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RESUMO

VALLE, R. R. Colheita, analise e criopreservacdo de sémen de uma espécie
modelo de primata neotropical, Sagui-de-Tufo-Branco (Callithrix jacchus).
[Collection, analysis and cryopreservation of semen from a model species, the
common marmoset (Callithrix jacchus)]. 2007. 169 f. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sdo Paulo, 2007.

A espécie Callithrix jacchus pode ser utilizada como modelo experimental para
outras espécies de primatas neotropicais, principalmente Callithriquideos. Colheu-se
sémen desta espécie com 0s objetivos de otimizar a colheita de sémen por vibro
estimulacdo peniana, validar técnicas de avaliacdo esperméatica que possam ser
utilizadas a campo, comparar as caracteristicas seminais de individuos de duas
colonias (Brasil e Alemanha), testar diferentes protocolos de congelacao
espermatica e avaliar a atividade citoquimica mitocondrial (DAB) e a fragmentacao
de DNA de espermatozoides congelados. As técnicas de coloracdo para avaliacao
espermética utilizadas foram: eosina-nigrosina, coloragcdo dupla trypan-blue giemsa,
coloracdo simples para acrossoma, FITC-PSA, SpermOscan®, Spermac®, coloracdo
com 3,3-diaminobenzidina (DAB) e ensaio Cometa alcalino. A congelacdo foi
realizada com 100 pL de sémen com meio TEST-Gema de ovo clarificado com
glicerol 4% em palhetas 0,25 mL, e os protocolos de congelagéo testados foram: 1)
fase de equilibrio com curva de resfriamento (25°C-4°C) em 2 horas, 10 minutos no
vapor de nitrogénio e finalmente imersdo em nitrogénio liquido; 2) como Protocolo 1,
mas sem fase de equilibrio/resfriamento; e 3) diretamente no nitrogénio liquido. As
palhetas foram descongeladas em agua a 37°C por 5-10 segundos. A técnica de
colheita resultou em 83,33% dos procedimentos com ejaculagdo. A coloracdo
simples para acrossomo foi eficiente e pdde ser validada para utilizagdo a campo.
N&o houve diferenca significante (p<0,05) nas caracteristicas seminais avaliadas
entre as coldénias do Brasil e da Alemanha. As andlises pos-descongelacéo
demonstraram queda nas varidveis motilidade e integridade da membrana
plasmatica com discreta superioridade no Protocolo 1, ndo houve diferenca
significante (p<0,05) entre os protocolos para a atividade citoquimica mitocondrial e

o Protocolo 2 apresentou a menor taxa de fragmentagéo de DNA.

Palavras-chave: Sémen animal. Criopreservacdo animal. Callithrix jacchus.

Diaminobenzidina. DNA.



ABSTRACT

VALLE, R. R. Collection, analysis and cryopreservation of semen from a model
species, the common marmoset (Callithrix jacchus). [Colheita, analise e
criopreservacao de sémen de uma espécie modelo de primata neotropical, Sagui-de-
Tufo-Branco (Callithrix jacchus)]. 2007. 169 f. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2007.

The Callithrix jacchus can be used as a model species for other Neotropical primates
species, mainly Callithriquids, for reproductive studies. Semen samples were
collected with the following objectives: to improve the penile vibrostimulation
technique, validate sperm evaluation techniques for field work, analyse the semen
characteristics from animals at 2 colonies (Brazil and Germany), use 3 different
freezing protocols in common marmosets sperms, evaluate a cytochemical technique
for mitochondrial activity demonstration and evaluate DNA damage in frozen-thawed
sperms. The staining techniques used in this work were: Eosin-nigrosin, Trypan-blue
Giemsa, simple staining for acrosome, FITC-PSA, SpermOscan®, Spermac®,
demonstration of cytochrome c¢ oxidase activity in situ by the oxidation of 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) and the Comet assay. Freezing was done in 100 uL semen
with TESt-Yolk clarified medium plus 4% glycerol using 0.25 mL straws. The freezing
protocols tested were: 1) straws at equilibrium phase with a 25°C to 4°C curve in 2
hours, 10 minutes at nitrogen vapour and finally into liquid nitrogen; 2) same as
Protocol 1 without the equilibrium phase; and 3) straws directly into liquid nitrogen.
All attempts resulted in 83,33% ejaculates. The simple staining technique for
acrosome was validated and resulted in an obvious differentiation of the intact
acrosome. Semen characteristics evaluation showed no difference between the 2
colonies. Post-thaw evaluation showed all protocols had negative effects on motility
and plasmatic membrane integrity with a slightly superiority on Protocol 1. There was
no difference between protocols in the mitochondrial activity demonstration and

Protocol 2 presented the lowest DNA damage.

Key.words: Animal Semen. Semen. Cryopreservation. Callithrix jacchus.

Diaminobenzidine. DNA.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, 26 espécies e subespécies de primatas ndo humanos séao
consideradas ameacadas de extincdo (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2004).
Isto se deve principalmente a constante destruicdo do meio ambiente, acompanhada
pela reducao do habitat natural, ocasionadas pela urbanizacido desordenada das
cidades, pela pressao da caca e pelo comércio clandestino da fauna e flora. Este
quadro traz como consequéncia maior a necessidade de desenvolvimento de
biotecnologias na area da reproducgao (VALLE, 2002).

A preservacdo da biodiversidade da fauna € o principal objetivo do
desenvolvimento destas biotecnologias, pois se constituem em ferramentas valiosas
para a reproducgao, tanto em vida livre como em cativeiro, e principalmente, para a
manutencao da diversidade genética.

Porém, ndo devemos desconsiderar a importancia do conhecimento de cada
espécie através da pesquisa basica, que ndo deve ser deixada de lado apenas por
se ter solucionado um problema individual com o uso da biotecnologia, posto que
ambas sado de extrema importancia para a conservagao e preservagao das
informacgdes genéticas de cada espécie (THOMPSON, 1993).

Muitas vezes, se faz necessario um estudo basico a respeito da biologia das
espécies para que se possam utilizar biotecnologias, porém, é bastante comum que
uma espécie atinja um estagio onde se encontre altamente ameacada e nada se
conheca a respeito da mesma (WILDT et al., 1995).

Os macacos, tanto os do velho mundo quanto os neotropicais, possuem um

papel muito importante, que é o de servir como modelos experimentais nas
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pesquisas da area das ciéncias da saude (VALLE, 2002).

Os primatas neotropicais (PN) séo de grande importancia biomédica devido a
sua ocorréncia no ecossistema tropical da América Central e do Sul, sua grande
diversidade e sua proximidade filogenética com o Homem.

Os simios brasileiros ocupam cada vez mais espacgo nesta area, uma vez que
algumas espécies sao largamente utilizadas em pesquisas relacionadas, por
exemplo, a neurociéncia, xenotransplantes, cancer, genética, diversas zoonoses
como tuberculose e malaria, e, inclusive, servem como modelo experimental para
desenvolvimento de vacinas para malaria e leishmaniose, entre outras
(PIECZARKA, 1998; VALLE, 2002; CARVALHO et al., 2003; MANSFIELD, 2003).

Ainda, algumas espécies ndao ameacgadas de PN criadas em cativeiro sao
amplamente utilizadas em pesquisas na area da reproducdo, principalmente na
Ameérica do Norte e Europa.

As espécies mais utilizadas sao: sagui-de-tufo-branco (Callithrix jacchus),
mico de cheiro (Saimiri sciureus), macaco da noite (Aotus spp), € macaco prego
(Cebus spp) (MITTERMEIER; COIMBRA-FILHO, 1983; PIECZARKA, 1998; VALLE,
2002; MANSFIELD, 2003), porém, atualmente, estudos com inumeras outras
espécies estdo em andamento para verificacdo de seu potencial para uso em
pesquisas biomédicas (PIECZARKA, 1998; VALLE, 2002).

Outro papel fundamental desempenhado pelos primatas ndo humanos diz
respeito ao meio ambiente, visto que sao essenciais para o equilibrio ecolégico, pois
participam em diversas escalas da cadeia alimentar, além de serem grandes
dispersores de sementes, contribuindo para a manutencédo das florestas (VALLE,
2002).

No entanto, para a utilizacao rotineira de espécies de PN como modelos
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biolégicos para pesquisas na area da reproducdo, assim como para a conservagao
de populagbes selvagens, ha necessidade de mais estudos sobre a fisiologia
reprodutiva destas espécies, uma vez que apresentam variagdes entre as espécies
de PN e diferem marcadamente das espécies de primatas do Velho Mundo, que tém
sido mais estudadas.

Existem estudos sobre os aspectos da fisiologia reprodutiva das 4 espécies
citadas anteriormente (BUSH et al., 1975; NAGLE; DENARI, 1982; CUI et al., 1991;
YEOMAN et al., 1997a, 1997b; BARNABE et al., 2002; GUIMARAES et al., 2002;
GUIMARAES; OLIVEIRA; BARNABE, 2003) e de Alouatta caraya (VALLE et al.,
2004; KUGELMEIER et al., 2005), porém, estudos com sémen, odcitos e
desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas para utilizagcdo em reprodugao
assistida tém sido mais realizados em sagui-de-tufo-branco e mico de cheiro
(DUKELOW, 1983; HEARN, 1983; DUKELOW et al., 1990; GILCHRIST et al. 1995;
CUI, 1996; KUEDERLING; MORREL; NAYUDU, 1996; MORREL; KUEDERLING;
HODGES, 1996; GILCHRIST; NAYUDU; HODGES, 1997; MORREL et al., 1997;
YEOMAN et al.,, 1997a, 1997b; MORREL et al., 1998; YEOMAN et al., 1998;
KUEDERLING et al., 2000; VALLE et al., 2005a; VALLE; GUIMARAES; NAYUDU,
2006).

A utilizacdo de tecnologias de reprodugao assistida como uma ferramenta
eficaz no manejo genético de populagbes de animais selvagens em cativeiro ou
semicativeiro tem sido defendida e incentivada dentro do contexto de um programa
de conservacéo integrado (BALLOU, 1992; MORREL; e HODGES, 1998; HOWARD;
MARINARI; WILDT, 2003; HOLT et al., 2003).

Entretanto, para que estas tecnologias sejam eficazes e seguras para

utilizacdo em espécies ameacgadas, elas precisam ser otimizadas por meio de
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estudos que utilizem espécies ndo ameacadas como modelo (NOWSHARI;
NAYUDU; HODGES, 1994; NOWSHARI; NAYUDU; HODGES, 1995; ISACHENKO;
NAYUDU, 1999).

Adicionalmente, uma estratégia apropriada deve ser desenvolvida para um
manejo genético com objetivos especificos. O banco de sémen é um elemento
chave neste programa, e € o método mais eficaz e menos invasivo para introdugéo
de material genético em uma populagao, por exemplo, com seu uso em programas
de inseminacao artificial e transferéncia de embrides.

Atualmente ndo existe nenhum banco de sémen especifico de primatas, ou
programas de inseminacao artificial, que sejam utilizados rotineiramente em manejo
genético de populagdes em cativeiro ou vida livre.

A formagao de um banco de sémen pode ser uma solugcdo viavel como o
passo inicial para se estudar e promover a diversidade genética em populagdes
isoladas (WILDT, 1989; MORRELL; HODGES, 1998).

Este estudo teve o intuito de ser o primeiro passo para o inicio de um plano
cooperativo internacional que envolve as trés instituicdes discriminadas abaixo para
implantacdo de um banco de sémen de primatas neotropicais no Brasil (VALLE et
al., 2005a).

O Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — FMVZ da Universidade de Sdo Paulo — USP, S&o Paulo —
SP, Brasil, é pioneiro no estudo da biologia, fisiologia e biotecnologia da reprodug¢ao
de animais selvagens no Brasil, incluindo diversas espécies de primatas como
Cebus apella (GUIMARAES, 1994; GUIMARAES, 1999; BARNABE et al., 2002;

GUIMARAES et al., 2002; GUIMARAES; OLIVEIRA; BARNABE, 2003) Alouatta



30

caraya (VALLE, 2002; VALLE et al., 2004; KUGELMEIER et al., 2005) e Callithrix
jacchus (VALLE; GUIMARAES; NAYUDU, 2006).

O Centro Nacional de Primatas — CENP, 6rgao da Secretaria de Vigilancia em
Saude — SVS, Ministério da Saude — MS, Ananindeua — PA, Brasil, possui um
valioso e numeroso plantel de espécies brasileiras de primatas, incluindo espécies
ameacadas, infra-estruturas laboratorial e para manutengdo dos animais, e tem
apoiado pesquisadores da FMVZ — USP no estudo reprodutivo de PN.

O Centro de Primatas da Alemanha — DPZ (Deutsches Primatenzentrum —
DPZ), Goettingen, Alemanha, por meio de seus pesquisadores, desenvolveu durante
muitos anos um programa de reprodugao assistida para o sagui-de-tufo-branco
(Callithrix jacchus), uma espécie que foi escolhida como modelo para espécies de
callitriquideos ameacgadas (GILCHRIST et al.,, 1995; KUEDERLING; MORREL;
NAYUDU, 1996; MORREL; KUEDERLING; HODGES, 1996; GILCHRIST; NAYUDU,;
HODGES, 1997; MORREL et al., 1997; KUEDERLING et al., 2000).

Este centro possui excelente infra-estruturas laboratorial e para manutengao
de primatas, além de ampla colénia de Callithrix jacchus.

O projeto foi executado no CENP, Ananindeua - Para, Brasil, no
Departamento de Reprodugdo Animal da FMVZ — USP, Sdo Paulo — Sao Paulo,

Brasil e no DPZ, Géttingen - Niedersachsen, Alemanha.
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2 OBJETIVOS

O estudo visou:

O Otimizar e estabelecer uma técnica segura e eficaz para colheita de sémen, a
vibroestimulagao peniana, da espécie modelo Callithrix jacchus.

® Otimizar e validar técnicas para analise e avaliacdo espermatica.

© Avaliar o efeito de 2 diluidores, TALP-HEPES e TEST-GEMA clarificado nas
caracteristicas seminais de Callithrix jacchus.

® Avaliar e comparar as caracteristicas seminais da coldnia de Callithrix jacchus do
Centro Nacional de Primatas — CENP e do Deutsches Primatenzentrum — DPZ.

© Avaliar o efeito do glicerol nas caracteristicas seminais da espécie Callithrix
jacchus.

® Avaliar e comparar trés protocolos para a criopreservacdo do sémen de Callithrix
jacchus.

@ Avaliar a atividade citoquimica mitocondrial de espermatozodides criopreservados
de Callithrix jacchus.

® Avaliar a taxa de fragmentagdo do DNA de espermatozoides criopreservados de

Callithrix jacchus.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Os primatas neotropicais (PN) ou primatas do novo mundo pertencem a
infraordem Platyrrhini (AURICCHIO, 1995). Esta infraordem é composta por 3
Familias, 18 géneros, 111 espécies e 205 espécies e subespécies, distribuidos
desde o sul do México até o norte da Argentina e Paraguai, e provavelmente
nordeste do Uruguai (SCHNEIDER; ROSENBERGER, 1996; RYLANDS et al., 2000).

O Brasil é o0 pais com 0 maior numero de espécies e subespécies de primatas
Neotropicais, com 17 géneros, 85 espécies e 126 espécies e subespécies, destas,
76 sdo endémicas (AURICCHIO, 1995; RYLANDS; MITTERMEIER; RODRIGUEZ-

LUNA, 1995; RYLANDS et al., 2000).

3.1 Classificacdo taxon6mica e distribuicdo geogréafica da espécie Callithrix

jacchus

A taxonomia dos primatas neotropicais € constantemente revisada. Existe
uma grande discordancia entre os diversos autores quanto ao posicionamento de
determinadas espécies, ou até mesmo quanto ao numero de familias.

Ainda, o desenvolvimento de técnicas mais modernas e precisas para analise
genética, as recentes descobertas e a descrigdo de novas espécies contribuem para
a frequente mudancga na taxonomia e aumento no numero de espécies de primatas,

principalmente na Amazdnia brasileira.
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Por este motivo deve-se ter cautela ao classificar taxonomicamente
determinada espécie de primata ou descrever uma nova espécie. Sempre que uma
classificagao diferente ou uma espécie nova é sugerida, sdo necessarios diversos
estudos para confirmacao e aceitacdo pela comunidade cientifica.

No caso de uma nova denominacao para determinada espécie, muitas vezes
a comunidade cientifica decide por continuar a utilizar o termo mais conhecido em
detrimento do novo termo (RYLANDS et al., 2000), mesmo que muitas vezes 0 novo
termo seja considerado mais correto, por exemplo, por ser o termo mais antigo
utilizado para denominar a espécie em questao.

Ao considerar os animais que ocorrem na Amazénia e na Mata Atlantica, até
entdo classificados no género Callithrix, como dois géneros separados, Rylands et
al. (2000) sugeriram classificar os animais do grupo amazdnico como género Mico e
o outro grupo como Callithrix.

Com base nesta classificagao, o género Callithrix € composto, atualmente, por
6 espécies reconhecidas, Callithrix jacchus, C. penicillata, C. kuhlii, C. geoffroyi, C.
aurita e C. flaviceps, todas endémicas no Brasil (RYLANDS; MITTERMEIER;
RODRIGUEZ-LUNA, 1995; RYLANDS et al., 2000). Destas, 50% encontram-se
ameacadas de extin¢do, sdo elas: C. kuhlii, C. aurita e C. flaviceps (MINISTERIO DO
MEIO AMBIENTE, 2004).

A espécie Callithrix jacchus é conhecida pelos nomes vulgares sagui-de-tufo-
branco, sagui-do-nordeste, sagui comum, mico estrela, Common Marmoset (Ing.) e
Weissbuchenaffen (Alem.).

Classificagao taxonémica do Sagui-de-tufo-branco segundo Schneider em

Schneider e Rosenberg (1996):
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Classe
Mammalian

Ordem
Primate

Infraordem
Platyrrhini

Familia
Cebidae

Subfamilia
Callitrichinae

Tribo
Callitrichini

Género
Callithrix (Erxleben, 1777)

Espécie
Callithrix jacchus (Linnaeus, 1758)

A area de ocorréncia natural da espécie Callithrix jacchus abrange o nordeste
brasileiro, ao norte do rio Sdo Francisco e ao leste do rio Parnaiba. Atualmente, a
espécie pode ser encontrada em todo o territério nacional como consequéncia de
sua introducdo nas diferentes regides, onde é considerada espécie invasora

(STEVENSON; RYLANDS, 1988; AURICCHIO, 1995).
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3.2 Consideragdes sobre a espécie Callithrix jacchus

A espécie Callithrix jacchus possui cariétipo 2n = 46 (PEDREIRA; PEIXOTO,
1975).

Habitam originalmente a Caatinga e o Cerrado, em formagbes arbdreas
baixas (STEVENSON; RYLANDS, 1988; AURICCHIO, 1995).

Os animais desta espécie apresentam tufos de pélos brancos na regiao supra
auricular, a pelagem do corpo com coloragdes preta, cinza e laranja e a cauda preta
e cinza. Ha presenca de garra em todos os dedos, com exceg¢ao do halux oposto
que apresenta unha achatada. Possuem 36 dentes, com dois dentes molares
superiores e dois inferiores em cada lado e caninos inferiores com formato e
tamanho semelhantes aos incisivos, que juntos resultam em um formato de copo
(STEVENSON; RYLANDS, 1988).

Sao animais de porte pequeno, com 25 cm em média de comprimento
corporal e cauda com 28 cm em média (STEVENSON; RYLANDS, 1988;
AURICCHIO, 1995).

Araujo et al. (2000) compararam o peso de animais adultos em cativeiro e
vida livre, ambos no Brasil, e ndo encontraram dimorfismo sexual, porém os animais
de vida livre apresentaram peso significativamente menor. Os valores encontrados
foram 347,6 £ 30,5 g e 317,9 £ 34,1 g nos machos e 359,7 £ 50,4 ge 322 +40,4 g
nas fémeas, em cativeiro e vida livre, respectivamente (ARAUJO et al., 2000).

Na col6nia do Centro de Primatas da Alemanha (Deutsches Primatenzentrum
— DPZ), Goettingen, Alemanha, Valle et al. (2005b) encontraram 70% dos animais,

machos e fémeas adultos, com peso superior a 400 g.
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Esta espécie é arboricola, diurna e considerada exudativa-insetivora, pois sua
dieta é baseada em exudato das arvores, principalmente goma, e insetos, embora
frutas, folhas, pequenos vertebrados, invertebrados e ovos também sejam ingeridos,
porém, em menor quantidade (STEVENSON; RYLANDS, 1988).

O sistema social e reprodutivo da espécie Callithrix jacchus n&o difere muito
dos outros Callitriquideos. Organizam-se em grupos que variam de 3 a 15
individuos, e, embora possa ocorrer a reproducdo de duas ou mais fémeas do
grupo, usualmente apenas uma fémea dominante reproduz com um unico macho
dominante reprodutor, com dominancia da fémea sobre o macho (STEVENSON;
RYLANDS, 1988; NIEVERGELT et al., 2002; FAULKES; ARRUDA; MONTEIRO DA
CRUZ, 2003).

Nievergelt et al. (2002) observaram em seu estudo que duas fémeas
reprodutoras acasalavam principalmente com apenas um macho dominante e
classificaram a espécie Callithrix jacchus como poliginimonandrica. Em contraste, Li
et al. (2005) relataram em sua revisdo que esta espécie € predominantemente
monogamica em vida livre, com apenas um casal dominante reprodutor por grupo
social.

A supressao da ovulacido das fémeas subordinadas pela fémea dominante é
comportamental e endocrinoldgica, jd@ nos machos a supressdo € apenas
comportamental, o que possibilita que machos subordinados tenham a capacidade
de reproduzir com as fémeas dominantes (STEVENSON; RYLANDS, 1988). As
fémeas subordinadas restabelecem a ovulagao rapidamente quando removidas de
seus grupos sociais (ABBOTT; HODGES; GEORGE, 1988).

As fémeas atingem a maturidade sexual em média aos 12-13 meses de

idade, quando ocorre a primeira ovulacdo. Nos machos, este processo ocorre aos
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14-15 meses de idade, com o desenvolvimento da habilidade para copular e a
ejaculacao de espermatozoéides moveis (ABBOTT et al., 2003; TARDIF et al., 2003).
Porém, nos machos esta maturidade pode ocorrer ligeiramente mais cedo,
aproximadamente aos 11-13 meses (TARDIF et al., 2003).

A gestacdo tem duragcdo de 143 ou 144 dias em média, culminando
normalmente no nascimento de gémeos dizigéticos (FAULKES; ARRUDA;
MONTEIRO DA CRUZ, 2003; TARDIF et al.,, 2003). Em cativeiro € comum o
nascimento de 3 filhotes (20 - 25%) oriundos de uma mesma gestacdo, mas este
numero pode chegar a 5 (LI; DONALD; GOLUB, 2005).

Contrariamente ao que ocorre em humanos e primatas do velho mundo,
Callithrix jacchus apresenta atividade ovariana 10-50 dias apdés o parto, portanto
dentro do periodo de lactagdo (0 desmame ocorre em média entre os dias 40 e 120
pos-parto), quando a ovulagéo e concepgao podem ocorrer (HEARN et al., 1978).

Nesta espécie, os cuidados com a prole ndo sio responsabilidade apenas da
mae, 0 macho dominante e os individuos mais velhos do grupo ajudam a cuidar dos
filhotes carregando, protegendo e oferecendo alimentos solidos. Este
comportamento esta associado ao alto nivel de prolactina circulante (STEVENSON,
RYLANDS, 1988; ABBOTT et al., 2003).

Para Callithrix jacchus, ao menos em cativeiro, a reprodugao ocorre durante
todo o ano, ndo ha estacao reprodutiva aparente, assim como variagao nos niveis
sanguineos de testosterona em animais adultos em um periodo de 12 meses (LlI;
DONALD; GOLUB, 2005).

As copulas entre os individuos dominantes ocorrem durante todo o ciclo
ovariano, principalmente quando a fémea esta em estro (KENDRICK; DIXSON,

1983). A fémea dominante apresenta ciclo ovariano com 28 dias de duragao, dos



38

quais 20 dias de fase luteal e 8 dias de fase folicular, com a liberagao de foliculos
multiplos em cada ovulagao, o que resulta no nascimento de gémeos em 30-70%
das gestacgdes (LI; DONALD; GOLUB, 2005).

Padroes comportamentais reprodutivos incluem movimentos rapidos de
exposicao da lingua. Este comportamento esta presente na fémea quando esta
solicita a copula ao macho e durante a copula, porém, é mais frequente durante o
periodo periovulatério (KENDRICK; DIXSON, 1983; STEVENSON; RYLANDS,
1988).

Os machos apresentam este comportamento durante a copula, com aumento
da frequéncia durante a monta e a ejaculagdo. Durante a fase periovulatéria das
parceiras, ocorre diminuigcdo na duragao do intervalo pds-ejaculatério com aumento
na duragao da erecgao apos a ejaculacdo (KENDRICK; DIXSON, 1983).

Os machos de Callithrix jacchus, quando separados de suas parceiras, ao
retornarem, ou quando colocados com fémeas de outros grupos, costumam copular
em alguns minutos (LI; DONALD; GOLUB, 2005).

Segundo Cui e Matthews (1994), anatomicamente o sistema reprodutor
feminino de Callithrix jacchus apresenta vagina com um isthmus vaginal (didmetro
menor que 1,5 mm) que a separa em vagina inferior e superior, com 17 £ 3 mm de
comprimento cada. Os autores descreveram utero piriforme com 8,4 £ 1,8 mm de
comprimento (entre a jun¢ao do utero com a vagina e o fundo do utero), 10 £ 1,4 mm
de largura (entre os 2 cornos) e 6,4 £ 1,3 mm de espessura (maxima), as tubas de
Fallopio apresentaram 10,5 + 1,2 mm de comprimento e 1,5 £ 0,1 mm de largura, e
os ovarios com formato de ervilha apresentaram tamanho médio de 5,3 x 4,3 x 3,8
mm. Os valores referentes a vagina, utero, e tubas estdo expressos em Média +

Desvio Padrdo (CUI; MATTHEWS, 1994).



39

Ainda de acordo com estes autores, embora a velocidade dos
espermatozoides de Callithrix jacchus (CUI et al.,1991) seja duas vezes maior que a
de espermatozoides humanos (MAKLER et al., 1979) e a vagina desta espécie seja
proporcionalmente maior que a humana, o sémen é depositado no istmo vaginal, em
contraste com o sémen humano, cujo depdsito é realizado na cervix. A implantagéo
embrionaria (blastocistos) ocorre 11-12 dias ap6s a ovulagao (LI; DONALD; GOLUB,
2005).

Mais tarde, durante o desenvolvimento, ocorre a formacdo do disco
placentario dos gémeos com anastomose vascular entre eles, que resulta em
individuos adultos, quando de sexos opostos, com linfécitos que apresentam
caridtipo XX e XY. Este quimerismo foi reportado em células sanguineas, da medula
0ssea, linfonodos e bago, porém nao esta presente em pulmao e figado. Ainda néo
esta claro se esta ou ndo presente em células germinativas (LI; DONALD; GOLUB,
2005).

Existe muito pouca informagédo a respeito da fisiologia testicular da espécie
Callithrix jacchus ao nascimento. Nesta fase os testiculos ainda estdo intra-
abdominais, e a descida para o escroto ocorre aos 8 - 11 meses de idade (LlI;
DONALD; GOLUB, 2005).

Os testiculos de animais desta espécie com 140 dias de gestagao até um dia
de idade ndo apresentam espermatogbnia. No entanto, com 1 a 2 dias de idade,
apresentam cerca de 50000 células germinativas, 69% gondcitos e 31% pré-
espermatogénias (LI; DONALD; GOLUB, 2005).

Estima-se que existam aproximadamente 25 (18-35) x 10° células de Sertoli
por testiculo de primatas Callithrix jacchus a partir de 21 meses de idade (LI et al.,

2005). Aos 12 meses de idade, as células de Sertoli j4 se desenvolveram e
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assumiram sua morfologia definitiva (DE SOUZA et al., 1988). O numero final de
células de Sertoli determina o tamanho final dos testiculos e a producao diaria de
espermatozoides (LI; DONALD; GOLUB, 2005).

De todas as espécies estudadas até o momento, Callithrix jacchus € a unica
espécie que apresenta células de Sertoli com morfologia uniforme em todos os
diferentes estagios do epitélio seminifero, diferente do que ocorre nas outras
espécies que apresentam variagdes morfoldgicas resultantes em uma organizagao
espaco-temporal em ciclos ou ondas considerada responsavel pela regulagéao
espermatogénica. Por este motivo torna-se um excelente modelo comparativo para o
estudo dos fatores que determinam a organizagao celular do epitélio seminifero (LlI;
DONALD; GOLUB, 2005).

Aos 8 meses de idade aparecem pela primeira vez espermatogdnias do tipo
adultas e espermatocitos primarios (LI; DONALD; GOLUB, 2005). Aos 12 meses de
idade, alguns animais ja apresentam todos os estagios da espermatogénesis e
espermiogénesis, embora 0 numero de espermatozéides maduros seja menor que
em animais mais velhos (DE SOUZA et al., 1988).

Na espécie Callithrix jacchus, o ciclo espermatogénico tem duragdo de
aproximadamente 10 dias e a espermatogénese de aproximadamente 37 dias.
Devido a importantes similaridades com a espermatogénese humana, esta espécie
pode ser considerada viavel como modelo experimental para estudos comparativos
relevantes sobre a funcgéao testicular humana (MILLAR et al., 2000). Porém, devido a
particularidades na regulacdo hormonal do desenvolvimento testicular ou da fungao
testicular observados apenas nesta espécie até o presente momento, ela ndo é
recomendada para estudos com agentes téxicos que afetem a regulagédo hormonal

(LI; DONALD; GOLUB, 2005).
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Esta espécie apresenta espermatogénesis com alta eficiéncia quando
comparada a ratos e humanos (WEINBAUER et al., 2001; LI; DONALD; GOLUB,
2005).

O nivel sanguineo de testosterona varia acentuadamente entre individuos
desta espécie. Em geral fica em torno de 2,7-5,5 ng/mL com 2 semanas de idade,
aumenta para 5-20 ng/mL com 3-6 semanas de idade, diminue para 1,8 ng/mL com
8 semanas de idade, permanece baixo ou indetectavel por cerca de 15 a 20
semanas e surge novamente com aproximadamente 8 meses de idade, quando as
células de Leydig do tipo adulta atingem seu nivel maximo e os niveis de
testosterona ficam entre 30-50 ng/mL (normalmente >10 ng/mL) (LI; DONALD;
GOLUB, 2005).

O horménio LH (hormdnio luteinizante) € o unico horménio luteinizante
gonadotrofico produzido fisiologicamente em quantidades relevantes pelas glandulas
pituitaria em todas as espécies de mamiferos estudadas até o presente momento,
com excegao do cavalo, cobaia (Cavia porcellus) e saguis de tufo branco (Callithrix
jacchus). No entanto, apesar de nao ter LH, Callithrix jacchus possui CG
(gonadotrofina coridbnica) produzido pelas glandulas pituitarias em quantidade
suficiente para manter o desenvolvimento e as fungcbes normais do sistema
reprodutivo masculino como, por exemplo, a espermatogénese (MULLER et al.,

2004; LI; DONALD; GOLUB, 2005).
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3.3 Colheita de sémen em primatas ndo humanos

A colheita de sémen de animais selvagens pode ser realizada por diversas
técnicas, sendo que a eletroejaculagdo por via retal (EE) € um dos métodos
considerados mais seguros e apropriados, devendo-se estabelecer um protocolo
para cada espécie, e de acordo com a resposta do animal, para cada individuo,
sendo a anestesia o principal fator de risco neste procedimento (DURRANT, 1990).

Esta técnica ja foi utilizada com sucesso em algumas espécies de primatas
neotropicais como mico de cheiro (Saimiri sciureus) (LANG, 1967), sagui-de-tufo-
branco (Callithrix jacchus) (CUI et al., 1991), macaco-prego (Cebus apella) (BUSH et
al., 1975; GUIMARAES, 1994; BARNABE et al., 2002), bugio preto e dourado
(Alouatta caraya) (VALLE et al., 2004), e em muitas outras espécies como Macaca
fascicularis (SANKAI et al., 1994), dentre outras (GOULD; WARNER; MARTIN,
1978; WATSON, 1978; GOULD; MARTIN; WARNER, 1985; THOMSON et al., 1992;
SANKAI et al., 1994), porém em algumas delas, ainda n&o foi possivel conseguir a
dissolugéo do coagulo para posterior analise.

O grande obstaculo para a analise e processamento do sémen da maioria dos
primatas € a coagulagao, que ocorre durante ou logo apds a ejaculagdo (VALLE,
2002).

Para os primatas do velho mundo existem algumas técnicas e protocolos
utiizados para a colheita de sémen e para dissolugdo do coagulo (GOULD;
WARNER; MARTIN, 1978; GOULD; STYPEREK, 1989; TOLLNER et al., 1990;
THOMSON et al., 1992; SANKAI et al., 1994), porém ha a necessidade de se

estabelecer técnicas de colheita e diluidores ideais para as espécies de primatas
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neotropicais.

Para Roth (1993), a baixa qualidade do sémen se constitui num dos principais
problemas para se obter sucesso na formagao de um banco de sémen, o que
dificulta, e as vezes, até inviabiliza sua utilizagdo apds o descongelamento.
Consequentemente, esta baixa qualidade diminui a possibilidade de sucesso em
programas de reproducao assistida que utilizem outras técnicas como inseminagao
artificial, fecundacgao in vitro e transferéncia de embrido em espécies raras.

A qualidade seminal de primatas é afetada pela técnica utilizada para a
colheita, como foi demonstrado em estudos realizados em diversas espécies que
compararam a colheita por eletroejaculagdo por via retal (EE) com diferentes
técnicas como vagina artificial em Pan troglodytes (GOULD; YOUNG, 1996),
lavagem vaginal apés a cépula em Callithrix jacchus (MORREL; KUEDERLING;
HODGES, 1996), vibroestimulagdo peniana (PVS) em Saimiri boliviensis (YEOMAN
et al., 1997b; YEOMAN et al., 1998) e Callithrix jacchus (SCHNEIDERS; SONKSEN;
HODGES, 2004).

Embora a EE seja a técnica mais indicada para algumas espécies, em todos
os estudos citados acima foi a que apresentou qualidade espermatica mais baixa.

Nesta ultima espécie, sémen de boa qualidade pode ser obtido por meio de
lavagem vaginal subsequente a copula natural. Apds observagao da cépula, a fémea
€ contida apenas fisicamente, posicionada com a cabeca para baixo, e 100 pyL de
meio TEST-gema de ovo modificado € gentilmente colocado na vagina com auxilio
de uma pipeta e ponteira plastica descartavel com capacidade para 0,5 mL com um
tubo flexivel com 2 cm de comprimento e 2 mm de didmetro externo acoplado na
extremidade final. O meio é gentilmente colocado na vagina e retirado 2 ou 3 vezes

consecutivas e finalmente transferido para um tubo Eppendorf. A fémea é
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recompensada com larvas de insetos ou alimentos doces (KUEDERLING et al.,
1996).

Das técnicas ja comparadas com a eletroejaculagéo por via retal, uma nova
técnica vem sendo utilizada com bastante sucesso em algumas espécies de
primatas neotropicais de pequeno porte como Callithrix jacchus e Saimiri boliviensis,
€ a colheita de sémen por vibroestimilagdo peniana (PVS) (YEOMAN et al., 1997b;
YEOMAN et al., 1998; KUEDERLING et al., 2000; VALLE; GUIMARAES; NAYUDU,
2006).

Ainda, o sémen obtido por PVS apresenta melhor qualidade e menor
quantidade de coagulo do que quando colhido por eletroejaculagcdo em Saimiri
boliviensis (YEOMAN et al., 1997b; YEOMAN et al., 1998).

Em Callithrix jacchus, a concentragdo espermatica, o numero total de
espermatozoides por ejaculado e o percentual de espermatozoides vivos obtidos em
colheita por PVS ¢ significativamente maior do que quando colhidos por EE, e, a
motilidade, € em média trés a quatro vezes maior (SCHNEIDERS; SONKSEN;
HODGES, 2004).

Esta técnica é utilizada para colheita de sémen humano de individuos com
injurias na coluna vertebral (SZASZ; CARPENTER, 1989; SONKSEN; BIERING-
SORENSEN; KRISTENSEN, 1994). No caso de primatas neotropicais de pequeno
porte, uma das principais vantagens deste método € ndo necessitar de anestesia
para a realizagao do procedimento (YEOMAN et al., 1997b).

O equipamento, um vibroestimulador Ferticare® Clinico (Multicept,
Copenhagen, Dinamarca) consiste de uma unidade de forca que controla a
frequéncia (70 — 110 Hz) e a amplitude (1 — 3,5 mm) da vibragdo e uma unidade

vibratéria. Na unidade vibratoria adapta-se um tubo de silicone, e neste acopla-se
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um tubo de vidro que funciona como uma vagina artificial (YEOMAN et al., 1997b).

Em estudo com 15 Saimiri boliviensis, 80% responderam positivamente a
colheita por PVS, destes, 100% apresentaram espermatozéides modveis. Na colheita
por EE 100% responderam positivamente, mas com apenas 60% dos ejaculados
com espermatozoéides méveis. Na PVS, o volume encontrado foi 436 £ 90 uL, a
concentracdo espermatica foi 77,1 + 20,4 x 10° / mL e motilidade 80,6 + 4,3%, e na
EE volume de 205 + 25 pL, concentragdo 2,8 + 1,7 x 10° / mL e motilidade 44,1 +
11,4%. A analise bioquimica demonstrou maiores concentragdes de frutose (2,88 +
0,67 e 1,22 + 0,32 mg / ejaculado) e acido citrico (0,46 £ 0,14 e 0,14 + 0,04 mg /
ejaculado) nas colheitas por vibroestimulagao peniana (YEOMAN et al., 1998).

O modelo de uso pessoal € menor e de facil manuseio. Neste modelo,
FertiCare® Personal Vibrator (Multicept ApS, Rungsted, Dinamarca), as duas
unidades sdo acopladas e a mesma adaptacao é executada para que funcione como

uma vagina artificial (KUEDERLING et al., 2000).

3.4 O Sémen de Callithrix jacchus

Um dos estudos pioneiros com gametas masculinos de Callithrix jacchus foi
realizado por Moore (1981), que colheu espermatozoéides diretamente do epididimo
para avaliar sua capacidade de fertilizagdo em odcitos de hamsters livres da zona
pelucida. O autor constatou que, como ocorre em outras espécies, o espermatozoéide
adquire sua capacidade para a fertilizagao durante sua passagem pelo epididimo,

porém nao foi possivel determinar exatamente qual a regido especifica em que isto
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ocorre.

Davis (1982) colheu sémen de C. jacchus por eletroejaculagdo com
aproximadamente 95% de sucesso nos procedimentos realizados. Apds analise em
microscopia de luz e eletrbnica, verificou que os ejaculados apresentaram
espermatozoides viaveis com estrutura intacta. A motilidade encontrada geralmente
foi acima de 60% com motilidade progressiva retilinea, exceto os espermatozéides
presentes no coagulo.

O estudo morfométrico demonstrou espermatozdéides com 50 um de
comprimento total, cabeca achatada bilateral e dorsoventralmente com 5 pym de
comprimento e 3 ym de largura. Todas as amostras apresentaram menos de 1% de
espermatozoides anormais. As anormalidades incluiram acrossoma invaginado,
acrossoma duplo, mal formado e nucleo invaginado. Foram encontrados ainda
espermatozoides com gota citoplasmatica na peca intermediaria, porém sem sinais
adicionais de imaturidade espermatica (DAVIS, 1982).

Segundo Schneiders (2004), o espermatozoide de Callithrix jacchus
apresentou 56,93um de comprimento total, cauda com 51,84 ym de comprimento,
cabega com 5,08 ym de comprimento e 3,34 um de largura.

Em seu estudo com colheita de sémen de 16 C. jacchus com a técnica de
eletroejaculacéo, Cui et al. (1991) observaram consideravel variagao inter e intra
individuos, obtiveram, em média, volume 30 uL (8-85 pL) e espermatozoides totais
5,1 x 10° (0,1 — 43 x 10°). A motilidade progressiva foi 48% (10 — 76%) e 49% (24 —
81%) dos espermatozdides apresentaram morfologia normal. Defeitos de cauda
foram mais comuns que anormalidades na cabeca do espermatozadide.

Os autores sugerem que esta técnica pode ser utilizada rotineiramente para a

colheita de sémen desta espécie, porém variagdes inter e intra individuos devem ser
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esperadas, e que é importante o exame de diversas amostras seminais de um
mesmo animal para a caracterizagao de seu perfil espermatico (CUI et al., 1991).

Um estudo para verificar o efeito do estresse nas caracteristicas seminais de
Callithrix jacchus colhido por eletroejaculagcdo demonstrou que animais mantidos
com fémeas e sem exposicdo a situacdes de estresse por um periodo de 2 anos
apresentaram pH 7,51 £ 0,22. O volume (40,2 + 27,2 uL), a concentragédo
espermatica (27,3 + 14,8 x 10* espermatozéides/uL), a motilidade (47,4 + 15,9%), o
percentual de espermatozéides com morfologia normal (51,8 + 13,7%), 0 numero
total de espermatozdides por ejaculado e o percentual de espermatozdides moveis
normais por ejaculado por animal foram significativamente maiores do que os
animais mantidos sozinhos e submetidos a colheita de sangue semanal no mesmo
periodo (CUI, 1996).

Um estudo sobre fertilizacdo in vitro e desenvolvimento embrionario na
espécie Callithrix jacchus foi desenvolvido com sémen epididimario. Estudos
preliminares demonstraram que apds colheita por eletroejaculagdo, poucos
espermatozoides puderam ser separados do coagulo formado imediatamente apds a
ejaculacao e todas as tentativas para liquefazer o coagulo ndo obtiveram sucesso
(WILTON et al., 1993).

Segundo estes autores, os espermatozédides livres do coagulo eram
extremamente sensiveis a centrifugagdo, com baixa motilidade e viabilidade, com
sobrevivéncia in vitro abaixo de 8 horas. Ja os espermatozéides epididimarios
sobreviveram mais de 48 horas em meio suplementado com soro de Callithrix
jacchus. Espermatozoéides colhidos pelas duas técnicas apresentaram sobrevida
menor que 6 horas em meio suplementado com soro fetal bovino (WILTON et al.,

1993).
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Kuederling, Morrel e Nayudu (1996), apos colheita de sémen de Callithrix
jacchus por lavagem vaginal imediatamente ap6s a cépula, analisaram apenas a
fracao liquida do volume recuperado, que apresentou concentragdo com valor médio
6,07 x 10° / 100 pL (¢ 1,3 SEM), motilidade média 68,5% (x 3,4 SEM),
espermatozoides com membrana plasmatica integra ou vivos 84,1% (+ 1,7 SEM).

Quando a técnica utilizada foi a PVS, os valores médios encontrados foram
31,9 pL para volume, nimero total de espermatozdides 34,2 x 10° por ejaculado,
concentracdo 1154,2 x 10° espermatozéides / mL, 74,6 % de espermatozdides com
membrana plasmatica integra ou vivos e 59,6 % de espermatozdéides méveis. Neste
estudo, a concentragao e o numero total de espermatozéides por ejaculado foi maior
em machos alojados individualmente do que em machos alojados com fémeas
(KUEDERLING et al., 2000).

Resultados semelhantes foram encontrados por Grupen, Scott e Gilchrist
(2004), que observaram nuimero total de espermatozoides (10,1 + 2,2 x 10° versus
3,9 + 1,4 x 10% P<0,05) e motilidade (85 + 13 % v. 35+ 9 %; P<0.01) maiores em
ejaculados de machos alojados com outros machos do que de machos alojados com
fémeas.

Em outro estudo, Schneiders (2004) reportou que o sémen colhido por vibro
estimulacdo apresentou as seguintes caracteristicas (Média + Desvio Padrao):
volume 21,8 + 9,9 L, concentracdo 655 + 641,9 x 10° espermatozoides / mL, 73,6 +
17,2 % com membrana plasmatica integra, motilidade 56,9 £ 22,2 % e 33,8 + 20,5 %
de espermatozoéides com morfologia anormal.

Um teste de toxicidade em espermatozdéides de Callithrix jacchus para dois
gradientes de silica coloidal utilizados para remogao de bactérias, detritos celulares,

espermatozoéides imdveis e plasma seminal, Percoll e PureSperm®, demonstrou que
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ambos podem ser utilizados na centrifugacdo do sémen desta espécie em

gradientes com diferentes densidades (HERNANDEZ-LOPEZ et al., 2005).

3.5 Criopreservacao de sémen de Callithrix jacchus

A criopreservagao de sémen da espécie Callithrix jacchus e seus efeitos no
espermatozoéide carecem de estudos e necessita ser otimizada para utilizacdo em
programas de reprodugao assistida.

Davis (1982) utilizou dois diluidores rotineiramente usados para espécies
domésticas, um a base de leite de cabra e o outro a base de lactose e leite
desnatado para criopreservar o sémen de C. jacchus. A autora verificou que ambos
diluidores apresentaram severa reducao na motilidade e mais de 85% de
espermatozoéides com membrana plasmatica, acrossoma e mitocéndrias danificados.

O sémen desta espécie obtido diretamente do epididimo foi criopreservado
apos diluicdo em meio a base de Test-gema de ovo com 5% de glicerol, com auxilio
de um congelador celular programavel. A curva utilizada neste estudo foi
resfriamento de 15°C para 5 °C em 20 minutos, com posterior congelamento a -80°C
em 2 minutos. Testes de fertilizagao in vitro demonstraram que 31% dos odcitos
foram fertilizados (comparados a 82% com sémen a fresco) e desenvolveram até o
estagio de 8 células. Filhotes foram obtidos apds a transferéncia de 3 embrides para
receptoras (HOLT et al., 1994).

Morrel e Hodges (1998) obtiveram gestagcdes e nascimentos de trigémeos

apos inseminagao artificial em seis fémeas de Callithrix jacchus com sémen de
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origem epididimaria descongelado.

O sémen ejaculado de C. jacchus criopreservado apés diluicdo em meio a
base de Test-gema de ovo com 5% de glicerol e curva com resfriamento de 5°C
para -25°C em 5 minutos e em seguida para -100°C em 5 minutos resultou em maior
motilidade p6s descongelamento quando comparado com a curva sugerida por Holt
et al., 1994 para sémen epididimario (MORREL, 1997).

Neste estudo, ndo houve diferengca na motilidade apdés o descongelamento
entre a criopreservagao em vapor de nitrogénio liquido e em gelo seco, porém houve
diferenga significativa entre machos. Apds inseminacéao artificial, 3 fémeas de um
total de 6 foram fertilizadas, o que resultou no nascimento de 4 filhotes provenientes

de 2 fémeas e na reabsorg¢ao de gémeos da terceira fémea (MORREL, 1997).

3.6 Avaliacao do sémen

A avaliagao espermatica é de extrema importancia, uma vez que a qualidade
do espermatozoide € essencial para a ocorréncia da fertilizagao, seja ela natural ou
artificial.

Segundo o Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (1998), esta avaliagao
pode ser dividida em caracteristicas fisicas, que compreendem volume, aspecto,
movimento de massa, motilidade, vigor e concentragdo, e morfolégicas, com a
diferenciacao de espermatozoides normais e anormais.

De acordo com Blom (1973), os espermatozéides anormais podem ser

classificados em defeitos maiores e menores.
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Podem-se incluir as seguintes avaliagdes: pH seminal, integridade do
acrossoma (percentual de espermatozoéides com acrossoma integro) e vitalidade
espermatica (percentual de espermatozdides vivos); e a motilidade pode ser
classificada em espermatozdides moveis e espermatozéides com motilidade
progressiva rapida e retilinea (HAFEZ, 1995; WHO, 1999; JANINI, PEREIRA, 2001).

A avaliacdo da integridade da membrana plasmatica fornece importante
informacado com relagcao a permeabilidade da membrana e consequente viabilidade
da célula (GRAHAM, 2001). Membranas plasmaticas integras impedem a entrada de
moléculas grandes como corantes na célula, e, por este motivo, diversas técnicas
podem ser utilizadas para esta avaliagcdo (GRAHAM, 2001).

Nestas técnicas, espermatozoides com membrana plasmatica integra, nao
sao corados e sao considerados vivos, e espermatozoéides corados, portanto com
membrana danificada s@o considerados mortos (GRAHAM, 2001; BJORNDAHL;
SODERLUND; KVIST, 2003).

A viabilidade do espermatozéide de diversas espécies pode ser avaliada com
a utilizacdo de muitas técnicas de coloragdo espermatica. Algumas tém sido
largamente utilizadas, como a coloragdo com eosina Y (KUEDERLING et al., 2000;
VALLE et al., 2004), trypan-blue (DIDION et al., 1989; KOVACS; FOOTE, 1992) e
eosina 1% e nigrosina 10%, ambas em solugdo aquosa (HAFEZ, 1995; WHO, 1999;
JANINI, PEREIRA, 2001; BJORNDAHL; SODERLUND; KVIST, 2003).

Para a avaliacdo da integridade do acrossoma existem diversas técnicas de
coloracao nao fluorescente e fluorescente. A coloragao simples para acrossoma de
espermatozoide de felinos descrita por Pope, Zhang e Dresser (1991), e uma técnica
de coloragado pelo kit comercial SPERMAC® (Stain Enterprises, Africa do Sul), uma

coloracédo modificada da coloragao Papanicolau (BARAN et al., 2004; CHAN et al.,
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1996; OETTLE, 1986) sao exemplos de coloragcdes nao fluorescentes para avaliagao
da integridade acrossomal. A coloragao dupla por trypan-blue e giemsa pode ser
utilizada para avaliagao da vitalidade e integridade acrossomal em algumas espécies
animais (DIDION et al., 1989; KOVACS; FOOTE, 1992), porém o corante giemsa
nao apresenta resultados satisfatérios para integridade acrossomal de
espermatozoides humanos (CROSS; MEIZEL, 1989).

As coloracdes com sondas fluorescentes tém sido utilizadas para visualizagao
da integridade acrossomal de espermatozéide do homem e de diversas espécies
animais, inclusive primatas ndo humanos (CROSS et al., 1986; CROSS et al., 1989;
CROSS; MEIZEL, 1989; ROTH et al., 1998), porém so foi relatada para Callithrix
jacchus por Pudritz (2000), com algumas modificacdes.

As lectinas se ligam aos glicoconjugados presentes na membrana acrossomal
externa ou na matriz acrossomal (CROSS et al.,, 1986) e tém sido comumente
utilizadas neste tipo de avaliacao.

A FITC (Fluorescein isothiocyanite) -PNA (Peannut Agglutinin) conjugada é
uma lectina de amendoim (Arachis hypogaea) utilizada para visualizagdo da
integridade acrossomal em espermatozéides humanos (MORTIMER; CURTIS;
MILLER, 1987).

A FITC (Fluorescein isothiocyanite) —PSA (Pisum sativum agglutinin)
conjugada pode ser utilizada para visualizagdo da integridade acrossomal de
espermatozoides humanos (CROSS et al., 1986), de primatas ndo humanos como
macacos cynomolgus (Macaca fasciculares) (CROSS et al., 1989) e saguis de tufos
brancos (Callithrix jacchus) (PUDRITZ, 2000).

Nestas duas coloragbes o0s espermatozoides com acrossoma integro

apresentam fluorescéncia verde intensa.
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A motilidade do espermatozdéide é uma das principais caracteristicas
analisadas para a avaliagdo da qualidade espermatica, porém alguns autores
sugerem que nado ha correlagdo altamente significativa entre o percentual de
espermatozoides moéveis e a fertilidade (GRAHAM; SCHMEHL; NELSON, 1980;
GRAHAM, 2001), embora com o advento de sistemas computadorizados para
andlise seminal a acuracia na afericio deste parametro tenha melhorado
significativamente (GRAHAM, 2001).

A motilidade esta diretamente relacionada a atividade mitocondrial (Amann,
1989). O movimento flagelar da cauda do espermatozéide € um dos principais
fatores responsaveis pela sua motilidade e este fendmeno consome altas
quantidades da energia gerada principalmente pela desfosforilagdo da adenosina tri-
fosfato (ATP) (SALYSBURY; LODGE; VAN DEMARK, 1978) proporcionada pelas
mitocdndrias (O'CONNELL; MCCLURE; LEWIS, 2002). Portanto, a redugao do
potencial da membrana mitocondrial com consequente diminuicdo da producdo
energética pode levar a perda da motilidade.

A analise da atividade citoquimica mitocondrial avalia a respiracao celular e o
metabolismo energético da célula por meio da citocromo ¢ oxidase (HRUDKA, 1987).

A citocromo c oxidase € uma enzima altamente correlacionada com o
citocromo ¢, que é um produto da cadeia respiratéria (HURDKA, 1987). A oxidagao
da 3,3’diaminobenzidina (DAB) pelo complexo citocromo c, incluindo a citocromo ¢
oxidase, € uma reagdo em cadeia que resulta na polimerizacdo do reagente
comconsequente deposi¢cdo nos locais da reagao (membrana mitocondrial interna)
(HRUDKA, 1987). Esta deposicao pode ser identificada pela visualizagdo de uma cor
castanha na regido da peca intermediaria do espermatozodide.

Hrudka (1987) sugere uma classificagdo com quatro categorias:
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e Classe |: quase todas as mitocdndrias estdo ativas, ou seja, apresentam-se com
coloragdo castanha dando a bainha mitocondrial a aparéncia de um cilindro
compacto e proeminente.

e Classe Il: a bainha mitocondrial aparece fragmentada, com segmentos ativos
(corados) e inativos (ndo corados), poréem com predominancia de segmentos
corados.

e Classe lll: apresentam menos da metade da bainha mitocondrial ativa e corada
com poucos segmentos corados e dispersos.

e Classe IV: apresentam bainha mitocondrial completamente inativa, totalmente ndo
corada.

A taxa de fragmentacdo de DNA dos espermatozoides € um dos fatores
determinantes nas taxas de fertilidade, onde espermatozoides com taxas mais altas
de fragmentagdo de DNA resultam em taxas mais baixas de fertilidade (DURAN et
al., 2002; BENCHAIB et al., 2003; LARSSON-COOK et al., 2003).

Existem diversos testes para detec¢do da taxa de fragmentacdo do DNA em
espermatozoides (DURAN; MORSHELDI; TAYLOR, 2002; BENCHAIB et al., 2003;
LARSSON-COOK et al., 2003). O ensaio Cometa alcalino € o teste mais sensivel
para avaliar estagios iniciais de fragmentacdo de DNA, pois € uma técnica que
consiste na realizagdo da eletroforese de célula unica em gel de agarose para
avaliacdo da fragmentagdo em fita total do DNA dos espermatozoéides, onde
fragmentos menores ou mais frequentes sdo deslocados distancias maiores nos géis
(SINGH et al., 1988; DONNELLY et al., 2000).

Nesta técnica as células apresentam morfologia semelhante a de um cometa.

A cabeca representa o arcabougo de DNA intacto e a cauda representa os
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fragmentos originados pela quebra da fita de DNA que migraram durante a

eletroforese (KLAUDE et al., 1996; DONNELLY et al., 2000).
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4 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo estdo descritos o material e a metodologia utilizados nos

experimentos.

4.1 Animais

A colbnia de Callithrix jacchus (Figura 1) do Centro de Primatas da Alemanha
— DPZ (Deutsches Primatenzentrum — DPZ) (Figura 2), que consiste exclusivamente
de animais nascidos em cativeiro na Europa ha varias geragdes, esta localizada na
periferia da cidade de Goettingen, Alemanha e €&, atualmente, a maior colbénia de
Callithrix jacchus da Europa, com cerca de 500 individuos.

Neste estudo foram utilizados 08 primatas neotropicais da espécie Callithrix
jacchus, machos adultos, escolhidos aleatoriamente e retirados do grupo de
reprodugao. Destes, 6 animais nascidos na colénia do DPZ (Figura 3), 1 animal
havia sido transferido da colénia da Universidade de Cambridge, Londres, Inglaterra
e 1 animal do Zoolégico de Bochum, Bochum, Alemanha, mantidos no DPZ. Isto
indica que os resultados podem ser considerados como representativos da colbnia.
Os animais transferidos tiveram periodo de adaptacdo as novas condicdes por um

periodo nao inferior a 1 ano.



Figura 1 - Callithrix jacchus do Centro Nacional de Primatas —
CENP, Ananindeua, Brasil

Figura 2 - Sede do Deutsches Primatenzentrum -
DPZ, Géttingen, Alemanha

Figura 3 - Colbnia de Callithrix jacchus do
Deutsches Primatenzentrum -
DPZ, Géttingen, Alemanha
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Os animais estavam mantidos em galpbes de alvenaria sob condi¢des
controladas de luz, com sistema 12 horas claro e 12 horas escuro, umidade (55 +
10%) e temperatura (25 + 3°C). Receberam alimentacdo variada baseada em frutas
e vegetais frescos e cozidos, ragao seca peletizada para primatas e suplementagao
vitaminica.

O peso dos animais utilizados variou entre 311gramas e 500 gramas.

Anteriormente ao inicio dos estudos, por periodo nao inferior a 3 meses, cada
animal foi pareado com uma fémea ovariectomizada e mantido em gaiola de ago
inoxidavel até o final dos experimentos.

O Centro Nacional de Primatas — CENP (Figura 4), 6rgao da Secretaria de
Vigilancia em Saude - SVS, do Ministério da Saude — MS esta localizado em uma
area de aproximadamente 25 hectares, composta por vegetacgao tipica da floresta
amazobnica, no municipio de Ananindeua, Estado do Para, Brasil, latitude —1°38’26”
e longitude —48°38'22". Os prédios e instalagbes (Figura 5) foram construidos nesta
area para atender todas as necessidades exigidas na criagdo e manutengdo de
primatas neotropicais em cativeiro. Os animais da espécie Callithrix jacchus sdo de
origem variada.

A colénia do CENP era pequena e, dos 5 animais utilizados, 3 animais
nasceram no CENP e 2 animais tiveram origem desconhecida com um animal sem
registro de origem ou data de entrada no CENP e outro originado de outra col6nia no
Brasil, mas também sem registro de origem anterior ou data de nascimento. Como
todos os animais eram os principais reprodutores da colénia no momento do estudo,

podem ser considerados representativos da col6nia do CENP.



Figura 4 - Sede do Centro Nacional de Primatas - CENP, Ananindeua, Brasil

Figura 5 — Laboratérios e galpdes de reprodugédo do Centro Nacional de Primatas -
CENP, Ananindeua, Brasil
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Os machos utilizados nos experimentos de colheita de sémen apresentaram
peso entre 225 gramas e 375 gramas.

Os animais estavam alojados em gaiolas de ago inoxidavel que ficavam
dentro de galpdes de alvenaria. Todos 0s animais tiveram acesso a luz e ar naturais.
Receberam alimentagdo baseada em ragao seca peletizada para caes (28% de
proteinas) e agua filtrada ad libitum, varios tipos de frutas e vegetais frescos, e

receberam vitaminas e leite em p6 diluidos em agua filtrada em dias alternados.

4.2 Colheita de Sémen

A colheita era realizada pela técnica de vibroestimulagdo peniana, com o
vibrador peniano pessoal para uso humano Ferti Care® (Multicept ApS, Rungsted,
Denmark) com frequéncia que variou de 70 a 110 Hz, e amplitude de 1 a 3.5 mm.

O aparelho de vibroestimulagao foi adaptado de forma que funcionasse como
uma vagina artificial (KUEDERLING et al., 2000). Neste estudo foi utilizado um tubo
de vidro cilindrico, com bordas arredondadas e tamanho 32mm de comprimento, 7
mm de didmetro e paredes com 1 mm de espessura (Figura 6).

A técnica foi modificada e otimizada a partir do protocolo padronizado para
utilizagao no DPZ descrito por Kuederling et al. (2000). Este método foi escolhido por
nao ser invasivo, ndo causar dor e nao necessitar de anestesia ou sedacido dos

animais.
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O animal era contido fisicamente por um assistente para a realizagdo do

procedimento que é descrito a seguir:

@

@

®

Inicialmente era realizada a limpeza de toda a regido genital e, quando possivel
sua exposi¢cao, do pénis com agua bidestilada com o intuito de reduzir a
contaminagao da amostra por bactérias.

O animal era posicionado em uma mesa para colheita, de maneira que a regiao
genital ficasse exposta abaixo e a cabeg¢a acima da mesa. Isto impedia que o
animal enxergasse o0 que ocorria sob a mesa. As pernas do animal eram
posicionadas dobradas, como durante a cépula natural (Figura 7).

Sobre a mesa eram colocados alimentos atrativos como frutas e insetos para
entretenimento e recompensa do animal.

O tubo de vidro era gentilmente aproximado do pénis de forma que o mesmo
ficasse dentro do tubo. O pénis era mantido dentro do tubo durante a fase de
estimulacao (Figura 8).

O protocolo de estimulacdo é demonstrado no quadro 1. Os ciclos eram
realizados até que ocorresse a ejaculagdo, ou até um tempo maximo de 15
minutos de estimulacdo, quando o procedimento era interrompido.

Foi respeitado um intervalo minimo de 7 dias entre as colheitas de um mesmo
animal. O numero total de colheitas foi determinado de acordo com os
resultados do experimento. Caso ndo houvesse ejaculagao, o procedimento era

repetido apds o intervalo estipulado.



Figura 6 -

Figura 7 — Realizagdo de colheita de sémen em
Callithrix jacchus por vibro estimulagao

peniana

g
£
1‘

Aparelho para vibroestimulacdo
peniana adaptado para colheita
de sémen de Callithrix jacchus. A
seta indica o tubo de vidro
utilizado para a colheita de
sémen.

Figura 8 — Pénis de Callithrix jacchus dentro do
tubo de vidro para colheita de sémen
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) DURAGAO FREQUENCIA AMPLITUDE
ESTIMULACAO
(Segundos) (Hz) (mm)
Estimulo 60 70 Hz 1,0
Estimulo 60 80 Hz 1,0
Pausa 30 | e -
Estimulo 60 80 Hz 1,0
Estimulo 60 80 Hz 1,0
Pausa 30 | 0 e | -
Estimulo 60 80 Hz 1,0
Estimulo 60 70 Hz 1,5
Pausa 30 | —— | e
Estimulo 60 70 Hz 1,5
Estimulo 60 80 Hz 1,5
Pausa 30 | e -
Estimulo 60 80 Hz 1,5
Estimulo 60 90 Hz 1,0
Pausa 3 | | -
Estimulo 60 90 Hz 1,0
Estimulo 60 90 Hz 1,5

Quadro 1. Protocolo para colheita de s€men em Callithrix jacchus por vibro estimulagao peniana.
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4.3 Processamento e avaliagdo do Sémen no local de colheita

Todos os dados referentes ao ejaculado foram registrados em fichas
especificas individuais (Apéndice A), onde constavam dados de identificagcdo do
animal, data e método de colheita de sémen, caracteristicas seminais de cada
ejaculado, processamento realizado e resultados de todas as analises realizadas
com o ejaculado até seu uso final.

Apds a ejaculagao, adicionava-se imediatamente um volume fixo (200 uL) de
meio diluidor TALP-HEPES (Apéndice B) ou TEST-GEMA (Apéndice C), no mesmo
tubo de colheita, devido ao pequeno volume da fragéo liquida do ejaculado e para
aumentar o numero de espermatozéides nesta fracdo. Os tubos eram mantidos em
banho Maria a 37°C para evitar a ocorréncia de choque térmico.

As amostras eram imediatamente avaliadas em microscopia de contraste de
fase em campo escuro para determinacao do percentual de espermatozéides moéveis
e espermatozdides méveis com movimentos retilineos progressivos. Para esta
analise foram avaliados 100 ou 200 espermatozdides por ejaculado, de acordo com
a concentragao encontrada.

Em seguida eram preparados 2 esfregagos em laminas de vidro para
microscopia com espermatozodides corados por Eosina/Nigrosina para determinagao
do percentual de espermatozdides vivos e mortos, 2 esfregagos em laminas de vidro
para microscopia com espermatozoides corados por coloracdo simplespara
acrossoma para determinacdo do percentual de espermatozéides com acrossoma

integro e nao integro ou danificado e 2 Iaminas de vidro para microscopia com
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esfregaco seminal para posterior coloracdo dos espermatozoides para avaliacdo da
morfologia.

Os protocolos de coloracdo estdo descritos no item “4.5 Protocolos de
coloracdo espermatica’.

O sémen era transportado para o laboratério no tubo de colheita vedado com
filme para laboratério do tipo Parafilm, dentro de um tubo tipo Eppendorf com
capacidade para 2 mL tampado. O tubo tipo Eppendorf ficava preso a um suporte
flutuante dentro de uma vasilha com agua a 37°C, fechada que era transportada
dentro de uma bolsa térmica para manutengao da temperatura até o material chegar
ao laboratdrio. O tempo entre a colheita do sémen e a chegada ao laboratério era de

30 - 60 minutos.

4.4 Processamento e avaliacdo do Sémen no laboratorio

O sémen foi processado de maneira diferente para os experimentos
realizados no DPZ e no CENP.
DPZ

Imediatamente ap6s a chegada do sémen diluido com TALP-HEPES ao
laboratério de andrologia, o sémen era novamente avaliado para as mesmas
variaveis e com a mesma metodologia descrita para o local de colheita.

Adicionalmente, 5 pL de sémen com meio diluidor era retirado de cada
amostra e colocado em um tubo tipo Eppendorf 2 mL com 45 uL de solucédo de

formol a 10% em solucdo fisioldgica (diluicdo de 1:10) para contagem dos
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espermatozoides em camara de “Neubauer improved” e calculo da concentragao.

O volume da amostra era medido com pipeta tipo aspiragdo positiva e o
volume era completado com meio diluidor para totalizar 400 pL.

As amostras de sémen eram processadas segundo Nayudu (2005), com
centrifugacéo em diferentes concentracdes (40% e 80%) de gradiente de silica Pure
Sperm™ (NidaCon, Suécia), produto comercial utilizado em sémen humano, diluido
em meio TALP-HEPES com protocolo adaptado para o sagui-de-tufo-branco
(Informacao verbal)'. Este procedimento é realizado no intuito de remover o coagulo,
plasma seminal, espermatozoides mortos, bactérias e virus.

Para este procedimento, um tubo tipo Eppendorf 1,5 mL era preparado com
200 pL de gradiente 40% na camada superior e 200 yL 80% na camada inferior. Por
ultimo, eram adicionados 200 pL de sémen diluido em TALP-HEPES (Figura 9) .

A centrifugacao era realizada em centrifuga refrigerada modelo Universal 32
R® (Andréas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Alemanha) com controle de
aceleracao e desaceleracdo. O procedimento era realizado em temperatura
ambiente (25°C) por 15 minutos a 1500 rpm (500g), com o programa de aceleragéo
numero 1, mais lento, e programa de desaceleragdo numero 8, mais rapido, para
formacao do pellet (Figura 10).

Imediatamente apos o término da centrifugacéo, retirava-se cuidadosamente
o sobrenadante com os dois gradientes de silica de forma que nao ocorresse mistura
com o pellet. O pellet era retirado com auxilio de uma pipeta tipo aspiragéo positiva e
ponteira estéril e media-se o volume da amostra, que era transferida para um tubo
tipo Eppendorf 1,5 mL estéril.

Era adicionado ao pellet o mesmo volume de diluidor TEST-GEMA (diluicdo

! Informacao fornecida por Doutora Penelope Nayudu em Gottingen, Alemanha em 2005.



Figura 9 — Tubo Eppendorf preparado com amostra de sémen (1), gradiente
40% (2) e gradiente 80% (3) para centrifugagao

Figura 10 — Pellet de espermatozéides apds a centrifugagéo (seta)
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1:2). A concentragao era calculada novamente da mesma
maneira que descrito anteriormente.
CENP
Apds a chegada do sémen com diluidor TALP-HEPES no laboratério, era
realizado o calculo da concentracdo como descrito anteriormente. As amostras
foram utilizadas nos experimentos para validagdo da técnica de coloragdao com
eosina-nigrosina para comparacgao entre os diluidores TALP-HEPES e TEST-GEMA.
O sémen com diluidor TEST-GEMA foi processado para calculo da
concentragcao e utilizado nos experimentos de congelagcéo e para comparagéo dos

diluidores TALP-HEPES e TEST-GEMA.

4.5 Capacitacao espermaética

A capacitagao espermatica foi realizada segundo protocolo utilizado no DPZ
para a realizacdo de fertilizagao in vitro.

Basicamente, segue descrigao do protocolo:

Antes da colheita de sémen eram colocados 100uL de meio TALP sem Calcio
(Apéndice B) em um tubo de vidro que era colocado em estufa a 37°C, 5,5% CO;
para incubar por 1 hora e estabilizar o pH. O sémen era colhido e processado
conforme descrito anteriormente.

Apds a centrifugacao, o pellet de espermatozdides era transferido para o
fundo do tubo com meio TALP, lentamente, sem misturar e com o tubo inclinado a

45°. O tubo com o pellet e o meio TALP era colocado em um frasco tipo Becker de
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forma que permanecesse na posicao inclinada em 45°. Uma tampa era colocada no
tubo de maneira que permitisse a troca gasosa e o tubo era mantido na estufa por

90 minutos sob as mesmas condi¢cdes descritas acima.

4.6 Inducédo da reacdo acrossémica

Apds a capacitagdo, o sémen era avaliado e tratado para que ocorresse a
reacao acrossébmica. O tratamento utilizado foi padronizado para utilizacido no DPZ.

Segue breve descricdo do protocolo de indugdo da reagao acrossémica com
Calcio ionophor A23187 (Sigma, Alemanha).

A solugao estoque de Calcio foi preparada da seguinte maneira:

Apods a diluicdo do Calcio ionophor A23187 em DMSO até uma concentragao
final de 2 mM, adicionou-se 2 pL desta solucédo a 78 pL de meio TALP com Calcio na
concentracdo 2mM para uma concentragao final de 50uM.

Para a indugdo da reagao acrossbmica era adicionado 5 pL da solucdo
estoque de Calcio ionophor A23187 a 45 pL do sémen com TALP sem calcio apds a
capacitagcao. O sémen era mantido nas mesmas condi¢des da capacitacdo por 10

minutos.
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4.7 Protocolos de coloracdo espermatica

A seguir estdo descritos os protocolos de coloragao utilizados nos

experimentos realizados.

4.7.1 Coloragao para avaliacdo da viabilidade da membrana plasmatica- Eosina-

nigrosina

Para esta coloragdo em sémen de Callithrix jacchus, utilizou-se a coloragao
convencional por eosina-nigrosina com protocolo padronizado no DPZ e descrito
abaixo.

Eram colocados 5 pyL da amostra (sémen + diluidor) em um tubo tipo
Eppendorf estéril, adicionava-se 5 uL de eosina 1%, que era misturada gentiimente
por meio de 2 ou 3 aspiracbes subsequentes com o auxilio de uma micropipeta.
Apos incubagao por 30 segundos, adicionava-se 5 UL de nigrosina 1% e realizava-se
nova mistura. Imediatamente apdés a adigdo de nigrosina, eram colocados 5uL da
amostra corada em uma lamina de vidro para microscopia e realizado o esfregaco.

As laminas foram secas em temperatura ambiente (25°C) e analisadas no
mesmo dia. Para preparacdo de uma amostra permanente, apds deixar secar, era
colocada uma gota de meio para montagem Eukitt® (Fluka, Steinheim, Alemanha) e

uma laminula de vidro era sobreposta. Apds secagem a lamina era analisada.
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Com isto, a lamina podia ser avaliada posteriormente. Foram contados 200
espermatozoides por amostra em microscopia de luz e aumento de 400 vezes, no
intuito de diferenciar espermatozoides ndo corados com membrana plasmatica
integra (vivos) e espermatozoides com coloragao rosea com membrana plasmatica

danificada (mortos).

4.7.2 Coloragao simples para avaliagédo da integridade do acrossomo

Para esta coloragéo utilizou-se a coloragao descrita por Pope et al. (1991)
para coloragao acrossomal de espermatozoéides de gatos. Segue descri¢do sucinta
do protocolo utilizado.

Eram colocados 5 yL da amostra (sémen + diluidor) em um tubo tipo
Eppendorf estéril envolvido com papel laminado de aluminio, adicionado 5 pL do
corante e incubado no escuro por 90 — 120 segundos a 37°C ou em temperatura
ambiente controlada e mantida a 25°C.

Apos este tempo, eram colocados 5uL da amostra corada em uma lamina de
vidro para microscopia e realizado o esfregagco. Apds secagem, era colocada uma
gota de meio para montagem Eukitt® e sobreposta por uma laminula de vidro. A
secagem era feita em temperatura ambiente e a lamina analisada em microscopia de
luz, aumento de 1000 vezes sob imersdo com auxilio de uma gota de dleo para
microscopia.

Espermatozoides com acrossoma integro sao caracterizados por uma

coloragcdo mais escura na regidao acrossomal, e em espermatozéides com
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acrossoma nao integros ou danificados a coloracao desta regido nao é diferenciada

do restante da célula. Foram analisados 200 espermatozoéides por amostra.

4.7.3 Coloragdo dupla Trypan-Blue e Giemsa para avaliagdo da integridade

acrossomal

A coloragdo dupla trypan-blue e giemsa foi realizada segundo protocolo
descrito por Kovacs e Foote (1992). Segue descrigao sucinta do protocolo.

Volumes iguais de sémen e do corante trypan-blue (5uL de cada) eram
misturados em um tubo tipo Eppendorf com capacidade para 0,5 mL em temperatura
ambiente. Imediatamente apdés a mistura, 5 yL do sémen com corante eram
colocados em uma lamina de vidro para miscroscopia e era preparado o esfregaco.
As laminas foram preparadas em duplicata.

Apds secagem dos esfregacos com as laminas em posi¢cao vertical sobre
papel absorvente em temperatura ambiente, o material era fixado em solugao de
formaldeido com corante vermelho neutro por 2-5 minutos. As laminas eram lavadas
em agua destilada e recobertas com giemsa 2,5% mantidas a 40°C por 12 horas.

As laminas eram lavadas em agua destilada corrente e mergulhadas em agua
destilada por 2 minutos e lavadas novamente com agua destilada. Apos deixar
secar, era colocada uma gota de meio para montagem Eukitt® e uma laminula de
vidro era sobreposta. Apds secagem a lamina era analisada em microscopia de luz
em aumento de 1000 vezes sob imersdo em O6leo para microscopia. Foram

analisados 200 espermatozoides por amostra.
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4.7.4 Coloragao por fluorescéncia para avaliagdo da integridade do acrossomo -

FITC-PSA

Para a coloracdo com FITC-PSA foi utilizada a coloracdo descrita por Pudritz
(2000) para coloragao acrossomal de espermatozdéides de Callithrix jacchus. Segue
descri¢ao sucinta do protocolo utilizado.

Eram realizados esfregagos de uma gota das amostras de sémen com TALP-
HEPES em laminas de vidro para microscopia. Apos secagem em temperatura
ambiente, as laminas eram colocadas na posicdo vertical em um suporte e
mergulhadas em uma cuba de vidro com metanol, onde eram mantidas por 20
minutos. Apds este periodo, as laminas eram colocadas nesta mesma posicdo em
outra cuba com agua limpa. Eram feitas a introducado e retirada das Iaminas nesta
cuba por 3 vezes subsequentes.

O suporte com as laminas era transferido para uma nova cuba com agua
limpa para realizagdo da lavagem em agua corrente sem contato direto do jato de
agua com as laminas, apenas com a renovagao da agua na cuba, por 10 minutos.

As laminas eram retiradas da cuba e apoiadas sobre papel absorvente para
retirada do excesso de agua por aproximadamente 1 minuto, a seguir eram
colocadas na posicdo horizontal em uma caixa acrilica vedada para impedir a
entrada de luz. Colocava-se 300 uL do corante FITC-PSA sobre os esfregacos, em
ambiente escuro. Apds incubagéo por 30 minutos, era colocado meio de montagem
Citifluor® AF2 (Plano, Cappel) especifico para coloracédo por fluorescéncia e as

lAminas eram sobrepostas com uma laminula.
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A andlise de 200 espermatozoides era feita em microscopio AXIOPHOT
(ZEISS) com modulo de epifluorescéncia com filtro UV Numero 9 (filtro de excitagao
450-490nm e barreira de 520nm), em aumento de 630 vezes sob imersdo em dleo
para microscopia. Espermatozéides com acrossoma nao integro ndo foram corados

e com acrossoma integro apresentaram fluorescéncia verde.

4.7.5 Coloragao para avaliagao da morfologia espermatica - SpermOscan®

Foi utilizada a coloragdo com kit comercial SpermOscan® (NidaCon, Suécia).
Este kit é utilizado em sémen humano e tem como base o corante Giemsa.

O protocolo consiste da preparagao de um esfregago da amostra de sémen
com diluidor em lamina de vidro para microscopia e, apos secagem em temperatura
ambiente, deve-se mergulhar a lamina por 5 segundos 10 vezes consecutivas no
corante 1, retirar o excesso com papel absorvente sem haver contato direto do papel
com os espermatozoides e repetir o procedimento com os corantes 2 e 3.

Deixar secar em temperatura ambiente e montar com meio Eukitt® e laminula
como descrito para as outras coloragoes, deixar secar e analisar em microscopia de
luz e aumento de 400 vezes. Foram contados 200 espermatozoides com
diferenciacdo daqueles com morfologia normal dos que apresentaram
anormalidades, com caracterizagao do tipo morfolégico encontrado.

Os espermatozoides foram classificados em trés diferentes categorias,
espermatozdides normais, espermatozéides com defeitos maiores e

espermatozoides com defeitos menores, como proposto por Blom (1973).
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4.7.6 Coloracdo para avaliacdo da integridade do acrossomo e morfologia

espermatica -Spermac®

Foi utilizada a coloracdo com kit comercial Spermac® (Stain Enterprises Inc.,
Africa do Sul). Este kit é utilizado em sémen humano, canino e felino (OETTLE,
1986; CHAN et al., 1996; BARAN et al., 2004).

O protocolo consiste na preparagao de um esfregago da amostra de sémen
com diluidor em lamina de vidro para microscopia e, apos secagem em temperatura
ambiente por 5 minutos, deve-se mergulhar a lamina na solucéo fixadora por 10
minutos, retirar o excesso com papel absorvente sem haver contato direto do papel
com os espermatozoéides, mergulhar em agua limpa e retirar em seguida por 3 vezes
consecutivas, retirar o excesso como descrito acima e mergulhar no corante 1 por 90
segundos.

Repetir o procedimento para retirada do excesso e a lavagem em agua limpa
apos o procedimento com cada solugdo. Deixar por 1 minuto no corante 2 e 60-80
segundos no corante 3.

Deixar secar em temperatura ambiente e analisar em microscopia de luz e
aumento de 1000 vezes sob imersao em oleo para microscopia.

Foram avaliados 200 espermatozdides por amostra com diferenciacéo
daqueles com morfologia normal com os que apresentaram anormalidades, com
caracterizacao do tipo morfolégico encontrado e classificagdo como descrito no item
anterior.

Os espermatozdéides com acrossoma integro apresentam-se corados com a

regido acrossomal em verde escuro e poés acrossomal em vermelho, e
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espermatozoides com acrossoma nao integro ou danificado corados com a regiao
acrossomal em verde claro ou levemente avermelhada e a regidao pdés acrossomal

em vermelho.

4.7.7 Coloracao para avaliagao da atividade citoquimica mitocondrial - DAB

A atividade mitocondrial foi determinada pelo método descrito por Hrudka,
(1987).

Para a realizacdo deste método, uma aliquota de 10uL de sémen
descongelado era transferido para um tubo tipo Eppendorf de coloragdo ambar
envolvido em papel laminado e tampado, juntamente com o mesmo volume (diluicdo
de 1:2) de uma solugédo de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) em PBS na concentragéo
de 1mg de DAB para 1 mL de PBS.

A solucdo com DAB era mantida em banho-maria a 37°C com auséncia ou
diminui¢ao de luz até o momento da mistura com o sémen, mesmas condigcdes em
que a mistura era mantida por 1 hora.

Apds a incubagao por 1 hora, eram realizados 2 esfregagos por amostra, que
depois de secos em temperatura ambiente, foram fixados em formaldeido 10% por
10 minutos.

Todos os procedimentos e 0 armazenamento das laminas até o momento da
analise foram realizados em ambiente com diminuigao de luz.

Para a avaliagao da atividade mitocondrial, utilizou-se microscépio Olympus

BX51 em microscopia de luz com campo claro em aumento de 1000 vezes sob
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imersdo em 6leo para microscopia. Foram classificados 200 espermatozoéides por

amostra segundo a classificagao proposta por Hrudka (1987) que esta descrita a

sequir:

e Classe |: quase todas as mitocondrias estdo ativas, ou seja, apresentam-se com
coloragdo castanha dando a bainha mitocondrial a aparéncia de um cilindro
compacto e proeminente.

e Classe Il: a bainha mitocondrial aparece fragmentada, com segmentos ativos
(corados) e inativos (ndo corados), porém com predominancia de segmentos
corados.

¢ Classe lll: apresentam menos da metade da bainha mitocondrial ativa e corada
com poucos segmentos corados e dispersos.

¢ Classe IV: apresentam bainha mitocondrial completamente inativa, totalmente nao
corada.

Para controle negativo, uma aliquota foi previamente inativada a 70°C por 5
minutos. Apds a incubagdo foram feitos esfregagos das amostras, e os esfregacgos

foram fixados em formaldeido 10% por 10 minutos.

4.7.8 Coloragdo para avaliacdo da taxa de fragmentagcdo de DNA - Ensaio Cometa

alcalino

Para determinar a taxa de fragmentacdo de DNA foi utilizado o ensaio
Cometa alcalino em amostras seminais descongeladas segundo Donnelly et al.

(2000) com algumas modificagbes (BERTOLLA, 2006) como descrito a seguir.
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Laminas de vidro para microscopia foram pré-tratadas com 1mL de agarose
de ponto de fusdo normal (NMPA) (GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra) 1%
(p:v) em TBE (8,9mM Tris base, 8,9mM borato e 2mM Na2-EDTA) (GE Healthcare,
Amersham Place, Inglaterra) no dia anterior ao estudo.

O sémen descongelado foi diluido em agarose de ponto de fusdo baixo
(LMPA) (GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra) 0,75% (p:v) em TBE para
ajuste de concentracdo para 1x10° espermatozoides/mL, e 100uL desta diluigdo
foram adicionados a uma lamina pré-tratada e sobreposta com uma laminula de
vidro de 24x50mm e deixadas em geladeira a 4°C por 10 minutos para solidificacao
do gel. Em seguida, as laminulas foram removidas e foram adicionados 300uL de
LMPA 0,75% em TBE. As laminas foram novamente cobertas com laminulas e
mantidas a 4°C por mais 10 minutos. As laminulas foram em seguida retiradas e as
laminas foram mantidas imersas em solucao de lise (2,5M NaCl, 100mM Naz2-EDTA,
10mM Tris, pH=11,0, 2% Triton X-100, 4mM DTT) a 4°C por no minimo 2 horas.

Apos a lise, as laminas foram lavadas por 2 vezes com agua Milli-Q (Millipore,
Billerica, EUA) por 5 minutos para remover o excesso de sais, e colocadas em uma
cuba de eletroforese (Hoeffer 33, GE Healthcare, Amersham Place, Inglaterra),
recobertas com uma solucédo alcalina para separagédo das fitas de DNA (300mM
NaOH, 1mM Na2-EDTA, pH>13,0, T=4°C) por 20 minutos.

Ao final deste periodo foi realizada a eletroforese nesta mesma solugao
alcalina em uma tensdo de 1,5V/cm entre os eletrodos e uma intensidade de
corrente menor que 270mA por 20 minutos.

Apos a eletroforese, as laminas foram lavadas 2 vezes por 5 minutos com
TBE e 1 vez por 5 minutos com agua Milli-Q, e fixadas 3 vezes por 2 minutos cada

com etanol (1x70%, 1x90% e 1x100%).
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Em seguida, as laminas foram coradas com uma solugao de 20ug de brometo
de etideo (Invitrogen, Carlsbad, EUA) por mL de TBE durante 15 minutos e lavadas
com TBE (3 vezes de 5 minutos) para remover coloragao inespecifica.

A avaliagao foi realizada em um microscopio 6ptico Olympus BX51 equipado
com moédulo de epifluorescéncia, e um filtro de excitagdo de 490nm e barreira de
590nm. As imagens foram registradas com camara Olympus DP71 com resolugao
de 12,6 megapixels e ccd refrigerado.

Foram avaliados 200 espermatozoides por amostra com aumento de 400x, e
classificadas em Classe | (sem fragmentacdo de DNA), Il (pouca fragmentacao de

DNA), lll (fragmentagao moderada de DNA) ou IV (DNA altamente fragmentado).

4.8 Protocolos de congelacéo

Foram realizados 3 protocolos de congelacéo. A preparagao das palhetas foi
comum aos 3 protocolos.

Foram utilizadas palhetas do tipo francesa com capacidade para 0,25 mL
(250uL). As palhetas foram cortadas para atingir uma capacidade final de 100uL e
marcadas (Figura 11) para facilitar o preenchimento com o volume desejado da
amostra. Apos identificacdo das palhetas, estas eram preenchidas até a primeira
marca com diluidor, depois novamente até a mesma marca com ar e, em seguida,
até a segunda marca com a amostra (100 uL). O restante era preenchido com ar e

as palhetas eram vedadas com esferas plasticas.
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Figura 11 — Palheta cortada e marcada para criopreservagdo de
sémen

Segue a descrigao dos protocolos de congelagao.

4 .8.1 Centro de Primatas da Alemanha - DPZ

No DPZ foi realizado o protocolo 1. Para a realizagao deste protocolo, 50 L
de diluidor sem glicerol foram lentamente adicionados ao pellet de espermatozoides.
Foi realizado o calculo da concentragao espermatica para definicdo do volume
de diluidor que seria adicionado. Quando possivel, foi utilizada concentragao fixa de
50 x 10° espermatozdides/mL por palheta. Caso o nimero de espermatozdides nédo

fosse suficiente para esta concentracao, foi preparada apenas uma palheta.

4.8.1.1 Congelacao com fase de equilibrio (Protocolo 1)

Neste protocolo, depois de adicionado lentamente o volume necessario de

diluidor sem glicerol, era adicionado o volume de diluidor com glicerol 8% necessario
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para atingir uma concentragao final 4% de glicerol com a concentragdo espermatica
pré-definida. A adi¢ao do diluidor com glicerol foi realizada lentamente, 10 yL a cada
30 segundos.

O sémen era avaliado e envazado nas palhetas, que eram transferidas para
uma caixa acrilica com 150 mL de agua a 25°C. As palhetas ficavam em um suporte
na posigao horizontal (Figura 12). Esta caixa era fechada com tampa de acrilico e

levada ao refrigerador por 2 horas.

Figura 12 — Suporte com palheta para a fase de equilibrio

Este procedimento foi definido para que apds este periodo de equilibrio a
temperatura dentro da palheta atingisse 4°C. Isto permitia uma curva de
resfriamento de 0,25°C em média por minuto. Apdés o tempo de equilibrio, as
palhetas eram transferidas para o vapor de nitrogénio em um balde térmico sobre
um suporte de metal por 10 minutos e finalmente para o nitrogénio liquido.

O balde térmico (Figura 13a) foi equipado com uma armacao de ferro (Figura
13b) para que permitisse que a palheta ficasse no vapor de nitrogénio, a 5 cm do
nitrogénio liquido. O suporte era mével (Figura 13c) para facilitar a transferéncia da

palheta para o nitrogénio liquido.
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Figura 13 — a) Balde térmico com armagéo de ferro; b) Armacéo de ferro para balde térmico; c) Parte
movel da armagao de ferro

4 .8.2 Centro Nacional de Primatas - CENP

Para todos os protocolos foram adicionados 100 yL de TEST-GEMA sem
glicerol imediatamente apds a colheita. As diluigbes subseqlientes foram realizadas
no laboratério apds o calculo da concentragdo de acordo com os protocolos de
congelagao.

Quando possivel, foi utilizada concentragdo fixa de 50x10°
espermatozoides/mL por palheta. Caso o numero de espermatozéides néo fosse
suficiente para esta concentragao, foram preparadas no minimo uma palheta para
cada protocolo.

O Protocolo 1 foi realizado como descrito para o DPZ. Os protocolos 2 e 3

realizados no CENP estédo descritos a seguir.
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4.8.2.1 Congelacao sem fase de equilibrio (Protocolo 2)

Neste protocolo, a amostra foi preparada e congelada como no Protocolo 1,
porém as palhetas foram transferidas diretamente para o vapor de nitrogénio, sem a

fase de equilibrio no refrigerador.

4.8.2.2 Congelacédo sem fase de equilibrio e de vapor (Protocolo 3)

O sémen e o preparo das palhetas foi realizado como nos protocolos 1 e 2. As
palhetas foram mergulhadas em nitrogénio liquido imediatamente apds o preparo. As
palhetas ndo foram mantidas no refrigerador para a fase de equilibrio e nao

permaneceram no vapor de nitrogénio.

4.9 Descongelacao das palhetas

As amostras do DPZ foram descongeladas no DPZ e as amostras do CENP
na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.

As palhetas foram descongeladas com imersdao em agua a 37°C por 5-10
segundos. Apds secagem com papel absorvente, as palhetas eram cortadas com

tesoura e o sémen era transferido para um tubo tipo Eppendorf mantido a 37°C.
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Era realizada a avaliagdo da motilidade, motilidade progressiva linear,
integridade da membrana plasmatica (Eosina-Nigrosina), morfologia (SpermOscan®
no DPZ e Spermac® na USP) e integridade acrossomal (Coloragdo simples no DPZ
e Spermac® na USP).

Adicionalmente, nas amostras provenientes do CENP foram realizadas as
avaliagdes da atividade citoquimica mitocondrial (DAB) e da taxa de fragmentagéao

de DNA (ensaio Cometa).

4.10 Experimentos:

A metodologia utilizada para a colheita de sémen em todos os experimentos

foi a vibro estimulagdo peniana segundo protocolo descrito anteriormente.

4.10.1 Experimento 1: Avaliagado do uso de 3 diferentes colorag¢des para integridade

do acrossoma — Coloragao simples, FITC-PSA e Trypan-blue giemsa

Um pré-experimento foi realizado para verificar o efeito da temperatura entre
incubagao a 25°C e a 37°C na técnica de coloragao simples. As mesmas amostras
foram coradas com incubagdo nas duas temperaturas. Todos os protocolos
realizados posteriormente com esta coloracao respeitaram a temperatura da amostra

com a temperatura de incubacéo igual a temperatura da amostra.
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No experimento para avaliagdo das coloragdes para integridade acrossomal,
inicialmente foram utilizados 11 ejaculados de Callithrix jacchus mantidos no DPZ. O
sémen foi colhido, diluido com TALP-HEPES e transportado ao laboratério. Apds o
processamento descrito para o material colhido no DPZ, foram realizadas 3
coloragdes para integridade acrossomal, a coloragdo simples, a coloragao
fluorescente FITC-PSA e a coloragao dupla trypan-blue e giemsa.

Posteriormente, foram utilizados 4 ejaculados. Apds processamento padrao
do DPZ, foram realizadas as 3 coloragdes citadas acima. O sémen foi tratado para
capacitacao e inducdo da reagao acrossOmica conforme protocolos descritos
anteriormente. As mesmas coloragdes foram novamente realizadas.

Amostras de sémen (n=15) foram descongeladas e coradas para verificagao
do efeito da coloracdo simples para acrossomo em espermatozdides apds a

descongelagao.

4.10.2 Experimento 2: Validacdo da coloracdo para avaliagdo da integridade da

membrana plasmatica — Eosina-nigrosina

Para a validagdo da coloragao para avaliagdo da integridade da membrana
plasmatica pela técnica eosina-nigrosina, foram utilizados 4 ejaculados de Callithrix
jacchus mantidos no CENP.

Apods diluicdo com 100uL de meio TALP-HEPES, as amostras foram divididas
em 2 partes de igual volume. As duas partes de cada amostra foram coradas

separadamente como descrito anteriormente.
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Uma parte foi mantida em banho maria a 37°C e a outra foi colocada em
nitrogénio liquido por 5 minutos e descongelada em banho maria a 40°C por 5
minutos no intuito de danificar a membrana plasmatica dos espermatozodides. As
duas partes foram novamente coradas.

Apos esta fase, 50% do volume da parte da amostra que estava a 37°C foi
transferida para outro tubo tipo Eppendorf e foram adicionados 50% do volume da
parte da amostra que sofreu o congelamento totalizando 3 amostras. As 3 amostras
foram coradas.

Depois de secas, todas as laminas foram montadas com meio de montagem
Eukitt® e laminula. As andlises foram realizadas na mesma seqiiéncia em que as

lAminas foram preparadas.

4.10.3 Experimento 3: Avaliacdo do efeito de 2 diluidores nas caracteristicas

seminais de Callithrix jacchus

Neste experimento foi utilizado sémen de Callithrix jacchus proveniente de 19
ejaculados.

Os diluidores utilizados imediatamente apds a ejaculagao foram TALP-HEPES
e TEST-GEMA. O diluidor TEST-GEMA foi utilizado em 14 ejaculados e o diluidor
TALP-HEPES em 5 ejaculados provenientes de animais mantidos no CENP. Os
mesmos animais contribuiram para os dois grupos de diluidor.

As caracteristicas avaliadas foram volume, motilidade, motilidade progressiva,

percentual de espermatozéides com membrana plasmatica integra (vivos),
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integridade do acrossoma por coloragdo simples para acrossoma, concentragao e

pH seminal.

4.10.4 Experimento 4: Avaliacdo das caracteristicas seminais em duas col6nias de

Callithrix jacchus, no DPZ, Alemanha e no CENP, Brasil

Para este experimento foram realizadas 22 colheitas de sémen no DPZ e 19
no CENP. Foram avaliadas as caracteristicas seminais fisicas e morfolégicas
imediatamente apds a ejaculagéo.

As caracteristicas avaliadas foram volume, motilidade, motilidade progressiva,
integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal por coloragao simples
para acrossoma, concentracdo, pH seminal, percentual de defeitos maiores,
percentual de defeitos menores e total de espermatozoides normais. A morfologia
espermaticas foi realizada em sémen corado com SpermOscan®.

Os defeitos especificos avaliados foram espermatozoides com cabeca
subdesenvolvida, formas duplas, piriforme, estreitamento de base, cauda enrolada,
cabeca solta, cabega com peca intermediaria sem cauda, granulo no acrossoma,
vacuolo no acrossoma, cauda fortemente dobrada, cauda fortemente enrolada, gota
citoplasmatica distal, gota citoplasmatica proximal, cauda enrolada ou dobrada com

gota, cabecga gigante e cabeca delgada.
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4.10.5 Experimento 5: Avaliagao do efeito da adicdo do glicerol nas caracteristicas

seminais

O sémen foi diluido com TEST-GEMA imediatamente apds a ejaculagao.
Foram utilizados 14 ejaculados de Callithrix jacchus mantidos no CENP.

Foram realizados os procedimentos descritos para o processamento do
sémen e do protocolo de congelagao 1 do CENP até a fase de adigao do glicerol. As
analises foram realizadas antes e depois da adi¢ao do glicerol.

Foram avaliadas a motilidade, motilidade progressiva, integridades da
membrana plasmatica, integridade do acrossoma por coloragdo simples, defeitos
maiores, defeitos menores e espermatozoides normais. As mesmas patologias
espermaticas especificas avaliadas no experimento 4 foram avaliadas neste

experimento em sémen corado com SpermOscan®.

4.10.6 Experimento 6: Avaliacéo do efeito de 3 protocolos de congelagcdo de sémen

de Callithrix jacchus nas caracteristicas seminais

Neste experimento foram utilizados 14 ejaculados de Callithrix jacchus
mantidos na colénia do CENP.

O sémen foi processado como descrito anteriormente para os animais do
CENP e foram aplicados 3 protocolos de congelagédo em todas as amostras. Os

protocolos foram descritos em suas respectivas secgoes.
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A descongelacao foi realizada como descrito anteriormente e as amostras
foram mantidas em temperatura ambiente (25°C).

As caracteristicas seminais foram avaliadas na fase pré-congelagao,
imediatamente apds a descongelagéo, e em intervalos de 1 hora até um total de 4
horas apds a descongelagao.

Na fase pré-congelagao e imediatamente apds a descongelagao, as amostras
foram avaliadas para as mesmas variaveis do Experimento 5. Nas fases 1, 2, 3 e 4
horas apdés a descongelacdo as amostras foram avaliadas para motilidade,
motilidade progressiva e integridade da membrana plasmatica.

A avaliagao da integridade acrossomal e das patologias espermaticas na fase
pré-congelagdo foram realizadas em preparados de sémen corados com coloragao
simples para acrossoma € SpermOscan® respectivamente. Apds as
descongelagbes, ambas avaliagbes foram realizadas em sémen corado com

Spermac®.

4.10.7 Experimento 7: Avaliacdo da atividade citoquimica mitocondrial apds a

descongelagao

De um total de 42 palhetas descongeladas, 32 palhetas dos 3 protocolos
aplicados foram utilizadas nas avaliacdes da atividade citoquimica mitocondrial. Foi
realizada a coloragcdo pela técnica descrita na respectiva secdo nos momentos 1

hora e 2 horas ap6s a descongelagao.
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Imediatamente apos a descongelagao da palheta, uma aliquota da amostra
de sémen era incubada a 37°C com a solugao de DAB por 1 hora e apods este
periodo as laminas eram preparadas. Neste mesmo momento, outra aliquota da
mesma amostra que estava mantida em temperatura ambiente era colocada para
incubar com uma nova solucdo de DAB por mais 1 hora e novas laminas eram
preparadas.

Para obtencdo de um controle, uma mistura de uma aliquota de sémen com
solugdo de formol salino 10% foi incubada com a solugdo de DAB. No mesmo
momento uma outra aliquota da mesma amostra de sémen, porém sem formol salino
10% também foi incubada com solugédo de DAB e foram preparadas as laminas
Todas as laminas foram identificadas por cddigos para impedir que o examinador
soubesse qual era a lamina examinada.

As laminas foram armazenadas em locais com pouca ou nenhuma

luminosidade até o momento das analises.

4.10.8 Experimento 8: Avaliagdo da taxa da fragmentacdo de DNA do

espermatozoide apds a descongelagao

Para este experimento foram utilizadas palhetas das mesmas amostras
utilizadas nos experimentos 5 e 6. As palhetas eram provenientes de 7 ejaculados
em que foi possivel a preparacao de mais de uma palheta dos 3 protocolos.

O Protocolo 3, no qual o sémen é colocado diretamente no nitrogénio liquido

foi utilizado como controle.
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4.11 Anélise Estatistica

Os dados foram analisados através do programa SAS System for Windows
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2000).

Através do aplicativo Guided Data Analisys, os dados foram testados quanto a
normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias. Caso nao
obedecessem a estas premissas foram transformados (logaritmo na base 10 -
Log10X; Raiz quadrada - RQ X; Quadrado - X?) e se a normalidade nao fosse obtida
empregava-se entdo, o procedimento NPAR1WAY de analise de variancia néao
paramétrica.

Para descricdo dos resultados, foram empregados as médias, 0s erros
padrées das médias e os coeficientes de variagdo (média + erro padrao da média
(coeficiente de variagdo)) dos dados originais e os niveis de significancia (p) dos
dados originais, quando obedecessem as premissas; dos dados transformados,
quando necessaria a transformacéao; e dos dados analisados através da analise nao
paramétrica, quando nao obedecessem as premissas e ndo houvessem

transformacgdes possiveis.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipétese de nulidade) foi de
5%, isto €, para um nivel de significancia menor que 0,05, considerou-se que
ocorreram diferengas estatisticas entre as variaveis classificatorias (tratamentos)

para uma determinada variavel resposta.

As variaveis resposta foram analisadas através da correlacdo de Pearson
(PROC CORR), e os resultados foram expressos através do coeficiente de

correlacao de Pearson (r) e seu nivel de significanica (p).
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4.11.1 Experimento 1: Avaliagdo do uso de 3 diferentes coloragdes para integridade

do acrossomo — coloragao simples, FITC-PSA e trypan-blue giemsa

No experimento para avaliacdo do efeito da temperatura de incubacdo na
coloracao simples para integridade acrossomal, a variavel classificatéria utilizada foi
temperatura de incubagdo (25 e 37°C). A variavel resposta foi percentual de
espermatozoides com acrossomo integro. A mesma obedeceu as premissas € nao

foi necessaria qualquer transformacao.

Neste experimento, inicialmente a variavel classificatéria utilizada foi a
coloracao (Coloracao simples ou FITC-PSA). A variavel resposta foi o percentual de
espermatozoides com acrossomo integro. A mesma obedeceu as premissas € nao
foi necessaria qualquer transformacao. Foi realizada a analise de correlagao entre as

coloracdes.

Para a comparacao entre a coloragao simples e FITC-PSA antes e depois da
inducdo da reacdo acrossOmica as variaveis classificatorias utilizada foram o tempo
(Antes e Depois da indugao) e coloragcdo do acrossomo (Coloragao simples e FITC-
PSA). A variadvel resposta foi percentual de espermatozéides com acrossomo
integro. A mesma obedeceu as premissas e nao foi necessaria qualquer

transformacao.



93

4.11.2 Experimento 2: Validagdo da coloracdo para avaliacdo da integridade da

membrana plasmatica — Eosina-nigrosina

Neste experimento foi utilizada uma analise de regressdo. A diluicdo da
amostra espermatica era a variavel independente e o percentual de
espermatozoides com membrana plasmatica integra era a variavel dependente. Nao
foi necessaria nenhuma transformacdo para que os dados obedecessem as

premissas estatisticas.

4.11.3 Experimento 3: Avaliagdo do efeito de 2 diluidores nas caracteristicas

seminais de Callithrix jacchus

Neste experimento a variavel classificatoria utilizada foi o diluidor
(Hepes-TALP e TRIS Gema). As variaveis resposta foram: volume seminal,
motilidade, motilidade progressiva, integridade da membrana plasmatica, integridade
acrossomal, concentracdo e pH seminal. Todas as variaveis obedeceram as
premissas e nao foi necessaria qualquer transformacdo, com excecdo da

concentragao espermatica, que foi transformada para logaritmo na base 10.
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4.11.4 Experimento 4: Avaliagcao das caracteristicas seminais em duas col6nias de

Callithrix jacchus, no DPZ, Alemanha e no CENP, Brasil

Neste experimento a variavel classificatéria utilizada foi o local (CENP ou
DPZ). As variaveis resposta foram: volume seminal, motilidade, motilidade
progressiva, integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal,
concentracido e pH seminal. Todas as variaveis obedeceram as premissas e nao foi
necessaria qualquer transformacao, com excecao da concentragao espermatica, que
foi transformada para logaritmo na base 10. Neste experimento também foram
avaliados os defeitos espermaticos, tanto separadamente como agrupados em
defeitos maiores, defeitos menores e percentual de espermatozoides normais. As
variaveis percentual de defeitos menores, percentual de defeitos maiores e
percentual de células normais obedeceram as premissas e nao foi necessaria
qualquer transformacdo, com excec¢ao do percentual de defeitos maiores, que foi
transformado para logaritmo na base 10. Todos os defeitos espermaticos, quando
analisados separadamente, ndo obedeceram as premissas e ndo foi possivel
transforma-los. Estas variaveis foram analisadas através do PROC NPARTWAY de
andlise de varidncia nao paramétrica. Nestes casos utilizou-se o nivel de

significancia do teste Wilcoxon para dois tratamentos.
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4.11.5 Experimento 5: Avaliagao do efeito da adicdo do glicerol nas caracteristicas

seminais

Neste experimento a variavel classificatoria utilizada foi o tempo (Antes e
Depois da adicdo do glicerol). As variaveis resposta foram as mesmas do
Experimento 4, com exceg¢ao da concentracdo, volume e pH seminal, analisadas
apenas imediatamente apds a colheita. As variaveis motilidade, integridade da
membrana plasmatica, integridade acrossomal, defeitos menores, defeitos maiores e
percentual de espermatozoides normais obedeceram as premissas e nao foi
necessaria qualquer transformagao, com exce¢ao da motilidade e da integridade da
membrana plasmatica, que foram transformadas para seus valores ao quadrado.
Todos os defeitos espermaticos, quando analisados separadamente, assim como a
variavel motilidade progressiva, nao obedeceram as premissas e nao foi possivel
transforma-los. Estas variaveis foram analisadas através do PROC NPARTWAY de
anadlise de varidncia nao paramétrica. Nestes casos utilizou-se o nivel de

significancia do teste Wilcoxon para dois tratamentos.

4.11.6 Experimento 6: Avaliacéo do efeito de 3 protocolos de congelacdo de sémen

de Callithrix jacchus nas caracteristicas seminais

Neste experimento as variaveis classificatérias utilizada foram o tempo (Pré
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congelagao e Pds congelacao) e protocolo de congelamento (1, 2 e 3). Neste caso
foi avaliada a interagcao entre tempo e tratamento. Quando nao houve interagcdo o
efeito de cada tratamento foi analisado separadamente. Quando houve a interagao
os tratamentos foram analisados conjuntamente. As variaveis resposta foram as
mesmas do experimento anterior. As variaveis motilidade, motilidade progressiva,
integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal, defeitos menores,
defeitos maiores e percentual de espermatozoides normais obedeceram as
premissas e nao foi necessaria qualquer transformacao, com exceg¢ao do percentual
de defeitos menores e de espermatozoides normais, que foram transformadas para
raiz quadrada e logaritmo na base 10, respectivamente. Todos os defeitos
espermaticos, quando analisados separadamente, nao obedeceram as premissas e
nao foi possivel transforma-los. Estas variaveis foram analisadas através do PROC
NPAR1WAY de anadlise de varidncia nao paramétrica. Nestes casos utilizou-se o

nivel de significancia do teste Wilcoxon para dois tratamentos.

4.11.6.1 Efeito do tempo apo6s a descongelacao e dos protocolos de congelacao

Neste experimento as variaveis classificatérias utilizadas foram o tempo apés
a descongelagao (1, 2, 3 e 4 horas) e o protocolo de congelagéo (1, 2 e 3). Neste
caso foi avaliada a interacao entre tempo e tratamento. Quando n&o houve interagao
o efeito de cada tratamento foi analisado separadamente. Quando houve a interagao

os tratamentos foram analisados conjuntamente. As variaveis resposta utilizadas



97

foram motilidade, motilidade progressiva e integridade da membrana plasmatica.
Todas as variaveis obedeceram as premissas e ndo foi necessaria qualquer

transformacao.

4.11.7 Experimento 7: Avaliacdo da atividade citoquimica mitocondrial apds a

descongelagao

Neste experimento as variaveis classificatorias utilizada foram o tempo apods a
descongelacao (1 e 2 horas) e protocolo de congelamento (1, 2 e 3). Neste caso foi
avaliada a interagao entre tempo e tratamento. Quando ndo houve interagao o efeito
de cada tratamentos foi analisado separadamente. Quando houve a interagdo os
tratamentos foram analisados conjuntamente. As variaveis resposta utilizadas foram
% de células Classe |, % de células Classe Il, % de células Classe Il e % de células
Classe IV. Para a analise de correlacdao foram também utilizadas as mesmas
variaveis do experimento anterior (nos mesmos tempos e utilizando as mesmas
partidas). A variavel percentual de células Classe |l obedeceu as premissas e nao foi
necessaria qualquer transformacgao. As variaveis percentual de células Classe | e llI
obedeceram as premissas apés a transformagao para raiz quadrada e logaritmo na
base 10, respectivamente. A variavel percentual de células Classe IV ndo obedeceu
as premissas, e nao foi possivel transforma-la. Esta variavel foi analisada através do
PROC NPAR1WAY de analise de variancia nao paramétrica. Neste caso utilizou-se

o nivel de significancia do teste Wilcoxon para dois tratamentos.
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4.11.8 Experimento 8: Avaliagdo da taxa da fragmentacdo de DNA do

espermatozoide apds a descongelagao

Neste experimento a variavel classificatéria utilizada foi o protocolo de
congelamento (1, 2 e 3). As variaveis resposta utilizadas foram % de células Classe
I, % de células Classe Il, % de células Classe lll e % de células Classe IV. Para a
analise de correlagao foram também utilizadas as mesmas variaveis do Experimento
6 (no mesmo tempo e utilizando as mesmas partidas). As variaveis percentuais de
células Classe | e de Classe lll obedeceram as premissas e nao foi necessaria
qualquer transformacao. As variaveis percentuais de células Classe Il e de Classe VI

obedeceram as premissas apos a transformacéao logaritmo na base 10.
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5 RESULTADOS

O protocolo de estimulagao utilizado apresentou resultados positivos, ou seja,
ejaculacéo (Figura 14), em 83,33% dos procedimentos realizados em animais que
nunca haviam sido utilizados em procedimentos para colheita de sémen por
qualquer técnica artificial.

Os demais resultados estdo apresentados separadamente para cada

experimento.

Figura 14 — Imagem de amostras de sémen de Callithrix
jacchus colhidas por vibro estimulagcao
peniana

5.1 Experimento 1. Avaliacdo do uso de 3 diferentes coloracbes para
integridade do acrossoma — coloracdo simples, FITC-PSA e trypan-blue

giemsa

A analise das laminas com esfregago de sémen corado pela técnica trypam-

blue giemsa demonstrou ndo ser possivel a avaliagdo da integridade acrossomal.
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Todos os espermatozoides ficaram corados da mesma cor com a cabega corada
inteiramente na cor roxa, nao houve diferenciagao da regido acrossomal em nenhum

espermatozoide (Figura 15).

Figura 15 — Fotomicrografia de espermatozoides de
Callithrix jacchus corados por Trypan-blue
Giemsa, em microscopia de luz com
campo claro, objetiva 100x sob imerséo
em oleo, aumento digital 4,6x

No pré-experimento realizado previamente para verificar o efeito da
temperatura na técnica de coloragao simples para acrossoma foi demonstrado nao
haver diferenga significante (p<0,05) entre incubacdo a 25°C e a 37°C. Os

resultados estao apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Percentual de espermatozdides de Callithrix jacchus com acrossomo integro corados pela
técnica de coloragao simples com diferentes temperaturas de incubagéo

TEMPERATURA DE INCUBACAO

Caracteristica 25°C src
Média + EPM Média + EPM P
Acrossomo 7717 + 4,42 79.00 + 3,60 0,7640

integro
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Todos os protocolos realizados posteriormente com coloragdo simples para
acrossoma utilizaram a temperatura de incubacéao igual a temperatura da amostra.
Na coloragcao simples para acrossoma e na coloragdo com FITC-PSA, a
integridade acrossomal pdde ser avaliada, houve diferenciagdo da regido
acrossomal que pbde ser claramente evidenciada. Nas figuras 16a e 16b verificamos
espermatozoides de Callithrix jacchus com acrossoma néo integro e integro corados
corados por fluorescéncia com FITC-PSA e nas figuras 17a e 17b pela técnica de
coloracao simples para acrossomo.
A avaliagao da coloragao simples para acrossoma e por fluorescéncia (FITC-
PSA) para acrossoma em 11 ejaculados de Callithrix jacchus antes de tratamento
demonstrou consisténcia nos resultados em ambas as técnicas e foi encontrada
correlacdo entre as técnicas (r=0,9672, p<0,0001). Os resultados estéo

apresentados na tabela 2 e no grafico 1.

Tabela 2 - Percentual de espermatozdides de Callithrix jacchus com acrossomo integro corados pela
técnica de coloracao simples e por FITC-PSA

COLORACAO
Caracteristica Coloracéo simples FITC-PSA Corrglea(;ao
Média + EPM (CV) Média + EPM (CV) Pearson P

ﬁ]‘;;‘;sr?m 78,50 + 3,86 (164,34) 77,50 4,08 (183,15) r=0,9672 <0,0001
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Figura 16 — Fotomicrografia de espermatozéide de Callithrix jacchus corados por FITC-PSA
com (a) acrossomo nao integro e (b) acrossomo integro, em microscopia a laser

sistema LSM 5 Pascal, objetiva 100x sob imersao em éleo

Figura 17 — Fotomicrografia de espermatozdides de Callithrix jacchus (a) e (b) corados pela técnica
de coloragao simples para acrossomo com (1) acrossomo integro e (2) acrossomo nao

integro, em microscopia de luz com campo claro, objetiva 100x sob imersédo em éleo

COLORAGCAO SIMPLES PARA ACROSSOMA

VS

FITC-PSA

em espermatozoéides de Callithrix jacchus

100
€

3 e

n o

L O
2=

5 &

N @©

S E

©

E§ 40+
2 o2 301
i

w 20
X

I
Fm———
L
T T

Ejaculados

B Coloragédo simples B FITC-PSA

Grafico 1 - Percentual de espermatozéides de Callithrix jacchus com
acrossoma integro corados por coloracdo simples para
acrossoma e por coloragao fluorescente - FITC-PSA
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Os resultados das coloragbes simples para acrossoma e por fluorescéncia em
4 animais nas seguintes fases: @ apods colheita, antes de tratamento; @ apods
tratamento com capacitagao e ativagao com Calcio lonophor A23187 demonstraram
haver diferenga significante antes e apds o tratamento em cada uma das coloragdes
(p<0,05), e ndo houve diferenga significante (p<0,05) entre as coloragdes antes e
apos o tratamento.

Os resultados estao apresentados na tabela 3 e nos graficos 2 e 3.

Os espermatozéides descongelados e corados pela coloragdo simples para
acrossoma nao apresentaram diferenciagao da regido acrossomal e pés-acrossomal
e nao foi possivel evidenciar o acrossomo integro nestas condigdes em nenhum dos
espermatozodides avaliados. Nesta fase, as cabegas dos espermatozoides

apresentaram coloracao azulada por toda sua extensao.

Tabela 3 — Percentual de espermatozoéides de Callithrix jacchus com acrossomo integro antes e apos
inducdo da reagao acrossdmica corados pela técnica de coloragao simples e por FITC-

PSA
COLORACAO
Coloracao simples FITC-PSA
Média + EPM (CV)  Média + EPM (CV) P

Acrossoma integro antes

e tratamento 87,12 + 7,75 (164,34) 78,37 +7,32 (183,15) 0,4432

Acrossoma integro apoés

tratamento 10,00 £ 1,96 8,62 £ 1,97 0,6384

p < 0,0001 < 0,0001
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Coloracéo fluorescente - FITC-PSA
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Grafico 2 - Percentual de espermatozéides de Callithrix jacchus com acrossoma integro, antes do
tratamento e apos indugao da reacdo acrossdmica, corados pela técnica de coloragao

fluorescente com FITC-PSA

Coloracéao simples para acrossoma
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Grafico 3 - Percentual de espermatozoéides de Callithrix jacchus com acrossoma integro, antes do
tratamento e apds indugao da reagao acrossémica, corados pela técnica de coloragao

simples para acrossoma
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5.2 Experimento 2: Validacdo da coloragdo para avaliagdo da integridade da

membrana plasmatica — Eosina-nigrosina

A coloracéo foi eficiente e os espermatozdéides corados e ndo corados podem
ser vistos na figura 18.

A anadlise de regressao dos resultados obtidos nas diferentes diluicdes
demonstrou que a técnica avaliada pdde ser validada (R%=0,9811, p<0,0001). Os

resultados estao apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Percentual de espermatozéides de Callithrix jacchus com membrana plasmatica integra de
amostras de sémen submetidas a congelacdo em nitrogénio liquido diluidas em amostras
mantidas a 37°C

~

DILUIgA

0% 50 % 100 %

. v~ 2
Diluigdo  \\ciia+ EPM  Média+ EPM  Média + EPM R%p
Membrana R?=0,9811,
integra 0 36.75+247  73.75+3.13 5<0,0001

Figura 18 — Fotomicrografia de espermatozéides de Callithrix jacchus corados
com Eosina-nigrosina, em microscopia de luz com campo claro,
objetiva 100x sob imersdo em 6leo. Espermatozoides com
membrana plasmatica integra ndo corados € com membrana
plasmatica ndo integra corados em rosa
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5.3 Experimento 3: Avaliacdo do efeito de 2 diluidores nas caracteristicas

seminais de Callithrix jacchus

Nao houve diferenga significante (p<0,05) nas caracteristicas seminais
avaliadas (volume, motilidade, motilidade progressiva, integridade da membrana
plasmatica, integridade acrossomal), nas diluigdes com o meio diluidor TEST-GEMA
e com o diluidor TALP-HEPES. A variavel pH seminal avaliada antes da diluicdo, e a
concentracdo sdo caracteristicas que ndo dependem do diluidor e também nao
apresentaram diferenca significante (p<0,05).

Os resultados estdo demonstrados no grafico 4 e na tabela 5.

TEST-GEMA vs TALP-HEPES

O TEST-GEMA
B TALP-HEPES

Grafico 4 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus nos diluidores TALP-HEPES e TEST-
GEMA clarificado
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Tabela 5 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus apés diluicdo em TEST GEMA clarificado

ou TALP-HEPES

Diluidor

TEST-GEMA

Caracteristica Média + EPM (CV)

TALP-HEPES
Média + EPM (CV)

p

Volume (pL) 28,00 + 4,06 (54,39)
Motilidade (%) 86,00 + 2,91 (12,68)
Motilidade progressiva (%) 81,00 + 2,91 (14,81)

Membrana plasmatica

integra (%) 88,50 + 3,09 (11,46)

Acrossomo integro (%) 89,90 + 1,08 (11,33)
Concentragcao 1279,17 + 678,20
(x10° spz/mL) (94,48)

pH 7,68 £ 0,10 (2,31)

25,36 + 3,69 (32,44)
82,86 + 2,81 (7,58)

76,79 + 3,04 (8,05)

82,61 + 2,53 (7,80)

82,07 + 2,48 (2,68)

1031,93 + 260,57
(118,55)

7,60 + 0, 05 (2,96)

0,6977

0,5430

0,4488

0,2223

0,0850

0,6787

0,4280

5.4 Experimento 4: Avaliacdo das caracteristicas seminais em duas coldnias de

Callithrix jacchus, no DPZ, Alemanha e no CENP, Brasil

A comparacao das caracteristicas seminais das colénias de Callithrix jacchus

do CENP e do DPZ demonstrou nao haver diferencas significantes (p<0,05) entre as

duas colbnias para as variaveis volume, motilidade, motilidade progressiva,

integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal, concentracédo, ph

seminal, percentual de espermatozdides com defeitos maiores e menores e
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percentual de espermatozoéides normais. Os resultados podem ser verificados no

grafico 5 e na tabela 6.

CENP vs DPZ

O CENP
mDPZ

Grafico 5 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus das colénias do CENP, Brasil

e do DPZ, Alemanha

Tabela 6 - Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus das colénias do CENP, Brasil e do DPZ,

Alemanha

COLONIA
Caracteristica CENP bPz
Média + EPM (CV) Média = EPM (CV) P

Volume (uL) 26,05 + 2,88 (48,12) 27,04 + 2,45 (42,56) 0,7930
Motilidade (%) 83,68 + 2,19 (11,41) 81,82 + 3,20 (18,34) 0,6436
Motilidade progressiva (%) 77,90 + 2,37 (13,24) 75,00 + 3,27 (20,47) 0,4902
Membrana plasmatica

integra (%) 84,16 + 2,08 (10,79) 85,25 + 3,42 (18,84) 0,7946
Acrossomo integro (%) 84,13 + 2,00 (10,38) 85,04 + 3,93 (21,69) 0,8445
Concentragao

(x10° spz/mL) 1096,99 + 252,37 (100,28) 1032,88 + 205,56 (93,35) 0,8434
pH 7,62 + 0,04 (2,46) 7,63+0,05(2,73) 0,8887
Defeitos maiores 16,92 + 2,05 (52,87) 15,88 + 1,72 (38,98) 0,7201
Defeitos menores 19,50 £ 2,05 (45,74) 22,46 + 3,10 (64,18) 0,5861
Espermatozéides normais 63,58 + 3,41 (23,41) 61,65+ 4,74 (27,71) 0,7374
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A anadlise da morfologia espermatica demonstrou haver diferencga significante
(p<0,05) apenas para as variaveis cauda enrolada, granulo no acrossoma, cauda
fortemente dobrada, gota citoplasmatica proximal, e cauda dobrada ou enrolada
com gota. Os resultados estdo apresentados na tabela 7. Exemplos de
espermatozoides corados com SpermOscan® podem ser verificados nas figuras 19a

e 19b.

Figura 19 — Fotomicrografia de espermatozoide de Callithrix
jacchus (a) com cauda fortemente enrolada e (b)
com morfologia normal, corados com SpermOscan®,
em microscopia de luz com campo claro, objetiva
100x sob imersao em 6leo
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Tabela 7 — Caracteristicas espermaticas morfolégicas de Callithrix jacchus das coldénias do CENP,
Brasil e do DPZ, Alemanha

Colbonia

Caracteristica
(%)

CENP
Média + EPM (CV)

DPZ
Média + EPM (CV)

P

Cabeca subdesenvolvida

Cabeca dupla

Piriforme

Estreitamento de base

Cauda dupla

Cauda enrolada

Cabeca solta

Cabeca + peca
intermediaria

Granulo no acrossoma

Vacuolo no acrossoma

Cauda fortemente dobrada

Cauda fortemente enrolada

Gota citoplasmatica distal

Gota citoplasmatica
proximal

Cauda dobrada ou enrolada
com gota

Cabeca gigante

Cabeca delgada

0,55 + 0,15 (120,24)
0,03 + 0,03 (435,89)
0,21+ 0,10 (214,13)
0,08 + 0,06 (317,59)
0,29 + 0,12 (184,92)
3,42 + 0,91 (115,93)
8,32 + 1,77 (92,70)
0,18 + 0,09 (225,47)
0,82 + 0,28 (149,028)
2,55 + 0,48 (81,52)
8,16 + 1,42 (75,87)
5,03 + 0,94 (81,32)
4,47 £ 1,53 (148,71)
0,58 + 0,29 (215,93)
1,24 £ 0,57 (202,74)
0,21+ 0,12 (241,63)

0,29 + 0,13 (202,05)

0,19+ 0,11 (199,67)
0,04 + 0,04 (360,55)
0,08 + 0,05 (244,10)
0
0,08 + 0,05 (244,10)
6,65 + 1,18 (63,79)
10,31 % 4,41 (154,36)
0,31+ 0,19 (225,35)
0,04 + 0,04 (360,55)
3,04 £ 0,78 (93,20)
11,58 + 0,99 (30,97)
3,85+ 0,98 (91,52)
1,96 + 0,54 (100,06)

0

0,19+ 0,09 (169,11)

0,04 + 0,04 (360,55)

0,0624

0,4103

0,2980

0,1309

0,1317

0,0085

0,3445

0,2995

0,0111

0,3788

0,0166

0,2071

0,2002

0,0189

0,0116

0,2559

0,0929

A analise para verificagcdo da existéncia ou ndo de correlagdo entre as

variaveis e qual o tipo de correlagcéo existente pelo método estatistico Coeficiente de
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Correlacao de Pearson demonstrou haver correlagdo positiva e negativa entre
algumas variaveis avaliadas.

As principais correlagbes encontradas estdo descritas a seguir, com o0s
respectivos valores para r e para p.

A motilidade apresentou correlagdao positiva com as variaveis motilidade
progressiva (r=0,9445, p<0,0001), integridade da membrana plasmatica (r=0,8811,
p<0,0001), percentual de espermatozdides normais (r=0,5816, p=0,0005) e
integridade acrossomal (r=0,5430, p=0,0002), e correlagdo negativa com cabega
solta (r=-0,7361, p<0,0001) e defeitos menores (r=-0,6838, p<0,0001).

A motilidade progressiva, além da motilidade anteriormente citada apresentou
correlagao positiva com integridade da membrana plasmatica (r=0,8376, p<0,0001),
percentual de espermatozdides normais (r=0,5908, p=0,0004), integridade
acrossomal (r=0,4824, p=0,0014) e concentragao (r=0,3193, p=0,0418), e correlacao
negativa com cabecga solta (r=-0,7047, p<0,0001), defeitos menores (r=-0,6542,
p<0,0001).

A variavel integridade da membrana plasmatica, adicionalmente as
correlagdes citadas anteriormente apresentou correlagdo positiva com integridade
acrossomal (r=0,5206, p=0,0005) e percentual de espermatozéides normais
(r=0,4709, p=0,0065) e correlagdo negativa com cabeca solta (r=-0,6722, p<0,0001)
e defeitos menores (r=-0,5881, p=0,0004).

Para a integridade acrossomal, as correlagdes positivas encontradas foram
com percentual de espermatoziodes normais (r=0,5660, p=0,0007) e cauda enrolada
(r=0,3768, p=0,0335), e as negativas foram com cabega solta (r=-0,8234, p<0,0001)

e defeitos menores (r=-0,6777, p<0,0001), além das variaveis ja citadas.
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A concentragdo apresentou apenas correlagdo positiva com o pH seminal
(r=0,5962, p<0,0001) e gota citoplasmatica distal (r=0,5204, p=0,0023), além da
motilidade progressiva citada anteriormente.

Além da concentragao, o pH seminal apresentou correlagédo positiva com gota
citoplasmatica distal (r=0,4215, p=0,0203) e correlagdo negativa com cauda
fortemente dobrada (r=-0,4283, p=0,0182) e defeitos maiores (r=-0,3730, p=0,0423).

A variavel cabeca solta apresentou correlacédo positiva com defeitos menores
(r=0,8486, p<0,0001), cauda fortemente enrolada (r=0,4155, p=0,0180) e cabeca
com peca intermediaria sem cauda (r=0,4112, p=0,0194) e correlagao negativa com
percentual de espermatozdides normais (r=-0,7862, p<0,0001). As outras
correlagdes encontradas para esta variavel foram citadas anteriormente.

A correlacdo positiva encontrada para a variavel cauda fortemente dobrada foi
com defeitos maiores (r=0,7226, p<0,001) e foram encontradas correlagdes
negativas com percentual de espermatozdéides normais (r=-0,4423, p=0,0113) e com
pH seminal, esta ultima ja citada.

A variavel cauda fortemente enrolada apresentou correlagdo positiva com
cabecga solta, ja citada, com defeitos maiores (r=0,6650, p<0,0001) e com cabeca
com peca intermediaria sem cauda (r=0,5347, p=0,0016), e correlagao negativa com
percentual de espermatozoides normais (r=-0,5455, p=0,0012).

Foram encontradas apenas correlagdes positivas entre a variavel cabeca
gigante e cabecga delgada (r=0,6705, p<0,0001) e com cabeg¢a subdesenvolvida
(r=0,3900, p=0,0273).

Além da correlagdo positiva com cabeca gigante, a variavel cabega delgada

apresentou correlagéo positiva com cabega subdesenvolvida (r=0,5024, p=0,0034).
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O percentual de espermatozdéides normais, adicionalmente as correlagdes ja
citadas apresentou correlagdo negativa com defeitos maiores (r=-0,7173, p<0,0001)

e com defeitos menores (r=-0,8763, p<0,0001).

5.5 Experimento 5: Avaliacdo do efeito da adicao do glicerol nas caracteristicas

seminais

A analise do efeito da adigdo do glicerol nas variaveis motilidade, motilidade
progressiva e integridade da membrana plasmatica demonstrou haver diferencga
significante (p<0,05) para as 3 variaveis no sémen diluido em TEST-GEMA sem
glicerol e apds a adigao do diluidor com glicerol.

A integridade acrossomal, percentual de espermatozdides com defeitos
maiores € menores e percentual de espermatozoides normais ndao demonstraram
diferencga significante (p<0,05). Os resultados podem ser verificados no grafico 6 e

na tabela 8.
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TEST-GEMA vs TEST-GEMA + GLICEROL
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Grafico 6 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus antes e apds a adi¢ao de glicerol

Diferenca

significante (p<0,05)

Tabela 8 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus diluido em TEST-GEMA clarificado antes e
apos a adigao de glicerol

Caracteristica
(%)

Diluidor

TEST-Gema
Média + EPM (CV)

TEST-Gema + glicerol
Média £ EPM (CV)

Motilidade

Motilidade progressiva

Membrana plasmatica
integra

Acrossomo integro

Defeitos maiores

Defeitos menores

Espermatozoides
normais

82,86 + 1,58 (12,37)

76,79 + 1,71 (14,44)
82,61+ 1,42 (11,17)
82,07 + 1,40 (11,05)
16,5+ 1,4 (55,28)
18,71 £ 1,2 (41,51)

64,79 + 2,09 (20,87)

63,93 + 4,06 (41,15)

56,07 + 4,02 (46,42)

73,54 + 2,08 (18,35)

80,61 + 1,58 (12,74)

19,82 + 1,67 (54,61)

18,25 + 1,48 (52,75)

61,93 + 3,03 (31,67)

<0,0001

<0,0001

0,0006

0,4905

0,1557

0,8084

0,4392
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A analise da morfologia espermatica demonstrou haver diferenga significante
(p<0,05) apenas para as variaveis cauda dupla, cabega com pega intermediaria sem

cauda, gota citoplasmatica proximal. Os resultados estdo apresentados na tabela 9.

Tabela 9 - Caracteristicas espermaticas morfoldgicas de Callithrix jacchus diluido em TEST-GEMA
clarificado antes e apds a adigao do glicerol

Diluidor

Caracteristica

TEST-Gema

TEST-Gema + glicerol

(%) Média £ EPM (CV) Média £ EPM (CV) p

Cabeca subdesenvolvida 0,61 +0,11 (114,37) 0,5+ 0,09 (114,76) 0,3037
Cabeca dupla 0 0 0,5
Piriforme 0,32 + 0,08 (152,96) 0,18 + 0,06 (203,43) 0,0736
Estreitamento de base 0 0 0,5
Cauda dupla 0,36 + 0,09 (164,45) 0,11 + 0,03 (193,81) 0,0324
Cauda enrolada 1,79+ 0,23 (84,15) 2,93 £ 0,44 (97,94) 0,1669
Cabega solta 9,18 £ 0,98 (69,45) 10,46 + 1,13 (69,71) 0,3605
ﬁfebr‘:jﬁ:d?a,ﬂ‘;ga 0,21 £ 0,07 (213,37) 0 0,0012
Granulo no acrossoma 0,54 + 0,16 (200,28) 0,54 £ 0,14 (165,42) 0,4276
Vacuolo no acrossoma 2,71+ 0,35 (84,18) 2,96 + 0,31 (68,43) 0,2
Cauda fortemente dobrada 8,89 + 1,05 (76,53) 9,75+ 0,71 (47,28) 0,1497
Cauda fortemente enrolada 5,29 + 0,67 (81,78) 8,07 £ 1,05 (84,74) 0,0874
Gota citoplasmatica distal 4,21 + 0,52 (80,52) 1,39 + 0,33 (152,41) <0,0001
Sr‘(’)tx""i nﬁz‘l’p'asméﬁca 0,14 + 0,05 (208,65) 0,18 + 0,06 (229,91) 0,4801
gﬁr‘é?:d‘;"f;amdg ot 0,29+ 0,1 (219,13) 0,32 + 0,09 (174,58) 0,2826
Cabega gigante 0,36 + 0,09 (164,45) 0,43 + 0,08 (125,10) 0,1020
Cabeca delgada 0,32 + 0,1 (202,74) 0,25 + 0,07 (183,46) 0,3779
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5.6 Experimento 6: Avaliacdo do efeito de 3 protocolos de congelacdo de

sémen de Callithrix jacchus nas caracteristicas seminais

As analises dos resultados obtidos nas avaliagcbes da motilidade, motilidade
progressiva, integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal,
percentual de espermatozéides com defeitos maiores e menores e percentual de
espermatozoides normais demonstraram haver diferenga significante (p<0,05) entre
estas variaveis antes da congelagao e ap6s a descongelagdo no sémen congelado

pelo Protocolo 1. Os resultados podem ser verificados no grafico 7 e na tabela 10.

PROTOCOLO 1
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Grafico 7 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus congelados pelo Protocolo 1 antes da
congelagao e apds a descongelacao
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Tabela 10 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus antes da congelagao pelo Protocolo 1 e
apos a descongelacao

Caracteristica

(%0)

PROTOCOLO 1

Pré congelacéo

Média + EPM (CV)

P6s descongelagéo
Média + EPM (CV)

p

Motilidade

Motilidade progressiva

Membrana plasmatica
integra

Acrossomo integro
Defeitos maiores

Defeitos menores

Espermatozéides normais

63,93 + 7,21 (42,19)
56,07 + 7,13 (47,60)
73,54 + 3,70 (18,82)
80,61 + 2,81 (13,06)
19,82 + 2,97 (55,99)
18,25 + 2,64 (54,08)

61,93 + 5,37 (32,47)

7,38 + 2,14 (104,68 )
4,23 £ 1,45 (123,25)
24,96 + 2,75 (39,66 )
33,38 + 4,19 (45,30 )
32,61 £ 4,01 (44,36)
29,11 + 4,22 (52,30)

38,31 £ 5,40 (50,78 )

<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,0158
0,0167

0,0048

A analise da morfologia espermatica para o Protocolo 1 demonstrou haver

diferenca significante (p<0,05) para as variaveis cauda enrolada, granulo no

acrossoma, vacuolo no acrossoma, cauda fortemente dobrada, cauda fortemente

enrolada, gota citoplasmatica distal e cauda dobrada ou enrolada com gota. Os

resultados estdo apresentados na tabela

11. Nas figuras 20a e 20b podem ser

verificados exemplos de espermatozdides corados com Spermac®, espermatozéide

com regido acrossomal verde escuro representam acrossomo integro e verde claro

acrossomo néo integro.

Figura 20 — Fotomicrografia de espermatozoéides corados com Spermac®, (a) espermatozoide com
acrossomo nao integro e (b) com acrossomo integro, em microscopia de luz com

campo claro, objetiva 100x sob imersao em 6leo
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Tabela 11 — Caracteristicas espermaticas morfolégicas de Callithrix jacchus antes da congelagao pelo
Protocolo 1 e apds a descongelacao

Protocolo 1

Caracteristica

Pré congelacéo

P6s descongelacao

(%) Média £ EPM (CV) Média £ EPM (CV) p

Cabega subdesenvolvida 0,5+0,16 (117,67) 0,42 +0,16 (135,15) 0,3447
Cabeca dupla 0 0 0,5

Piriforme 0,18 £ 0,10 (208,58) 0 0,0515
Estreitamento de base 0 0 0,5

Cauda dupla 0,11+ 0,06 (198,71) 0 0,0512
Cauda enrolada 2,93+ 0,79 (100,42) 14,88 + 2,72 (66,01 ) 0,0005
Cabeca solta 10,46 + 2,00 (71,47) 12,88 + 2,88 (80,64 ) 0,3593
ermadie 0 0 0.5

Granulo no acrossoma 0,54 £ 0,24 (169,60) 0 0,0151
Vacuolo no acrossoma 2,96 + 0,56 (70,16) 0,85+ 0,29 (123,91) 0,0024
Cauda fortemente dobrada 9,75+ 1,26 (48,47) 17,61 £ 2,41 (49,31) 0,0085
Cauda fortemente enrolada 8,07 + 1,87 (86,89) 14,54 + 2,93 (72,61) 0,0346
Gota citoplasmatica distal 1,39 + 0,58 (156,27) 0,08 + 0,05 (244,10) 0,0234
Sr‘(’)txai nﬁg‘l’p'asmética 0,18 + 0,11 (235,73) 0,08 + 0,09 (360,55 ) 0,1874
gﬁr%?:d‘?f;fndg o 0,32 + 0,15 (179,00) 0 0,0279
Cabeca gigante 0,43 £ 0,15 (128,27) 0,15+ 0,09 (204,89 ) 0,0772
Cabegca delgada 0,25+ 0,13 (188,11) 0,23+ 0,12 (190,03 ) 0,4256

A analise dos resultados obtidos para as variaveis motilidade, motilidade

progressiva,

integridade da membrana plasmatica,

integridade acrossomal,

percentual de espermatozoides com defeitos maiores e menores e percentual de

espermatozoides normais demonstrou haver diferenga significante (p<0,05) antes da

congelagdao e apdés a descongelagdo no sémen congelado pelo Protocolo 2. Os

resultados podem ser verificados no grafico 8 e na tabela 12.
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Grafico 8 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus congelados pelo Protocolo 2 antes da
congelagéo e apds a descongelagao

Tabela 12 - Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus antes da congelagéo pelo Protocolo 2 e
apos a descongelacao

Caracteristica

(%0)

PROTOCOLO 2

Pré congelacéo

Média + EPM (CV)

Pé6s descongelacao
Média + EPM (CV)

Motilidade

Motilidade progressiva

Membrana plasmatica
integra

Acrossomo integro
Defeitos maiores

Defeitos menores

Espermatozéides normais

63,93 + 7,21 (42,19)
56,07 + 7,13 (47,60)
73,54 + 3,70 (18,82)
80,61 + 2,81 (13,06)
19,82 + 2,97 (55,99)
18,25 + 2,64 (54,08)

61,93 + 5,37 (32,47)

5,38 1,70 (114,11)
2,46 + 0,84 (123,68 )
18,00 + 3,26 (65,33 )
26,38 + 3,44 (46,99)
31,19+ 2,69 (31,10)
43,27 + 3,40 (28,37)

25,68 +2,11 (29,78)

<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,0092
0,0089

<0,0001

A analise da morfologia espermatica para o Protocolo 2 demonstrou haver

diferencga significante (p<0,05) para as variaveis cauda enrolada, cabega com peca
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intermediaria sem cauda, granulo no acrossoma, vacuolo no acrossoma, cauda

fortemente dobrada, cauda fortemente enrolada, gota citoplasmatica distal, cauda

dobrada ou enrolada com gota e cabega gigante. Os resultados estdo apresentados

na tabela 13.

Tabela 13 - Caracteristicas espermaticas morfologicas de Callithrix jacchus antes da congelagéo pelo
Protocolo 2 e apds a descongelacao

PROTOCOLO 2

Caracteristica
(%)

Pré congelacéo

Média + EPM (CV)

Pd6s descongelacéao
Média + EPM (CV)

Cabeca subdesenvolvida
Cabeca dupla

Piriforme

Estreitamento de base
Cauda dupla

Cauda enrolada

Cabeca solta

Cabeca + peca
intermediaria

Granulo no acrossoma
Vacuolo no acrossoma
Cauda fortemente dobrada
Cauda fortemente enrolada

Gota citoplasmatica distal

Gota citoplasmatica
proximal

Cauda dobrada ou
enrolada com gota

Cabeca gigante

Cabeca delgada

0,5+ 0,16 (117,67)
0
0,18 + 0,10 (208,58)
0
0,11 £ 0,06 (198,71)
2,93 + 0,79 (100,42)
10,46 + 2,00 (71,47)
0
0,54 + 0,24 (169,60)
2,96 + 0,56 (70,16)
9,75 + 1,26 (48,47)
8,07 + 1,87 (86,89)
1,39 + 0,58 (156,27)
0,18 + 0,11 (235,73)
0,32 + 0,15 (179,00)
0,43 + 0,15 (128,27)

0,25 + 0,13 (188,11)

0,31+0,16 (193,85)
0,04 + 0,04 (360,55 )
0,11+ 0,08 (259,63 )
0
0
26,11 + 4,01 (55,35)
15,50 % 2,24 (52,15 )
0,31+0,16 (193,85)
0,04 + 0,04 (360,55 )
1,00 + 0,25 (88,97)
14,81 £ 2,16 (52,59)
15,58 + 2,07 (47,88 )
0,04 + 0,04 (360,55)
0,19 + 0,11 (199,67)
0
0,11 + 0,08 (259,63 )

0,31+0,17 (204,89 )

0,1603
0,1721
0,3482
0,5
0,0512
0,0002
0,0691
0,0399
0,0417
0,0054
0,0399
0,0131
0,0110
0,4605
0,0279
0,0393

0,4627

Para o Protocolo 3, os resultados obtidos para as variaveis motilidade,

motilidade

progressiva,

integridade da

membrana

plasmatica,

integridade
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acrossomal, percentual de espermatozéides com defeitos maiores e menores e
percentual de espermatozéides normais demonstraram haver diferenga significante
(p<0,05) antes da congelagdo e apds a descongelagdo no sémen congelado. Os

resultados podem ser verificados no grafico 9 e na tabela 14.
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Grafico 9 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus congelados pelo Protocolo
3 antes da congelagao e apds a descongelagao

Tabela 14 - Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus antes da congelagéo pelo Protocolo 3 e
apos a descongelagao

PROTOCOLO 3

Caracteristica Pré congelacéo
(%) Média = EPM (CV)

Pds descongelacao
Média + EPM (CV)

Motilidade 63,93 + 7,21 (42,19) 0 <0,0001
Motilidade progressiva 56,07 + 7,13 (47,60) 0 <0,0001
Membrana plasmatica 73,54 + 3,70 (18,82) 2,50 + 2,15 (297,63) <0,0001
integra

Acrossomo integro 80,61 + 2,81 (13,06) 16,58 + 2,73 (57,13) <0,0001
Defeitos maiores 19,82 + 2,97 (55,99) 29,29 + 3,19 (37,77 ) 0,0399
Defeitos menores 18,25 + 2,64 (54,08) 40,58 + 4,06 (34,66 ) 0,0337
Espermatozdéides normais 61,93 + 5,37 (32,47) 30,17 + 2,90 (33,30) <0,0001
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A analise das patologias especificas para o Protocolo 3 demonstrou haver
diferenca significante (p<0,05) para as variaveis cauda enrolada, vacuolo no
acrossoma, cauda fortemente dobrada, gota citoplasmatica distal, cauda dobrada ou
enrolada com gota e cabega gigante. Os resultados estdo apresentados na tabela

15.

Tabela 15 - Caracteristicas espermaticas morfologicas de Callithrix jacchus antes da congelagéo pelo
Protocolo 3 e apds a descongelacao

PROTOCOLO 3

Pd6s descongelacéao

Caracteristica Pré congelagcéo
Média + EPM (CV) P

(%) Média + EPM (CV)

Cabeca subdesenvolvida 0,5+0,16 (117,67) 0,21 + 0,10 (160,45) 0,1190
Cabeca dupla 0 0,08 + 0,08 (346,41) 0,1627
Piriforme 0,18 £ 0,10 (208,58) 0 0,0586
Estreitamento de base 0 0 0,5000
Cauda dupla 0,11 £ 0,06 (198,71) 0,08 + 0,08 (346,41 ) 0,2336
Cauda enrolada 2,93 +0,79 (100,42) 23,92 +4,22 (61,11) 0,0002
Cabega solta 10,46 £ 2,00 (71,47) 15,58 + 2,65 (58,91) 0,0965
o : :
Granulo no acrossoma 0,54 + 0,24 (169,60) 0,17 £ 0,17 (346,41) 0,0779
Vacuolo no acrossoma 2,96 + 0,56 (70,16) 0,87 £ 0,34 (133,73) 0,0035
Cauda fortemente dobrada 9,75 + 1,26 (48,47) 17,37 £ 1,46 (29,12) 0,0019
Cauda fortemente enrolada 8,07 + 1,87 (86,89) 11,50 + 2,18 (65,55) 0,1238
Gota citoplasmatica distal 1,39 + 0,58 (156,27) 0 0,0057
Sr‘(’)txai cftoplasmatica 0,18 + 0,11 (235,73) 0 0,0586
gr?r%?:d‘?fging o 0,32 + 0,15 (179,00) 0 0,0328
Cabeca gigante 0,43 £ 0,15 (128,27) 0 0,0056
Cabegca delgada 0,25+ 0,13 (188,11) 0,08 + 0,08 (346,41 ) 0,1213

A avaliacdo do efeito da congelacdo na média de todos os protocolos

demonstrou que houve diferenga significante (p<0,05) antes da congelagao e apds a
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descongelacdo do sémen para as variaveis motilidade, motilidade progressiva,
integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal, percentual de
espermatozoéides com defeitos maiores e menores e percentual de espermatozoéides

normais. Os resultados podem ser verificados no grafico 10 e na tabela 16.
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Gréfico 10 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus antes da
congelacdo e apos a descongelagcdo com a média dos
protocolos 1,2e 3

Tabela 16 - Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus antes da congelagdo e das médias dos
protocolos 1, 2 e 3 apds a descongelagao

MEDIA DOS PROTOCOLOS

Caracteristica Pré congelacéo Pb6s descongelacéo
(%) Média + EPM (CV) Média + EPM (CV) P
Motilidade 63,93 +£ 7,21 (42,19) 0 <0,0001
Motilidade progressiva 56,07 + 7,13 (47,60) 0 <0,0001

Membrana plasmatica 74 54 4 370 (18,82) 2,50 + 2,15 (297,63) <0,0001

integra

Acrossomo integro 80,61 + 2,81 (13,06) 16,58 + 2,73 (57,13 ) <0,0001
Defeitos maiores 19,82 + 2,97 (55,99) 29,29 + 3,19 (37,77 ) 0,0399
Defeitos menores 18,25 + 2,64 (54,08) 40,58 + 4,06 (34,66 ) 0,0337

Espermatozoides

normais 61,93 £ 5,37 (32,47) 30,17 +£2,90 (33,30) <0,0001




Gréfico 10 corrigido:

% Espermatozéides

Gréfico 10 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus antes da
congelacdo e apds a descongelagdo com a média dos
protocolos 1,2 e 3

Tabela 16 corrigida:

Tabela 16 - Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus antes da congelagdo e das médias dos
protocolos 1, 2 e 3 apés a descongelaco

%
MEDIA DOS PROTOCOLOS
Caracteristica Pré congelacao Po6s descongelacio p

(%) Média + EPM (CV) Média + EPM (CV)

Motilidade 63,93 £7,21 (42,19) 4,37 £ 1,04 (147,24) <0,0001
Motilidade progressiva 56,07 + 7,13 (47,60) 2,29+ 0,62 (168,37) <0,0001
Membrana plasmatica 7354+370(18,82)  1549+219 (87,01) <0,0001
integra

Acrossomo integro 80,61 + 2,81 (13,06) 25,68 + 2,28 (54,87 ) <0,0001
Defeitos maiores 19,82 + 2,97 (55,99) 31,08 +£1,90 (37,62) <0,0001
Defeitos menores 18,25 + 2,64 (54,08) 37,58 £2,42 (39,68) <0,0001
Espermatozdides

normais 61,93 +537 (32,47) 31,38 £ 2,30 (45,15) <0,0001
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A anadlise da morfologia espermatica para o efeito da congelacdo demonstrou
haver diferenga significante (p<0,05) para as variaveis cauda enrolada, vacuolo no
acrossoma, cauda fortemente dobrada, gota citoplasmatica distal, cauda dobrada ou
enrolada com gota e cabega gigante. Os resultados estdo apresentados na tabela

17.

Tabela 17 - Caracteristicas espermaticas morfolégicas de Callithrix jacchus antes da congelagdo e

das médias dos protocolos 1, 2 e 3 apds a descongelagéo

Caracteristica

MEDIA DOS PROTOCOLOS

Pré congelacéo

Pd6s descongelacéo

(%) Média + EPM (CV) Média + EPM (CV) P
Cabeca subdesenvolvida 0,5+0,16 (117,67) 0,21 +£0,10 (160,45) 0,1190
Cabeca dupla 0 0,08 + 0,08 (346,41) 0,1627
Piriforme 0,18 £ 0,10 (208,58) 0 0,0586
Cauda dupla 0,11+ 0,06 (198,71) 0,08 + 0,08 (346,41 ) 0,2336
Cauda enrolada 2,93+ 0,79 (100,42) 23,92 +4,22 (61,11) 0,0002
Cabega solta 10,46 + 2,00 (71,47) 15,58 + 2,65 (58,91) 0,0965
Catecs 1 per? : :
Granulo no acrossoma 0,54 £ 0,24 (169,60) 0,17 £ 0,17 (346,41) 0,0779
Vacuolo no acrossoma 2,96 + 0,56 (70,16) 0,87 + 0,34 (133,73) 0,0035
Cauda fortemente dobrada 9,75 + 1,26 (48,47) 17,37 £1,46 (29,12) 0,0019
Cauda fortemente enrolada 8,07 + 1,87 (86,89) 11,50 + 2,18 (65,55 ) 0,1238
Gota citoplasmatica distal 1,39 + 0,58 (156,27) 0 0,0057
Sr‘;ﬁrﬁz‘l’p'asmética 0,18 + 0,11 (235.73) 0 0,0586
gr?rl:)clj: d‘;°§’c:f‘nd30‘;: 0,32 + 0,15 (179,00) 0 0,0328
Cabeca gigante 0,43 £ 0,15 (128,27) 0 0,0056
Cabeca delgada 0,25+0,13 (188,11) 0,08 + 0,08 (346,41 ) 0,1213




Tabela 17 corrigidar:

Caracteristica

Pré congelagdo
Média + EPM (CV)

Pos descongelagio

Média + EPM (CV)

Tabela 17 - Caracteristicas espermaticas morfolégicas de Callithrix Jjacchus antes da congelacdo e
das medias dos protocolos 1, 2 e 3 apds a descongelagéo

s
MEDIA DOS PROTOCOLOS

(%)
Cabeca

subdesenvolvida
Cabeca dupla
Piriforme

Cauda dupla
Cauda enrolada

Cabeca solta

Cabeca + peca
intermediaria
‘Granulo no acrossoma

.
Vacuolo no acrossoma

Cauda fortemente
dobrada

Cauda fortemente
enrolada

Gota citoplasmatica
distal

‘Gota citoplasmatica
proximal

Cauda dobrada ou
enrolada com gota

Cabeca gigante
Cabeca delgada

0,5+ 0,16 (117,67)
0
0,18 + 0,10 (208,58)
0,11 + 0,06 (198,71)
2,93 + 0,79 (100,42)
10,46 + 2,00 (71,47)
0
0,54 + 0,24 (169,60)
2,96 + 0,56 (70,16)
9,75 + 1,26 (48,47)
8,07 + 1,87 (86,89)
1,39 + 0,58 (156,27)
0,18 + 0,11 (235,73)
0,32 + 0,15 (179,00)
0,43 + 0,15 (128,27)
0,25+ 0,13 (188,11)

0,32 + 0,08 (162,23)
0,04 + 0,03 (454,47)
0,04 + 0,03 (454,47)
0,03 + 0,03 (616,44)
21,58 + 2,22 (63,43)
14,63 + 1,48 (62,22)
0,10 + 0,06 (351,97)
0,07 + 0,05 (505,09)
0,91+ 0,16 (111,52)
16,58 + 1,19 (44,09)
13,93 + 1,40 (61,76)
0,04 + 0,02 (346,15)
0,09 + 0,05 (305,40)
0
0,09 + 0,04 (278,10)
0,21 + 0,08 (225,19)

0,0612
0,0716
0,0197
0,0085
<0,0001
0,0293
0,0355
0,0008
<0,0001
<0,0001
0,0009
<0,0001
0,1069

0,0003
0,0004
0,1997

%
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A avaliacdo do efeito do protocolo na congelacdo demonstrou haver
diferengas significantes (p<0,05) entre os protocolos apdés a descongelagdo do
sémen. Os valores da média, erro padrdo da média e coeficiente de variacdo de
cada protocolo para as variaveis motilidade, motilidade progressiva, integridade da
membrana plasmatica, integridade acrossomal, percentual de espermatozdides com
defeitos maiores e menores e percentual de espermatozodides normais, e as

diferengas encontradas podem ser verificados no grafico 11 e na tabela 18.

EFEITO DO PROTOCOLO NA CONGELACAO

B Protocolo 1
O Protocolo 2

@ Protocolo 3

% Espermatozoides
N
(@) ]
|

Grafico 11 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus apdés a descongelagdo de sémen
congelado pelos protocolos 1,2 e 3



Gréafico 11 corrigido:

EFEITO DO PROTOCOLO NA CONGELACAO

% Espermatozéides

Grafico 11 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus apos a descongelacio de sémen
congelado pelos protocolos 1, 2 e 3
Letras minusculas diferentes indicam diferencas estatisticas significantes
(p<0,05) entre os protocolos em cada variavel




Tabela 18 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus apo6s a descongelagdo de sémen

congelado pelos protocolos 1,2 e 3

PROTOCOLO
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Caracteristica

1

2

3

(%) Média + EPM (CV) Média + EPM (CV) Média + EPM (CV)

. 7,38 +2,14 5,38+ 1,70 b
Motilidade (104,68) 2 (114,11) 2 0
Motilidade 4,23 +1,45 2,46 + 0,84 b
progressiva (123,25) @ (123,68)
Membrana 2496 + 2,75 18,00 + 3,26 2,50+ 2,15
plasmatica integra (39,66) @ (65,33) @ (297,63)°

, 33,38 +4,19 26,38 + 3,44 16,58 + 2,73

Acrossomo integro (45,30) ° (46,99) (57,13)

. , 32,61+ 4,01 31,19+ 2,69 29,29 + 3,19
Defeitos maiores (44.36) (31.10) (37,77)

. 29,11+ 4,22 43,27 + 3,40 40,58 + 4,06
Defeitos menores (52,30) b (28,37) (34,66) 2
Espermatozoides 38,31+ 5,40 25,58 + 2,11 30,17 £ 2,90
normais (50,78) 2 (29,78)° (33,30)

% | etras minusculas diferentes indicam diferencas estatisticas significantes (p<0,05) na mesma linha.

A andlise da morfologia espermatica para o efeito do protocolo utilizado na
congelagdo demonstrou haver diferenca significante (p<0,05) entre os protocolos
para as variaveis cauda enrolada e cabega com peca intermediaria sem cauda. Os

resultados estao apresentados na tabela 19.
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Tabela 19 - Caracteristicas espermaticas morfolégicas de Callithrix jacchus apds a descongelacao de
sémen congelado pelos protocolos 1,2 e 3

Caracteristica
(%)

1
Média + EPM (CV)

PROTOCOLO

2
Média + EPM (CV)

3
Média + EPM (CV)

Cabeca subdesenvolvida
Cabeca dupla

Piriforme

Cauda dupla

Cauda enrolada

Cabeca solta

Cabeca + peca
intermediaria

Granulo no acrossoma
Vacuolo no acrossoma
Cauda fortemente dobrada
Cauda fortemente enrolada

Gota citoplasmatica distal

Gota citoplasmatica
proximal

Cauda dobrada ou
enrolada com gota

Cabeca gigante

Cabeca delgada

0,42 + 0,16 (135,15)
0
0
0
14,88 + 2,72 (66,01)"
12,88 + 2,88 (80,64)
Ob
0
0,85 + 0,29 (123,91)
17,61 2,41 (49,31)
14,54 + 2,93 (72,61)
0,08 + 0,05 (244,10)
0,08 + 0,09 (360,55)
0
0,15 + 0,09 (204,89)

0,23 £ 0,12 (190,03)

0,31+0,16 (193,85)
0,04 + 0,04 (360,55)
0,11 + 0,08 (259,63)
0
26,11 + 4,01 (55,35)°
15,50 + 2,24 (52,15)
0,31+0,16 (193,85)2
0,04 + 0,04 (360,55)
1,00 £ 0,25 (88,97)
14,81 + 2,16 (52,59)
15,58 + 2,07 (47,88)
0,04 + 0,04 (360,55)
0,19 + 0,11 (199,67)
0
0,11 + 0,08 (259,63)

0,31 + 0,17 (204,89)

0,21+ 0,10 (160,45)
0,08 + 0,08 (346,41)
0
0,08 + 0,08 (346,41)
23,92 £ 4,22 (61,11)®
15,58 + 2,65 (58,91)
Ob
0,17 £ 0,17 (346,41)
0,87 + 0,34 (133,73)
17,37 + 1,46 (29,12)
11,50 + 2,18 (65,55)
0
0
0
0

0,08 + 0,08 (346,41)

Os valores da média, erro padrdao da média e coeficiente de variacdo de cada

protocolo em cada tempo pds-descongelagdo para a variavel motilidade e as

diferencas encontradas entre os protocolos podem ser verificados na tabela 20.
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Tabela 20 — Percentual de espermatozéides méveis no sémen de Callithrix jacchus congelado pelos
protocolos 1, 2 e 3, nos tempos 1, 2, 3 e 4 horas ap6s a descongelagao

PROTOCOLO
Caracteristica Tempo apoés 1 2 3
(%) descongelacdo Média+EPM (CV) Média + EPM (CV) Média + EPM (CV)

7,69+ 2,44 6,77 + 2,57 b

1 hora (114,61) A (137,02) 0
400+ 1,28 3,61+ 1,61 b

N 2 horas (115.47) AAB (161,10) aAB 0

Motilidade

2,31+ 0,88 1,77 + 0,81 b

3 horas (137.47) % (165,04) 8 0
1,92+ 0,86 1,08 £ 0,51 b

4 horas (160.92) (171,48) 8 0

Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticas significantes (p<0,05) na mesma linha.
® Letras maiusculas diferentes indicam diferencas estatisticas significantes (p<0,05) na mesma

coluna.

Os valores da média, erro padrdo da média e coeficiente de variacdo de cada

protocolo em cada tempo pos-descongelagéo para a variavel motilidade progressiva

e as diferengas encontradas entre os protocolos podem ser verificados na tabela 21.

Tabela 21 - Percentual de espermatozéides com motilidade progressiva no sémen de Callithrix
jacchus congelado pelos protocolos 1, 2 e 3, nos tempos 1, 2, 3 e 4 horas apés a

descongelagao

PROTOCOLO
Caracteristica Tempo apoés 1 2 3
(%) descongelacdo Média+EPM (CV) Média+EPM (CV) Média+EPM (CV)

5,38 + 1,96 454+ 1,73 b

1 hora (131,22) (137,49) 0

2,46 + 0,94 2,54+ 1,25

Motilidade ahoras (13739 (177.36) " °
progressiva 1,38 £ 0,52 1,15+ 0,52 b

3 horas (136.84) *° (161,54) 8 0
1,08 + 0,54 0,61+ 0,29 b

4 horas (179.66) *® (169,63) ° 0

% | etras mintsculas diferentes indicam diferencas estatisticas significantes (p<0,05) na mesma linha.
B Letras maitsculas diferentes indicam diferencas estatisticas significantes (p<0,05) na mesma

coluna.
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Os valores da média, erro padrao da média e coeficiente de variacdo de cada
protocolo em cada tempo pds-descongelagdo para a variavel integridade da
membrana plasmatica e as diferencas encontradas entre os protocolos podem ser

verificados na tabela 22.

Tabela 22 - Percentual de espermatozéides com membrana plasmatica integra no sémen de Callithrix
jacchus congelado pelos protocolos 1, 2 e 3, nos tempos 1, 2, 3 e 4 horas apos a
descongelacao

PROTOCOLO
Caracteristica Tempo apoés 1 2 3
(%) descongelacdo Média+EPM (CV) Média+EPM (CV) Média+EPM (CV)
1 hora 12,85+ 2,41 9,23+ 2,48 0,15+ 0,15
(67,55) (97,01) (360,55) °
9,00 + 2,02 5,08 + 1,94 b
Membrana 2 horas (81,02) *® (137,52) 8 0
lasmaética
P inteara 3 horas 546+ 1,45 2,92+ 1,18 b
g (95,91) *® (146,13) 2B
3,61+ 1,66 2,46+ 1,02 b
4 horas (165.39) *® (149 83) 0

% | etras mintsculas diferentes indicam diferencas estatisticas significantes (p<0,05) na mesma linha.
AB Letras maiusculas diferentes indicam diferencas estatisticas significantes (p<0,05) na mesma
coluna.

A avaliagéo do efeito do tempo apds a descongelagdo na média de todos os
protocolos demonstrou que houve diferenga significante (p<0,05) entre os tempos
para as variaveis motilidade, motilidade progressiva e integridade da membrana
plasmatica. Os valores da média, erro padrao da média e coeficiente de variacdo de
cada tempo pos-descongelagdo para as variaveis citadas acima e as diferengas

encontradas entre os tempos podem ser verificados na tabela 23.
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Tabela 23 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus das médias dos protocolos 1, 2 e 3 nos
tempos 1, 2, 3 e 4 horas apds a descongelacéo

TEMPO APOS A DESCONGELACAO

Caracteristicas 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas
(%) Média + EPM (CV) Média+ EPM (CV) Média+EPM (CV) Média+ EPM (CV)
. 482+ 1,28 2,54+ 0,73 1,36 + 0,42 1,00 + 0,35
Motilidade (114,61) 2 (114,61) ° (137,02)" (137,02)"
Motilidade 3,31+ 0,93 1,67 + 0,54 0,85+ 0,26 0,56 + 0,21
progressiva (115,47)2 (115,47)° (161,10)° (161,10)°
N:Zgg;?{(‘% 741+ 1,41 4,69+ 1,09 2,79+ 0,71 2,03+ 0,68
f’megra (160,92)® (160,92)*° (171,48)° (171,48)°

% | etras minusculas diferentes indicam diferencas estatisticas significantes (p<0,05) na mesma linha.

A avaliacdo do efeito do protocolo na média de todos os tempos apds a
descongelacdo demonstrou que houve diferenga significante (p<0,05) entre os
protocolos para as variaveis motilidade, motilidade progressiva e integridade da
membrana plasmatica. Os valores da média, erro padrao da média e coeficiente de
variagdo de cada protocolo para as variaveis citadas acima e as diferengas

encontradas entre os protocolos podem ser verificados na tabela 24.

Tabela 24 — Caracteristicas seminais de Callithrix jacchus dos protocolos 1, 2 e 3 nas médias dos
tempos 1, 2, 3 e 4 horas apds a descongelacéo

PROTOCOLO
Caracteristicas 1 2 3
(%) Média + EPM (CV) Média + EPM (CV) Média + EPM (CV)

o 3,98 £ 0,80 3,31+ 0,83 b
Motilidade (114,82) ® (181,35) ° 0
Motilidade 2,58 + 0,61 2,21+ 0,58 0P
progressiva (169,65)° (188,33)°
Membrana 7,73+ 1,05 4,92+ 0,93 0,04 + 0,04
plasmatica integra (98,35)° (136,46) " (721,11)°

¢ | etras minGsculas diferentes indicam diferencas estatisticas significantes (p<0,05) na mesma
linha.
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5.7 Experimento 7: Avaliacdo da atividade citoquimica mitocondrial apos a

descongelacao

Nas figuras 21a (Classe 1), 21b (Classe 2), 21c (Classe 3) e 21d (Classe 4)
podem ser verificados espermatozéides corados pelo DAB.

Nao foi observada diferenga entre os tempos no efeito do protocolo na
atividade citoquimica mitocondrial nos dois tempos avaliados. A avaliacdo do efeito
do tempo em cada protocolo demonstrou haver diferenca significante (p<0,05)
apenas na Classe lll entre o Protocolo 3 e os protocolos 1 e 2. Os valores da média,
erro padrao da média e coeficiente de variagdo para cada categoria e cada protocolo

nos dois tempos avaliados estdo demonstrados na tabela 25.

Figura 21 — Fotomicrografia de espermatozéides de Callithrix jacchus corados por DAB. (a)
Classe |, (b) Classe I, (c) Classe lll e (d) Classe IV, em microscopia de luz com
campo claro, objetiva 100x sob imersao em éleo
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Tabela 25 — Percentual de espermatozéides de Callithrix jacchus congelados pelos protocolos 1, 2 e
3, nas classes |, Il, lll e IV da avaliagdo da atividade citoquimica mitocondrial 1 e 2 horas

apos a descongelagao

TEMPO APOS DESCONGELACAO

1 hora

2 horas

Categoria Protocolo =" —ou V) Média + EPM (CV) P
Classe | 2 20’(7517%1 43)’57 29’?615?;365)784 03230
3 i P82 0,3864
1 o  Goea) 00324
Classe ll 2 51’(5278%914)’50 49,(34161?;316),22 0,7766
C ST mae o
Classe llI 2 17’?847,121;)’49 8’?352%)44 01175
3 13’(74582:«.*1)’92 8’?30%9;,)76 0:0295
1 13’(7876%621)’22 9733562’)09 0,4097
Classe IV 2 10’?8%1%1 12),71 6,(221%8:3’)30 1549
3 8,?2 :;:21 ,)63 6,3;2 oi,sl'; 1 0,2012

A avaliacao do efeito do tempo na média dos protocolos demonstrou haver

diferenca significante (p<0,05) apenas na Classe IV. Os valores da média, erro

padrdo da média e coeficiente de variagado para cada categoria e cada tempo estéo

demonstrados na tabela 26.



133

Tabela 26 - Percentual de espermatozéides de Callithrix jacchus das médias dos
protocolos 1, 2 e 3, nas classes |, Il, lll e IV da avaliagdo da atividade
citoquimica mitocondrial 1 e 2 horas apds a descongelagao

TEMPO APOS DESCONGELACAO

1 hora 2 horas

Categoria \\cia+ EPM (CV) Média + EPM (CV) P
Classe | 18’(1599?5'95 25’?679j—’6 43)’ 7 0,1187
Classe I 55’(7244,4—502)'40 52'535‘&33)’25 0,4334
Classe lll 14’(7880292)’15 11&]352?’)08 0,1044
Classe IV 10’?810i11)'56 7'32515’)01 0,0443

Foram encontradas as seguintes correlagbes com os respectivos valores para
rep.

A categoria Classe IV da atividade citoquimica mitocondrial apresentou
correlagao positiva com a variavel integridade da membrana plasmatica nos tempos
1 (r=0,3176, p=0,0119) e 2 (r=0,26097, p=0,0405). A Classe | apresentou correlagéao
negativa com as classes Il e lll em ambos os tempos, quais sejam: no tempo 1, le ll
(r=-0,4241, p=0,0006) e | e Il (r=-0,4093, p=0,0010); € no tempo 2, | e Il (r=-0,3851,

p=0,0020) e I e Il (r=-0,3633, p=0,0037).
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5.8 Experimento 8: Avaliacdo da taxa da fragmentacdo de DNA do

espermatozéide apés a descongelacao

Na figura 22 podem ser verificados espermatozdides corados pelo Ensaio

Cometa alcalino.

Figura 22 — Fotomicrografia do Ensaio Cometa alcalino em espermatozoéides de
Callithrix jacchus criopreseervados com (1) Classe | e (2) Classe I,
em microscopia com moédulo de epifluorescéncia, filiro de excitagao
490nm e barreira 590 nm, objetiva 40x

A avaliagao do efeito do protocolo de congelagao na fragmentagado de DNA do
espermatozoide demonstrou haver diferenga significante (p<0,05) entre os
protocolos nas classes |, Il e IV. Os valores da média, erro padrao da média e
coeficiente de variagdo para cada categoria e cada protocolo estdo demonstrados no

grafico 12 e na tabela 27.
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TAXA DE FRAGMENTACAO DE DNA

100% -
90% |
80% |
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70%- ) 61,66
3 75,90
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)
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£
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i 31,14
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10% 8,25 6,80
N = > |
o
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O Cometa Classe |
O Cometa Classe I
O Cometa Classe Il
O Cometa Classe IV

Grafico 12 — Percentual de espermatozoides de Callithrix jacchus nas classes | (sem fragmentagao
de DNA), Il (pouca fragmentacao), Il (fragmentacdo moderada) e IV (DNA

altamente fragmentado) em Ensaio Cometa alcalino

Tabela 27 — Percentual de espermatozdides de Callithrix jacchus congelados pelos
protocolos 1, 2 e 3 nas classes |, Il, lll e IV da taxa de fragmentagdo de DNA

apos a descongelagao

PROTOCOLO
Categoria Média + éF’M (CV) MédiaiEPM (CV) Médiai:épm (CV)
Classe | 53(,:(31’;;8;3698 61(,16;3’ £ )4534 75,2990, : )?;,16
Classe Il 31(411 335)55177 28&22;333587 15(,2(7);8)1683
Classe Ill 10,;‘531 f822)704 8,2(g1i,4§,)07 6,?331’6421,)24
Classe IV Yo7t *5000)" “an o8

% | etras diferentes indicam diferencas estatisticas significantes (p<0,05) na mesma linha.
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Foram encontradas correlagbes negativas para a Classe | com a Classe Il (r=-
0,8758, p<0,0001), Classe lll (r=-0,7377, p=0,0017) e integridade da membrana
plasmatica (r=-0,5962, p=0,0190).

A Classe Il apresentou correlagdo positiva com a variavel motilidade
(r=0,6694, p=0,0063), motilidade progressiva (r=0,6394, p=0,0103) e integridade da
membrana plasmatica (r=0,5563, p=0,0313). Para a Classe Ill foi encontrada
correlagdo positiva com a integridade da membrana plasmatica (r=0,5314,
p=0,0415).

A Classe IV apresentou apenas correlagdo positiva com a integridade da

membrana plasmatica (r=0,5494, p=0,0339).
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6 DISCUSSAO

Este estudo compreendeu 8 experimentos que juntos geraram uma grande
quantidade de resultados. Por este motivo, esta discussdo estd organizada na
mesma ordem que os resultados foram apresentados, exceto quando o havia algum
assunto relacionado em diferentes experimentos.

A avaliagdo espermatica é fundamental para avaliagdo da qualidade
espermatica e consequentemente do potencial para o sucesso na fertilizacdo natural
ou artificial.

Diversos fatores relacionados ao meio podem ter efeito positivo ou negativo
nas principais caracteristicas seminais como motilidade, motilidade progressiva,
integridade da membrana plasmatica e integridade acrossomal.

A avaliacdo do uso de 3 diferentes técnicas para coloragcdo e avaliagao da
integridade acrossomal demonstrou que a técnica de coloragao dupla Trypan-blue
Giemsa nao possibilitou avaliagdo confiavel da integridade acrossomal em
espermatozoides de Callithrix jacchus, corroborando com os resultados encontrados
para espermatozéides humanos e eqiinos (CROSS; MEIZEL, 1989; KOVACS;
FOOTE, 1992) e em contradicdo com o que ocorre com outras espécies animais
como coelhos, touros e suinos (DIDION et al., 1989; KOVACS; FOOTE, 1992).

Uma possivel causa ja sugerida por Kovacs e Foote (1992), é relativa ao
pequeno tamanho da cabega do espermatozéide, como ocorre em humanos,
equinos e no camundongo. Em espermatozoides com a cabeg¢a menor, a regido pos
acrossomal é corada pelo Giemsa da mesma maneira que a regido acrossomal e

nao ha diferenciagao das duas regides.
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A coloragao simples para acrossoma descrita por Pope, Zhang e Dresser
(1991) recomenda a incubagdo do sémen com a solugdo corante a 37°C, porém,
conforme os resultados obtidos neste estudo, este procedimento pode ser realizado
a 25°C, o que possibilitou a realizagao da técnica em condigdes menos controladas
como trabalhos a campo. Este fator € importante, pois poderia haver alteragao na
resposta causada pelo stress relacionado a alteracao da temperatura em estudos
com animais in situ.

Para Callithrix jacchus, a coloragdo por FITC-PSA corroborou com os
resultados encontrados para outras espécies, inclusive Callithrix jacchus (CROSS et
al., 1986; CROSS et al.,, 1989; CROSS; MEIZEL, 1989; ROTH et al., 1998;
PUDRITZ, 2000), pois apresentou espermatozoides com acrossomo integro bem
definidos e com fluorescéncia verde intensa, o que possibilitou uma excelente
avaliacdo da integridade acrossomal. Por esta técnica ter sido utilizada
rotineiramente no Centro de Primatas da Alemanha — DPZ, ela foi escolhida para
comparagao com a técnica de coloragao simples para acrossoma.

Coloragbes simples e que nao exijam equipamentos sofisticados ou
condicbes especiais para sua realizagdo sao imprescindiveis para a avaliagao
espermatica em condigdes adversas como em trabalhos a campo (MACPHERSON,
2001), porém, a técnica de coloragao fluorescente com FITC-PSA utilizada
demonstrou ser extremamente sensivel e, por exigir condigdes especiais para sua
realizacao fica impossivel o trabalho com primatas neotropicais em condicdes in situ.

A coloracdo simples para acrossomo demonstrou ser uma técnica confiavel
que diferenciou claramente espermatozéides com acrossomo integro de
espermatozoides com acrossomo nao integro ou danificado, em concordancia com

os resultados obtidos por Pope, Zhang e Dresser (1991).
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Esta técnica, por nao exigir equipamentos sofisticados ou condicdes
especiais, apresentou as vantagens descritas por Macpherson (2001) para avaliagéao
espermatica a campo e a modificagao realizada neste estudo com a montagem com
meio para montagem Eukit® e laminula propiciou 0 armazenamento por um periodo
maior quando seguida a recomendacao de Pope, Zhang e Dresser (1991), de
armazenamento em local com pouca luminosidade.

A consisténcia dos resultados encontrados nas amostras coradas pela
coloragcao simples para acrossomo e pela técnica com FITC-PSA somados a
correlacdo encontrada entre as duas coloragcdes possibilitou a validagao da técnica
de coloracio simples para acrossomo.

Conforme foi relatado por Pudritz (2000), o protocolo do tratamento para
capacitacao espermatica e inducao da reacao acrossdmica utilizado neste estudo foi
eficiente para a espécie Callithrix jacchus e resultou em alto percentual de
espermatozoides com acrossomo nao integro. Estes resultados vém de encontro
aqueles obtidos na validacao.

Os resultados negativos obtidos na utilizagdo da coloragdo simples para
acrossomo de espermatozéides descongelados impossibilitaram a avaliagdo da
integridade acrossomal nestas condi¢des. Um fator que deve ser considerado € a
presenca do glicerol nestas condi¢des, pois, segundo Wilton et al. (1991), e
conforme foi observado no Centro de Primatas da Alemanha — DPZ, o sémen de
Callithirx jacchus é extremamente sensivel a centrifugagéo, o que impediu a retirada
do diluidor e crioprotetor apds a descongelagdao. Uma possivel causa para este
resultado seria o conjunto de alteragbes que ocorrem na membrana durante o
processo de congelagdo e descongelagdo que acarretariam alteragbes na

permeabilidade da membrana a solugdo corante que culminaria por corar toda a
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cabeca do mesmo. Como o glicerol € um crioprotetor que penetra na célula, a sua
adicao antes da congelagao e retirada apds a descongelagao exige que a membrana
esteja integra para permitir as trocas com o meio diluidor (GAO et al., 1995).

A validagdo da técnica de coloracdo pela Eosina-nigrosina demonstrou a
eficacia da técnica para a espécie Callithrix jacchus e a montagem com meio de
montagem Eukitt® e laminula possibilitou a visualizagao das células coradas e nao
coradas posteriormente, em contraste com a aplicagdo rotineira da técnica que
determina a analise imediata do preparado, pois pode ocorrer a entrada do corante
na célula em fungdo da umidade do ambiente (BJORNDAHL; SODERLUND; KVIST,
2003).

Embora a coloracdo pela Eosina Y para avaliagdo da integridade da
membrana plasmatica seja utilizada em primatas ndo humanos como Callithrix
jacchus e Alouatta caraya (KUEDERLING et al., 2000; VALLE et al.,, 2004) e
humanos (WHO, 1999), a coloragao pela Eosina-nigrosina é largamente utilizada em
diversas espécies animais e no homem (WHO, 1999; GRAHAM, 2001;
BJORNDAHL; SODERLUND; KVIST, 2003). O contraste ocasionado pela nigrosina,
gue evidencia as células com membrana plasmatica integra (ndo coradas), facilitou a
analise e aumentou sua confiabilidade.

Como a avaliacdo do sémen diluido no meio TALP-HEPES, tradicionalmente
utilizado para diluicdo seminal em diversas espécies animais, € no meio TEST-
GEMA clarificado utilizado nos experimentos com congelagdo demonstrou ndo haver
diferenca significante em nenhuma variavel avaliada, foi possivel comparar com
confiabilidade as variaveis obtidas para o sémen diluido nos 2 diluidores.

Esta avaliacido foi necessaria, pois nao é dificil perceber que a motilidade do

espermatozoide é afetada pelo meio onde ele esta e, portanto, a alta viscosidade do
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meio e maior quantidade de moléculas grandes que agem como barreiras possuem
efeitos negativos nesta variavel. Com excegédo da técnica de reprodugao artificial
ICSI (Intra Citoplasmic Sperm Injection), onde o espermatozéide é colocado
diretamente no citoplasma do odcito, a motilidade progressiva é de extrema
importancia e sua avaliagao deve ser realizada da melhor maneira possivel.

O volume médio encontrado para as duas col6nias, 26,05 + 2,88; 48,12 uL
para o CENP e 27,04 + 2,45; 42,56 pL para o DPZ (média + erro padrdo da média;
coeficiente de variagao) corroboram com os valores encontrados nas principais
literaturas consultadas que relatam 30 uL (CUI et al., 1991) para sémen colhido por
eletroejaculacéo, e 31,9 pyL (KUEDERLING et al., 2000) para sémen colhido pela
vibro estimulagcado peniana (PVS) e sao superiores ao encontrado por Schneiders
(2004), 21,8 yL com sémen colhido por PVS, mesma técnica utilizada no presente
estudo.

Embora haja relato de volume médio maior, 40,02 yL em sémen colhido por
eletroejaculacéo (CUI, 1996), os valores encontrados neste estudo refletem melhor
os achados para a espécie, uma vez que a técnica de colheita de sémen em
Callithrix jacchus por eletroejaculagao apresenta resposta com alta variagéo inter e
intra individuos (CUI et al., 1991).

Os valores de concentracado espermatica para os animais do CENP, 1096,99
+ 252,37 (100,28) x 10° espermatozéides / mL e do DPZ 1032,88 + 205,56 (93,35) x
10° espermatozoides / mL (média + erro padrao da média (coeficiente de variagao))
corroboram com o valor encontrado por Kuederling et al. (2000), 1154,2 x 10°
espermatozoides / mL, e superam Schneiders (2004), que encontrou 655 x 10°
espermatozoéides / mL, quando, para os 3 estudos, a técnica de colheita foi a vibro

estimulagao peniana.
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No entanto, os valores encontrados com colheita por outras técnicas foram
bem inferiores, 5,1 x 10° espermatozéides / mL (CUI et al., 1991) e 27,3 x 10*
espermatozoides/uL (CUI, 1996) por eletroejaculagdo e 6,07 x 10° / 100 pL por
lavagem vaginal apés a copula (KUEDERLING; MORREL; NAYUDU, 1996).

A motilidade espermatica encontrada nas duas colbnias, 83,68 + 2,19
(11,41)% para o CENP e 81,82 + 3,20 (18,34) % para o DPZ foram superiores a
motilidade encontrada por Kuederling, Morrel e Nayudu (1996), 68,5% com sémen
colhido por lavagem vaginal e a 47,4% com sémen colhido por eletroejaculacéo
(CUI, 1996). Os valores foram superiores até mesmo quando a técnica utilizada foi a
mesma, 59,6% (KUEDERLING et al., 2000) e 56,9% (SCHNEIDERS, 2004). Porém,
ainda com sémen colhido pela mesma técnica, Grupen, Scott e Gilchrist (2004),
encontraram motilidade 85%, valor que corrobora com os apresentados neste
estudo, embora os autores tenham utilizado apenas dois animais..

Uma vez que a motilidade apresentou correlagbes positivas com motilidade
progressiva, integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal e
percentual de espermatozdides normais, € negativa com cabecga solta e defeitos
menores no presente estudo, € possivel inferir que quanto maior a motilidade,
melhor a qualidade seminal, e comparado com os dados da literatura consultada a
vibro estimulacao foi superior as outras técnicas, mesmo que nem todas as variaveis
tenham sido avaliadas nos outros estudos.

O unico estudo encontrado que relata a motilidade progressiva, 48%, foi
realizado com colheita por eletroejaculagao (CUI et al., 1991), valor bem inferior ao
encontrado para as colonias do CENP e do DPZ que ficaram acima dos 75 %.

Como a motilidade progressiva apresentou correlagdo positiva com a

motilidade, integridade da membrana plasmatica, percentual de espermatozdides
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normais, integridade acrossomal e concentragao, e correlagdo negativa com cabeca
solta e defeitos menores, pode-se dizer que esta € uma boa variavel para a
avaliacao da qualidade seminal e deve ser utilizada com maior frequéncia.

O valor médio do percentual de espermatozdoide com membrana plasmatica
integra ou espermatozoides vivos encontrados para os animais do CENP e do DPZ
ficou acima de 84%, valor superior ao encontrado por Kuederling et al. (2000),
74,6%, e por Schneiders, Sonksen e Hodges (2004), 73,6%, e préximo ao
encontrado por Kuederling, Morrel e Nayudu (1996) no sémen colhido por lavagem
vaginal, 84,1%.

A falta de estudos e relatos na literatura cientifica impede comparacdes mais
aprofundadas destas caracteristicas nesta espécie, porém, estes valores indicam
que a técnica de colheita por vibro estimulacdo apresenta melhores resultados que
outras técnicas para a maioria das caracteristicas avaliadas.

Segundo estudos realizados anteriormente, isto ocorre ndo apenas para a
colheita de sémen desta espécie, mas também de Saimiri boliviensis (YEOMAN et
al., 1997b, 1998; SCHNEIDERS; SONKSEN; HODGES, 2004). Isto se deve
provavelmente principalmente a diferente composicao do plasma seminal obtido
pelas diferentes técnicas (YOUNG; SMITHWICK; GOULD, 1995; YEOMAN et al.,
1998).

A analise morfolégica demonstrou que praticamente ndo houve diferenca
significante entre as duas colénias, com diferencgas significantes (p<0,05) apenas
para as variaveis cauda enrolada e cauda fortemente dobrada que foram maiores
nos animais do DPZ, e grénulo no acrossoma, gota citoplasmatica proximal, e
cauda dobrada ou enrolada com gota que foram maiores no CENP.

Embora os baixos valores encontrados para as variaveis que foram maiores
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nos animais do CENP, em torno de 1%, em contraste com aproximadamente 6% e
11% para cauda enrolada e cauda fortemente dobrada nos animais do DPZ
sugerissem uma ligeira superioridade na qualidade seminal da col6onia do CENP,
nao houve diferenga significante no percentual total de espermatozdides normais e
nem nos percentuais de defeitos maiores e de defeitos menores.

O total de espermatozoides com morfologia normal encontrado para as duas
colonias foi superior ao encontrado por Cui et al. (1991) com sémen colhido por
eletroejaculacdo, 49% contra 63,58% e 61,65% para o CENP e o DPZ,
respectivamente, o que demonstrou melhor qualidade seminal obtida pela colheita
por vibro estimulacao.

Foram encontrados poucos estudos na literatura cientifica que relatam as
caracteristicas morfolégicas de espermatozéides de Callithrix jacchus, porém é
relatado que os defeitos de cabega sdo raros em relagao aos defeitos de cauda (CUI
et al., 1991; SCHNEIDERS, 2004), o mesmo foi encontrado neste estudo.

O valor discretamente mais elevado para a variavel cabeca solta nas duas
colénias avaliadas neste estudo pode estar relacionado a técnica utilizada para a
avaliagdo, que utiliza esfregagco seminal para a coloragao e posterior avaliacédo. O
esfregaco pode ocasionar o deslocamento mecanico da cabecga e este fator pode
aumentar a ocorréncia desta alteragao na amostra avaliada.

Porém, varias técnicas que utilizam esfregaco sdo recomendadas para
avaliacao da morfologia espermatica como Papanicolau (WHO, 1999) e as técnicas
utilizadas no presente estudo, que foram realizadas com os kits comerciais
Spermac® e SpermOscan® recomendados pelos fabricantes para sémen humano e
utilizados rotineiramente para humanos e outras espécies (CHAN et al., 1996;

BARAN et al., 2004).
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Nenhum estudo consultado apresentou valores para a variavel integridade
acrossomal na espécie Callithrix jacchus independentemente da técnica de colheita
utilizada. Os valores apresentados para a colénia do CENP e do DPZ constituem o
primeiro relato desta caracteristica para esta espécie e servira como parametro para
estudos futuros.

A avaliacdo da integridade acrossomal €& fundamental, pois este estudo
demonstrou correlacdo positiva desta variavel com a motilidade e motilidade
progressiva. Espermatozoides méveis e com acrossomo integro sao necessarios
para ocorréncia da capacitacao, reacédo acrossémica e fertilizacao.

Adicionalmente, outras correlacbes positivas importantes foram encontradas
entre a integridade acrossomal e a integridade da membrana plasmatica e o
percentual de espermatozoéides normais. Estas correlacdes positivas, somadas as
correlagdes negativas com defeitos menores e cabega solta indicam que amostras
com baixo indice de espermatozdéides com acrossomo integro apresentam baixa
qualidade e provavelmente baixo potencial para fertilizagao.

A gota citoplasmatica distal ou vesicula causada por sensibilidade osmética &
comumente confundida com excesso de citoplasma residual. A primeira é
encontrada em espermatozoides moveis normais e espermatozoides epididimarios,
ja a segunda é patoldgica, com retengao anormal do citoplasma (COOPER et al.,
2004). Neste caso, a correlagédo positiva da concentracdo com gota citoplasmatica
distal nao representa qualidade seminal baixa em amostras com alta concentracéo,
uma vez que esta apresenta correlacdo positiva também com motilidade
progressiva.

O pH seminal apresentou correlagao positiva com a concentragdo e com gota

citoplasmatica distal, o que demonstrou ser este um importante fator para estas
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caracteristicas, pois estas ultimas apresentaram correlagdo positiva entre elas,
conforme ja citado. Adicionalmente apresentou correlagdo negativa com cauda
fortemente dobrada e defeitos maiores, o que demonstrou sua importancia na
qualidade seminal.

O pH seminal encontrado para os animais do CENP e do DPZ foi 7,6, e as
correlagdes encontradas demonstraram que em pH mais acido ha maior incidéncia
de defeitos maiores e de cauda fortemente dobrada, caracteristicas diretamente
ligadas a fertilidade. Em pH mais basico ha concentragdes maiores, porém com
maior incidéncia de gota citoplasmatica distal, o que poderia significar maior
quantidade de células imaturas ou com caracteristica epididimaria.

O glicerol € um crioprotetor utilizado para congelamento seminal em diversas
espécies, porém €& téxico para a célula, além de causar injurias por ser um
crioprotetor penetrante e necessitar entrar na célula antes do congelamento e sair
apo6s o descongelamento, e, adicionalmente, diferentes espécies apresentam
diferentes sensibilidades a este efeito (ROYERE et al., 1996; LEIBO; PICTON;
GOSDEN, 2001; LI et al., 2005).

A queda na motilidade, motilidade progressiva e no percentual de
espermatozoides com a membrana plasmatica integra apdés a adigdo do glicerol
encontrados no presente estudo sdo exemplos claros de seu efeito prejudicial para a
qualidade seminal. A integridade da membrana plasmatica € essencial para a
sobrevivéncia da célula aos processos de congelagdo e descongelagdo, e
juntamente com a motilidade e a motilidade progressiva sao extremamente
importantes para a fertilizacdo e precisam ser preservadas para que a fertilizacao

com sémen descongelado possa ocorrer.
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Embora tenha apresentado diferengas significantes para algumas
caracteristicas morfologicas, ndo houve diferenga significante para os defeitos
maiores e menores antes e apos a adi¢ao do glicerol. Estes resultados somados as
diferencas encontradas demonstraram que a concentragao de glicerol utilizada, 4 %,
foi suficiente para causar alteracdes principalmente na motilidade, motilidade
progressiva e integridade da membrana plasmatica, o que fazem destas as
principais caracteristicas a serem avaliadas em estudos futuros para definir a
concentragao ideal de glicerol para utilizagdo com sémen de Callithrix jacchus.

Todos os protocolos de congelagdo testados apresentaram queda com
diferencga significante entre as fases pré e pds congelagdo nas variaveis motilidade,
motilidade progressiva, integridade da membrana plasmatica, integridade
acrossomal, defeitos maiores, defeitos menores e percentual de espermatozoéides
normais.

A intensidade da queda destes valores demonstrou que nenhum dos
protocolos apresentou resultados satisfatorios para estas variaveis, porém o
protocolo 1 (com fase de equilibrio e de vapor de nitrogénio) obteve resultados
numericamente melhores em todas as variaveis, com diferenga significante para o
percentual de espermatozoéides normais e defeitos menores.

A queda foi mais intensa no protocolo 3 (sem fase de equilibrio e de vapor de
nitrogénio) com diferenga significante com os protocolos 1 e 2 (sem fase de
equilibrio, com fase de vapor de nitrogénio) para a motilidade e integridade da
membrana plasmatica. O percentual de defeitos maiores ndo apresentou diferenca
significante entre os protocolos.

O efeito da congelagdo na morfologia dos espermatozoides resultou em maior

quantidade de células com lesdes tipicas causadas pela congelagao, principalmente
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cauda enrolada, vacuolo no acrossoma, cauda fortemente dobrada e cauda
fortemente enrolada nos 3 protocolos testados, com diferenga significante entre as
fases pré congelagéo e pds-descongelagao. O protocolo 3 ndo apresentou diferencga
significante para a variavel cauda fortemente enrolada com os protocolos 1 e 2,
porém esta foi a principal variavel com diferenga significante entre os dois ultimos.

A avaliacao do efeito da congelagdo na média de todos os protocolos deixou
claro que o crioprotetor ndo foi eficaz na protecdo do espermatozoide durante os
processos que envolvem a congelacdo e a descongelagédo. As principais
caracteristicas necessarias para viabilidade espermatica foram afetadas.

A avaliacdo do efeito da adigdo do glicerol discutida anteriormente
demonstrou seu efeito prejudicial a célula, porém os valores obtidos apds a adigéo
do glicerol para as caracteristicas afetadas apresentaram discreta diferenga, embora
significante, dos valores encontrados no sémen com diluidor sem o glicerol, e por
este motivo seu efeito foi avaliado nos 3 protocolos de congelamento.

Os valores encontrados apdés a descongelagdo apresentaram diferencas
acentuadas muito inferiores aos valores pré congelagéo. Estes valores continuaram
a diminuir ao longo do tempo para as variaveis avaliadas até o periodo de 4 horas
pods-descongelagao.

E possivel que, embora o sémen tenha sido diluido apds a descongelacéo,
com consequente diminuicdo da concentragdo de glicerol de 4% para 2%, seus
efeitos toxicos tenham continuado a afetar a célula e ocasionado a diminuicao
continua da qualidade da amostra e afetado a viabilidade da célula.

Mesmo com os baixos valores encontrados, foi possivel verificar valores
superiores para o protocolo 1 quando comparado com os outros dois, porém nem

sempre com diferengas significantes com o protocolo 2. Isto indica que o uso do
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glicerol como crioprotetor apresentou melhores resultados quando houve a fase de
equilibrio.

Nao houve diferenga significante na avaliagdo da atividade citoquimica
mitocondrial entre os 3 protocolos apds 1 ou 2 horas da descongelagédo, o que nao
possibilita avaliar o melhor protocolo baseado apenas na atividade citoquimica
mitocondrial.

No entanto, a avaliagdo da atividade citoquimica mitocondrial demonstrou
que, embora tenha ocorrido esta queda nos valores das variaveis motilidade,
motilidade progressiva e integridade da membrana plasmatica, as células
apresentavam atividade mitocondrial e, portanto, havia respiracdo celular e
metabolismo energético.

O aumento numérico em todos os protocolos nos valores para a Classe | e a
manutencdo dos valores para a Classe Il entre os tempos 1 e 2, embora sem
diferencga significante, contrastaram com a queda das variaveis citadas nos mesmos
tempos, principalmente a integridade da membrana plasmatica. Este resultado néo
era esperado, uma vez que espermatozdides com a integridade da membrana
plasmatica comprometida sao considerados mortos.

As correlagdes positivas encontradas entre a Classe IV da atividade
mitocondrial e a integridade da membrana plasmatica nos tempos 1 e 2, embora
com valores baixos, 1 (r=0,3176, p=0,0119) e 2 (r=0,26097, p=0,0405) sugerem que
quanto maior a quantidade de células com membrana integra, maior o numero de
células na Classe |V, portanto, sem atividade mitocondrial.

Isto significa que parte dos espermatozéides nao corados pela técnica

Eosina-nigrosina e classificados como “vivos”, ou seja, com membrana plasmatica
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integra, nao podem ser considerados vivos, pois ndo apresentam respiragao celular
e metabolismo energético.

Porém, os valores das Classes !, Il e Ill demonstraram que células com a
membrana plasmatica danificada, portanto coradas, podem apresentar metabolismo
energético e respiragdo celular e ndo poderiam ser considerados mortos. Estas
células poderiam estar com a membrana plasmatica danificada ou com sua
permeabilidade alterada.

A alteracdo na permeabilidade da membrana facilitaria a entrada do corante
eosina na célula. A presenga do glicerol no meio diluidor do sémen seria um fator
que possivelmente seria uma causa para esta alteragdo na permeabilidade da
membrana.

E sabido que a atividade mitocondrial apresenta correlacdo direta com a
motilidade (AMANN, 1989), o que indica que a queda nos valores da motilidade e da
motilidade progressiva nao estavam relacionados com a respiragado celular e o
metabolismo energético, portanto devem haver outros fatores envolvidos.

A correlagao positiva entre a motilidade e a motilidade progressiva com a
integridade da membrana plasmatica € um possivel fator que estaria relacionado a
queda nos valores destas variaveis.

Embora tenha havido manutencao da atividade mitocondrial 1 e 2 horas apds
a descongelagao com diferenga significante apenas para a Classe |V, caracteristicas
como motilidade, motilidade progressiva e integridade da membrana plasmatica
sofreram alteragdes significantes nos mesmos tempos.

Mesmo que apenas uma destas caracteristicas sozinhas nao apresente
correlagdo com a fertilidade (SMITH et al., 1981), este estudo demonstrou a

correlagdo positiva entre elas, o que evidencia a baixa eficacia do glicerol na
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protecdo do espermatozoide nas condigcdes utilizadas e nos processos de
congelagao avaliados.

A integridade do DNA do espermatozdide é essencial para a transmissao
exata do codigo genético (SMITH et al., 2005) e necessita estar estavel para que
possa descondensar no momento da fertilizagcdo (AMANN, 1989).

Diversas causas podem ocasionar a fragmentagcao do DNA, tais como falha
na compactagao da cromatina, apoptose abortiva e estresse oxidativo (SAKKAS et
al., 2002), porém a causa mais importante para este estudo é o efeito da congelagao
na integridade da cromatina, que ja foi relatada em humanos (EVENSON; JOST,
1994; ROYERE et al., 1996).

Um dos efeitos da congelagcdo € o aumento na produgcdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (Eros) apds a descongelacdo (MAZZILLI et al., 1995; WANG et
al., 1997), que culmina por aumentar a fragmentagado do DNA (SAKKAS et al., 2002).

A avaliagdo da taxa de fragmentacdo do DNA demonstrou que o percentual
de espermatozéides sem fragmentagdo de DNA no protocolo 1 apresentou diferenca
significante com o controle e foi mais baixo que o protocolo 2.

No protocolo 1 houve a fase de equilibrio com resfriamento do sémen até 4°C
por um periodo de 2 horas e posterior congelamento no vapor de nitrogénio. Este
periodo pode ter ocasionado maior produgéo de EROs pré congelagdo com aumento
da taxa de espermatozdides com DNA fragmentado. O mesmo foi descrito para
espermatozoides humanos por Wang et al. (1997), onde o grupo que sofreu
resfriamento ocasionou a maior concentracdo de EROs. E possivel sugerir que isto
justificaria a diferenga significante do protocolo 1 com o controle nas Classes |, Il e

V.
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O protocolo 2 foi congelado diretamente em vapor de nitrogénio, o que nao
permitiu aumento na produ¢do de EROs antes da congelagdo. O mesmo ocorreu
com o controle, que foi realizado com as amostras congeladas diretamente no
nitrogénio liquido. Estas condigdes justificariam haver diferenca significante apenas
na Classe Il entre o protocolo 2 e o controle mas ndo com o 1, o que demonstra que
ambos apresentaram percentuais maiores de espermatozdides com pouca
fragmentacao de DNA que o controle.

Na Classe lll ndo houve diferenga significante em nenhum dos protocolos
com o controle, o que indica que nao houve efeito do protocolo no percentual de
espermatozoides com fragmentagédo de DNA moderada.

O mesmo ja ndo ocorreu com o percentual de espermatozoides com DNA
altamente fragmentados (Classe V), onde o protocolo 1 pode ser considerado como
o pior resultado, pois apresenta o maior percentual, porém, ndo houve diferenca
significante com o controle, apenas entre os protocolos 1 e 2.

Se forem consideradas apenas as Classes | e Il, ou seja, os percentuais de
espermatozoides sem ou com pouca fragmentacdo de DNA, podemos inferir que o
protocolo 2 apresentou melhores resultados, com melhor preservagao da integridade
do DNA.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que o glicerol ndo € um bom
crioprotetor para esta espécie, possivelmente devido a sensibilidade dos
espermatozoides desta espécie ao glicerol e a centrifugacéo. Esta ultima seria uma
alternativa para a retirada do glicerol apés a descongelagao.

Porém, diferentes concentragdes e protocolos para adi¢ao do glicerol devem
ser avaliados para certificar que esta baixa eficiéncia na protecdo do espermatozoide

nao foi causada pelos protocolos utilizados, mas sim pelo crioprotetor.
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Adicionalmente, testes para a dosagem da producdo dos EROs devem ser
realizados para determinar se esta é a principal causa da baixa motilidade ou da alta
taxa de fragmentagdo do DNA em determinados protocolos apds a descongelagéao.
A alta produgédo de EROs ja foi relatada como causa para estas caracteristicas em
espermatozoides humanos (MAZZILLI et al., 1995; WANG et al., 1997).

O uso de crioprotetores ndo penetrantes seria uma alternativa viavel que deve
ser investigada para utilizagao nesta espécie. A adicao de agucares em substituicdo
total ou parcial do glicerol ja é testada e até utilizada em camundongos e outras
espécies de primatas (LI et al., 2005).

Técnicas alternativas para a preservacdo dos espermatozoides devem ser
avaliadas para a espécie Callithrix jacchus, pois técnicas como a vitrificagao ja séo
utilizadas para preservagdo de gametas em outras espécies como o0 camundongo,
que como os Callithrix jacchus possuem espermatozodides extremamente sensiveis a
centrifugacédo e ao glicerol (ISACHENKO; NAYUDU, 1999; ISACHENKO et al.,
2005).

A espécie Callithrix jacchus é um importante modelo para pesquisas com
biotecnologia da reprodugdo em primatas neotropicais, pois as técnicas
desenvolvidas para esta espécie poderdo ser aplicadas com pouca ou nenhuma
adaptacao em espécie ameacadas, principalmente de outros Callithriquideos.

Estas técnicas sao extremamente importantes para uso em manejo genético,
principalmente para utilizagdo de material dos bancos de germoplasma, que podem
propagar a informagao genética de um individuo por longos periodos ou varias

geragoes futuras.
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7 CONCLUSOES

¢ O protocolo de vibro estimulagdo peniana para colheita de sémen de Callithrix
jacchus utilizado foi seguro e eficaz.

¢ O uso da coloragao simples para acrossomo pdde ser validado para avaliacdo da
integridade acrossomal de sémen fresco da espécie Callithrix jacchus e ndo é
valido para sémen descongelado na presencga de glicerol.

e Nao foi possivel avaliacdo da integridade acrossomal com a coloracdo Trypan-
blue Giemsa.

e Foi validada a coloragdo Eosina-nigrosina para avaliagdo da integridade da
membrana plasmatica.

e Os diluidores TALP-HEPES ou TEST-GEMA clarificado nao interferiram na
avaliacéo das caracteristicas seminais de Callithrix jacchus.

¢ Foi possivel descrever e comparar as caracteristicas seminais dos individuos das
colénias de Callithrix jacchus do Centro Nacional de Primatas — CENP e do
Deutsches Primatenzentrum - DPZ, que apresentaram caracteristicas seminais
semelhantes.

e Foi possivel avaliar o efeito da adi¢gado do glicerol nas caracteristicas seminais da
espécie Callithrix jacchus.

e Nenhum dos protocolos propostos apresentou resultados satisfatérios, porém o
protocolo 1 apresentou resultados ligeiramente superiores.

¢ Foi possivel avaliar a atividade mitocondrial de espermatozoides criopreservados
de Callithrix jacchus, que nao apresentaram diferenga entre os protocolos.

¢ O glicerol apresentou baixa eficacia na protec¢ao celular nos protocolos propostos.
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¢ A taxa de fragmentagcdo do DNA de espermatozoides criopreservados de Callithrix
jacchus pdde ser avaliada pelo método Cometa e o protocolo 2 apresentou os

melhores resultados
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APENDICE A

Animal: Espécie: Idade:
Procedéncia: Galpao: 1V Gaiola:
Historico: Exames sanitarios:
Peso (Kg) 3 Contencio: Hora:

EXAME CLINICO GERAL TESTICULO Direito Esquerdo
Condicao Corporal: Circun. Escrotal Larg: Comp:
Pele/pelos: Simetria

EXAME CLINICO ESPECIAL

Comprimento (cm)

Prepucio:

Largura (cm)

Bolsa escrotal:

Consisténcia

Pénis:

Mobilidade

Inser¢do ligamento escrotal:

Obs:

EPIDIDIMO

COLHEITA:

| Mét. Colheita:

Direito

Esquerdo

OBS:

Cabeca

Corpo

Cauda

EXAME DO SEMEN

Data/Hora Colheita

Freq. / Ampl. / Volt.

Aspecto / Coagulo

Volume (uL)

Cor

Motilidade (%)

Mot. Prog. Lin. (%)

Int Memb Plasm (%)

Conc. (x10%mL)

Ph

Int Acrossomo (%)

Hiperativo

MORFOLOGIA

Data da Colheita

Cab. sub-desenv. / dupla

Pirif/Estr. base

Cauda dupla / Enrolada

Cab.Isol/P.1.

Granulo acr / Vacuolo acr

Fort.Dobr/ Fort. enrolada

Dobr. gota / Enrol. gota

Cab gigante / delgada

GCD / GCP

NAI/NANI

Total Maiores

Total Menores

Conclusao:




APENDICE B

Meios diluidores TALP — HEPES e TALP

MEIO DILUIDOR

TALP- HEPES TALP
Componentes Concentracéo Concentracéo
g/500m| g/500m|
NaCl 3,710 3,330
KCI 0,118 0,1175
NaHCO3 0,084 1,052
NaH2P0O4xH20 0,021 0,0240
Na Lactate 930 ul 926 ul
MgClI2x6H20 0,050 0,050
Glucose 0,4505 0,4505
Hepes (Na-salt) 0,651 -
Hepes (Acid) 0,596 -
Phenolrot 0,0050 0,0050
Bi-dest. H20 /500ml /500ml

pH 7,33 7,33
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APENDICE C
TEST — Gema de ovo clarificado

Componentes:
- Gema de ovo, H»O bidestilada estéril, TES, TRIS, Glicose, Penicilina /

estreptomicina, Glicerol

COMPONENTES QUANTIDADE CONCENTRAQAO
Gema de ovo 8mL | 16mL | 80mL
clarificada
TES 229,2 g/mol 0,482g | 0,964 g 482¢g 210 mM
TRIS Base (C4H11NO3) | 91159 | 0,23 ¢ 1,15 g 95,04 mM
121,1 g/mol
Glicose 180,2 g/mol 0,040g | 0,080¢ 0,40 g 221,98 mM

. 1 mL /100 mL=5mg
Pen./Estreptomicina 0,1 mL 0,2 mL 1,0 mL
5000U./5 mg/ mL / mL

H,O bidestilada estéril | 1.1 mL | 2,2mL 11 mL

Glicerol (C3HgOsz)ou 0,8mL | 1,6mL 8 mL Glicerol = 8 %
H,O bidest. estéril
TOTAL 10mL | 20mL | 100 mL

Preparo da Gema de ovo clarificada:

- Lavar o ovo e secar bem; separar gema da clara; colocar a gema no papel filtro,
furar com agulha e pipetar de uma s6 vez o conteudo com pipeta de 10 mL; colocar
a gema no cilindro graduado; adicionar H,O bidestilada estéril, 3 vezes o volume da
gema de ovo; homogeneizar por 15 — 30 minutos em agitador magnético; centrifugar
por 1 hora a 4500 U/min, 4°C; retirar sobrenadante, colocar em tubo estéril,
adicionar quimicos.

- Colocar solugao sem glicerol em dois frascos tipo Becker estéril.

- Em um frasco com metade da solugédo, adicionar o glicerol. A solugdo deve ter
concentragéo final de glicerol = 8%.

- No frasco que contém a outra metade, adicionar o mesmo volume de H,O

bidestilada estéril.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

