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RESUMO

MOREIRA, Amanda Rezende Nogueira, M.Sc., Universidade Federdicosa, julho
de 2016.Criopreservacao de sémen de garanhdes da raca MangalargaMarchador
em diluidores com diferentes meios crioprotetores associados ofiona antocianina.
Orientador: José Domingos Guimar&sorientadores: Maria Verbnica de Souza e
Leandro Licursi de Oliveira.

O presente estudo teve como objetivo a avaliacdo conyazarddis crioprotetores
glicerol, etilenoglicol e dimetilformamida, além daig@b de antocianina ao meio base
de congelamento, como tentativa de minimizar os danaked oriundos do processo
de criopreservacao. Foram utilizados seis garanhdes aldaviaggalarga Marchador,
maturos sexualmente, higidos e aprovados para reproducdo eior den exame
androlégico. As coletas de sémen foram realizadas intervalos de dois dias pelo
método da vagina artificial com auxilio de uma fémeaestro natural ou induzido ou
manequim, totalizando cinco ejaculados por garanhdo. A pare@pa do estudo teve
por finalidade determinar a melhor concentracéo destgza@tetores e aditivo para que
fosse usada na etapa seguifara este fim foram realizadas analises de motilidade
espermatica progressiva total e vigor espermatico. Varfssque as concentracdes de
4,5 e 6 % de etilenoglicol e dimetilformamida utilizadadaidamente nos diluentes de
criopreservacao nao tiveram diferenca (P>0,05) sobrpandmetros de motilidade
espermatica progressiva total e vigor espermatico. Os rsesrmogrotetores utilizados
em associacdo podem ser feitos nas proporcbes 1:4 e 2:3 lemogitol
dimetilformamida) sem proporcionar diferencas nos par@sefisicos do sémen
criopreservado. A antocianina pode ser usada nas concentragdes de 0,5 e 3 puL/100
milhdes de espermatozoides, mas ndo na concentragdo de 9ul/100 milhdes de
espermatozoides. Na segunda etapa, as amostras de sénmas@n@dasforam
submetidas as analises fisicas convencionais (motilidaderédma progressiva total e
vigor espermatico), teste de termo- resisténcia e Bsardo grau de integridade das
células espermaticas utilizando sondas fluorescenteslisaalvs por meio da citometria
de fluxo. Os tratamentos experimentais foram assim itwidsis: Controle Botucrio
(B); Etilenoglicol 4% (E); Dimetilformamida 5% (D); Etieglicol +
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Dimetilformamida (ED) ou associados com antocianina (BA, BA e EDA) na
concentragdo 0,5 pl/100 milhdes de espermatozoides. Nos tratamentos E e EA
verificou-se os piores valores médios em todos sisgeenquanto nos tratamentos D e
DA se mostraram menos agressivos as membranas plsmacrossomal. Os valores
médios de motilidade espermatica progressiva total e vigorrnespieo foram
semelhantes em todos os tratamentos, exceto nos dérdateanE e EA, que foram
inferiores. No entanto, o0s tratamentos empregando o thluen base de
dimetilformamida cairam aproximadamente 50 % nos valores nailidade
espermatica nos primeiros 30 minutos do teste de ternsbtéresa quando comparados
ao tratamento controle (B) ou acrescido de antioxidaBwg.(Resultado condizente
com os valores percentuais de células com o potenciahedebrana mitocondrial
integro quantificados por meio de citometria de fluxo.nfoeianina parece ter efeito
neutralizador de radicais livres produzidos por células indapedendo ser utilizada
como antioxidante ndo penetrante na criopreservacaséohen de equinos da raca

Mangalarga Marchador.
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ABSTRACT

MOREIRA, Amanda Rezende Nogueira, M.Sc., Universidade Feder¥icosa, July,
2016. Semen cryopreservation of MangalargaMarchador stallions using diluent
with different cryoprotectantsassociated or not with anthocyanin Adviser:José
Domingos GuimarédeSo-advisers: Maria Veronica de Souza and Leandro Licursi de
Oliveira.

The present study aimed at comparative assessment agr@lyethyleneglycol and
dimethylformamide as cryoprotectants, and the additiorarofanthocyanin in the
extander base of freezing, as an attempt to minimizedegliage arising from the
cryopreservation process. Six stallions MangalargaMdarhareed, sexually mature,
healthy and approved for breeding by breeding soundness twaluere used. Semen
was collected in intervals of two days by artificial weg method with the aid of a
female in natural or induced estrus or manikin, totalizinge fejaculates per
stallion.Thefirst stage of the study aimed to determinebdst concentration of these
cryoprotectants and additive to be used onthe followiagestFor this purpose were
conducted analysis of spermaticprogressive motilityand sdermwigor. As results the
concentrations of 4, 5 and 6% ethyleneglycol and dimettmglionide used alone had no
differences ( P>0.05 ) on the spermatic progressive myatilit spermatic vigor. The
same cryoprotectants can be used in association in thgorgoms 1:4and 2:3%
(ethyleneglycol: dimethylformamide) without differences in figsical parameters of
criopreservaited semen. The anthocyanin may be useshaeotrations of 0.5 and 3

/ 100 million of espermatozoa, but not on the concentratid® f / 100 million of
espermatozoa. At the second stage, the semen crioptesesamnples were subjected
to conventional physical analysis (total spermatic niptind spermatic vigor), thermal
resistance test, and analysis of the level of iitie@f sperm cells using fluorescent
probes by flow cytometery. The treatments were constituds follows: Control
Botucrio (B); 4 % Ethyleneglycol (E); Dimethylformamide€ (D); Ethyleneglycol +
Dimethylformamide (ED) orassociated with anthocyanin (BEA, DA, and EDA) at
0.5 pL / 100 million spermatozoaconcentration. For E aAdrEatments, there were
verified the worst average valuesfor all tests, meanvihieend DA treatments showed

to be less aggressive to the plasma and acrosome mesibiidiee mean values of



spermatic progressive motility and spermatic vigorwere sinfdarall treatments,
except for the treatments E and EA, witch presentedionfeesults. Even though,
diluents Dimethylformamide-based treatments droppedalmost 50 e spermatic
motility values at the first 30 minutes of the thermaistasce test compared to control
treatment (B) or witharthocyaninadded (BA). This result was consistent with the
percentual values of cells with intact mitochondrial meanbrpotential quantified by
flow cytometery. Anthocyanin seems to have a scaverffect over free radicals
produced by unviable cells and can be used as non-penetratifoxicant for
cryopreservation in equine semen of MangalargaMarchaekxtstallions.



1. INTRODUCAO

A inseminacéo artificial revolucionou a forma de lidamca reproducao dos
rebanhos, uma vez que aumentou significativamente o olmeefémeas cobertas por
um mesmo macho em um espagco de tempo reduzido. O inteoc@@mbmaterial
genético tem facilitado a evolugdo das racas puras r&l Brinternacionalmente. No
entanto, a técnica tornou-se potencialmente problematicasea deparar com a
dificuldade de armazenamento do ejaculado. Ainda hadculdifide no que diz respeito
a criopreservacao desse material para transporte,emgailtando a qualidadedo sémen
congelado para inseminacao artificial em equinos, tends t@e fertilidade reduzidas
guando comparadas ao uso de sémen in natura ou resfriado (Uabiri2@&L1).

Ao passar pelo processo de congelamento, 0os espermasozoilem danos
causados pela temperatura, pela desidratacdo celularsigaces pelo acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), provenientes do mstabodispermatico (Holt,
2000; Aurich, 2005). O estresse oxidativo pelo excesso de malivcas causa danos ao
DNA, motilidade espermatica e interfere no processo dexmEcdo da membrana
lipidica (Guthrie&Welch, 2012). Diante do exposto, existe umaca continua por
crioprotetores que possam ser utilizados isoladamente ou eciraéss, bem como de
aditivos aos diluentes de congelamento, tais comotax@antes, como uma tentativa
de melhorar a viabilidade espermatica pds-descongelamentmnsequentemente,
aumentar os indices de fertilidade. O glicerol é o crigpwotmais utilizado para este
fim, no entanto, estudos mostram seus efeitos nocv@dé deletérios as células
espermaticas (Alvarenga, 2005; Hoffman, 2011). Por este progdosiconduzido o
presente estudo, avaliando as condi¢cdes in vitro da viabildtadémen criopreservado
de garanhfes da racaMangalarga Marchador em resposta emtdgecrioprotetores
associados ou ndo a um antioxidante.

Os crioprotetores escolhidos tiveram por competéncia subgbtalmente o
glicerol utilizado nos diluentes comerciais, principaltee para a raca
MangalargaMarchador que conhecidamente ndo demonstra dgrisdos com uso
deste crioprotetor no congelamento de sémen de garanhbes (§aaH07). A
antocianina foi escolhida neste contexto pela sua capacigaiiexidante, como
tentativa de minimizar os danos oxidativosocasionadosntiiro processo de

criopreservacéao (Volp, 2008).



2. REVISAO DE LITERATURA

O Brasil possui 0 maior rebanho equino da América Latisioeiro @ munda
A equideocultura nacional tem papel importante na cadeial ®econdmica do pais,
sdo 800 mil empregos diretos e 3,5 milhdes indiretos, movingmia$ 13 bilhdes por
ano no pais, segundo dados de 2014 da Sociedade nacional détukgridlém disso,

a expansao dos eventos equestres como cavalgadas, codeunsarsha, vaquejadas e
feiras tém demonstrado o grande valor cultural do equinEaiso

A raca Mangalarga Marchador (MM) conta com a maioo@aséo de criadores
da América Latina (ABCCMM, 2013) e é a raca que mais cresd@rasil e no mundo
desde 2012. A Associagdo conta com mais de 490.000 individuosasgsse 8700
socios ativos, ocupando a terceira posigaonundo, segundo dados da ABCCMM em
2014.

Existem no Brasil cerca de 26 racas de cavalos de sedgd® e 6 Racas de
ponei (Cintra, 2012) e sabe-se da grande variedade de padndieaiseentre elas
(Jobim, 2011; Oliveira, 2014; Santos, 2015). Contudo, estudos conm s&mgelado
nessa espécie foram negligenciados por anos, devido phneiga a grande

resisténcia das associacfes em aceitar o uso desteniat

2.1. Parametros seminaisle garanhéo

A avaliacdo microscopica do sémen tem sido um procetbhnmenito utilizado
na rotina de campo pelos profissionais que trabalhamrepmducdo equina. Amann
(1981) e Alvarenga(2005) afirmam que as avaliagbes dos Orgdos tepesde
laboratorial do sémen sdo as me#fiTmaneiras de mensurar ou predizer a fertilidade de
garanhdes.

As glandulas sexuais acessérias do garanhdo sdo cdastijpor um par de
ampolas dos ductos deferentes, uma prostata bilobulada,ahdadgk vesiculares e um
par de glandulas bulbo uretrais. O ejaculado apresentaadEO5jatos e trés fracdes,
sendo asprimeiras de maior concentracdo espermaticdtivda fracdo éconstituida
majoritariamente por gel, que funciona como tampéao, elgtaefluxo de sémen pela
vagina (CBRA, 2013).



OColégio Brasileiro de Reproducdo Animal(CBRA, 2013) publicou parase
minimos aceitaveis, de acordo com a apresentacdo do s@am@n,garanhdo em
programas de inseminacgao artificial, sendo eles:

e Sémen fresco: 5 bilhdes de espermatozoides totais e madenGD%

destes com motilidade progressiva (MP);

e Sémen resfriado: 200 a 500 milhdes de espermatozoides com MP no

momento da inseminacéo;

e Sémen congelado: 400 milhdes de espermatozoidescom MP ao

descongelamento.

A motilidade espermatica progressiva, no entanto, ndo éco parametro que
deve ser considerado em uma amostra seminal. A morfoleggermatica é
correlacionada a fertilidade (Jaskoet al., 1992). Varnere(28ll3) afirmam que a
porcentagem de espermatozoides normais € mais importaate festilidade que o tipo
e quantidade de defeitos morfologicos. Contudo, existe oceot@arovérsia ao
correlacionar os parametros seminais laboratoriais @oertilidade a campo. Love
(2011) mostrou que esta relacdo esta abaixo de 50%, quandwva@wlas apenas
motilidade espermatica progressiva e morfologia esp@&andsto porque varios outros
fatores influenciam na viabilidade embrionaria e consolidacaqrdahez, como

manejo, fatores inerentes a fémea e nutricao (MVetraer 2013).

2.2. Criopreservacao do sémen equino

A criopreservacao € definida como a preparacao de usparsséo de células para
estocagem por meio de congelamento (em temperaturasoriegera -80°C), que
posteriormente retornam a temperaturas proximas a do orgarissta técnica pode
acarretar prejuizos a funcao espermatica ou até mestaod morte celular (Jobim et
al., 2011).

Durante o processo de congelamento/descongelamento, danos adviias
temperaturas podem ocorrer aos espermatozoides, commacém de cristais de gelo
intracelulares e aumento da concentracdo intraceldéa solutos, resultantes da
desidratacdo celular durante o processo de congelamentes@es podem ocorrer de
forma direta, afetando estruturas celulares, com@nopimento da membrana, ou
indireta, alterando a funcdo metabdlica das célulak,(B@00). Tais afec¢cdes ocorrem
principalmente durante o processo de resfriamento, quangudens sofrem mudanca

do estado fluido para gel, reduzindo a fluidez da membranarfAénGraham, 1992).
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Entre as temperaturas de 37 e 20°C, as células sofremspefetos nocivos se
diluidas em meio adequado (Kayseret al.,1992; Keith, 1998). Asrewainjlrias
ocorrem entre 19 e 8°C (Watson, 1995) respeitando curvas sfieamento e
congelamento. Um processo de queda de temperatura muitio @égoitribui para a
formacdo de cristais de gelo no interior das célulagnhy a lesbes de membrana e
danos ou fragmentacdo do DNA (Senger, 1986). Por outro ladgeleamento muito
lento expde a célula a uma solucdo supersaturada, gerstnesse osmotico que pode
levar & morte celular (Watson, 1995) Portanto, a refigar prévia é essencial para o
sucesso do congelamento (Furstet al., 2005).

A centrifugacdo pode ser outro ponto critico quando feiéa maneira
inadequada, ocasionando danos aos espermatozoides, al@erdiss de até 25% na
populagdo espermédtica, sendo esta eliminada no sobrenadlaotais; 2005). O
protocolo de centrifugacdo mais aceito hoje, foi propostdBarrier-Battuet al. (2010)

e preconiza 600 G por 10 min, em diluicdo 1:1 (diluente:sémen).

Para que seja considerada satisfatoria, a criopresendsgende da curva de
resfriamento, diluidor e crioprotetores utilizados, bem comia forma de
descongelamento (Andrabi, 2007; Clulowet al., 2008). Ao destaingato, €
necessario que as células mantenham a integridade de smdsamas plasmatica e
acrossomal, motilidade espermatica progressiva, DNA e past&issenciais, além de

energia metabdlica suficiente para alcancar o avdgcgmma, 2011).

2.3. Crioprotetores

Os crioprotetores sao utilizados com o intuito de melhasacondi¢cdes do
ambiente aosquais 0s espermatozoides estdo expostdmjizanmio os danos as
membranas e impedindo a ativacdo prematura dos mecanismaspdeitacdo
espermatica e de reacdo acrossdmica (Loomis, 2005). Usnaridaipais funcdes dos
crioprotetores é proporcionar a formacao de canalic@loxongelados entre os cristais
de gelo onde as células espermaticas ficarao alojaldits Z000).

Os agentes crioprotetores sdo classificados em permedvés permeaveis
(Rowe, 1966). Os ndo permeaveis sao representados por rokmolas com alto peso
molecular, tais como os acuUcares, lipoproteinas da genewajoproteinas do leite e
alguns aminoécidos, substancias responsaveis por um mecat@spmnotecao no meio
extracelular (Aman&Pickett, 1987). Por serem solutos e naerges, proporcionam a

desidratagéo celular pelo aumento da osmolaridade do nfeioltando a formacéo de
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cristais de gelo no interior da célula (Graham, 1998). @protetores permeaveis
agem tanto no meio interno quanto no externo limitandxp@nsao e retardando a
formacao dos cristais de gelo, além de reduzir as cangéet de soluto no meio extra
e intracelular (Nash, 1966). S&do eles: alcoois (glicetdéne-glicol, metanol, entre

outros) e as amidas (metilformamidas e dimetilformamidas)

Além da busca por crioprotetores alternativos, exislesafio de determinar a
concentracao ideal destes a ser utilizada nos meios delao®nto. A quantidade de
crioprotetor e de qualquer outra substancia a ser acrescentagdurada ao sémen
influencia diretamente a resposta das células ao gwoceale criopreservacao
(Amanné&Picket, 1987; Leboeufet al., 2000; Watson, 2000).

O glicerol é o crioprotetor mais estudado e o mais utilizadespécie equina,
variando nas concentracdes de 2 a 5% (Keith, 1998; Vidamaht 2000; Loomis&
Graham, 2008). Em outras espécies essa concentracédo sargew@co mais elevada: 7
a 10 % em bovinos, 2 a 10 % em cées e de 5 a 10 % em hufiRarsiad, 1996).

O etilenoglicol tem sido uma alternativa para subigéitu do glicerol em
diversas espécies, podendo ser utilizado sozinho ou epociEsEo a outros
crioprotetores em concentracdes que variam de 2 a 10 %a(Beal., 2006; Kim et al
2012).

As amidas vém sendo testadas nas concentracoes de 2 @adtblsoladamente
guanto em associacdo, apresentando bons resultadosxes (Marela et al., 2012),
bovinos e equinos (Medeiros, 200&ibb et al., 2013; Freitas et al., 2015). A
superioridade da dimetilformamida em substituicdo total aergli tem sido relatada
por pesquisadores com sucesso em concentracdes acima dbesdiros, 2003;
Vidamentet al., 2005), sendo que valores inferiores a issenpmao causar o mesmo
efeito. Squireset al.(2004) observaram que aumentando-se @ntagdo de
dimetilformamida de 4 para 5%, ha4 melhoras na motilidades&woen quando
comparadas a amostras contendo as mesmas concentlagiesrol.

Hoffman et al. (2011) avaliaram diferentes concentracdescdoprotetores
glicerol, etilenoglicol, metilformamida e dimetilfoemida em diluentes para
congelamento de sémen de garanh@tendo os melhores valores de motilidade
espermatica nas concentracdes de 2 e 3% para todosopsotetores, sendo que
garanhdes considerados “maus congeladores” tendem a tolerar concentragdo menor de

crioprotetor no diluente para congelamento.



O emprego da antocianina no congelamento de sémen é ra@mteavendo
ainda resultados satisfatérios quanto as concentracdelavimdide no diluente de
congelamento, ou mesmo qualquer acdo benéfica do mesn®. h#Marabalhos
mostrando efeito positivo com uso de antioxidantes lnerte (Ramos et al., 2012).
2.3.1. Glicerol

O glicerol foi o primeiro crioprotetor utilizado com suae$¢Bolgeet al.,1949) e
ainda é o agente mais utilizado para o congelamento de sidnmeaioria das espécies,
incluindo a equina (Alvarenga et al., 2005).

Trata-se de um crioprotetorpermeéavel com forte capacidatigagéo com a
agua, oferecendo seis sitios de ligacdo (Silva et al., 2Q0@ndo comparado a outros
crioprotetores, possui baixa permeabilidade, ou, s#javessa a membrana plasmatica
com maior dificuldade e por isso, mais devagar (@dazal., 2009), mesmo assim €&
considerado eficiente por tornar mais lenta a desidratzglétar, contribuindo para a
formacéo de canaliculos ndo congelados (Doebbler, 1966).

Lovelock e colaboradores (1954) propuseram que o glicerol attegpndo as
células espermaticas dos efeitos nocivos da solucacsatyraida durante o processo de
congelamento, devido ao seu mecanismo de acéo: proprieddidgesivas, depressao
do ponto de congelamento e a consequente queda da concedigagktrolitos das
fracbes ndo congelada da solucdo. No entanto, ja foi prqVeaison, 1995; Hoffman,
2011) que essa substancia causa efeitos deletérios sdloidea e organizacdo da
membrana lipidica.

Em equinos, o uso do glicerol no congelamento de séemersido associada
baixa motilidade espermatica pds-descongelamento e rededitiddde (Gomes et al
2002). Em 2003, Medeiros mostrou que garanhdes da raca Mangalasigaditer em

sua maioria, apresentam baixa congelabilidade com o usacdmd)li

2.3.2. Etilenogliol

O etilenoglicol é um alcool com propriedades bem semidbhaas do glicerol,
porém com menor peso molecular e pode entrar na a@uofamaior facilidade que
glicerol(Phelpset al., 1999), proporcionando menores danosxembranas plasmatica e
acrossomal, por diminuir o estresse osmético (Gilmoaketl995; Oliveira et al.,
2010). Tem a possibilidade de ligacdo com atomos de hidrogénmuatro sitios
podendo também efetuar ligagbes de hidrogénio na membranmapdas dos

espermatozoides (Kunduet al., 2000).



Alguns pesquisadores testaram a eficiéncia do etilelwdgio comparagédo ao
glicerol na criopreservagcao de sémen equino (Mercantd.,e1995; Chenier, 1998;
Arruda, 2000; Alvarenga, 2003 e Oliveira et al.,2010) e constataramelrsnte
atividade crioprotetora entre os dois alcoois e nenhumaedif@ nos valores de
motilidade espermética progressiva e vigor espermatico stoigelamento, apesar de
tendéncia a melhores parametros com o emprego doogtitai como crioprotetor.
Oliveira et & (2010) n&o registraram diferengas entre os dois tratam&oladamente
(5 % etilenoglicol e 5 % glicerol), mas em associagad%s glicerol + 3 % etlenoglicol)
obteve melhores resultados. Neves et al. (2005) avaliamada & percentual de
gestacdo de éguas utilizando glicerol em comparacéo lanoglicolno diluente de
congelacdo e também nado obteve diferencas apesar etwanlzs diferenca percentual
gue favorecia o etilenoglicol.Madeira et al. (2013) aopmamarem o etilenoglicol com
glicerol no congelamento de sémen de touros, obsenvanalhores resultados de
morfologia e integridade de membrana plasmatica em regpezoides expostos ao

etilenoglicol.

2.3.3. Amidas

Apesar das amidas apresentarem somente trés sitios ¢ liga hidrogénio
com a molécula de agua, metade em comparacdo ao glieE®Ilpossuem menores
viscosidade e solubilidade em agua em relacdo ao glicerglieopermite maior
permeabilidade de membrana (Nash, 1966;Ball &Vo, 2001), diminuindosiidade
de danos celulares por estresse osmatico (Ball, 2001).

As amidas quando comparadas ao glicerol, podem conferir mesbecao
estrutural as células espermaticas, aléem de aprementarelhores resultados no
congelamento de sémen de garanhdes classificados Camns congeladores’
(Alvarenga et al., 2005).

Apesar de a formamida ndo apresentar bons resultadasopeeservacdo de
sémen equino (Squireset al., 2004), a adicdo de grupos metiloddculas como a
acetamida e a formamida tornaram melhores os efeitqgatetores dessas moléculas,
uma vez que aumenta a permeabilidade a membrana (Biaathiz&08).

Ao comparar glicerol com dimetilacetamida, metilformamida
dimetilformamida, Medeiros (2003) obteve resultados methorpara a
dimetilformamida, embora todas as amidas tenham sido swgser@ar glicerol, no

congelamento de sémen de garanhdes. Resultado semetharitiedb porGomes et al
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(2002) ao congelarem sémen de garanhdes da raca Mangalatyzdédaneerificando
superioridade pds-descongelamento nos tratamentos com ilfdmmetmida e

metilformamida em comparacéo ao glicerol e dimetilaneta.

2.4. Antioxidantes

Diz-se por ROS todos os radicais e nédo radicais desvddooxigénio. Seus
efeitos nocivos as células esperméticas foram citpdoslalliwell &Gutteridge (1999)
guando da exposicdo de espermatozoide humano a altas cac@esntde oxigénio,
diminuindo rapidamente a motilidade dessas células. A memlplsmatica das
células esperméticas possui grande quantidade de gorcattgrads e por esse motivo
étéo sensivel ao estresse oxidativo (Aurich, 2005).

A producado de ROS, é um processo fisiolégico das céluytesreéticas, sendo
essencial para a capacitacdo (Baumberet al., 2003; A@0€/), contudo, quando a
producdo é excessiva, acarreta danos a membrana plasmatiodlA e a motilidade
espermatica, instalando-se um estresse oxidativo quaudimnichance de fertilizacao
(Dona et al., 2011; Guthrie&Welch, 2012) e producdo de embridesa(Aitkenet
al., 2010).

O anion superoéxido (£) é a principal ROS produzida pelos espermatozoides
equinos, tendo efeito deletério a célula ao ser ctideevia enzimatica a peroxido de
hidrogénio em condicdes acima da capacidade de defesa datiexido sémen
(Burnaugh, 2007).

O plasma seminal possui grande poder antioxidante por meio ndasas
catalases (CAT), superéxido dismutases (SOD) e glutationagase (GPx)
(Bustamante et al., 20p&tradioliet al., 2006). Além destas, outros componentes do
plasma seminal atuam de forma a degradar as ROS, tais cliomotirea, tocoferol,
taurina, hipotaurina, lactato, ergotionina e acido ascoérbiath @211). No entanto, essa
atividade antioxidante € perdida na ocasido da retirada quakddgilasma durante o
processo de congelamento do sémen.

O uso de compostos fendlicos na composicédo de diluentepapreservacao
de sémen tem por objetivo utilizar a capacidade de oxirdeddessas substancias para
neutralizar as ROS, decompondo os peroxidos, prevenindo assinréncia de danos
espermaticos (Sikka, 2004).

2.4.1. Antocianina



As antocianinas pertencem ao grupo dos flavonoides e estiansante
distribuidas na natureza, principalmente em algumassfrvgamelhas. Destacam-se
pela sua alta capacidade antioxidante, sendo carreadawdiades livres (Volp, 2008).
Suas caracteristicas e beneficios na saude humanaegmrdos alimentos ja foram
descritas por pesquisadores (Kuskoski, 2006; Pereira, 2012), pou&m se sabe sobre
seus efeitos diretos nos gametas. Sabe-se que a prodec&®DS é intensa no
metabolismo espermético e que esses fatores, ensexsée prejudiciais as células.

As antocianinas estabilizam as ROS se ligando ao componreatieo do
radical. O 6xido nitrico, também produzido pela maioria désgorias celulares, reage
com os radicais livres produzindo peroxinitrito que age diretd@nno colesterol de
membrana causando injurias a esta estrutura. Esse fideotleon alta capacidade de
bloqueio da reagédo Oxido nitrico-radicais livres, o que dimanahance de danos as
membranas celulares (Volp, 2008).

Estudos conduzidos por Freitas (2015) ndo identificaram aeféfica da
antocianina na criopreservacédo de sémen de garanhdesddaiagalarga Marchador
Pinho e colaboradores (2014) também ndo observaram vantegenilizacdo desse
flavonoide na criopreservacdo de sémen suino, sugerindos nestudos para

determinacdo da melhor concentracao a ser utilizada.

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comisséo de Etica no uaaiois (CEUA)
da Universidade Federal de Vigcosa- UFV (proc.76/2015) e conduzidSetwr de
Equideocultura da UFV, Central de Transferéncia de Emb@Goesiorse, Haras Maré
Mansa e Haras 2L.

Foram utilizados seis garanhdes da raca Mangalarga Marc(is&lM), com
idade entre 4 e 10 anos, saudaveis e aprovados para reproésigamheitas foram
realizadas entre os meses de novembro e janeiro de 2d&dimdo com o periodo de
estacdo de monta desses animais. Os garanhdes permanaiogados em baia de
alvenaria (25 1) durante meio periodo do dia, sendo soltos em piquete apetagdo
predominante deTifton85 (Cynodon3pm restante do tempo. A alimentacao fornecida
em cocho foi silagem de milho e capim Tanzania (Panicumsyajigitendo agua ad

libitum.



3.1. Delineamento experimental

O presente estudo foi dividido em duas etapas. A primeirap@vebjetivo a
comparagao de trés concentracoes de etilenoglicoktiffmnmamida e antocianina,
bem como duas concentracdes da associacdo dos criopsotetdemnoglicol e
dimetilformamida. A segunda etapa teve por objetivo infdgintre os crioprotetores e
associacfes destes, qual diluente teria o melhor r@adtiade viabilidade esperméatica
sob analises in vitro

Na primeira etapa, foram utilizados cinco ejaculados de um gavada raca
Mangalarga Marchador, de aproximadamente sete anos desig@oeeniente do Setor
de Equideocultura do Departamento de Zootecnia da UniversidadalFe¥®icosa. O
animal foi submetido ao exame androldgico e consideratoaaeproducéo, de acordo
com os padrdes preconizados pelo Colégio Brasileiro de &eg#fo Animal para a
espécie equina (CBRA, 2013 objetivo desta etapa foi definir a melhor concentragéo
dos crioprotetores e do antioxidante a ser utilizada nass fasguintes deste
experimento, e consequentemente aferir sobre a melhwremivacdo, dentre as
estudadas, para proceder a criopreservacao de sémen. @memye das amostras se
deu de acordo com o critério a seguir descrito:

o O meio base de congelamento utilizado foi 0 Botucrio® (Batuph)
sem crioprotetor;

o Etilenoglicol (E): 4, 5 e 6%;

o Dimetilformamida (D): 4, 5 e 6%;

o Etilenoglicol + DimetilformamidaED): 1:4 e 2:3 (%)

o Antocianina (A): O antioxidante foi utilizado em trés tratmbos nos
volumes de 0,51,5¢ 9uL para cada 100 milhGes de espermatpoides.

O meio base de congelamento utilizado para os tratameat base de
antocianina foi o Botucrio® (Botupharma) convencional (1% eglit e 4%
metilformamida).

O sémen descongelado a 37°C por 30 segundos foi avaliadcawuxiiio
microscopio de luz quanto aos aspectos fisicos de motilielggiermatica progressiva
total e vigor espermatico.

Na segunda etapa foram utilizados cinco garanhdes da raca ldtgaga
Marchador, com idade entre quatro e 10 anos, mantidosmealCde transferéncia de

Embrides CrioHorse, do Haras Maré Mansa e Haras 2LS@mJosé do Goiabal

10



MG.Latitude 19° 55” 43" Sul, Longitude 42° 42* 4*> Oeste. Todos 0s animais foram
submetidos ao exame andrologico e considerados aptos dugfmpde acordo com 0s
padrées preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducéo |Apare a espécie
equina (CBRA, 2013).
Os melhores tratamentos encontrados na primeiedofasn empregados nesta
etapa, sendo comparados aqui, os diluidores e ndo adddyida seguinte maneira:
e Tratamento Controle- glicerol 1% metilformamida 4% (BBetucrio®)
e Tratamento 1 (E)} Etilenoglicol 5%
e Tratamento 2 (D} Dimetilformamida 4%
e Tratamento 3 (ED} Etilenoglicol 1% + Dimetilformamida 4%
e Tratamento 4 (BA) - Botucrio® + Antocianina (QJ5100 x
10Pespermatozoides)
e Tratamento 5 (EA) - Etilenoglicol 4% +Antocianina (0;8./100 x
10Pespermatozoides)
e Tratamento 6 (DA)- Dimetilformamida 5% + Antocianina (Q;5/100 x 16
espermatozoides)
e Tratamento 7(EDA)- Etilenoglicol 1% + Dimetilformamida 4% + Antocianina
(0,51L/100 x 16espermatozoides)

As coletas foram realizadas em intervalos de dois giagfazendo cinco
ejaculados/garanhdo analisados no periodo experimental, aot@iz5 coletas na
primeira etapa e 25 coletas na segunda etapa.

Ejaculados que apresentaram motilidade espermaticatd¢gior a 65% na

avaliacdo do sémen fresco foram descartados.

3.2 Coleta do Sémen

Todos 0s animais tiveram suas reservas extra-gasadggotadas por meio de
coletas consecutivas durante cinco dias (Stichet al., 28p8% dois dias de descanso
sexual, foram iniciadas as coletas para avaliacéao e leomgy&o.

As coletas de sémen foram realizadas com auxilio de vadifieiad, modelo
Botucatu, preenchida previamente com agua aquecida a 45°C. ©feénwetado em
saco plastico revestindo internamente o copo colstrdo este protegido da luz e

oscilacbes de temperatura por protecdo de material isolegi@s em estro natural ou
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induzido com ciprionato de estradiol (E.C.P0,5 mg/kg) ou manequim foram
utilizados para monta dos garanhdes.

3.3. Criopreservacédo do Sémen

O sémen recém-coletado foi separado em aliquotas iguaisibes Ealcon de
15 mL e centrifugado a 600 G por 10 minutos. Ao término da centtéiogao
sobrenadante foi descartado e a ressuspencdo do foeletita com os diluentes
preparados para cada tratamento. O volume final dessa regssei calculado de
forma a se obter 100 x 4@spermatozoides/mL. Para envase, foram utilizadas palhetas
de 0,5 mL identificadas com o nome do garanhéo, partidéaengato, tendo estas sido
lacradas com alcool polivinilico.

O sémen envasado foi resfriado em geladeira e estabilizad®@0pminutos a
5°C. Terminado este periodo, as palhetas foram acondieisnen “rampa de
congelamento” permanecendo a 5 cm da ldmina de nitrogénio liquido, por um periodo
de 15 minutos. Posteriormente, as palhetas foram subnmersastrogénio liquidp
raqueadas e armazenadas em botijao criogénico a -196 °ac{@eoet al., 2008).

As etapas descritas acima podem ser analisadas de foumad@sa Figura 1.

Figura 1. Fluxograma do congelamento de sémen. Diluicdo 1: Botusémen@gaoil 2:
diluente de congelamento (tratamentos); N2: Nitrogénio a -196°C
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3.4. Extracao da antocianina

A extragdo da antocianina foi realizada no LaboratoriBigmentos Naturais e
Secagem do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidddeal de
Vigosa. A extracéo do pigmento foi feita de acordo &lwa (2011), de forma que 500
g de polpa de acai congelada foram misturados a 80mL densolextrator (Etanol-
Agua (70:30) e HCI suficiente para ajustar o pH do meio para 2,Gnistura
permaneceu em repouso por 24 horas a 5°C, ao abrigo da luzegggperiodo foi
realizada uma prensa manual em filtro de tecido, a fimtde seresiduo. O extrato foi
transferido para baldo volumétrico de 100 mL tendo seumeloompletado com o
solvente extrator, formando o extrato concentrado (EC).

O contetdo do baldo foi centrifugado a 300 G por 10 minutosobrersaadante
foi filtrado em papel Whatman n°® 1. Apéds a filtracdo xtrato foi purificado em trés
extracdes sucessivas. O método de pH Unico consiste datéames quantitativa de
uma aliquota do extrato concentrado para baldo voluméteid® mL , tendo o volume
completado com solugéo Etanol 95%Cl 1,5N (85/15) formando dessa maneira, o
extrato diluido.

3.5. Analise do sémen fresco

O sémen recém-coletado foi submetido as analises fideaoncentracao,
volume, motilidade espermatica progressiva e vigor espeomdtia@ segunda etapa,
além das analises ja citadas, uma aliguota de cada ejacioiadnilizada para

posteriores analises de morfologia e a realizacaost® hgosmotico.

3.5.1. Volume do ejaculado livre de gel (mL)

O volume do ejaculado foi aferido mediante a utilizaca@rdeeta graduada
previamente esterilizada e aquecida a 37°C. Apds a mensuaaftagido sem gel foi
acondicionada em banho Maria a 37°C até o término das slam@ises (motilidade

espermatica progressiva, vigor e concentracao espeos)atic

3.5.2. Motilidade espermatica progressiva e vigor espermatico

Para esta analise, uma amostra de 20 pL de sémen foadaleatre lamina e
laminula pré-aquecidas em mesa térmica a 37°C. A analimafzada em microscopia
de luz em aumento de 100x, sendo observados pelo menosampos microscopicos.

A motilidade espermatica progressiva foi classificada d@@4 de espermatozoides
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moveis e o vigor esperméatico classificado em escore Bleseéndo 0, auséncied
movimento e 5 mais de 90% das células mdveis se locomodenfisma progressiva
(Johnston et al., 2001).

3.5.3. Concentra¢cdo espermatica

Esta analise foi realizada a partir de uma aliquota de e sémen diluida em
990 uL de formol salina tamponado (proporcéo de 1:100). Aposdenaizacdo, uma
amostra foi colocada em cada um dos reticulos da e&eareubauer. A contagem foi
realizada em microscépio Optico em aumento de 200xndesdracao espermatica total
foi obtida pela multiplicacdo da concentracdo espermgia@ mL pelo volume de
sémen total livre de gel, como preconizado pelo ColégioilBrasde Reproducédo
Animal (2013.

3.5.4. Teste Hiposmotico

Uma amostra de 10d. de sémen foi adicionada em 800 ul. de agua destilada
pré-aquecida a 37°C e a solucéo foi incubada nesta tempgratut& minutos. Apos
esse tempo, foi feita a fixacdo das células por meicseamo de 0,5 mL de formol
salina tamponado. As avaliacbes foram feitas seguindetadologia de preparacao
Umida, adicionandee uma gota de 20 pl. da amostra entre ldmina e laminula e
contabilizando 200 células em microscopia Optica com cdetdes fase sob Oleo de
imersdo e aumento de 1000x. Todas as células apresentamdcodadmrolamento de
cauda foram consideradas reativas ao teste, ou sejamesmmides normais. Os
valores obtidos neste teste ndo foram corrigidos petocentual de caldas dobradas

encontrados no teste de morfologia.

3.5.5. Morfologia Espermatica

Para a morfologia espermatica foram adicionados ens fplsticos de 1,5 mL
(Eppendorf®)1mLde solucéo formol salina tamponada, 100 pL dersémquantidade
suficiente para turvar a mesma. A andlise foi realizagla método de preparacéo
Umida baseando-se na quantificacdo das patologias seguasdificdcdo de Blom
(1973) e preconizadas pelo CBRA (2013), em defeitos maioreqreser defeitos
totais em um total de 200 células espermaticas contabilipamianeio de microscopia

Optica em contraste de fase com aumento de 1000x, sobedipwrsao.
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3.6. Analise do sémen pds-descongelamento

As analises descritas a seguir foram utilizadas apenaggumda etapa do
experimento.

3.6.1. Teste de termorresisténcia (TTR)

O teste de termorresisténcia consiste em avaliar ers@uanto ao tempo de
viabilidade pésdescongelamento a temperatura de incubacéo (37 °C por 90 minutos)
proxima a temperatura intra-uterina.Este teste foizedd mediante avaliacbes de
motilidade espermatica total (0 a 100) e vigor esperméa€ica §) em microscépio
Optico, nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos apdés o descongedamdrdra tal
procedimento, as palhetas foram descongeladas a 37°C por 3@eeguo sémen
permaneceu incubado em tubos plasticos de 1,5 mL (Eppendofs@gdarnaeriodo do
teste.

3.6.2. Citometria de fluxo

A anélise por citometria de fluxo das amostras foi zadh em aparelho BD
FACSVerseTM 5, equipado com laser de argbnio (a488 nm de emissao com 20
mW de poténcia), laser UV (vermelhd®640 nm de emissdo com 40 mW de poténcia) e
filtros A (LongPass 507 nm / Band Pass 527/32 nm), B (LP 560 ri?56B/42 nm), C
(LP 665 nm / BP 700/54 nm), D (LP 752 nm / BP 783/56 nm), E (LP 660 nm / BP
660/10 nm) e F (LP 752 nm/ BP 783/56 nm).

A “calibragem” do citdmetro foi necessaria para obtencdo de um padréo a s
utilizado para a espécie e tipo celular em questdo. Estéiopddr estipulado
empregando amostras ndo marcadas com sondas para lécalda@opulacdo das
células desejadas e em seguida com amostras coradadualihente com as sondas
isoladas a fim de identificar a populacdo marcada, paragjatetuasse a coeréncia dos
dados obtidos pelo equipamento com os previamente conheoidi@sa viabilidade do
sémen utilizado.Para tanto, foram utilizadas amostras densésefriado de garanhdo
de fertiidade comprovada, diluidas em PBS para obteormentracdo de5 x 40
espermatozoides/mL. A populacdo de interesse foi maraataiadeto de propideo
(IP), a fim de separar particulas ndo espermaticas ou cautedsticas de disperséo
semelhantes as dos espermatozoides, porém com conteuBiNAlediferenciado
(Freitaset al., 2015).

15



3.6.2.1. Avaliacdo da integridade de membrana plasmatica e acrossomal
(sondas IP/FITC-PSA)

A integridade da membrana plasmatica esperméatica foiadeafpormeio da
sonda iodeto de propideo (IP), sonda impermeavel a membgaecora o nucleo
celular em vermelho quando a mesma encontra-se ldsidMatyuset al., 1984). Para
avaliacdo da integridade acrossomal foi utilizada aaghatiisumsativumconjugada
com isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA),sonda ircagapenetrar a membrana
acrossomal intacta, corando emverde somente aqupksnedozoides que apresentam
lesdo de acrossoma (CROSS et al., 1986), reacdo ocasiotmtlgguéio as moléculas
dea-manose presentes na matriz acrossomal (Celeghini@08l7). A apresentacéo do
resultado pode ser vista na Figura 2.

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmaticass@walfoi seguido
0 protocolo proposto por Oliveira et al. (2012) modificadoporitdge (2015)
Umaaliquota de 150 puL de sémen diluido em PBS (5 x TOespermatozoides/mL) foi
incubadaom 10 pl. de FITC-PSA100 pg/mL) ¢ 3 pl de IP (0,5 mg/mL) em
microtubos plasticos (2 mL) dispostos em banho Maria aC3@of 10 minutos. Em
seguida, foram adicionados 150 uL de PBS levando a leitura no aparelho de citometria
Todas as amostras tiveram 10.000 célulasanalisadas, emaxande aproximadamente
200 células/segundo, nos filtros A(FITC-PSA, lesédo aornal e C (IP, lesdo de

membrana plasmatica).

UL UR
16°.49.44 15.73
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Figura 2. Grafico de pontos obtido em citdmetro de fluxo para amdstrlulas espermaticas
de garanhdo Mangalarga Marchador coradas com as sondas FITE-FSAescricdo dos
guadrantes: LL: IP-/FITC- (espermatozoides com membrana fitisane acrossomal integras);
LR: IP-/FITC+ (espermatozoides com acrossoma lesionado); R®/FITC- (espermatozoides
com membrana plasmatica lesionada);UR: IP+/FITC+ (espermides com membrana
plasmatica e acrossomal lesionada).
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3.6.2.2. Avaliacdo da producdo de perdxido de hidrogénio intracelular (sondas
DCFDA/IP)

A producgéo de peroxido de hidrogénio intracelular foi avaliada aoxilio do
diacetato de diclorodihidrofluorosceina (DCFDA) que emite réacéncia verde ao
penetrar na célula e ser oxidado pelo peréxido de hidrogéracetular.

Para esta andlise, adotou-se 0 seguinte prototma: aliquota de500 pl. da
amostra diluida em meio PBS (5 x ®l@spermatozoides/mL) foi adicionada a
ummicrotubo (2,0 mL) aquecido em banho Maria &3% corada com 0,5 uLDCFDA
(2 mg/mL) durante 30 minutos. Apds esse periodo, 150 pl.da amostra foi corada com
3ul. de IP, permanecendo incubada por mais 5 minutos. Em seguida, 1pD de PBS
foram adicionados a amostra para realizacdo da leituaparelho (Macias-Garcia et
al., 2012). Foram contabilizadas 10.000 células, em uma ta#@0deélulas/segundo,
com os filtros A (CFDA oxidado) e C (IP, membrana plasca lesionada)e excitacao

de 488 nm. O resultado pode ser avaliado em graficos de acordokigara 3.

UR
52.94

PerCP-Cy5.5-A

LR

. 36.64

0 102 103 104 10°
FITC-A

Figura 3. Grafico de pontos obtido em citdmetro de fluxo para amdstilulas espermaticas
de garanhdao Mangalarga Marchador coradas com as sondas DAPDAuadrantes: LL: IP-
IDCFDA- (espermatozoides com membrana integra sem perédxido hidrogénio
intracelular);LR: IP-/DCFDA+ (espermatozoides com membfategra e presenca peroxido de
hidrogénio intracelular); UL: IP+/DCFDA- (espermatozoidesidnados sem peroxido de
hidrogénio intracelular); UR: IP+/DCFDA+ (espermatozoidesoteslos com peréxido de
hidrogénio intracelular).
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3.6.2.3.Avaliacdo da organizacdo da bicamada lipidica (sondsi®40/ IP)

A organizagdo da bicamada lipidica foi avaliada mediantetilizacdod
sondamerocianina (M540).A M540 é uma sonda lipofilica (Eastoneit%8) com alta
afinidade pormembranas instaveis (Payan-Carreira et al., Q0ll&da para detectara
desorganizacdo fosfolipidica na camada externa da bicatiaadeembranaplasméatica
(Langner &Hui, 1993) e consequentemente o aumento dafluidga (RRartykaet al
2012). Para analise da estabilidade da membrana plasmatealiquota deXbul. do
sémen diluido em meio PBS (5 x °@8permatozoides/mL) foi adicionada a
ummicrotubo (2,0 mL) aquecido em banho Maria &37¢ corada com 0,5 pLM540
(0,5 mg/mD e 3 uL. de IP durante 15 minutos, a fim de contabilizar a desorganizacéo de
membrana a partir das células com membrana integra, coradantativa de identificar
células em processo de capacitag&mos esse periodo foi adicionado 150 ul. de PBS
aquecido a 37°C a amostra, que seguiu entdo para leitura nelhapdforam
contabilizadas 10.000 células, em uma taxa de 400 células/segondms filtros B
(M540, desorganizacéo de membrana) e C (IP, integridade deramanbk excitacao de
488 nm.

Em todas as amostras, a porcentagem de células cam oalt baixa
desorganizacdo de membrana, foi quantificada a partir deroude células viaveis.

Cada amostra deu origem a um grafico semelhante ao expdsgura4.
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Figura 4. Grafico de pontos obtido em citbmetro de fluxo para amostcéldias espermaticas
com membrana integra de garanhdo Mangalarga Marchadmiasocom a sonda M450,
permitindo a classificacdo em membrana organizada (deserganizada (UL).
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3.6.2.4.Avaliagéao do potencial mitocondrial (sonda JC-1)

O potencial mitocondrial (A¥Ym) esperméatico foi avaliadomediante a utilizacao
da sonda JC-1 (iodeto de 5,5°,6,6’-tetraclorod,1,3,3’-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina). Essa sonda é umrdtwomo lipofilico quese
acumula na mitocondria de acordo com seu potencial de rmpanbAfluorescéncia
verde é caracteristica da forma monomérica, que seudasomente na mitocéndria
despolarizada, com baixo potencial transmemigraben< 80-100 mV). Quando o
A¥Ym encontra-se acima de 80-100 mV, afluorescéncia é emitidaranja, em funcéo
da formagédo dos agregados deJC-1 na mitocondria polarizadt&A€ket al., 2012).A
analise do potencial mitocondrial foi determinado de acovdapeotocolo proposto por
Ortega-Ferrusolaet al. (2010) modificado por Freitas e2@l5) Uma aliquota de 500
uL de cada amostra previamente diluida em meio PBS (5 x 10%espermatozoides/mL) foi
incubada com 0,5 uLL JC-1 (153 uM; anexo A) por 40 minutos em banho Maria a 37 °C
e posteriormente encaminhada para analise por citometriaxae f

Foram analisadas 30.000 células por amostra, em uma taypackémadamente
200 ceélulas/segundo, com os filtros A (JC-1 mondmeros)(X-B agregados) e
excitacao de 488 nm.

As células foram classificadas em alto e baixo potenutalcondrial de acordo

com a posicao grafica ajustada no aparelho como mosteaHigura 5.

LL LR
0.00 71.96
10! 102 103 104 10°
426, 18650 FITC'A

Figura 5. Grafico de contorno obtido em citbmetro de fluxo para amostraéiidas
espermaticas de garanhdo Mangalarga Marchador coradas condasJC1, podendo ser
divididas em alto (UL) e baixo potencial mitocondrial (LR).
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3.7. Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente lczslm de
acordo com o modelo matematico:

Y =D, 1t A; + (Dﬂji}- + e

Em que: ¥ = resposta observada; B efeito referente ao diluenteA; = efeito
referente ao anima] {DA); = interacao; g = erro aleatorio.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (PROC &AS; 2002), a
comparacdo das médias dos tratamentos foi realizadagstdoite probabilidade de

erro de 5 %.
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PARTE |
AVALIACAO DO EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE
CRIOPROTETORES E DE ANTOCIANINA SOBRE O CONGELAMENTO DE
SEMEN DE GARANHAO DA RACA MANGALARGA MARCHADOR

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios registrados nos dos tratamentos a bdsmaetéformamida
nas concentracdes de 4, 5 e 6 % foram respectivamente 3833e 42,5% para
motilidade espermética progressiva e 2,3;2,2 e 2,1 para vigoermatico. O
etilenoglicol nas mesmas concentracbes apresentogegsintes resultados para
motilidade espermatica progressiva: 25, 27 e 11,7%, enquargoroficou em 2,4; 2,2
e 1,4. A associacéo desses dois crioprotetores nas aagdest de 1% de etilenoglicol
+ 4% de dimetilformamida e 2% de etilenoglicol + 3% de tilfoemamida tiveram os
seguintes resultados respectivamente: 62,5 e 52,5% paradaadatil espermatica
progressiva e 2,3 para vigor em ambos os casos (Tabela 1).

Os diluentes acrescidos de antocianina tiveram médiesotikdade espermatica
progressiva ao descongelamento de 50% para a concentrac@poudél00 x
10Pespermatozoides, 40,8% de motilidade espermaética pagd /B0 x 10 células e
11,7% de motilidade espermatica pan&/a00 x 10espermatozoides.

Os valores médios obtidos para o0s aspectos fisicos daenséms-
descongelamento e criopreservados em diluentes com tierenncentracdes de
dimetilformamida, etilenoglicol e etilenoglicol combido com dimetilformamida n&o
apresentaram diferenca entre si (P>0,05) quanto a motilelgumEmatica progressiva e
vigor espermatico dentro de cada tratamento. Embora tesbdhha sido conduzidos
utilizando concentracdes de etilenoglicol e glicerok a% (Squireset al.,
2004Vidamentet al., 2005;Gibb et al., 2013), nota-se que concesgraghores desses
alcoois e a associacdo desses a amidas, tem apreseal@@s médios de aspectos
fisicos ao descongelamento melhores (Squireset2@04.; Alvarenga et al., 2005;
Freitas, 2015); que os diluentes que empregam estes crioprofatiooss Em 2012,
Macias-Garcia chegou a inferir que o glicerol ndo deveitiiezado de forma alguma

em concentracdes acima de 2,5% do volume total do diluectEndelamento.
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Em relacdo as concentracdes de antocianina, obsezvgrasde desvantagem
da concentracdo de:B comparada as demais estudadas (Tabela 1).

N&o foi possivel determinar uma concentragdo maxima onimai de
antocianina que pode ser adicionada aos diluentes sem quaahéjcacéo celular ou
mesmo se h& efeito benéfico do antioxidante adicioaadadiluentes nos tratamentos
4.1 e 4.2, uma vez que, ndo houve melhora nos aspectws fthd sémen quando
comparado aos outros tratamentos e nao foi realizadgaracdo com o diluente
Botucrio sem adicdo de antocianina, que funcionaria costantento controle.

Tabela 1. Valores médios e desvios-padrao para os aspectos fakcgegémen pos-
descongelamento de garanhdo da raca Mangalarga Machador, sercguie e
diferentes diluentes de congelamento.

Aspectos fisicos pés-descongelame

Crioprotetor Tratamentos Motilidade Vigor
4% 53,3+16,6a 2,3+0,3a
Dimetilformamida 5% 38,3120, 7a 2,240,3a
6% 42 5+22 3a 2,1+0,4a
Média 44,7+19,9AB 2,2+0,3A
4% 25,0+13,8a 2,4+0,4a
Etilenoglicol 5% 27,0+15,4a 2,2+0,4a
9 6% 11,7+11,7a 1,4+1,1a
Média 21,4+14,7C 2,0+0,8A
1:4 62,5112 5a 2,3+0,3a
. . L . 2:3 52,5+14,0a 2,3%0,3a
Etilenoglicol +Dimetilformamida Média 57 5+13,7A 2302
0,5 50,0+19,0a 2,4+0,4a
Antocianina 1,5 40,8+15,6a 2,3+0,3a
9 11,7+9,8b 1,1+0,7b
Média 34,2+22,1B 1,9+0,8A

Valores médios seguidos por letras mailsculas e médias de mtsrseguidas por letras
mindsculas na mesma coluna diferem entre si0,@5) pelos testes de Duncan ouKruskal
Wallis ou Wilcoxon; TRAT 0,5 : Antocianina 46/100 x 10 espermatozoides; TRAT 1,5:
Antocianina 1,5L/100 x 16 espermatozoides; TRAT 9: Antocianina 19./100 x 16
espermatozoides.

Freitas (2015) ndo encontrou resultados que beneficiassantoaianina ao

utilizar uma concentracéo de 0,25% do antioxidante sobrellone do diluente de
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congelamento de garanhdes MangalargaMarchador. Devido a padiggréxido de
hidrogénio estar diretamente ligada a quantidade de célyes&dicas presentes no
meio (Guthrie&Welch, 2012 o ajuste de um antioxidante para volume e ndo para
concentracdo de células pode ser errdneo. Utilizandd.2fe solugcdo de antocianina
para 100 x 1fespermatozéides, em diferentes etapas do congelamentonde dé
suinos, Pinho et al. (2012) também n&o observaram raelfas resultados quando
comparado ao grupo controle sem antocianina.

Os melhores valores médios de motilidade esperméatica egsiga e vigor
espermatico dentre os quatro tratamentos estudados fttaosono tratamento ED,
mostrando que a dimetilformamida pode melhorar o meigrmtetor. Contudo, a
exclusdo do tratamento 4.3 (antocianina 9ulL) poderia alterar as analises comparativas
entre os tratamentos. Vale ressaltar que esta prirgpa do experimento nao teve
como objetivo a comparacédo entre os diluentes e sirndlatg a melhor concentracéo

dos crioprotetores em questao.

CONCLUSOES

O etilenoglicol e a dimetilformamida podem ser usadofadsonente nas
concentracdes de 4, 5 e 6% ou em associacoes entes giroporcdes de 1:4 ou 2:3,
totalizando concentracao final de crioprotetores de 5 %,gsantles modificacées nos
valores médios de motilidade espermatica progressiva & egermatico apdés a
criopreservacao.

A antocianina, da forma como foi extraida neste expariop ndo deve ser
utilizada em concentracdes acima @&/A00 x 16espermatozoides, sob pena de queda
abrupta na motilidade espermatica e inadequacdo do meio n@peeservacao de

sémen de equinos da raca Mangalarga Marchador.
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PARTE Il

CRIOPRESERVACAO DE SEMEN DE GARANHOES DA RACA
MANGALARGA MARCHADOR EM DILUIDORES COM DIFERENTES
MEIOS CRIOPROTETORES ASSOCIADOS OU NAO A ANTOCIANI NA

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais se mostraram dentro dos parame#osnizados pelo CBRA
(2014) para garanhdes aptos a reproducdo segundo andlises de vodiiliade,
vigor e concentracéo realizadas imediatamente aposhestas.

Ao correlacionar os valores meédios encontrados estet hiposmotico(ndo
corrigido pelo teste de morfologia) com os resultadatglos em citometria de fluxo
para membrana lesionada, torna-se visivel que o processwpeeservacao reduziu
expressivamente a porcentagemde membranas integras asrosottatamentos, o que
comprova 0 quao agressivo este processo pode ser as @dp&maticas (Amann e
Graham, 1992Holt, 2000;Jobim et al., 2011;Lemma, 2011

Tabela 2 Médiae desvios-padrao dos parametros seminais do sémen fresco de
garanhdesda raca Mangalarga Marchador

Animal Volume Motilidade Vigor Concentracao inicial Hiposmotico
(mL) (%) (10°/mL) (%)

1 37+ 4,0 81+ 3,7 3,1+ 0,4 187+34,4 792+ 2,1

2 41+ 26,9 82+ 4 3,1+ 0,2 193+ 48,3 71,4+ 5,5

3 42+ 6,8 83+ 2,4 3,3+ 0,2 282+ 41,1 84,4+ 5,5

4 26+ 5,8 84+ 2,0 3,4+ 0,2 187+ 37,3 78+ 2,0

5 34+ 15,2 83+ 2,4 3,2+ 0,2 163+ 40,4 73,25+ 3,8

As avaliacbes de motilidade e vigor espermatico imediatamapés o
descongelamento a 37°C, mostraram equivaléncia dos tratengpr0,05), exceto pela
inferioridade apresentada pelo etilenoglicol em E e i=®(05) (Tabela 3). No entanto,
ao decorrer do tempo do teste de termorresisténcia (TjBRhos primeiros 30

minutos,os valores médios registrados no tratamentgot®mnhostraram-se melhores
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em relacdo aos valores médios obtidos em outros #atamestudados, sendo queo
tratamento E e EA sempre apresentamsnpioresvalores médios para motilidade
espermatica progressiva e vigor esperroati€Tabelas 3e 4). Os tratamentos que
empregaram a dimetilformamida associada ou ndo, apresental@es similares entre
si (p>0,05).

Tabela 3. Médias + desvios-padrdo dos valores de motilidade espeanpiogressiva
(%)e vigor espermatico apés o descongelamento (TO) e 30 minpéss (A30) de
sémen criopreservado de garanhdes da raca Mangalarga &archailizando
diferentes crioprotetores e um antioxidante.

TTRTO TTRT30

TRAT Motilidade Vigor Motilidade Vigor

B 50,2+£12,0a 2,8+x0,4a 36,0t 11,2 a 2,6£0,3a
BA 48,4+ 11,7 a 2,7+0,4ab 34,4 13,7a 2,4+ 0,6 a
D 54,2+ 12 ,4a 24040 24,4 17,6b 15£10Db
DA 50,2+ 16,5a 2,5 0,5ab 26,2+ 21,6b 1,6£10b
E 20,8+ 11,1b 2,2+0,5ab 7,1+ 8,8c 0,8£09c
EA 17,6+113Db 1,8+0,8c 7,7+ 9,6¢ 0,8£09c
ED 48,2+ 16,1 a 2,5+0,6 ab 25,4+ 18,4b 1,8£0,8b
EDA 48,6+ 19,8a 2,4+0,8ab 28,0t 17,6b 1,8£10b

Na mesma coluna, letras diferentes indicam diferencdfisaiva (P < 0.05) pelo teste t; TTR:
teste de termorresisténcia; TO: imediatamente apds o descuagtia T30: 30 minutos pos-
descongelamento; TRAT: Tratamento B: Botucrio; BA: Botucrd\ntocianina; D:
Dimetilformamida; DA: Dimetilformamida + Antocianin&; Etilenoglicol; EA: Etilenoglicol +
Antocianina; ED: Etilenoglicol + Dimetilformamida; EDA: Etilendggl + Dimetilformamida +
Antocianina.

Ao descongelamento, nos tratamentosE e EA verifsmumotilidade
espermatica progressiva e vigor espermatico inferiores (ps&yddximadamente 30%
menoes que em outros tratamentos, o que indica que ocrioprotetoogfileri n&do
deve ser utilizado sozinho em concentracbes acima de dfto observado por
Bittencourt et al. (2004). O etilenoglicol, embora penatreembrana plasmatica mais
rapido que o glicerol, € mais lento em relacdo as anfielaslpset al., 1999podendo
ser esse 0 motivo da sua ineficiéncia em protocolos migetaoimento com resfriamento
rapido, como neste experimento. No entanto, sua as&oaiagn a dimetilformamida
(ED e EDA)se mostrou satisfatoria. Alcoois e amidas@asos como crioprotetores
aos diluentes de congelamento tém demonstrado grande efic@mipalmente na

diminuicdo do extresse osmotico e consequente lesdoarcadul alteracbes na
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motilidade espermatica progressiva de amostras de sémmervaeias espécies
domésticas (Squireset al., 2004; Alvarenga et al., 2005; Oliveida €010).

Tabela 4. Médiase desvios-padrdo da motilidade espermatica progre$%)a vigor
espermético avaliados 60 e 90 minutos apds o descongeladasnamostras de sémen
criopreservado de garanhdes da raca Mangalarga Marchadmandb diferentes
crioprotetores e um antioxidante.

TTRT60 TTRT90

TRAT Motilidade Vigor Motilidade Vigor

B 21,6+ 129a 1,8£09a 12,4+ 11,0 a 1,3+1,0 a
BA 21,0+ 126 a 1,8£0,8a 13,0£13,2 a 1,2+10 a
D 9,4+11,7b 0,9+10b 2,4+ 6,6 c 0,2+ 0,6 bc
DA 11,0£15,0b 09+10b 5,2+ 10,9 bcd 0,5£09 b
E 2,5+ 51c 0,3x0,6 c 04+ 20d 0,1£0,3 ¢
EA 2,2+ 55¢c 0,2+ 0,6 c 0O+ o0d 0+ Oc
ED 13,6+ 15,2 b 1,0£10b 9,2+£12,0 ab 0,8£10 b
EDA 13,2+ 15,3 b 09+10b 6,0+ 11,0 bc 0,5£0,8 b

Na mesma coluna, letras diferentes indicam diferencdfismfiva (P < 0.05) pelo teste t; TTR:
teste de termorresisténcia; T60: 60 minutos pés descongelamento;90 9Dinutos pos-
descongelamento; TRAT: Tratamento B: Botucrio; BA: Botucrd\ntocianina; D:
Dimetilformamida; DA: Dimetilformamida + Antocianin&; Etilenoglicol; EA: Etilenoglicol +
Antocianina; ED: Etilenoglicol + Dimetilformamida; EDA: Etilenagil + Dimetilformamida +
Antocianina.

Apesar da maior porcentagem numérica de células com padtencial
mitocondrialnostratamentos B (11,3%), BA (9,7%), D (8,1%)D& (8,2%),
apresentados na Tabela 5, ndo psaleferir que esses grupos apresentem maior
capacidade de movimentacado celular em relacdo ao demi@séntosndo havendo
portanto, correlacdo direta desses valores com os teados para motilidade e vigor
no teste de termorresisténcia.

O resultado observado no teste de termorresisténcibooarcom os valores
obtidos nas analises por citometria de fluxo para ast@as coradas com a sonda JC-1,
gue mostrou maior potencial mitocondrial do sémen congetado o Botucrio
(11,3%), sendo que as amostras E e EA também apresenararnondicdo de
atividade mitocondrial(p<0,05). Esses resultados reforcaraoficados por Freitas
(2015) ao comparar os crioprotetoresglicerol 5%, dimetilfonida 5% e a associacao
de ambos, tendo os piores resultados para o tratamepregando o glicerol puro.
Madeira e colaboradores(2013) relataram maior percentiegdpgmatozoides moveis

em diluente de congelamento de sémen bovino que tinha coopuotetor o glicerol
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guando comparado a dimetilformamida, no entanto, ao daantifas lesdes
morfolégicas proporcionadas por ambos os tratamengsgs evalores se inverteram,
tendo vantagem neste aspecto, o0 tratamento que tinha @uioprotetor a

dimetilformamida.

Tabela 5. Médias e desvios-padrdo (%)de atividade mitocondrial de sémen
criopreservado de garanhdes da raca Mangalarga Marchétpando diferentes
crioprotetores e um antioxidante.

Tratamento Baixo potencial mitocondrial Alto potencial mitocondrial
B 88,4+8,2c 11,3+8,1a

BA 90,1+ 8,4 bc 9,7+8,4ab

D 91,6+ 8,6 abc 8,1+ 8,6 abc

DA 91,5+ 8,3 abc 8,2+ 8,2 abc

E 94,2+ 3,6a 56+3,5cC

EA 92,7+7,0ab 7,0x7,0bc

ED 94,1+ 4,7 a 56t4,6c¢C

EDA 93,5+4,8ab 6,2+ 4,7 bc

Valores médios seguidos por letras minlsculas na mesma abferm entre si(P < 0.05) pelo
teste de Duncan; B: Botucrio; BA: Botucrio +Antocianin@; Dimetilformamida; DA:
Dimetilformamida + Antocianina; E: Etilenoglicol; EA: Etilenoglic+ Antocianina; ED:
Etilenoglicol + Dimetilformamida; EDA: Etilenoglicol + Dimetilforamida + Antocianina.

A queda acentuada de motilidade espermatica progressiva e sfgomatico
nos tratamentos contendo dimetilformamida(aproximadamentenaOfbotilidade nos
primeiros 30 minutos) poderia ser explicada pela maior qudetide ROS pelas
células viaveis submetidas a esse tratamento (Tapeldidando alto metabolismo ou
capacitacao dos espermatozoides(Aurich, 2005), o que poderrdEssgvel no tempo
analisado, uma vez que 0 processo de capacitacdo deverawriuba uterina,on
momento mais proximo da fecundacdo sob pena de perder adeiddilespermatica
artes de penetrar a zona pelacida(Burnaugh, 2007). Por outrp dadavaliar a
producdo de peroxido de hidrogénio isoladamente, € possivebgepee todos os
tratamentos respondem de forma semelhante (p>0,05), oy Be&jduzem o
mesmopercentual desta ROS (Tabela 6).

A liberacdo de perdxido de hidrogénio € um processo naturabpaesi pelo
metabolismo das células espermaticas, no entanto geam@éxcessopode ser danoso a
membrana espermagice estrutura do DNA celular. Espermatozoides mortos tendem a

liberar ainda mais peréxido de hidrogénio, que pode agir prejudieasnci&ulas viaveis
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acondicionadas no mesmo ambiente (Baumberet al.,; P@0f et al., 2011). Por este
motivo, o sémen acondionado em palhetas ou recipientggegueno volume e alta
concentragao temrdh perder rapidamente sua viabilidade, dados esses possivedrde se
averiguados pelo teste de termorresisténcia realizade resttido, apesar de a
concentragdo aqui utilizada ainda estar abaixo da utilizasl@entrais de congelamento

de sémen.

Tabela 6 Médias e desvios-padra@gdroducao de perdxido de hidrogénionas amostras
de sémen criopreservado de garanhdfes da raca Mangalarghadtaraitilizando
diferentes crioprotetores e um antioxidante e incubad®&@ por 30 minutos com a
sonda DCFDA e avaliadas em citdmetro de fluxo.

Tratamento Baixa producao de peroxido de hidrogénio
Botucrio 25,93 +27,27 a
Botucrio + antocianina 29,86+ 31,22 a
Dimetil 36,52+ 34,16 a
Dimetil + antocianina 46,50+ 32,42 a
Etileno 27,77t 30,64 a
Etileno + antocianina 35,97+ 34,83 a
Etileno + dimetil 46,03+ 36,93 a
Etileno + dimetil + antocianina 39,45 + 27,84 a

Valores médios seguidos por letras minlsculas na mesma difiergan entre si(P<0,05) pelo
teste de Duncan.

Quanto a producdo de peroxido de hidrogénio intracelular, anteato D
apresentou maior porcentagem de células com membragaaiet alta producao interna
de peroxido de hidrogénio. Os tratamentos em que havia dinmegifoida como
crioprotetor apresentaram valores médios de populacaowdasciitegras e com baixa
peroxidacdo maiores que aqueles tratamentos com diluemtessse crioprotetorA
porcentagem de células lesionadas produzindo muito peréxidioirdgiénio foi menor
no tratamento DA (36,1%). A porcentagem de células com naembesionada e baixa
producdo de peroxido de hidrogénio intracelular mostrou-sellsame em todos os
tratamentos (P>0,05) (Tabeln 7

A organizacdo da membrana plasmatica foi considerada sopopulacdo de
células integras (IP-) e ndo mostrou diferenca ensetratamentos (P>0,05).

Paralelamente a maior porcentagem de espermatozoides viaeaibrana integra) foi
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encontrada nos tratamentos empregando diluentes com ilidimetmida como
crioprotetor, com ou sem associagcao com antocianina(D=37[24684,8%).

A exposicdo das células esperméaticas a temperatuiiae dbal9 °C por si s0 ja
€ capaz de induzir processos de desorganizacdo da bicamadta lggdmembrana
plasmatica (Watson, 1995). Somados aos efeitos ocde®naela temperatura, 0s
aditivos presentes nos diluentes de resfriamento e lkeongeto induzem a mudancas
no processo metabdlico dos espermatozoides, o que phdarirespostas internas de

aumento de producdo de ATP e até mesmo a capacitacdocepreatestas

células.(Loomis, 2005

Tabela 7. Médias e erros-padrd®b)de atividade mitocondrial de sémen criopreservado
de garanhdes da raca Mangalarga Marchador, utilizandordésrerioprotetores e um
antioxidante (sonda DCFDA; IP).

Membrana integre Membrana integre

Membrana

lesionada e alta

Membrana

lesionada e baixa

TRAT e baixa producéo e alta producéo d ~ ~
" g producédo de producédo de
de peréxido peroxido Lz 2
peroxido peroxido

B 8,4+8,1c 159+76b 58,2+ 22,7 a 17,5+21,8a
BA 8,4+59¢c 15,9+9,5b 54,2+ 24,9 ab 21,5+257a
D 13,0+ 10,5 abc 21,8+12,8a 41,6+ 23,3 bc 23,5+£252a
DA 15,1+ 12,2 a 17,4 +£11,8ab 36,1+225¢ 31,3t229a
E 8,1+t9,1c 12,9+6,6 b 59,3+28,4 a 19,7+ 244 a
EA 9,0£7,2bc 12,5+9,6 b 51,5+ 29,7 ab 26,9+29,0a
ED 13,7+ 9.5ab 13,5+9,0b 40,5+ 28,7 bc 32,3+t27,7a
EDA 11,5+ 6,4 abc 16,6+9,5b 43,9+ 21,8 bc 28,0+234a
Na mesma coluna, letras diferentes indicam difereng®@5) pelo teste t; TRAT: Tratamento;
B: Botucrio; BA: Botucrio+Antocianina; D:Dimetilformaina; DA:

Dimetilformamida+Antocianina; E: Etilenoglicol; EA: Etilendggdl+Antocianina; ED:
Etilenoglicol+Dimetilformamida; EDA: Etilenoglicol+Dimetilforamida+Antocianina.

O processo de capacitacdo ocorre por meio de desorgandeséipideos e
colesterol de membrana, que permitem a entrada de calo@néam a producdo de
AMPc, diminuem o pH e desencadeiam uma série de outrosoev@urnaugh, 2007).
Na tentativa de estimar a quantidade de espermatozoides queatwente estariam
passando por esse processo precocemente, foram utiliadasdas M450 e DCFDA,
gue avaliam respectivamente, a organizacdo da membramedugdo de peroxido de
hidrogénio intracelular. Neste estudo, todos o0s tratamentosnostraram

aproximadamente metade das células com membrana desorgdhedaela 8), levando
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em consideracdo apenas as células com membrana ptasinéeégra. Dados estes
valores, podemos presumir que se esta desorganizacdigadsda capacitacdo, todos
os tratamentos induziram esse processo de forma semeethagque as células coradas
com a sonda estavam em processo inicial de capacitagddiveram minima
desorganizacdo de membrana que pode nao ser suficiente inadmdtar o0s
espermatozoides de realizar a fecundacdo, uma vez quearsio diferencia graus de

desorganizacao (Green& Watson, 2001

Tabela 8.Médias e erros-padrao (%)de organizacdo de membranagirsnatozoides
criopreservadas de garanhfes da raca Mangalarga Marchadmndd diferentes
crioprotetores e um antioxidante (sondas M540-organizacdo efebmana e IP-
integridade de membrana plasméatica).

Membrana Membrana Membrana Membrana
TRAT . . . .

organizada desorganizada integra lesionada
B 53,7£18,8 a 46,3+ 18,8 a 27,5+ 9,6 cd 72,5+9,6ab
BA 47,1189 a 52,9+ 189 a 27,2+ 7,7 cd 72,8+7,7ab
D 56,4+ 14,7 a 43,6+ 14,7 a 37,9+9,2a 62,1+9,2d
DA 59,8+ 19,7 a 40,2 £19,7 a 34,8£11,2ab 65,2+11,2 cd
E 56,8+ 20,5 a 43,2+ 20,5 a 23,6x7,6d 76,4+76a
EA 62,3+ 16,6 a 37,7166 a 23,7+10,1d 76,3+10,1a
ED 63,5+159a 36,4+159a 29,486 ¢C 70,6+8,6 b
EDA 55,7+ 18,7 a 44,3+ 18,7 a 30,9+ 10,9 bc 69,0+ 10,9 bc

Valores médios seguidos por letras diferentes na medmaaatiferem entre si (P < 0,05) pelo
teste de Duncan. Os valores de organizacdo de membrandecarsgin apenas células com
membrana integra. TRAT: Tratamento; B: Botucrio; BA:tUgoio +Antocianina; D:
Dimetilformamida; DA: Dimetilformamida + Antocianin&; Etilenoglicol; EA: Etilenoglicol +
Antocianina; ED: Etilenoglicol + Dimetilformamida; EDA: Etilenaggil + Dimetilformamida +
Antocianina.

Na Tabela 9 sdo descritos os valores médios para adegride membranas
plasmatica e acrossomal, sendo observado os maidogssvde membranas integras
nos tratamentos em que se empregou diluentes com dimmaéiftida ou a associacéo
da mesma com a antocianina(D=28,2 %e DA=26,5 %). A porcentagem de
espermatozoides com ambas as membranas lesionadas foinosidratameiats B
(31,9%), BA (32,1%), E (30,9%) e EA (32,8 %).

Para integridade das membranas plasmatica e acrosssmidtamentos D, DA
e EDA apresentaram resultados superiores quando compacslosteos tratamentos

(aproximadamente 10% a mais), 0 que ressalta a capacidagliciéncia da
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dimetilformamida em atravessar a membrana sem causategrdanos a mesma. Esses
resultados corroboram o0s resultados obtidos por F&XAS) quandocomparou
dimetilformamida com glicerol puro e Botucrio,comprovando cepogl crioprotetor
da dimetilformamida sobre a membrana plasméatica.Pamsa particula de menor peso
molecular, as amidas atravessam a membrana maisdate, evitando lesbes por

estresse osmatico(Ball e Vo, 2001

Tabela 9. Médias e erros-padrdéo)da integridade das membranas plasmatica (sonda
FITC-PSA) e acrossomal (sonda IP) das células espeamatidopreservadas de
garanhdes da raca Mangalarga Marchador, utilizando diésremtoprotetores e um
antioxidante e incubadas a 37°C por 10 minutos com as son@dasliadas em
citdmetro de fluxo.

Membrana Membrana
Membrana e P Membrana e .
integra e lesionada e
Tratamento acrossoma acrossoma
. acrossoma : acrossoma
integros . lesionados ;
lesionado integro
B 19,2+ 7,3 bcd 2,4+ 2 8 abc 319+79a 46,5+6,5a
BA 19,2 +7,0 bcd 2,3+ 3,2 abc 32,1+8,3a 46,4 +6,1a
D 28,2+6,9a 25+3,8ab 22,0t7,2¢c 47,3+x49a
DA 26,5+89a 27+x41a 23,6£9,8 bc 47,3+6,1a
E 18,5+ 7,9cd 0,6+0,2 bc 30,9+8,4a 49,3+7,8a
EA 16,8+8,5d 0,5+0,3¢c 32,8+9,3a 50,0+9,2 a
ED 22.3+t59b 2,3+4,4 abc 25,8+ 8,8 bc 50,1+7,4 a
EDA 21,1+7,3 bc 3,9+53a 26,0+9,1b 49,0+9,7 a

Valores médios seguidos por letras diferentes na mesmaacdiferem entre si(P<0,05) pelo
teste de Duncan. Os valores de organizacdo de membrandecarasih apenas células com
membrana integra. TRAT: Tratamento; B: Botucrio; BA:tUgoio +Antocianina; D:
Dimetilformamida; DA: Dimetilformamida + Antocianin&; Etilenoglicol; EA: Etilenoglicol +
Antocianina; ED: Etilenoglicol + Dimetilformamida; EDA: Etilendggl + Dimetilformamida +
Antocianina.

Ramos (2012) sugeriu que a adicdo de antocianina ao dilueobagielamento
de sémen caprino pudesse melhorar os parametros de rdetikdantegridade das
membranas plasmatica e acrossomal, o que nao foi posisirtficar neste trabalho.
No entanto, esta substancia pode ter exercido papel antiexitlportante no meio
externo. Embora ndo tenha apresentado diferenca eritegareentos, pode-se observar
gue a antocianina teve tendéncia a diminuir a quantidade dedwed® hidrogénio das
células com membrana plasmética lesionada. Na ta@belade se descreveos valores
médios obtidos para membrana lesionada e baixa producdordedpe € possivel

observar que os tratamentos empregando diluentes coaiaama apresentaram maior
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porcentagem de células com baixa producdo de peréxido de hidroggsriam estando
mortas,comparados aos sem antocianina com o mesmooteiogB=17,5 x BA=21,5
%; D=23,5 x DA=31,3 %; E=19,7 x 26,9 %; ED=32,3 x EDA=28,0 %), rtar¢a nao
€ possivel dizer que houve diferenca entre os tratamesnos sem antocianina.

Sendo uma molécula relativamente grande, a antocidaemadificuldade de
atravessar a membrana plasmética (Volp, 2008), porém geatalbarreira encontra-se
afuncional, a troca de material com 0 meio externca fcomprometida,
podendohaverpassagem dessa molécula para o interior d& E&latamente nesta
populacao celular (membrana lesionada) podemos identifia@r distancia numéra
entre o crioprotetor puro e acrescido do antioxidante, et seja possivel afirmar
gue ha diferenca entre esses resultadamesma forma, os valores médios obtidos para
membrana lesionada e alta producdo de perdxido de hidrogériénase mostram
favoraveis aos tratamentos com antocianina (B=58,2 x58&; D=41,6 x DA=36,1;
E=59,3 x EA=51,5; ED=40,5 x EDA=43,9 %), mostrando que esterftagstle podedr

efeito na reducao de peroxido de hidrogénio liberado por essagapuelular.

CONCLUSOES

A dimetilformamida pode ser usada sozinha na concentrdedb% ou em
associacdo com etilenoglicol na proporcédo de 1:4 (eglemidimetilformamida),
sendo eficaz principalmente na diminuicdo dos efeitos delet&s membranas
plasmatica e acrossomaldos espermatozoidgseservados do sémen equino,
tornando-a alternativa em substituicdo aos diluenbeserciais a base de glicerol e
metilformamida como crioprotetores.

A antocianina, da forma como foi extraida neste expetonema concentracao
de 0,:L/100 x 10°células espermaticasndo possui acdo antioxidante infeace
benéfica ou maléfica para a membrana plasmatica dosnedpeodides durante o

processo de criopreservacao do sémen de garanhdes da nagdakig Marchador.
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