicerol, gema de
ovo e leite (SILVA, GUERRA, 2011).

Um dos crioprotetores penetrantes de maior relevancia € o glicerol, uma
molécula pequena capaz de atravessar a membrana plasmatica com acdo solvente dentro
da célula proporcionando a retirada de &gua intracelular e, por possuir ponto de
congelamento mais baixo que a agua, minimiza a formacdo de cristais de gelo
intracelulares e consequentemente a morte da célula (CASTRO, CARVALHO, SILVA,
2011).

Ja as macromoléculas por ndo conseguirem atravessar a membrana plasmatica
sdo chamadas de crioprotetores ndo penetrantes, e tém acdo de soluto, pois atuam no
meio extracelular efetuando mudancas osmoticas, o que afeta 0 movimento de agua do
meio intra para o extraelular. Sdo exemplos de crioproterores ndo penetrantes a gema de
ovo, leite desnatado e outros agucares (CELEGHINI, 2005).

Outro fator a ser considerado para com os diluidores e suas moléculas
constituintes é a toxicidade que essas podem causar ao espermatozoide, pois levam a
danos bioguimicos sobre os componentes celulares, como a desnaturacdo de proteinas
(RATES, 2015), o que pode impedir seu pleno funcionamento (WATSON, 2000).



19

O estresse osmotico também é um fator a ser considerado na criopreservacdo
celular (MERYMAN, 1971), pois pode causar danos a motilidade e viabilidade
espermatica (MOSTEK et al., 2017).

Os diluidores possuem papel importantissimo para que este fenémeno néo
prejudique a célula. Este estresse ocorre devido a um desequilibrio osmatico em que a
velocidade, e quantidade de reposicdo de volume se tornam inadequadas, causando um
exagerado influxo de liquido extracelular promovendo o rompimento da membrana

plasmatica e por sua vez a morte celular (SOARES, 2010).

2.3.1.Hidroxietilamido

O hidroxietilamido (HEA) é um polissacarideo formado por cadeias ramificadas
e esféricas de glicose 0 que o torna muito parecido com o glicogénio. E encontrado
comercialmente apresentando diversos pesos moleculares estes que variam de 1-200 x
10*(DE SANTIS, PRATA, 2009).

Esta molécula é obtida da amilopectina de alto peso molecular extraida do
milho. Conhecidas também como solucdes coloides sdo amplamente utilizadas na
medicina humana no tratamento e prevencdo de hipovolemias, choques, lesGes,
infeccbes e queimaduras quando a expansdao do volume plasméatico é desejada
(REGALIN et al., 2010).

Inicialmente descrito por Lioneti (1978), o uso da combinacdo do HEA 6% e
DMSO (Dimetilsuféxido) 5% obteve sucesso na criopreservacdo de granuldcitos
chegando a resultados de recuperacdo de 72% a 101% destas células, e com viabilidade,

utilizando azul de tripan, de 84% a 89%.

Posteriormente, Stiff (1987) confirmou a eficidcia das duas substancias
misturadas com recuperacdo de célula pos-descongelamento de 102%+13% e
viabilidade celular utilizando-se também o corante azul de tripan 70%+5% para células
congeladas a — 80 °C de 12 a 16 meses.

De acordo com De Santis e Prata (2009), o HEA é denominado de crioprotetor
ndo penetrante. Esta denominacdo da-se devido ao tamanho de sua molécula que ndo
consegue se difundir para o interior das células. Os efeitos crioprotetores do HEA néo
sdo elucidados por completo, mas a hipdtese de que este juntamente com um

crioprotetor penetrante (evitar a desidratagéo celular), tenha um efeito de vitrificagdo do
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meio extracelular formando uma capa protetora contra as lesdes que os cristais de gelo

formados pelo congelamento podem causar.

2.4.Curva de resfriamento e congelamento

Logo apds a adicdo do meio diluidor comeca mais uma etapa do processo de
criopreservacdo, o resfriamento. E neste momento que a atividade metabdlica das

células espermaéticas diminui para se iniciar entdo o congelamento (CELEGHINI, 2005).

As células rapidamente resfriadas podem sofrer choque térmico, um conjunto de
alteracGes que ocorrem em mudancas bruscas de temperatura. Este fendmeno tem efeito
negativo sobre a célula espermatica podendo causar reducdo da motilidade espermatica,
movimentos circulares, perda de conteddo intracelular, danos ao acrossoma e membrana
plasmatica (GRAHAM, 1996).

Durante o congelamento realizado com nitrogénio liquido, a célula alcanca a
temperatura de -196 °C, até chegar a este limiar, a exposicao a variacdes de temperatura
entre -15 °C a -60°C podem causar prejuizos irreversiveis e prejudicar a fungéo celular
no resultado final (MAZUR, 1984).

Segundo Oliveira et al. (2013) quando a temperatura alcanca de -5 °C a -15 °C
inicia-se a formacdo de cristais de gelo no meio extracelular enquanto o meio
intracelular se encontra super-refrigerado. E neste ponto que ocorre o efluxo do liquido
intracelular o que promove a desidratacdo na qual possui papel importantissimo
prevenindo a formacao dos cristais no interior da célula evitando lesdes severas.

Faz-se necessario uma curva de congelamento suficientemente lenta para que
este efeito ocorra, mas rapida o bastante para que ndo haja uma desidratacdo intensa
causando o enrugamento extremo da célula e um colapso irreversivel da membrana
plasmatica (ARRUDA, 2010).

2.5.AvaliagOes Espermaticas

2.5.1.Motilidade

A avaliacdo da motilidade mesmo que estimada é uma das variaveis mais
importantes na predicdo da qualidade espermatica e € utilizada para avaliar a eficiéncia
de diferentes diluidores e os protocolos de congelamento, considerando que para que
haja a fecundagdo a mesma se torna indispensavel (KUMAR, 2000).
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Mesmo tendo grande relevancia para com a fertilidade, ndo € possivel afirmar
que células esperméticas mesmo possuindo bons pardmetros de motilidade, estejam
livres de qualquer injuria celular em que possa causar um efeito negativo nos processos
da fertilizacdo (AMORIN, 2008).

Vérios métodos para avaliacdo da motilidade foram realizados ao longo do
tempo. Estes métodos variam de protocolos com analise subjetiva e analise objetiva
(SILVA et al., 2009).

A analise subjetiva com a utilizacdo de microscopia Optica com contraste de fase
e placa aquecedora € aceitavel segundo Varner, Vaughan, Johnson (1991) tendo como

avaliadora pessoa experiente.

Ja como métodos objetivos foram descritos a espectrofotometria e a anélise
computadorizada, no caso da ultima é também avaliada caracteristicas especificas do
movimento espermatico (MEJIA-GALLEGO, 2010).

2.5.2.Integridade de membrana

Vaérios testes de integridade de membrana sdo citados na literatura e sdo
realizados com diversos corantes como a eosina nigrosina (BLOM, 1950) e azul de
tripan (DIDION et al.,, 1989) em que sdo facilmente usados juntamente com a
microscopia éptica simples.

Estes funcionam basicamente corando as células que tem membrana plasmatica
lesada enquanto as células integras permanecem sem coloracdo (VASCONCELOS et
al., 2017).

Por outro lado existem outras substancias como o iodeto de propideo uma sonda
fluorescente que € utilizada em protocolos mais avangados associada com avaliacfes
com o uso do citdmetro de fluxo (BERGSTEIN, WEISS, BICUDO, 2014).

2.5.3.Funcionalidade de membrana

O teste de funcionalidade de membrana também conhecido como teste
hiposmdtico mostra a capacidade da célula espermatica de permitir o transporte de
moléculas seletivamente. Quando a célula é exposta a uma solucéo hipotdnica hd uma
tentativa de se estabelecer o equilibrio osmético o que permite a entrada de solucéo na
célula (MARTINS et al., 2011).
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Este influxo osmotico causa o “edemaciamento” da célula 0 que € facilmente
visivel na cauda do espermatozoide que se enrola. Este enrolamento ou dobramento
pode ser explicado devido a membrana plasmética na cauda parecer ser mais frouxa em
relacdo a cabeca (AMORIM, 2008).

Como citado por Snoeck (2014), vérios protocolos foram descritos e testados a
fim de se encontrar condigfes mais precisas para que ocorra o efeito desejado, além de
um diagnostico, de funcionalidade de membrana, fidedigno. Assim, a solugdo em que o
espermatozoide for exposto deve ter osmolaridade controlada, ser incubado em tempo e
temperatura adequado.

Correa e Zavos (1994) definiram um padrdo de solucdo para o sémen bovino ao
utilizar uma solucéo de frutose e citrato de s6dio a 100 mOsmol/kg em que conseguiram

visualizar o maximo de células enroladas comparadas as outras osmolaridades.

De acordo com estudos feitos Jeyendran et al.(1984) (desenvolvedor da técnica)
houve uma alta correlacdo de caudas enroladas e penetracdo de espermatozoides nos
00citos.

2.6.Fertilizagdo in vitro (FIV)

A fémea bovina na puberdade tem aproximadamente 70.000 odcitos, mas ao
longo da sua vida apenas uma pequena porcdo destes sdo recrutados e estdo aptos para a
fertilizacdo. Com o advento da fertilizagdo in vitro esses nimeros de oocitos sdo
aproveitados e chegam a gerar aproximadamente 50 produtos doadora/ano, ao contrario
de vias naturais que gerariam em torno de 10 produtos na vida da fémea doadora
(VARAGO, MENDONCAS, LAGARES, 2008).

A técnica inicia-se com a colheita de odcitos que pode ser realizada in vitro com
a utilizacdo de ovarios de abatedouros, ou in vivo com a utilizacgho da OPU
(ovumpickup) técnica que utiliza a ultrassonografia via transvaginal (GONCALVES et
al., 2008).

Os proximos passos da FIV séo todos realizados no laboratério e compreendem-
se em trés etapas: maturacdo oocitéria in vitro, a fecundacdo dos odcitos in vitro e o
cultivo embrionério in vitro (VARAGO et al., 2008).

Na maturacdo in vitro o o0cito passa por transformacGes para que esteja apto a
ser fecundado, estas sdo conhecidas como maturacdo nuclear e citoplasmética
(CHAVES et al., 2010).
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Antes da fecundacdo in vitro, é necessario retirar dos fatores incapacitantes
presentes na amostra, tanto no plasma seminal quanto no diluidor, estes procedimentos
fazem com que o espermatozoide sofra alteracGes (capacitacdo) e hiperativacdo da
movimentacdo necessarios para que haja a fecundacdo (VARAGO et al.,, 2008;
CHAVES et al., 2010).

Posteriormente a fertilizacdo, € necessario o cultivo embrionario no qual o

zigoto sofre divisbes celulares (clivagem), a formacdo da mérula até o estadio de
blastocisto (GONCALVES et al., 2008).
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3.0BJETIVO

3.1.0bjetivo Geral

Avaliar a capacidade crioprotetora do aditivo hidroxietilamido em diferentes

concentracgdes, associado com o diluidor Tryladil®.

3.2.0bjetivos Especificos

Avaliar  a viabilidade espermatica do espermatozoide bovino, apds a
criopreservacao com o diluidor e as diversas concentracdes de Hidroxietilamido (HEA);
Avaliar a integridade fisica e a funcionalidade, da membrana plasmatica do
espermatozoide bovino, pelo teste de Eosina e  teste hiposmdtico, apds a
criopreservacao com o diluidor e as diversas concentracdes de Hidroxietilamido (HEA);
Avaliar o efeito dos tratamentos de Hidroxietilamido (HEA), sob o

espermatozoide bovino criopreservado, quanto a taxa de producao in vitro de embrides.
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4.MATERIAIS E METODOS

4.1.Declaracdo ética

O Projeto foi submetido ao comité de ética em experimentacdo Animal — Oficio
CEEA-045/2017, sendo considerado aprovado (ANEXO I).

4.2. Pré- Experimento

Foram realizados dois pré-experimentos, o primeiro com objetivo de verificar o
melhor diluidor em relacdo a curva de congelamento utilizada pela central. O segundo
teve como objetivo avaliar o efeito direto das diversas concentragdes de HEA sob a
viabilidade espermatica.

Para o primeiro pré-experimento foram utilizados os diluidores Botu-Bov ® ,
OptiXcell ® e Tryladil ®, este experimento fez parte do trabalho de conclusdo de curso
da Aluna Monalyse Kevelyn Borges de Oliveira, trabalho enviado para publicagdo na
revista Ciéncia Animal Brasileira (em prelo), com resultado favoravel para o diluidor
Tryladil ® (ANEXO I1).

Quanto ao segundo pré-experimento foram calculados as concentracdes de HEA,
conforme o presente trabalho e testado as diferentes concentracfes (6% e 20%) logo
apos a coleta do sémen e céalculo de concentracdo celular (30 milhdes de
espermatozoides por palheta), assim foi retirada uma aliquota e avaliada quanto a
motilidade e vigor espermatico. Os resultados apresentados definiram o experimento.

Uma vez que as avalia¢fes foram nulas.

4.3.Reagentes

Os reagentes utilizados no projeto estdo descritos no ANEXO III.

4.4 NUumero de animais e coleta das amostras

As amostras foram produzidas na Central de producdo de sémen Alta Genetics
do Brasil situada no municipio de Uberaba — MG no segundo semestre de 2017. Foram
coletadas amostras de sémen de 10 touros da raca Nelore com um numero de trés
ejaculados por animal, totalizando 30 ejaculados (n=30). Os ejaculados foram coletados
com vaginas artificiais bovinas modelo IMV (IMV Technologies®) e estas por sua vez

estavam devidamente aquecidas e lubrificadas.
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Os ejaculados utilizados no experimento foram avaliados quanto a motilidade,
vigor e concentragdo. O parametro minimo para serem usadas, foi de motilidade maior

ou igual 60%, vigor maior ou igual a trés, e concentragio maior ou igual a 600x10%/ml.

4.5.Sanidade animal

Os animais estavam alocados em piquetes individuais, onde havia
sombreamento natural e artificial. Piquetes eram dotados de cama de areia, area de
pastagem, cocho e bebedouro. Eram fornecidos agua e suplemento mineral & vontade e
era passada uma dieta de concentrado e volumoso duas vezes ao dia, uma na parte da

manha e a outra na parte da tarde.

Todos o0s animais apresentavam escore corporal de 4 a 5, e estavam
regularizados em relagdo aos exames sanitarios necessarios para a permanéncia na

Central.

4.6.Parametros espermaticos analisados

Todas as amostras espermaticas frescas foram avaliadas quanto ao volume,
concentracdo espermatica, motilidade, vigor, integridade de membrana plasmética com
Eosina 1% (p/v) e funcionalidade de membrana com a utilizagdo de solucdo
hiposmadtica.

Para as amostras congeladas também foram avaliados os parametros de
motilidade, vigor, integridade de membrana plasmatica com Eosina 1% (p/v) e
funcionalidade de membrana com a utilizacdo de solucdo hiposmética, além da taxa de

clivagem (D3) e taxa de embrides (D7).
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4.7.Fluxograma do Experimento

Sémen
Fresco

T1
Controle
0%

Figura 2 - Fluxograma do Protocolo Experimental: coleta de sémen com preparagdo dos
tratamentos para congelamento, descongelamento a 37°C por 30 segundos para avaliacGes
espermaticas e para a fertilizacdo in vitro.
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4.8.Preparacao espermatica

Primeiramente todos os tratamentos foram aliquotados inclusive o controle, em

tubo modelos Falcon (15ml), como Tabela 1:

Tabela 1 - Diluicdo da solucéo crioprotetora em funcao dos tratamentos estudados.

Diluidor Solugéo crioprotetora Concentracédo
Tratamentos
(Tryladil) HEA 20% HEA 6% final HEA
1 2,16 ml - - 0%
2 1,90 ml - 0,16 mi 0,6%
3 1,60 mi - 0,54 mi 1,5%
4 1,90 ml 0,16 ml - 2%
5 1,08 mi - 1,08 mi 3%
6 1,60 ml 0,54 ml - 5%
7 1,08 ml 1,08 ml - 10%

Todos os tratamentos foram incubados a 37°C em banho-maria, com a devida
concentracdo de Hidroxietilamido (HEA) além do controle sem inclusdo da molécula
(0%), até a chegada do ejaculado no laboratério.

A diluicdo foi realizada com o intuito de padronizar 30 milhdes de

espermatozoides por palheta (250ul).
4.8.1.Procedimento de congelamento-descongelamento

4.8.1.1.Do congelamento

O congelamento foi realizado segundo os protocolos da Alta Genetics do Brasil.
Todas as amostras passaram pela mesma curva de congelamento e os tratamentos de

cada ejaculado eram congelados simultaneamente *.

* Por questBes éticas relacionadas ao sigilo empresarial, ndo sera apresentada detalhes da curva de
congelamento.
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4.8.1.2.Do descongelamento

Todas as amostras foram descongeladas a 37°C por 30 segundos em
descongelador de sémen, e mantidas em tubo de ensaio previamente aquecidas a 37°C.

4.9.AvaliacOes

4.9.1.Volume

O volume foi aferido por balanca digital de precisdo, pesando-se o tubo mais
ejaculado posteriormente a tara da mesma. A amostra era pesada e o valor em gramas €é

transformado em mililitros.

4.9.2.Concentracao

Foram pipetados 50ul da amostra do ejaculado em cubeta preenchida com 7 ml
de solucdo (solucdo fisioldgica 0,9% e formol na concentracdo de 1%) e apos a
homogeneizacio realizou-se a leitura em espectrofotdmetro (Genesys 20®) resultando a
analise em milhdes de espermatozoides por ml (WILLET E BUCKNER, 1951).

4.9.3.Motilidade e Vigor

Pipetaram-se 8ul do ejaculado entre lamina e laminula sobre o0 aumento de 100 x

em microscopia Optica com contraste de fase.

Foram avaliados subjetivamente com nota de 0 % a 100 % os espermatozoides
vivos na amostra. Para o vigor foram avaliados com escore de 1 a 5 perante a
intensidade e a retilinearidade do movimento sendo o 1 mais lento e 5 0 mais rapido e
retilineo (CBRA, 2013).

4.9.4.Integridade de membrana (Eosina)

Para o0 sémen a fresco e congelado (descongelado a 37°C por 30 segundos em
descongelador de sémen) foram utilizados 8 pl do ejaculado mais 8 ul do corante Eosina
1% (p/v) pipetados em lamina, posteriormente foi realizado o esfregaco, este realizado
com outra lamina no angulo de 45° aguardou-se 30 segundos a temperatura de 37°C
para iniciar as avaliagdes. Processo este realizado em mesa aquecedora a 37°C. Foram

contadas 100 células.
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As células apresentando coloracdo foram consideradas de membrana plasmatica
lesada e as que ndo apresentaram coloragcdo do corante, definidas como integras
(BLOM, 1950).

4.9.5.Funcionalidade de membrana (HOST)

A avaliacdo da funcionalidade de membrana consistiu em pipetar 20 pl da
amostra fresca ou congelada (descongelado a 37°C por 30 segundos em descongelador
de sémen) em 500ul de solu¢do hiposmotica incubadas a 37°C por 60 minutos, e outra
aliquota de mesmo volume em solucdo de formol salino 1% sem incubacao.

Foram contadas 100 células em microscopia Optica no aumento de 100 X
verificando alteracbes de dobramento de cauda em ambas as amostragens das duas
solucdes.

Subtraiu-se a quantidade de células com alteracBes da amostra em solucéo
hiposmotica com as células contadas na solucéo de formol salino chegando ao resultado
final de células funcionais aquelas nas quais sofreram alteracdo de dobramento de cauda
(CORREA; ZAVOS, 1994).

4.9.6.Producéo in vitro de embrides (PI1V)

Foi realizada producdo in vitro no laboratério da Biovitro localizado em
Uberaba - MG. Todos os protocolos realizados seguiram conforme determinacdo da
prépria empresa*. Para a realizacdo da FIV (Fertilizacdo in vitro) foram utilizados 70
odcitos para cada tratamento (Controle; 0,6%; 1,5% e 2%), estes selecionados apés
avaliacdo estatistica.

Para cada tratamento foram feitos um pool dos 3 ejaculados de cada touro
respectivamente. Foram avaliados nos dias de cultivo 3 e 7 representados por D3 (taxa

de clivagem) e D7 (taxa de embrides).

* Por questdes éticas relacionadas ao sigilo empresarial, ndo serdo apresentados detalhes da producdo in

vitro de embrides.
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4.9.7 Fluxograma producéo in vitro de embrides (P1V)
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Figura 3 — Fluxograma da produc&o in vitro de embrides, com utilizacdo de ~70 odcitos para
cada tratamento e pool de 3 ejaculados do mesmo animal.
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4. 10.Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o programa GraphPadPrism 6.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). Os dados foram expressos em média e desvio
padrdo (trés repeticdes de cada 10 animais). Teste T pareado foi utilizado para comparar
sémen a fresco e ap6s o descongelamento. A comparacdo de dados entre grupos
controle e tratados foi realizada pela Andlise de Varidncia. Para as avaliacbes de
motilidade e vigor foi realizado o teste ndo paramétrico de KrussKal-Wallis. Para as
avaliacdes de Integridade e Funcionalidade de membrana, o teste paramétrico ANOVA,
com pos teste Dunnet. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p< 0,05. Para cada tratamento foram realizadas 30 repeti¢des (n=30).
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5.RESULTADO E DISCUSSAO

5.1. Sémen Fresco versus Sémen Congelado (Tryladil)

Os ejaculados apresentaram volume médio de 6,73 ml como também
concentragdo espermatica de 1794,6 x 10%/ml estando dentro dos padrdes recomendados
pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013) que estipula valores
médios entre 5-8 ml e no minimo 365 x 10%/ml, respectivamente.

A média da motilidade do sémen fresco caiu de 65,8+4,6% para 47,5+7.2% ap0s
o descongelamento (Figura 4: A), essa queda de 28% na motilidade prova os efeitos
deletérios que a criopreservacdo provoca, conforme citado por Watson (1995), porém
com uma diminuicdo de qualidade de 40% a 50% do ejaculado.

Abdussamad et al., (2015) apresentaram resultados de 65% na motilidade do
sémen fresco e apds criopreservacdo e descongelamento utilizando-se também o

Tryladil ® obtiveram resultado de 49%, o que se assemelha aos dados do presente

trabalho.
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Figura 4 - Efeito da criopreservacdo na motilidade (A); vigor (B); Integridade de membrana
Eosina (C) e funcionalidade de membrana Host (D). Descongelado foi definido como grupo
controle. Os resultados sdo expressos pela média e desvio padréo.
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Observa-se que ndo ha uma diferenca significativa quanto ao parametro vigor,
uma vez que este define somente a intensidade e progressividade do espermatozoide
(Figura 4: B).

De acordo com De Santis, Prata (2009), os efeitos deletérios na membrana
plasmatica podem acometer os espermatozoides apds processos de criogenia, como
visto na Figura 4 (C) uma queda de 87,2% (fresco) para 67,8% (descongelado) de
células integras, este efeito possivelmente foi causado pela formacéo de cristais de gelo
intracelular (GONZALEZ, 2004; SQUIRES et al., 1999; VASCONCELOS et al.,
2017).

Este efeito deletério também é representado na avaliacdo da funcionalidade de
membrana pelo teste hiposmotico (Figura 4: D). Uma vez que, 0 estresse osmotico esta
diretamente relacionado a interacdo entre a célula e o diluidor em que esta em contato.
O que pode causar a diminuicdo da viabilidade esperméatica (MERYMAN, 1971; DE
SANTIS, 2009; MOSTEK et al., 2017).

Siqueira et al., (2007) encontraram resultados de 37,89% para o sémen bovino
congelado, resultado no qual o presente trabalho se assemelha com 41,3% de células

reativas ao teste hiposmotico.

De acordo com Layek et al., (2016) o processo de criogenia causa uma
translocacdo de lipideos e a desestabilizacdo de membrana o que pode levar a perda da

integridade da membrana e também uma reacdo acrossomal prematura.

Para Vianna (2004) com a queda da temperatura os lipideos passam do estado
fluido para o estado gel onde as cadeias de acidos graxos se desordenam.
Posteriormente com a continua diminuicdo da temperatura essas estruturas emparelham-
se e se tornam rigidas e fracas sujeitas a danos. Estes efeitos podem ajudar a entender as
quedas nas avaliacdes de integridade de membrana (Fresco 87,2% Versus Descongelado
67,8%) e funcionalidade de membrana (Fresco 70,4% Versus Descongelado 41,3%)
(Figura 4).

Na avaliacdo estatistica apds o teste de dispersdo dos dados (ANEXO 1V),
verificou-se que os valores referentes a motilidade, vigor, integridade de membrana e

funcionalidade, apresentaram homogeneidade quanto ao grupo controle (descongelado)
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e os tratamentos para os 30 ejaculados, o que indica um padrdo metodologico para 0s

procedimentos de avaliagéo.

5.2. Sémen Congelado (Tryladil) versus Sémen Congelado (Tryladil mais HEA)

A criopreservacdo causa uma diminuicdo na motilidade espermatica, como
explicado na figura 4. Ao se analisar o grupo controle (descongelado) versus os
tratamentos com inclusdes 0,6%, 1,5% e 2% de HEA, verifica-se que ndo ha diferenca

estatistica entre os resultados (Tabela 2).

Entretanto com a inclusdo de 3%, 5% e 10% de HEA, quando relacionado a

motilidade observa-se uma diminuicao significativa (p<0,05). (Tabela 2).

Tabela 2 - Avaliagdo da motilidade e vigor do espermatozoide bovino, pos
congelamento.

Parametros Tratamento (Concentracdo HEA)
Controle Baixas concentragdes Altas concentracbes
0% 0,6% 1,5% 2% 3% 5% 10%
Mot(lol/:)(;ade 475+72% 425+6,5% 357+8,9° 41,3+6,7° 18,8+10,6° 25,2+84° 14,3+6,8°

Vigor
4,8+0,4% 4,2+0,6° 3,6+0,8° 4,1+0,72 2,5+0,9° 2,7#0,7°  2,0+0,5
(0-5)

Analise experimental das avaliagdes Motilidade e Vigor. A média e desvio padrdo foram

calculadas pelo testes de KrusKal-Wallis. Letras diferentes indicam significancia em p<0,05.

Possivelmente este efeito pode estar relacionado ao aumento da concentracéo de
HEA. Assim, os parametros de motilidade e vigor seguiram uma similaridade quanto
aos tratamentos em baixas concentragdes. Entretanto na concentragdo 1,5% o vigor foi

inferior, ao grupo controle.
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Em trabalho realizado por Duarte et al.(2016), com objetivo semelhante ao
presente trabalho de tentar aumentar a eficdcia do diluidor com a inclusdo de um aditivo

(antioxidantes), obteve resultados inferiores a 10% para motilidade.

Segundo trabalho realizado por Silva et al. (2017) utilizando-se de diluidor tris-
gema encontraram-se resultados de motilidade 28,33+1,66 de média e vigor 2+0 do
sémen pds descongelamento, ja Abdussamad et al., (2015) encontrou motilidade média

de 49%, semelhante aos resultados obtidos no presente trabalho.

Para a avaliagdo da integridade de membrana com uso da eosina, as baixas
concentracdes obtiveram resultados semelhantes estatisticamente com o controle
(67,8+9,3), seguindo também o padrdo encontrado para a motilidade. As baixas
concentracgdes, 0,6%; 1,5% e 2% apresentaram integridade de membrana de 66,4+9,8,
64,1£10,1 e 66,4+10,6 respectivamente (Tabela 3), diferentemente dos valores
encontrados por Duarte Junior et al., (2016) que encontraram resultados abaixo de 30%
para a integridade de membrana utilizando-se da adicdao de pentoxifilina e antioxidantes

ao diluidor.

Tabela 3 - Avaliacdo da integridade (IM) e funcionalidade (FM) da membrana plasmatica do
espermatozoide Bovino, p6s congelamento.

Parametros Tratamento (Concentracdo HEA)
Controle Baixas concentragdes Altas concentracbes
0% 0,6% 1,5% 2% 3% 5% 10%

IM (%) 67,849,3*  66,4+9,8° 64,1+10,1* 66,4+10,6° 52,9+8,2° 56,9+9,1° 46,8+11,1°

FM (%) 41,3+10,6° 37,849,5*% 29,0+10,0° 33,7+10,0° 14,2+7,4° 18,648,7° 13,9+5,8°

Analise experimental dos testes de Viabilidade de membrana plasmaética: Integridade de
membrana-IM (Eosina)- células vidveis; Funcionalidade de membrana (HOST) — Células
reativas. A média e desvio padrdo foram calculadas pelo testes de Dunnet. Letras diferentes
indicam significancia em p<0,05.

As altas concentragdes 3%; 5% e 10% apresentaram resultado de 52,9+8,2,
56,919,1 e 46,8+£11,1 o que diferiram estatisticamente do controle. O que pode reforcar



37

o efeito da alta concentracdo de HEA, sugerido um efeito do soluto sobre a condicgéo

fisiologica da membrana plasmatica.

Assim as altas concentracdes de HEA possivelmente levariam a um processo de
alteracéo do soluto na solucdo, e provavelmente promoveriam uma desidratagéo celular
em que o liquido intracelular se dirige para 0 meio mais concentrado. Esta saida
exacerbada de liquido intracelular causaria danos irreversiveis a célula espermatica (DE
SANTIS, PRATA, 2009).

Em estudos realizados por Lioneti et al. (1978) e Stiff et al. (1987) com
granulécitos, utilizando HEA, observou-se uma taxa de viabilidade de
aproximadamente 80%, resultados superiores aos alcancados no presente trabalho
(60,2%). Possivelmente essa variacdo pode estar relacionada a estrutura de membrana
como fosfolipidios e colesterol, uma vez que os tipos celulares se distinguem entre

somatica e germinativa.

A estrutura da membrana plasméatica do espermatozoide bovino segue uma
caracteristica bioquimica peculiar como relatado por Vianna (2004) e Layek et
al.,(2016) em que ha uma raz&o singular entre fosfolipidios e colesterol.

Como ja descrito por Arruda et al., (2010) uma das fungdes do diluidor é de
retirar a &gua do meio intracelular impedindo a formacdao de cristais de gelo. Portanto, é
necessario um diluidor em que sua concentracdo de soluto seja suficiente para promover
a uma saida de agua que ndo desidrate a célula completamente, e que também permita
retirar a quantidade de &gua adequada para que nao haja o congelamento do liquido

intracelular dentro da célula, promovendo uma lesdo mecénica pelos cristais formados.

Outra hipdtese vai de encontro com os relatos de Tasdemir et al. (2013), em que
a densidade da substancia também poderia influenciar nesta diferenca de resultados
obtidos, uma vez que a relacdo da densidade é diretamente proporcional a massa do
soluto, assim potencializando o efeito soluto sobre a membrana plasmatica, o que

promoveria injurias durante o processo criogénico.

Também ¢é possivel observar a relacdo motilidade e integridade de membrana
que expressaram mesmo padrdo de resultados sendo estes bons para baixas
concentragOes e ruins para as altas concentragdes de HEA. Segundo Paulenz (2002)
estes dois pardmetros somados ao status do acrossoma sdo os mais confiaveis a predigdo
da fertilidade (QUAN et al., 2016).
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H& uma tendéncia ao se avaliar a integridade de membrana com a motilidade, ao
contrério da funcionalidade de membrana que se mostrou inferior aos resultados
encontrados para estas, o que indica uma ineficiéncia funcional da membrana, o que de

acordo com Ntemka et al., (2016) tem papel essencial na fertilizacao.

Na tabela 3 a avaliagdo da funcionalidade de membrana indicam as altas
concentracdes e também as inclusdes 1,5 e 2% (baixas concentracfes) se diferenciando
estatisticamente e negativamente do controle 0% (41,3+£10,6%). Apenas a inclusao de

0,6% nao difere do controle.

Outro fator a ser considerado pode estar relacionado a toxicidade, o que pode

promover danos bioquimicos irreversiveis a membrana da célula (WATSON, 2000).

Este efeito possivelmente possa ser traduzido nos resultados em que se utilizou
concentracdes acima de 1,5% de HEA. Desta forma, pode-se predizer que haja uma
relacdo de toxicidade da molécula de HEA para com a célula espermatica, como
relatado por Castro e colaboradores (2011), em que algumas substancias quando
interagem com tipos celulares, possam promover um efeito citotdxico, conforme a

concentracdo utilizada.

Este relato corrobora com os dados do pré-experimento, ao utilizar-se somente o
HEA, como diluidor, tanto 6% quanto 20%, em que o parametro motilidade e vigor

foram diminutos, apds o descongelamento.

Pode-se observar que apenas a inclusdo de 0.6% mostrou-se semelhante
estatisticamente em todos os parametros avaliados, quando comparado ao grupo
controle o que mostra quanto maior a concentracao mais danos ocasionados, reforcando

as ideias do efeito do soluto e toxicidade.

5.3. Avaliagdo da Taxa de clivagem e taxa de embrifes

Devido aos resultados de motilidade e vigor, integridade de membrana e
funcionalidade de membrana utilizando-se das altas concentracdes de HEA (3%, 6% e
10%), ndo serem estatisticamente favoraveis, estas ndo foram testadas na taxa de
clivagem e taxa de embrifes. Portanto para a FIV utilizou-se o grupo controle e apenas

os tratamentos 0,6%, 1,5% e 2%.

De acordo com a andlise dos dados, observa-se que nao ocorreu diferenca

estatistica (p>0,05), entre o controle e os tratamentos 0,6%, 1,5% e 2% quanto a
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avaliacdo da taxa de clivagem, uma vez que os resultados para os tratamentos foram
(55,4%; 53,2% e 53,3%), respectivamente, comparando-se com 0 grupo controle
(51,4%) (Figura5 A).
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Figura 5- Analise experimental dos testes de fertilizacdo in vitro. A) porcentagem da taxa de
clivagem D3; B) porcentagem de embrido em D7.

Na avaliacdo da taxa de embribes produzidos no D7, observa-se que ndo ha
diferenca estatistica entre o grupo controle (19,4%) e os tratamentos 0,6%, 1,5% e 2%
de HEA (19,1%; 28,6%; 22,6%), respectivamente (Figura 5: B).

Em trabalho realizado por Brum (2006), foram encontrados resultados com
média de 80% para a taxa de clivagem e 20% para taxa de embrides, diferente do
presente trabalho que alcangcou medias de 53% e 22% respectivamente, indicando uma

taxa de clivagem ineficiente, mas uma taxa embrionaria semelhante.

Garcia et al. (2017) obtiveram resultados de 23% e 18% para taxa de embrides
em vacas girolando o que se assemelha aos resultados obtidos no presente trabalho
(19,1%; 28,6% e 22,6%) para as 3 concentracdes de HEA, apesar de ndo terem o

mesmo objetivo.

De acordo com Bruel et al. (2014), os parametros de qualidade espermatica nao
estdo diretamente relacionados a taxa de embrides, o que pode ser observado nos
tratamentos utilizados para a produgédo in vitro de embrides, como o controle e as
inclusbes de 0,6%; 1,5% e 2% que obtiveram padrdes de motilidade, integridade de
membrana razoaveis, mas mesmo assim ndo foram eficazes na producédo in vitro de

embrides.
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6.CONCLUSAO

Concluiu-se que o uso de HEA ndo promoveu melhora nos parametros do sémen
descongelado em relacdo ao controle Tryladil®. Todavia em concentragcdes acima de
2% ocorre uma reducdo da viabilidade do sémen congelado. As amostras de sémen
tratadas com HEA, também ndo apresentaram melhoria na taxa de clivagem e na taxa de

embrides.
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ANEXO |

Oficio CEEA-045/2017 Uberaba, 20 de abril de 2018

llma. Prof.

André Belico de Vasconcelos

Assunto: Encaminha processo n° 017/2017, sobre o protocolo de pesquisa “Efeito do

diluidor no congelamento de sémen bovino”.
Prezado(a) Professor(a),

Em resposta a sua solicitacdo, informo que o protocolo acima referido foi submetido avaliacéo
do CEEA-UNIUBE, na reunido do dia 06/07/2017, sendo considerado aprovado.

Atenciosamente,

£

Profa. Joely F. Figueiredo Bittar
Coordenadora do CEEA-UNIUBE
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ANEXO 111

Solucdo de viabilidade de membrana: Solucdo Estoque - Eosina (Sigma) a
1%(p/v), Citrato de sodio (Sigma) 3% (p/v), diluidos em solucdo isotdnica
(PBS). Para a solucdo 2 utilizou-se em agua destilada. Solucao de trabalho — 1,0
ml de eosina a 1% (p/v) adicionado 1,0 ml de citrato de sodio 3% (p/v);

Solucgdo de funcionalidade de membrana: Citrato de Sédio (7,3g/L) e D-Frutose
(13,5¢/L) em agua destilada, na concentracéo de 150 mOsm/Kg.H 2 O;

Formol Salino — Formol 4% (p/v) em Citrato de Sédio 29g/L;

Diluidor de sémen - Tryladil®, gema de ovo pasteurizada, e agua purificada
(tipo I1) na proporcdo 1:1:3 respectivamente;

Solucdo crioprotetora (HES 20%) Empresa Citopharma — Glicose Anidra
1,79/L; Mg (+2) 3mEqg/L; Gluconato 23mEqg/L; Acetato 27mEq/L;

Solucéo crioprotetora (HES 6%) - Hidroxietilamido (D.C.B.: 06930) 60 mg/ml;
Cloreto de sddio (D.C.B.: 02421) 9 mg/ml. 312mOsm.
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ANEXO IV

Anélise de dispersdo dos dados de motilidade (A); vigor (B); integridade de membrana — Eosina
(C) e funcionalidade de membrana — Host (D). n=30.
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