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EFEITO DO PROCESSO DE SEXAGEM DE SEMEN POR CITOMETRIA DE
FLUXO E CRIOPRERVACAO SOBRE A MORFOMETRIA DA CABECA DE
ESPERMATOZOIDES E ESTABILIDADE DE CROMATINA

RESUMO - O sémen sexado bovino tem sido comercialmente avaliado
devido ao grande valor econémico da selecdo de sexo na pecudria de leite e de
corte com uma pureza em torno 90% para o sexo desejado. Porém para seu
uso € indispensavel o uso da criopreservacao. O presente estudo objetivou
analisar a estabilidade da cromatina espermatica e alteragdes morfométricas
da cabecga de espermatozoides de touros doadores de sémen, em imagens
computadorizadas obtidas de esfregagcos corados com azul de toluidina de
sémen in natura, sexado, sexado descongelado e convencional descongelado.
Foram utilizados foram utilizados 17 ejaculados de 17 touros na confeccao dos
esfregagcos para analise de morfometria da cabeca espermatica e 15
ejaculados de 15 touros para analise de estabilidade da cromatina espermatica,
Foram obtidas 100 imagens digitais de cada esfregaco, as quais foram usadas
para segmentar 100 cabecas de espermatozéides de cada esfregaco. A area
(A), perimetro (P), largura (L), comprimento (C), razdo largura: comprimento
(L/C), elipcidade (E), fator forma (FF), simetria lateral (SL) e simetria antero-
posterior (SAP) de todas as cabecas foram determinadas pelo uso de
programas desenvolvidos no SCILAB. Descritores Fourier com amplitude de 0
a 2 (FO, F1, F2) foram também considerados para caracterizacao e analise da
forma, e a cromatina espermatica foi avaliada quanto a intensidade de
compactacdo e homogeneidade. Baseado nos resultados obtidos, o processo
de diluicdo, coloracdo e incubacao anterior ao processo de separacao por
citometria de fluxo e a criopreservagéo influenciou na morfometria das células
espermaticas, porém a compactacao da cromatina foi afetada pelo processo de

sexagem por citometria de fluxo.

PALAVRAS-CHAVES: bovino, cromatina, espermatozoéides, morfometria,

sémen sexado
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EFFECT OF THE SEXED SEMEN PROCESS THROUGH FLOW
CYTOMETRY AND CRYOPRESERVATION ON THE MORPHOMETRY OF
SPERMATOZOID HEADS AND CHROMATIN STABILITY

ABSTRACT - Bovine sexed semen has been commercially evaluated
due to its great economic value for sex selection in milk and beef cattle raising,
with purity around 90% for the desired sex. However, its employment depends
on the cryopreservation use. The objective of the present study was to analyze
the spermatic chromatin stability and morphometric alterations in spermatozoid
heads from semen-donor bulls through computerized images obtained from
microscopic slides of in natura sexed semen stained with toluidine blue,
unfrozen sexed semen and from unfrozen conventional semen. Seventeen
ejaculated from 17 bulls were used in the confection the microscopic slides for
the morphometric analysis of the spermatic head and 15 ejaculated from 15
bulls were used for the analysis of the spermatic chromatin stability. One
hundred digital images were obtained from each slide and were used to
segment 100 spermatozoid heads from each slide. Area (A), perimeter (P),
width (W), length (L), width/length ratio (W/L), elipcity (E), shape factor (SF),
lateral symmetry (LS) and anterior-posterior symmetry (APS) of all heads were
determined through the use of softwares developed in the SCILAB. Fourier
descriptors with amplitude from 0 to 2 (FO, F1, F2) were also considered for the
characterization and analysis of shape, and the spermatic chromatin was
evaluated in relation to compaction intensity and homogeneity. Based on results
obtained, the dilution, staining and incubation process previous to the
separation process through flow cytometry and cryopreservation influenced the
morphometry of spermatic cells; however, the chromatic compaction was
slightly affected by the sexed process through flow cytometry.

Keywords: bovine, chromatin, spermatozoids, morphometry, sexed semen.



I. INTRODUCAO

A inseminagao artificial (IA) foi a primeira biotecnologia desenvolvida
para aumentar a producdo e o ganho genético em sistemas de producao
animal. A aceitacdo da tecnologia de IA forneceu suporte para desenvolvimento
de outras tecnologias como criopreservacao, sexagem de sémen, transferéncia
de embrides (TE) e clonagem (FOOTE, 2000).

A separacdo de espermatozoides bovinos em fragcdes de
espermatozéides portadores do cromossomo sexual X e portadores do
cromossomo sexual Y tém sido uma biotécnica da reprodugéo de interesse de
cientistas durante décadas (BEAL et al., 1984). Entretanto, Johnson et al.
(1987) possibilitaram a separagdo de espermatozdides portadores de
cromossomo X e Y em duas populacdes, usando citometria de fluxo baseado
na quantidade total de DNA celular (US Patent # 5135759) a unica metodologia

comercial.

Durante a producdo do sémen sexado criopreservado, as células
espermaticas sao submetidas a processos fisicos e quimicos: diluicao,
incubacao, coloragédo, passagem pelo citdbmetro de fluxo, exposicao a laser,
pressao, centrifugacao e criopreservacao. Zhang et al. (2003) relataram que o
processo de separacao por citometria de fluxo e a coloracdo do DNA nao
afetaram o desenvolvimento embrionario até o estadgio de blastocisto,
entretanto a variagdes entre touros ao processo de sexagem foram observadas
para taxa de clivagem e blastocisto.

Pelo fato das cabecas dos espermatozdides mamiferos serem quase
que totalmente constituidas de cromatina, € esperado que alteragdes nesta
estrutura possam seguir-se de alteragdes morfoldgicas (FERRARI et al., 1998;
OSTERMEIER et al., 2001a).

Um método frequentemente usado para avaliar o formato da cabeca de
espermatozéides € a avaliagdo subjetiva em espermatozdides normais e

anormais (BARTH; OKO, 1989), a qual possui certo grau de subijetividade.



Entretanto, ndo € incomum encontrar células espermaticas classificadas como

normal, porém possuindo cromatina anormal (DOBRINSKI et al., 1994).

Diversos sistemas que utilizam a andlise computadorizada de imagens
tém sido desenvolvidos e empregados na avaliacdo da motilidade (CENTOLA,
1996), morfometria espermatica (GRAVANCE et al., 1999) e estabilidade
cromatinica de espécies de interesse, na tentativa de se diminuir a
subjetividade, falhas do examinador e aumentar a repetibilidade (BELETTI et
al., 2005a, b).

O presente trabalho objetivou analisar a estabilidade da cromatina
espermatica e alteragbes morfométricas da cabeca de espermatozdides de
touros doadores de sémen, em imagens computadorizadas obtidas de
esfregacos corados com azul de toluidina de sémen in natura, sexado, sexado

descongelado e convencional descongelado.



Il. REVISAO DE LITERATURA

I.1. Espermatogénese e condensacao do DNA espermatico

A espermatogénese é a transformacao bioldégica do espermatozdide a
partir de sua célula primordial a espermatogbnia, a qual ocorre em um ciclo de
61 dias em touros. Durante espermatogénese ocorrem dois processos: a
espermatocitogénese e a espermiogénese. A espermatocitogénese ocorre
aproximadamente em 44 dias e inclui divisbes mitoticas e meidticas de
espermatogbnias para espermatdcitos primarios e secundarios, e
eventualmente para formar espermatides (ACEVEDO, 2001). A
espermiogénese requer adicionalmente 17 dias para transformacéo
morfolégica e formacdo de espermatide em espermatozéide alongado e
maduro (JOHNSON et al., 1994).

Durante a espermiogénese, 0s nucleos espermaticos sao
reorganizados e o DNA (acido desoxirribonucléico) é condensado. O
espermatozéide maduro é compacto e estavel resultando em uma estrutura de
cromatina bem diferente das encontradas nas células somaticas ativas (WARD,
1997; WARD; COFFEY, 1991). Nos mamiferos, especificamente na
espermiogénese as histonas somaticas, proteinas nucleares basicas, e outras
proteinas cromossOmicas sdo substituidas totalmente ou em parte por
oligopeptideos ou nucleoproteinas especificas dos espermatozoides,
denominadas protaminas ou proteinas queratinosas, as quais possuem um
carater mais basico, ricas em arginina e cisteina oxidada (UNANIAN, 2000;
VILFAN et al., 2004).

O alto grau de compactacdo da cromatina e estabilidade no
espermatozéide do ejaculado € devido a um processo que ocorre na fase final
da espermiogénese para espermiacdo e mesmo durante transporte pelo
epididimo, os grupos tiol continuam a oxidacao resultando em muitos grupos
dissulfidico (S-S) (ACEVEDO, 2001). A integridade do DNA espermético € um
importante e independente parédmetro de qualidade seminal que tem sido



associado com potencial de fertilidade em biotécnicas da reprodugéo (LOPES
et al., 1998; LARSON-COOK et al., 2003).

Mc Pherson; Longo (1993) em seus experimentos observaram que a
presenca de pequenas quebras no DNA ou cortes endégenos na cromatina de
espermatozdides de ratos ocorrem quando a mesma é drasticamente
transformada. Os mesmos propuseram que a DNA topoisomerase || é uma
nuclease enddgena responsavel por criar e ligar cortes durante a
espermiogénese, e que estes tem participacdo durante a condensacao do
DNA. Porém essas quebras ou cortes enddégenos ndo devem persistir no
espermatozéide maduro depois de ejaculado.

De acordo com Balhorn et al., (1991) as moléculas de protaminas séao
divididas em duas classes, protamina 1 e 2, encontradas em espermatozdides
de mamiferos, mas em espermatozéides bovinos encontra-se somente
protamina do tipo 1. O processo de substituicdo de histonas por protaminas &
um processo vital para fertilidade espermatica, ja que a compactagdo da
cromatima é essencial para o funcionamento normal do espermatozoide
(KOSOWER et al., 1992). E relatado que em mamiferos, cortes na estrutura
cromatinica sdo provavelmente gerados durante a espermiogénese quando as
histonas sao substituidas por protaminas, podendo a protaminagdo nao ocorrer
de forma correta gerando disturbios de condensagao da cromatina (complexo
DNA-proteina) dos espermatozéides e a persisténcia dessas aberracées no
espermatozdide pode interferir no mecanismo normal de reparo (SOTOLONGO
et al., 2005) com repercussdes sobre a fertilidade (MELLO, 1982; BELETTI;
MELLO, 1996).

Balhorn (1982) e Prieto et al., (1997) propuseram que as ligagbes das
protaminas no DNA estdo situadas ao longo da curvatura menor da dupla
hélice da molécula de DNA. Ao se considerar a localizagdo da curvatura, as
protaminas contém grupos de arginina carregados positivamente suficiente
para neutralizar os grupos fosfato carregados negativamente na cadeia. Os
grupos aminoterminal e carboxiterminal das moléculas de protaminas, em

espermatozéides bovinos sdo pregueados na direcdo central interna da



molécula e fechados no local, por uma ligacao difisulfidica intramolecular
(BALHORN et al., 1991).

Sakkas et al. (1995) propuseram que a ligacdo de cortes ocorrem em
evento final na estrutura de cromatina que liberam protaminas para associar e
compactar a cromatina espermatica. Suas afirmagdes sugerem que o
procedimento de protaminacdo é completado no espermatozoéide na entrada
dos ductos eferentes. Portanto, cortes na cromatina ndo devem estender sobre

nucleos normalmente condensados de espermatozoides ejaculados.

Il.2. Alteracoes na cromatina espermatica

Apesar dos espermatozoéides de touro possuirem somente um tipo de
protamina, anormalidades no complexo DNA-protamina podem ser
encontradas, ja que a baixa condensacao da cromatina espermatica pode levar
a defeitos no DNA (Sailer et al., 1996). A danificacdo do DNA espermatico pode
ser explicada por varias hipbteses: condensacdo imprépria durante a
espermatogénese e maturacao epididimal do espermatozoide (SAKKAS et al.,
1999), estresse oxidativo por elevado numero de espécies reativas de oxigénio
devido a infecbes genitais (MOUSTAFA et al., 2004). Alguns espermatozoides
com anormalidades cromatinicas conseguem fecundar ovécitos in vivo e in
vitro, porém o defeito no DNA pode persistir durante todo o periodo
embrionario, induzindo a apoptose, fragmentacao embrionaria (ELLINGTON et
al., 1998) e aborto espontaneo no primeiro trimestre de gestacao. SAILER et al.
(1996) em seus estudos, relataram uma baixa taxa de gestacédo observada em
vacas inseminadas com espermatozoéides portadores de cromatina anormal.

Fatehi et al. (2006) mediram a taxa de clivagem, formacao de blastocisto
e a incidéncia de apoptose embrionaria em odcitos utilizados em programas de
FIV com espermatozoéides irradiados com raios-X e relataram que as células
espermaticas irradiadas comparadas com as nao irradiadas nao perderam a
motilidade, integridade de membrana acrossomal e mitocondrial. Entretanto
observaram uma significativa relagao logaritmica entre a dose de radiacédo e

danos na cromatina espermatica. Aumento na desnaturacdo do DNA pode



estar associado a infertilidade ou subfertilidade (DURAN et al., 1998; BELLETI;
MELLO,1996).

Foram encontradas baixas correlagées entre condensacao da cromatina
e parametros utilizados no espermograma de rotina (SPANO et al., 1998;
ROCHA et al., 1999), o que mostra que testes de condensacao de cromatina
nao estdo necessariamente associados com o0s critérios convencionais,
podendo ser método independente de avaliagdo de qualidade de sémen
(HAMMADEH et al., 1998). Ao contrario, observou-se correlagdo significativa
entre maturidade nuclear e morfologia dos espermatozéides (BALLACHEY et
al., 1987; BRITO; MELLO, 1988).

I1.3. Inseminacao artificial e técnicas de selecao do sexo

A inseminacao artificial em bovinos é uma biotecnologia da reproducao
de custos mais acessiveis, a qual € utilizada como elemento de ligagdo entre
as inovacoes biotecnoldgicas tradicionais e as de ponta, sendo responsavel
pela estruturacdo do melhoramento na bovinocultura (HAFEZ, 1995; SILVEIRA;
FONSECA, 1998). Todavia, para sua aplicacdo € indispensavel o uso do
sémen congelado, o que torna necessarias andlises das células espermaticas
quanto a qualidade de membrana e estrutura cromatinica, ja que as mesmas
estdo associadas a fertilidade (PARKS; GRAHAM, 1992).

A difusdo das técnicas de inseminacao artificial associadas aos
programas de melhoramento genético animal, e a necessidade de sistemas de
produ¢cdo com maior eficiéncia, beneficiaram o desenvolvimento das técnicas
de sele¢ao do sexo baseada na separacdo de espermatozéides portadores de
cromossomos X e Y. A selecdo do sexo tem grande valor econdmico na
pecuaria de leite e de corte, onde a produtividade dos sistemas é favorecida
pela progénie de um dos sexos (HOSSEPIAN, 1998).

Nicholas; Smith (1983) demonstraram que a selegdo do sexo € um fator
importante no sistema moderno de teste de progénie, efetuado em nucleos de

criacdo. Este sistema usa a transferéncia de embrides para reduzir o intervalo



entre geracOes, aumentar a intensidade de selecdo e, consequentemente,
maximizar o progresso genético.

No inicio do século XX a determinacédo do sexo foi atribuida apenas ao
cromossomo X, sendo 0 macho X0 e a fémea XX, somente em 1914 Bridges
descobriu que o0 sexo masculino era determinado pela associagdo de um
cromossomo X com outro morfologicamente distinto, o cromossomo Y. A teoria
usual descreve que o cromossomo Y determina o sexo por indugdo do
desenvolvimento de testiculos por um determinado gene, ou conjunto de
genes, denominados SRY (SEX DETERMINING REGION), e que na sua
auséncia ha desenvolvimento de estruturas para formacdo de fémea
(HUNTER, 1995).

A determinagé@o sexual em mamiferos ocorre apartir da fertilizagcdo com
espermatozéide portador do cromossomo sexual X para desenvolvimento de
fémeas ou portador do cromossomo sexual Y para desenvolvimento de
machos, sendo igual a probabilidade de um espermatozéide carregar qualquer
destes cromossomos. Durante a espermatogénese ocorrem varias divisoes
celulares que posteriormente determinam a separagdo dos Cromossomos
sexuais X e Y direcionando-os para diferentes espermatozoides (PACE, 1990).

A separacao de espermatozoéides portadores de cromossomos sexuais X
ou Y tem sido o objetivo de varios métodos de selecdo em animais domésticos.
Algumas caracteristicas dos espermatozddes tém sido usadas como meios
para diferenciar estes gametas, entre elas a velocidade de migragéo. Ericsson
et al. (1973) descreveram que o espermatozéide portador do cromossomo Y é
mais rapido, porém Kaneco et al. (1984) analisando a carga de superficie
sugeriram que o cromossomo X migra para o catodo € o Y para o anodo. Uma
caracteristica também estudada é o tamanho, para Cui; Mattew (1993) o
espermatozéide portador do cromossomo X é maior. Outra caracteristica
avaliada é a presenca do antigeno H-Y existente na superficie do
espermatozéide portador do cromossomo Y (WACHTEL, 1983). Porém,
Johnson (1995) relatou que a diferenga no conteido de DNA existente entre os
espermatozéides portadores do cromossomo X e Y é uma diferenca

mensuravel e validada, j& que o cromossomo X é maior e carrega maior



quantidade de DNA que o cromossomo Y em todos os mamiferos; ja os

autossomos sao idénticos em quantidade de DNA.

I.4. Sexagem de sémen bovino por citometria de fluxo

O sémen sexado bovino tem sido comercialmente avaliado desde inicio
desse milénio. A selecado de sexo tem grande valor econémico na pecuaria de
leite e de corte (FABER et al., 2003). Johnson et al. (1987) possibilitaram a
separacdao de espermatozdides portadores de cromossomo X e Y em duas
populacdes, usando citometria de fluxo baseado na quantidade total de DNA
celular. O método desenvolvido mensura a quantidade de DNA individual de
cada célula espermatica pela fluorescéncia emitida por um corante que se liga
ao DNA, Hoechst 33342, quando os espermatozdides sdo separados pelo
citbmetro de fluxo, o mesmo tem sido efetivo na separa¢do, com uma pureza
em torno 90% para o sexo desejado (JOHNSON et al., 1999; SEIDEL , 2003).

Primeiramente, a tecnologia de sexagem de sémen utilizava um
citbmetro de fluxo convencional criado no inicio de 1970 e melhorado em 1980,
este utilizava um instrumento em forma de agulha responsavel por orientar as
células espermaticas durante a passagem pelo citdmetro de fluxo. Porém com
esta metodologia somente 20 a 30% dos espermatozdides poderiam ser
orientados (JOHNSON et al., 1999).

O citbmetro de fluxo convencional foi modificado para aumentar a
acuracia ao medir a quantidade de DNA e diminuir a variabilidade encontrada
na orientagao causada pela diferenga na emissao de fluorescéncia do perfil ou
borda e da face plana do espermatozdoide (RENS et al., 1998). O
desenvolvimento de um novo instrumento que orientava as cabegas dos
espermatozéides para melhor incidéncia do feixe do laser e o desenvolvimento
de um citbmetro de fluxo de alta velocidade (MoFlo; Cytomation, Inc. Fort
Collins, CO) foram algumas das alteragdes ocorridas no equipamento.



Durante a producdo de sémen sexado congelado, as células
espermaticas sao expostas a um numero potencial de riscos que podem
ocasionar danos em suas membranas e DNA. Entre os possiveis riscos estao
incluidos diluicao, incubacéao, exposicao do DNA a coloragao, elevada pressao
com qual a célula passa pelo citbmetro de fluxo, exposicdo ao laser,
centrifugacao e criopreservacao (KRZYZOSIAK et al., 2000), podendo afetar a
capacidade de sobrevivéncia e potencial de fertilizagdo do espermatozdide.

De acordo com Lu et al. (1999); Zhang et al. (2003); Oliveira et al. (2005)
o potencial de fertilizacdo do sémen sexado por citometria de fluxo tem sido
demonstrado em fecundagéao in vitro (FIV). Ao utilizar ejaculado de trés
diferentes touros em experimentos com FIV, foi observado que a sexagem por
citometria de fluxo e a coloragdo do DNA nao afeta o desenvolvimento até
blastocisto (ZHANG et al., 2003). /In vivo, poucos estudos tém comparado a
fertilidade do sémen sexado e convencional criopreservados. As taxas de
gestacao do sémen sexado criopreservado estao entre 70% - 90% em relacao
aos controles, porém os resultados sao afetados pelo numero de
espermatozéides por dose inseminante e diferentes estratégias de inseminacao
(SEIDEL Jr. et al, 1999).

I.5. Criopreservacao espermatica

A criopreservagao de células espermaticas bovinas para o uso em IA é
uma biotecnologia de grande impacto na reprodugdo animal (PESCH,;
HOFMANN, 2007). Este processo € dividido em cinco partes distintas: dilui¢cdo,
resfriamento, congelacdo, armazenamento e descongelacdo. Os passos
citados tem uma grande relagdo com a estrutura funcional das membranas
espermaticas e metabolismo celular (AMANN; PICKETT, 1987;
HAMMERSTEDT et al., 1990)

Durante o processo de congelagédo-descongelagcao ocorre o decréscimo
da populagdo espermatica viavel devido a danos nas membranas
espermaticas, citoesqueleto e nucleo espermatico (PARKS; GRAHAN, 1992).

De acordo com Bailey et al. (2000), apdés a criopreservacdo, 0s



espermatozéides sobreviventes contém mais calcio intracelular que
anteriormente ao processo, o que reflete em danos a membrana no mecanismo
de permeabilidade seletiva. As alteragces celulares ocorridas durante a
criopreservacao e descongelacao sao responsaveis pela reducao da fertilidade
do sémen criopreservado em comparagao com o sémen in natura (WATSON,
2000; CELEGHINI, 2005).

Stornelli et al. (2005) descreveram que 0 processo de criopreservagao
afeta a viabilidade das células espermaticas, pois durante o congelamento e
descongelamento os espermatozodides sdo submetidos a varios ciclos de
desidratacdo e hidratacdo resultando em uma troca significativa de volume e
dimensao da cabeca de espermatozoides humanos (THOMPSON et al., 1994),
bovinos (GRAVANCE et al., 1998) e equinos (ARRUDA et al., 2002). Os fatores
de estresse para célula espermatica podem ser representados pelas trocas de
temperatura, as exposigcdes a crioprotetores, troca de osmolaridade e ambiente
extracelular que afetam negativamente a viabilidade espermatica durante o
processo de criopreservacao.

O processo de criopreservacao causa danos nos espermatozoides que
podem ser ultra-estruturais, fisicos, bioquimicos ou funcionais. Entre os danos
esta incluida a condensagdo anormal da cromatina (JANUSKAUSKAS et al.,
2003). Apesar da importancia e da grande aplicagdo do sémen congelado na
bovinocultura com resultados satisfatorios, ha uma necessidade de
aprofundamento em estudos relacionados a criopreservagdo, pois apos o
mesmo, as células espermaticas apresentam alteragdes de integridade e ou
funcionalidade (HOLT, 2000).

I1.6. Avaliacao da integridade da cromatina espermatica
Gledhill (1966) ao utilizar a reacdo de Feulgen para avaliar o complexo
DNA — proteina andbmalo em espermatozoides de touros subfertéis, observou

com o auxilio do microscopio de luz ultravioleta variacées de intensidade na

reacdo de Feulgen, essas sdo consequUéncias da alteracdo da cinética
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hidrolitica do DNA. Este fenbmeno, em geral, € causado por alteracdes no
complexo DNA-protamina, tornando a cromatina mais sensivel a hidrélise.

A andlise de estrutura de cromatina (SCSA) é um teste amplamente
usado para avaliar a integridade da cromatina espermatica (EVENSON et al.,
1980) no sémen fresco, resfriado ou congelado. No referido teste os
espermatozéides sao expostos a tratamento acido e corados com laranja de
acridina, um corante metacromético. Os espermatozéides portadores de DNA
que desnaturaram durante o tratamento A&cido, aqueles portadores de
anomalias na compactagédo, fluorescem com a cor vermelha enquanto os
intactos, fluorescem com a cor verde. A proporgao de espermatozdides intactos
e nao intactos sdo monitorados por um citémetro de fluxo (EVENSON et al.,
2002). A proporcéo de células anormais € chamada de indice de fragmentagao
de DNA (DFI). O teste SCSA prediz a infertilidade quando o DFI € maior que
30% para concepgao natural (EVENSON et al., 1999; SPANO et al., 2000) e
27% para FIV (LARSON-COOK et al., 2003), porém o método utiliza o
citbmetro de fluxo, o que torna andlises cientificas e clinicas limitadas devido
custo do equipamento e sua manutencao.

A avaliacdo de danos no DNA espermatico pode ser realizada com
diferentes testes como o ensaio Cometa (MCKELVEY-MARTIN et al, 1997), a
técnica de Tunel (GORCYZA et al., 1993; MARTINS et al., 2007), esfregacos
corados com azul de anilina (HAMMADEH et al., 2001; ERENPREISS et al.,
2001; HAMMADEH et al., 1996), alaranjado de acridina (TEJADA et al., 1984) e
azul de toluidina (MELLO, 1982; BELETTI; MELLO, 1996; ERENPREISS et al.,
2004).

A integridade de DNA de sémen sexado bovino foi avaliada por analise
da estrutura da cromatina (SCSA). O método foi eficiente na analise da
cromatina espermatica sexada (GRY et al., 2005). Entretanto, o trabalho usou
SCSA, uma técnica que se baseia na avaliacdo da fluorescéncia emitida por
espermatozéides corados com alaranjado de acridina, por citometria de fluxo, o
que nao permite a avaliagcdo morfométrica concomitante com a avaliacao de

cromatina em esfregacos de sémen.
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Um método desenvolvido por Mello (1982) para a avaliacdo da
cromatina espermatica utiliza um classico corante nuclear (catiébnico) o azul de
toluidina, que exibe fendmeno metacromatico e ortocromatico, cuja alteracao
na cor € induzida pela ressonancia de elétrons entre as moléculas do corante.
A coloragao ortocromatica (verde - azul) ocorre devido a baixa acessibilidade
aos sitios de ligacdo na cromatina. Essa situacdo corresponde aos
espermatozéides maduros que possuem a cromatina altamente compactada,
maioria dos grupos fosfatos bloqueados por protaminas,e conseqientemente,
poucas moléculas do corante se ligariam ao DNA, resultando em uma
coloragao de verde a azul claro.

Na coloragdo metacromatica (violeta) as moléculas do corante azul de
toluidina sdo ligadas aos grupos fosfatos ionizados do DNA. O pH 4,0 no qual
se encontra o corante azul de toluidina permite que outros sitios (anions) nao
sejam ionizados. Para espermatozéides com cromatina pouco compactada,
com anomalias na interagdo DNA — proteinas ocorrem um numero maior de
ligagbes com as moléculas do corante, resultando numa coloragédo de azul
escuro. Entretanto, somente um alto grau de alteragdo no complexo DNA-
proteina seria identificado por este método. Para aumentar a sensibilidade
deste processo se faz necessario promover uma hidrélise antes da coloracao,
as amostras devem ser submetidas a um tratamento &cido (HCL 4N a 25°C, 25
minutos) seguido de coloragdo com azul de toluidina (pH 4,0). Devido a
cromatina altamente compactada, espermatozdides normais seriam pouco
afetados pela hidrélise e consequientemente, se coram em azul claro. Porém
em espermatozoides com cromatina com baixo grau de compactagao pode ter
as protaminas parcialmente extraidas, promovendo assim ligagdes das
moléculas do corante com os grupos fosfatos do DNA (MELLO, 1982).

Erenpreiss et al. (2004) avaliou a integridade do DNA espermatico
comparando o teste com azul de toluidina (AT), com os testes analise da
estrutura da cromatina (SCSA) e o teste Tunnel (T). Amostras espermaticas de
35 homens foram avaliadas pelos parametros padrdes de qualidade seminal e
submetidas aos testes AT e SCSA, e 18 amostras espermaticas foram

submetidas ao teste T, concluiram que o teste T € um método facil e de baixo
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custo e de grande potencial para ser usado como teste de rotina para avaliar
integridade de DNA espermatico, e complementar aos parametros de padrdes
de qualidade seminal (concentracao, motilidade e morfologia).

Os defeitos morfolégicos de espermatozdides podem influenciar nas
propriedades hidro-dindmicas da célula, como progressdo normal retilinea e
uniforme do espermatozoide. A morfologia de cabeca de espermatozéides € de
modo geral um nivel organizacional, um reflexo da estrutura de cromatina que
pode ser importante para fertilidade. Cabecas de espermatozdéides bovinos
deformadas de touros subfertéis foram citadas por conter estrutura de
cromatina anormal (MCCOSKER,1969; GLEDHILL,1971a), provalvemente um
resultado da condensagdo anormal da cromatina (GLEDHILL, 1971b). A
susceptibilidade do DNA nuclear espermético para desnaturagdo €
inversamente relacionado com a organizacdo cromatinica, a morfologia
espermatica normal e a viabilidade espermética (BALLACHEY et al.,1987;
BALLACHEY et al.,1988; KARABINUS et al. ,1990).

I.7. Analise computadorizada de imagens para avaliacao espermatica

Na avaliagdo seminal, a principal técnica de eleigao € a andlise visual do
examinador, a qual possui certo grau de subjetividade (OMBELET et al.,1997;
FERRARI et al.,1998;) torna-se importante relatar que uma avaliacdo subjetiva
das caracteristicas seminais tem variacbes consideraveis entre técnicos
laboratoriais e laboratérios (SAACKE, 1982; BAKER ;CLARKE, 1987). Diversos
observadores podem classificar amostras de um mesmo ejaculado
diferentemente, dependendo de suas interpretacées de morfologia normal e
anormal (DUNPHY et al., 1989).

Na tentativa de se diminuir a subjetividade e aumentar a repetibilidade
entre examinadores e precisdo das andlises, foram propostos o uso da analise
de imagem por computador para a avaliagdo da motilidade e diferengas nas
dimensdes da cabeca de espermatozéides de diferentes espécies (BUENDIA
et al., 2002; HIDALGO et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2004).
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Motilidade, concentracdo e morfologia espermatica sao parametros
classicos na avaliagdo de amostras de sémen fresco, resfriado, congelado e
sexado (ARRUDA et al., 2007). Muitos sistemas computadorizados como o
“CASA” (computer-aided sémen analysis - Hamilton Thorne Biosciences , Inc.,
Beverly, Massachusetts, U.S.A) e SQA (sperm quality analyzer - Medical
Electronic Systems Ltd., Caesarea, Israel) sdo wusados na avaliagdo
espermatica, dentre os parametros avaliados, a velocidade progressiva e 0s
padrdes de movimentacao celular tém sido correlacionados com penetracdo no
muco cervical, resultados de fertilizagcéo in vitro e penetragdo em odcitos de
hamster (CENTOLA, 1996). O “CASA” permite a avaliar a concentragéo,
porcentagem de espermatozdides moveis, velocidade curvilinea, velocidade
linear, velocidade média e amplitude do deslocamento lateral da cabeca
(WIJCHMAN et al., 2001). Esse tipo de teste promove uma avaliacao precisa e
acurada dos espermatozdides, com alto grau de objetividade, permitindo o
aprimoramento do processo de avaliacao seminal (ARRUDA, 2000).

Mensuracbes basicas como perimetro, area, comprimento, largura, e
fatores derivados destas medidas sao parametros avaliados na analise
computacional da morfologia espermatica (GARRETT; BAKER, 1995). Em
adicao a estas mensuracdes basicas, descritores Fourier que caracterizam a
forma da cabeca espermatica utilizando amplitudes harmoénicas de Fourier
também sdo usados (OSTERMEIER et al., 2001a; 2001b). O perimetro de
curvatura da cabecga espermatica pode ser explicado por fungdes Fourier, a
qual utiliza amplitudes harménicas para determinar parametros multivariados
que descrevem o formato do nucleo espermético de touros que diferem em
fertilidade (OSTERMEIER et al., 2001a).

Em seus experimentos (OSTERMEIER et al., 2001a) investigaram a
relacdo entre fertilidade em touros doadores de sémen com o formato nuclear
espermatico, utilizando descritores Fourier e concluiram que amplitudes
harmoénicas de Fourier podem avaliar pequenas diferengcas no formato nuclear
do espermatozéide.

A avaliacdo morfométrica dos espermatozéides também tem sido usada

para demonstrar que a criopreservacao afeta as dimensdes da cabeca de
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espermatozéides de touros (GRAVANCE et al., 1998b), equinos (ARRUDA et
al., 2002), caninos (NUNEZ — MARTINEZ et al., 2007), com menores valores
encontrados nas amostras apoés criopreservacao. Outra aplicacao para analise
de imagem é a caracterizacdo da cromatina de espermatozéides corados com
azul de toluidina, que pode concomitantemente ser usada com a analise
morfométrica (BELETTI et al., 2005 a, b).

Ao contrario da motilidade, as morfologias normal e anémala dos
espermatozéides variam para cada espécie e se faz necessario uma
padronizacdo da técnica para diferentes espécies. A analise da morfologia
espermatica € um importante indicador de baixa fertilidade em homens
(KRUGER et al., 1993), equinos (JASKO et al., 1990) e bovinos (SEKONI;
GUSTAFSSON, 1987). A maioria das técnicas até agora padronizadas para
determinar alteragdes morfolégicas de espermatozéides sao restritas a analise
morfométrica da cabeca de espermatozéides, sendo mensuradas apenas a
area, perimetro, comprimento, largura e razao largura/altura (JAGOE et al.,
1986; KATZ et al.,, 1986; SCHRADER et al., 1990; DAVIS et al., 1992;
MACLEOD; IRVINE, 1995;). Porém recentemente, a avaliagdo de outros
parametros morfolégicos da cabeca (GARRETT; BAKER, 1995; HARR, 1997) e
até mesmo da cauda (GERGELY et al., 1999; STEIGERWALD; KRAUSE,
1998) estdo sendo pesquisados.

A analise de imagem, como técnica para avaliagdo de sémen, tem sido
usada em diferentes espécies, tal como bovino (SAILER et al.,1996;
GRAVANCE et al.,1998a; GRAVANCE et al.,1999), ovino (SANCHO et al.,
1998), suino (HIRAI et al., 2001; KONDRACKI et al., 2005), equino (DAVIS et
al., 1992; GRAVANCE et al., 1996; GRAVANCE et al., 1997; ARRUDA et al.,
2002), coelho (GRAVANCE; DAVIS, 1995) e rato (HIGUCHI et al., 2001).

Beletti et al., 2005a em seus experimentos investigou a correlagdo entre
aspecto morfométrico da cabega de espermatozéides bovinos e anormalidades
na condensagado de cromatina usando andlise de imagens computadorizadas
de esfregacos de sémen bovino corados com azul de toluidina. Os autores
observaram que anormalidades na condensagéo de cromatina influenciaram na

morfologia de cabeca de espermatozoides de diferentes formas. Sailer et al.
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(1996) relatam a correlagdo entre anomalias na cromatina espermatica e
parametros morfometricos em espermatozoides bovinos, entretanto sugeriram
que espermatozéides com DNA danificado podem ser considerados
morfologicamente normais e capazes de fertilizar um odcito (LOPES et al.,
1998).

Novos métodos de avaliacdo morfométrica da cabeca de
espermatozéides vém sendo desenvolvidos. Estes métodos combinam
avaliacbes matematicas precisas do formato da cabeca do espermatozéide e
da intensidade da compactacdo da cromatina apartir de imagens obtidas de
esfregacos de sémen corados com azul de toluidina (SILVA, 2006; BELETTI et
al., 2005b). Com a utilizagdo dos mesmos pode-se identificar alteracdes
morfolégicas e de cromatina ndo percebidas pela analise visual do
espermograma de rotina (BELETTI; COSTA, 2003; BELETTI et al., 2005a,
2005 b).
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ll. MATERIAL E METODOS

I1l.1. Local

As coletas das amostras para andlise foram realizadas no Laboratério de
Sexagem de Sémen Bovino da Goyaike Brasil Agropecuaria Ltda na unidade
de Uberaba — MG (Brasil). As andlises dos esfregacos foram realizadas no
Laboratério de Técnicas Histoldgicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.

l11.2. Animais

Utilizaram-se, nesse estudo, dezessete animais das racas Guzera,
Holandés, Gir leiteiro, Nelore mocho e Girolando pertencentes a central ABS
PECPLAN. Os animais foram mantidos em grama estrela africana (Cynodon
nlefluensis), recebendo além de agua e sal mineral ad libitum, alimentacdo
concentrada diéria, segundo exigéncias estabelecidas pelo NRC (2001) para a
categoria de reprodutores, em sistema de produgao regular de sémen coletado
por auxilio de vagina artificial. Os mesmos eram pesados quinzenalmente e

realizados os controles de ecto e endoparasitas regularmente.
llL.3. Avaliacao seminal
111.3.1. Motilidade Progressiva

As amostras de sémen colhidas foram avaliadas em laminas pre-
aquecidas, em aumento de 20X vezes em microscopia de luz (Coleman) com
utilizacdo apenas dos ejaculados que apresentaram motilidade progressiva (>
60%) e vigor 3, numa escala de 0 a 5. As amostras colhidas foram adicionados
em cada mililitro, misturas de gentamicina (250 pg), tilosina (50 pg), lincomicina
(150ug), e espectinomicina (300 ug).
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1l1.3.2. Concentracao espermatica do ejaculado

A concentracdo do sémen foi medida com auxilio de um
espectrofotdmetro Fentom utilizando 50 microlitros do sémen e 3950 microlitros
de citrato de sédio. Foram utilizadas concentragbes maiores que 1X10°
espermatozéides/ mL.

111.3.3. Morfologia espermatica

Para avaliagcdo morfolégica foi utilizado microscopio de contraste de
fase. Realizou-se uma diluigdo colocando-se 290 microlitros de solugéo formol
salina e 10 microlitros de sémen, fator de diluicdo 30. Ap6s homogenizagéo, foi
realizada a preparacao umida, e os espermatozoides contados em aumento de
100 X. Os defeitos dos mesmos foram classificados em maiores, menores e
totais, conforme Blom (1973), somente utilizando-se amostras com morfologia

de no minimo 75% espermatozéides normais.
lll.4. Sémen convencional

A parte do ejaculado destinada ao congelamento de sémen
convencional uma vez passada pela analise da concentracdo espermatica
foram distribuidos em tubos contendo diluidor Bioxcell (IMV, Technologies —
anexo 1). A concentracao das palhetas de sémen convencional foi ajustada de
acordo com o histérico reprodutivo do animal com a concentragdo minima 30 x
10° espermatozoides/ mL. Ap6s diluir o sémen com o crioprotetor, as mesmas
foram envasadas em palhetas francesas 0,5 mL (IMV) vedadas com &lcool
polivinilico (SIGMA) e submetidas a técnica de criopreservagéo automatizada
em congeladora TK 3000 (TK) , seguindo a curva de congelamento utilizada
pela central de coleta de sémen (Anexo 2), e armazenadas em botijdes de

nitrogénio liquido.
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ll.5. Confeccao dos esfregacos e sexagem de sémen por citometria de

fluxo

Foram realizados quatro tratamentos dos esfregacos confeccionados
com os 17 ejaculados em suas diferentes partes do processamento para
analise morfométrica. Os grupos foram diferenciados pelas seguintes siglas:

- Tratamento SC 1: Esfregacos de sémen in natura confeccionado logo
apos a aprovagao do ejaculado para o processo de sexagem.

- Tratamento SSEX 1: Esfregacos de sémen sexado, apds a sexagem
antes de ser mantido a 4°C.

-Tratamento SSEXDESC1: Esfregacos de sémen sexado, apés a
descongelacao para avaliagao.

- Tratamento SCONV1: esfregacos de sémen convencional
descongelado para a avaliagao.

Utilizou-se o sémen recém aprovado in natura para confec¢do dos
esfregacos (SC1) e parte do ejaculado para preparo das palhetas de sémen
convencional e sémen sexado. A parte do ejaculado destinada a sexagem por
citometria de fluxo, foi mantida em sala climatizada 18%C e utilizado durante 9
horas ap6s coletado. As palhetas de sémen sexado foram criopreservadas com
concentragdo igual & 3x10° espermatozéides por palheta de 0,25 mL.

Posteriormente de acordo com a concentracdao do ejaculado destinado a
sexagem, uma aliquota de sémen foi diluido com um meio de cultura
tamponado (Hepes 40mM, cloreto de s6dio 95mM, cloreto de potassio 3mM,
fosfato de sdédio 0.3mM, bicarbonato de sddio 10mM, cloreto de magnésio
0.4mM, piruvato de sodio 2mM, glucose 5mM, acido latico 256mM e pH=7,4),
adicionou-se & amostra com uma concentracdo final de 200 x 10 °©
espermatozéides/ mL um corante ndo citotdxico, reversivel Hoechst ® 33342
(SIGMA), que atravessa a membrana celular do espermatozoide e liga-se
seletivamente aos pares de base A-T do DNA, durante a incubag¢do em banho-
maria (Nova Etica) a 35°C por 45 minutos. Apés o periodo de incubacdo, a
amostra foi rediluida com o mesmo meio tampéo, acrescido de gema de ovo,

com um corante especifico para os espermatozéides mortos FD & C # 40
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(SIGMA) que reduz a fluorescéncia do primeiro Hoechst ® 33342 (SIGMA).
Este método torna o processo mais eficiente, por separar as células vivas,
removendo as mortas. A amostra foi filtrada em filtos portadores de membranas
0.22 um antes de ser sexada. Uma vez preparada, esta foi colocada no
citbmetro de fluxo (Moflo SX - Dakocytomation ®), onde ocorreu a separagao
dos espermatozoides portadores do cromossomo X.

L

Figura 1. Citdbmetro de fluxo — Moflo SX, Dakocitomation

O processo de separagdo dos espermatozdides durava 90 minutos,
posteriormente a amostra era substituida por outra e assim sucessivamente
até completar 9 horas ap6s a colheita do ejaculado. O sémen sexado era
recolhido em tubos e posteriormente refrigerados a, 4°C por 90 minutos. Ap6s
a sexagem e antes do armazenamento por no minimo 90 minutos a 4°C, fazia-
se o esfregaco de cada amostra (SEX).

Em seguida, todos os tubos contendo os espermatozoides separados
foram levados a um balcdo refrigerado a 4°C, e o volume dobrado com uma

solugdo contendo glicerol, posteriormente submetidos a centrifugacdo em
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centrifuga CT 6000 R (CIENTEC) durante 20 minutos a 4°C e 600G. O
sobrenadante era descartado e o pellet resuspendido em um meio sintético
para congelamento Bioxcell (IMV) contendo glicerol como crioprotetor. As
amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 mL com concentracdo de
3X10° espermatozdides totais e congeladas utilizando congeladora
computadorizada TK 3000 (TK).

Para analise da intensidade de compactagdo da cromatina (CCROM)
foram realizados 2 tratamentos de esfregacos com 15 ejaculados em cada
tratamento. Os tratamentos foram diferenciados pelas seguintes siglas:

- Tratamento SC 2: Esfregago de sémen in natura confeccionado logo
apoés a aprovagao do ejaculado para o processo de sexagem.

- Tratamento SSEXDESC 2: sémen sexado, apds a descongelacao para

avaliacao.
lll.6. Avaliacdao das amostras pds- descongelacao
111.6.1. Motilidade Progressiva

Ap6s o0 congelamento, uma palheta de cada partida de palhetas de
sémen sexado foi descongelada avaliada quanto a motilidade progressiva
(>35%), pureza do sexo escolhido (>85%), concentragdo e confeccionado
esfregaco das amostras (SSEXDESC). Posteriormente as palhetas de sémen
convencional foram descongeladas para avaliacdo quanto a motilidade
progressiva, vigor e concentracdo segundo exigéncias do CBRA (1998) e
realizados os esfregagcos dos mesmos (SCONV1).

1ll.6.2. Avaliacao da pureza

O restante do conteudo das palhetas de sémen sexado, apés verificada
a motilidade, foi rediluido com 1mL (Tris 197 mM, acido citrico 55, 4 mM e
frutose 47,5 mM e pH= 6,8) e novamente corado com Hoechst por 45 minutos
a 35°C. Posteriormente foram sonificado por 3 minutos por um desruptor de

células ultra-sénico (UNIQUE) para remover as caudas dos espermatozoéides, e
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assim melhorar a orientacdo durante a passagem pelo citémetro de fluxo. As
proporcoes de espermatozédides X foram determinadas por uma curva de
modelo matematico. As amostras de cada partida foram liberadas com pureza

acima de 85% de espermatozéides portadores do cromossomo X.

lll.7. Fixacao dos esfregacos e coloracao

Todos os esfregacos dos tratamentos SC 1, SSEX 1, SSEXDESC 1 e
SCONV 1 confeccionados para andlise morfométrica das cabecgas
espermaticas, e os esfregacos dos tratamentos SC 2, SSEX 2 para analise da
intensidade de compactacao da cromatina (CCROM) foram fixados em solucao
de etanol e &cido acético (3:1) por 1 minuto, seguido de um banho de etanol
70% por 3 minutos. Ap6s secagem ao ar, os esfregacos foram hidrolisados por
25 minutos, em &cido cloridrico 4N, lavados em &gua destilada e secos a
temperatura ambiente. Posteriormente, foi colocada uma gota de azul de
toluidina a 0,025% em tampao Mcllvaine (citrato de sdédio-fosfato) pH 4.0
cobrindo-os com laminula (BELETTI, COSTA, 2003).

lll.8. Captura de imagens

Foram obtidas 100 imagens digitalizadas de cada lamina usando-se
microscopio Olympus BX40 (Olympus) com objetiva de 100X (imerséo),
acoplado a uma camera Olympus OLY- 200 (Olympus) e conectada a um
microcomputador PC através de placa digitalizadora Data Translation 3153.

Em todos os tratamentos para andlise morfométrica das cabecgas
espermaticas e para analise de intensidade de compactagdo da cromatina, as
imagens digitalizadas foram usadas para segmentar 100 cabegas de
espermatozéides de cada lamina (COSTA,CESAR, 2001). Ap6s a
segmentacdo das cabecgas, estas foram processadas por programas
desenvolvidos em ambiente de programacdo matematica (SCILAB) com
objetivo de se obter a média e desvio padrdao dos valores de pixel dentro das

cabecas dos espermatozéides de cada imagem.
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Para se ter uma referéncia da coloracdo normal, foram selecionadas
visualmente 6 cabecas de espermatozéides em cada esfregaco. A média dos
valores de pixel destas foi considerada como o valor de referéncia da coloragao
normal dos espermatozoides (cabecas padrdoes). Para cada imagem, as
diferencas entre os valores de média de cabegas padrdes e valores de média
de cada cabeca analisada foram determinadas. As diferengas foram
transformadas em porcentagem (Dif%) do valor de meédia de cabeca
padronizada. O coeficiente de variacdo (CV) dos niveis de cinza foi calculado
(BELETTI et al, 2005b, SILVA, 2006).

A area (A), perimetro (P), largura (L), comprimento (C), razdo largura:
comprimento (L/C), elipcidade (E), fator forma (FF), simetria lateral (SL) e
simetria antero-posterior (SAP) de todas as cabecas foram determinados pelo
uso de programas desenvolvidos no SCILAB (BELETTI et al, 2005a, b).
Descritores Fourier com amplitude de 0 a 2 (FO, F1, F2) foram também
considerados para caracterizagcdo e analise da forma conforme descrito por
(BELETTI, COSTA, 2003). A simetria da cabeca espermatica também foi
considerada. A simetria lateral (SL) foi medida para identificacdo de assimetria
ao longo do eixo principal do espermatozoéide, que pode implicar em alteragdes
nas propriedades hidrodindmicas da célula. A mensuragao da simetria antero-
posterior (SAP) foi considerada para identificagdo de assimetrias ao longo do
segundo eixo espermatico. As simetrias consideradas foram calculadas pelo
procedimento descrito por Beletti ; Costa (2003), que envolve “dobramento” ao
longo do eixo maior (ou menor) e identificacdo da area de sobreposicao entre

as areas original e dobrada conforme Costa; César (2001).

I11.9. Analise estatistica

A analise estatistica considerou-se quatro grupos tratamentos SC 1,
SSEX 1, SSEXDESC1 e SCONV1 e avaliou-se os resultados obtidos
comparando-se dois a dois quanto as variaveis morfométricas area, perimetro,
largura, comprimento, largura/comprimento, esfericidade, fator forma, FO, F1,

F2, simetria lateral e simetria antero posterior, na cabeca de células
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espermaticas do grupos em questao. Nesta andlise estatistica utilizou-se o
software SPSS (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) e para verificar a aderéncia a
distrubuicdo normal ou ndo normal foi usada & andlise do indice de Curtose
(IC). Apos identificagdo como uma distribuicao ndo normal, foi aplicado o Teste
de Wilcoxon (SIEGEL, 1975) com nivel de significancia estabelecido em 0,05
em uma prova bilateral.

Os dados obtidos dos procedimentos experimentais com 0s grupos
tratamento SC2 e SSEXDESC2, quanto a compactagdo de cromatina, foram
testados para verificar a distribuicdo normal dos mesmos, e posteriormente
analisados pelo o software SPLUS (Mathsoft. Inc, 2000). Para verificar a
aderéncia a distrubuicdo normal ou ndo normal foi usada & andlise do indice de
Curtose (IC). Apos identificagdo como uma distribuicdo normal, foi aplicado o

Teste teste t de Student com nivel de significancia estabelecido em 0,05.
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IV. RESULTADOS

Na tabela 1 estdo apresentados os valores de motilidade, vigor,
concentracdo e volume do sémen in natura (SC1) e motilidade e vigor do
sémen sexado descongelado (SSEXDESC1) e convencional descongelado
(SCONV1).

A tabela 2 apresenta valores de motilidade, vigor, concentracdo e
volume do sémen in natura (SC2) e motilidade e vigor do sémen sexado
descongelado (SSEXDESC2) utilizados para avaliagdo da intensidade de
compactagao da cromatina espermatica (CCROM).

A tabela 3 e tabela 4 respectivamente apresentam os valores de defeitos
maiores, defeitos menores e defeitos totais de amostras de ejaculados
utilizados para confecgdo dos esfregacos para avaliacdo morfométrica e da
intensidade de compactacdo de cromatina em porcentagem segundo a
classificacao de Blom, 1973.

Os valores relativos 4s médias das medidas obtidas na andlise
morfométrica com as varidveis area, perimetro, largura, comprimento,
largura/comprimento, esfericidade, fator forma, Fourier 0, Fourier 1, Fourier 2,
simetria lateral e simetria antero posterior na comparacao entre os tratamentos
SC1 e SEX1; SC1 e SSEXDESC1 e dos tratamentos SC1 e SCONV1 estao
apresentadas nas Tabelas 5, 7 e 9 respectivamente.

Observa-se nas Tabelas 6, 8 e 10, respectivamente as probabilidades
associadas aos valores de t, encontradas quando da aplicagcao do teste de
Wilcoxon aos resultados obtidos com o tratamento SC1 e os demais
tratamentos SEX1, SEXDESC1 e SCONV1.
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Tabela 1. Valores de motilidade, vigor, concentragao para as amostras in natura (SC1) e motilidade e vigor para
amostras de sémen sexado descongelado (SSEXDESC1) e convencional descongelado (SCONV1) de touros em
coleta de sémen.

Animal Raca AMOSTRAS AMOSTRAS AMOSTRAS
SC1 SSEXDESCH1 SCONV1
Motil Vigor Csonc Volume Motil Vigor Motil Vigor
(%) (x10°sptzs/ o o
mL) (m L) ( /o) ( /o)
Touro Holandes
1 60 4 1380 7 40 3 40 3
Touro Girolando
2 60 4 1032 6 25 3 45 3
Touro Holandes
3 65 4 1760 5,5 40 3 50 4
Touro Gir
4 Leiteiro 65 4 1600 11 40 4 35 4
Touro Guzera
5 65 4 1212 8 45 4 55 3
Touro Holandes
6 65 4 2400 10 35 3 40 4
Touro Guzera
7 60 4 2000 4 40 4 45
Touro Gir 65 4 1500 7.5 40 3 45 3
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8 Leiteiro

Touro Nelore

9 60 4 1500 5,5 30 3 35 3
Touro Gir

10 Leiteiro 60 4 1280 11,5 45 4 45 3
Touro Guzera

11 60 3 1350 8,5 40 3 50 4
Touro Girolando

12 60 4 1420 6 35 3 35 3
Touro Girolando

14 60 3 1500 6 35 3 35 3
Touro Holandes

15 60 4 2160 8,5 30 3 50 4
Touro Gir

17 Leiteiro 60 3 1800 10,5 35 4 30 4
Touro

21 Holandes 65 3 2000 6 45 4 35 4
Touro Gir

28 Leiteiro 60 3 1300 7 45 4 55 4

Amostras SC 1: Amostras de sémen in natura utilizadas para confecgao de esfregagos logo apés a aprovagao do ejaculado para o processo de sexagem/ Amostras SEXDESC 1: Sémen
sexado, ap6s a descongelagdo para avaliagdo/ Amostras SCONV1: Sémen convencional descongelado para a avaliagéo
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Tabela 2. Valores de motilidade, vigor, concentracdo para amostras in natura (SC2) e motilidade e vigor para
amostras de sémen sexado descongelado (SSEXDESC2) utilizadas para confeccdo de esfregacos dos respectivos
tratamentos para analise da intensidade de compactacao da cromatina espermatica (CCROM) de touros em regime
de coleta de sémen.

Animais

Touro 1
Touro 2
Touro 3
Touro 5
Touro 6
Touro 8
Touro 9
Touro 10
Touro 12
Touro 14
Touro 15
Touro 17
Touro 22
Touro 30
Touro 34

Raca

Holandés
Girolando
Holandés
Guzera
Holandés
Gir Leiteiro
Nelore

Gir Leiteiro
Girolando
Girolando
Girolando
Holandés
Holandés
Holandés
Gir Leiteiro

GRUPO SC2 GRUPO SSEXDESC2
Motil Vigor Conc Volume Motil Vigor
(%) (x10°sptzs/mL) (mL) (%)
60 4 1380 7 40 3
60 4 1032 6 25 3
65 4 1760 55 40 3
65 4 1212 8 45 4
65 4 2400 10 35 3
65 4 1500 7,5 40 3
60 4 1500 5,5 30 3
60 4 1280 11,5 45 4
60 4 1420 6 35 3
60 3 1500 6 35 3
60 4 2160 8,5 30 3
60 3 1800 10,5 35 4
60 3 1800 10,5 35 4
65 3 1000 9,5 45 4
65 4 1200 6,5 40 4
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Amostras SC 2: Esfregago de sémen in natura confeccionado logo apds a aprovagdo do ejaculado para o processo de sexagem/ Amostras SEXDESC 2: Sémen sexado, ap6s a
descongelagdo para avaliagao.
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Tabela 3. Avaliagdo da morfologia espermatica em amostras dos ejaculados
utilizados para confecc¢ao dos esfregacos para analise morfométrica

Animal Raca Def. Maiores % Def. Menores % Def. Totais %
Touro 1 Holandés 5 1 6
Touro2  Girolando 7 5 12
Touro 3 Holandés 3 6 9
Touro4  Gir Leiteiro 1 6 7
Touro5  Guzera 1 0 1
Touro 6  Holandés 7 4 11
Touro7 Guzerd 1 2 3
Touro 8  Gir Leiteiro 0 3 3
Touro9  Nelore 0 5 5
Touro 10 Gir Leiteiro 2 5 7
Touro 11 Guzera 13 6 19
Touro 12 Girolando 2 3 5
Touro 14 Girolando 9 2 11
Touro 15 Holandés 3 2 5
Touro 17 Gir Leiteiro 11 4 15
Touro 21 Holandés 2 2 4
Touro 28 Gir Leiteiro 0 1 1

Def. Maiores (%) = Defeitos Maiores
Def. Menores (%) = Defeitos Menores
Def. Totais (%) = Defeitos Totais

Tabela 4. Avaliagdo da morfologia espermatica em amostras dos ejaculados
utilizados para confecc¢ao dos esfregagos para analise da intensidade de
compactagao de cromatina

Animal Raca Def. Maiores % Def. Menores % Def. Totais %
Touro 1 Holandés 5 1 6
Touro 2  Girolando 7 5 12
Touro 3 Holandés 3 6 9
Touro5 Guzera 1 0 1
Touro 6 Holandés 7 4 11
Touro 8  Gir Leiteiro 0 3 3
Touro 9  Nelore 0 5 5
Touro 10 Gir Leiteiro 2 5 7
Touro 12 Girolando 2 3 5
Touro 14 Girolando 9 2 11
Touro 15 Girolando 3 2 5
Touro 17 Holandés 11 4 15
Touro 22 Holandés 8 1 9
Touro 30 Holandés 10 1 11
Touro 34 Gir Leiteiro 2 1 3

Def. Maiores (%) = Defeitos Maiores
Def. Menores (%) = Defeitos Menores
Def. Totais (%) = Defeitos Totais
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Tabela 5. Médias dos parametros morfométricos de cabecgas espermaticas de
sémen in natura (SC1) e sémen sexado (SSEX 1).

Tratamento SC1 Tratamento SSEX1
Média
Média

Area (um?®) 30,282 31,94°
Perimetro (pm) 23,452 24,11°
Largura (pm) 4,542 4,67°
Comprimento (um) 8,502 8,68°
Largura/ Comprimento 0,54° 0,542
Esfericidade 0,302 0,30%
Fator Forma 1,012 1,022
FO 1493,06° 1554,22°
F1 208,772 207,59°
F2 109,98° 121,07°
Simetria Lateral

0,962 0,90°
Simetria Antero Posterior

0,902 0,902

Letras diferentes na mesma linha representam diferengas estatisticas significativas (p< 0,05)
SC1- Esfregago de sémen in natura confeccionado logo apds a aprovagao do ejaculado para

0 processo de sexagem.

SOSEX1 —Esfregagco sémen sexado, confeccionado apds a sexagem antes de ser mantido a
4C.

Tabela 6. Probabilidades associadas aos valores de t encontradas quando da
aplicacao do teste de Wilcoxon aos resultados obtidos com o tratamento (SC1)

comparados com o tratamento (SEX1).

Tratamento SC1 X SEX1
Probabilidades

Area (um?®) 0,001*
Perimetro (um) 0,007*
Largura (um) 0,002*
Comprimento (um) 0,009*
Largura/ Comprimento 0,123
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Esfericidade 0,097

Fator Forma 0,586
FO 0,028*
F1 0,906
F2 0,025*
Simetria Lateral 0,014*
Simetria Antero Posterior 0,288

(") p < 0,05, equivale diferenga entre grupos
SC1 - Esfregaco de sémen in natura confeccionado logo apds a aprovagao do ejaculado para
0 processo de sexagem.
SOSEX1 — Esfregago de sémen sexado, confeccionado apds a sexagem antes de ser mantido a
4°C

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, foram
encontradas diferencas significativas (p< 0,05) entre as cabecgas espermaticas
pertencentes ao tratamento SC1 e SSEX1, para as variaveis area, perimetro,
largura, comprimento, Fourier 0, Fourier 2, os maiores valores foram obtidos no
tratamento SSEX1 enquanto para a variavel simetria lateral no tratamento SC1.
As variaveis razéo largura/comprimento, esfericidade, fator forma, Fourier 1 e

simetria antero posterior nao apresentaram diferencas significativas.

Tabela 7. Médias dos parametros morfométricos de cabecas espermaticas de
sémen in natura (SC1) e sémen sexado descongelado (SEXDESCH1).

Tratamento SC1 Tratamento
SEXDESCH1
Média Média

Area (um?®) 30,28? 32,97°
Perimetro (um) 23,45° 24,38°
Largura (pm) 4,547 4,75
Comprimento (um) 8,50° 8,84°
Largura/ Comprimento 0,542 0,542
Esfericidade 0,30% 0,30%
Fator Forma 1,012 1,002
FO 1493,06° 1603,46°
F1 208,772 222,18?
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F2 109,982 125,09°

Simetria Lateral 0,962 0,962
Simetria Antero
Posterior 0,902 0,902

Letras diferentes na mesma linha representam diferencas estatisticas significativas (p< 0,05)
SC1- Esfregago de sémen in natura confeccionado logo apds a aprovagao do ejaculado para
0 processo de sexagem

SSEXDESC1: Esfregago de sémen sexado, apds a descongelagao para avaliagao.

Observa-se que na Tabela 7 que as variaveis que apresentaram
diferencas significativas (p < 0,05) os maiores valores foram obtidos com os
esfregacos de sémen sexado descongelado (SSEXDESC1). As variaveis area,
perimetro, largura, comprimento, Fourier 0 e Fourier 2 apresentaram diferencas

significativas (p< 0,05), como exposto na Tabela 8.

Tabela 8. Probabilidades associadas aos valores de t encontradas quando da
aplicacdo do teste de Wilcoxon aos resultados obtidos com o tratamento
(SC1) comparados com o tratamento (SEXDESC)

Tratamento SC1 X SSEXDESC1
Probabilidades

Area (um?®) 0,000*
Perimetro (um) 0,000*
Largura (um) 0,000*
Comprimento (um) 0,000*
Largura/ Comprimento 0,300
Esfericidade 0,217
Fator Forma 0,297
FO 0,001*
F1 0,068
F2 0,002*
Simetria Lateral 0,125
Simetria Antero Posterior 0,521

(*) p < 0,05, equivale diferenga entre grupos
SC1- Esfregago de sémen in natura confeccionado logo apds a aprovagao do ejaculado para
0 processo de sexagem

31



SSEXDESC1: Esfregaco de sémen sexado, confeccionado apdés a descongelacdo para
avaliagéo.

Na Tabela 10, pode-se observar as probabilidades associadas aos
valores de t, obtidas com o teste de Wilcoxon (SEIGEL, 1975) na comparacao
entre os tratamentos SC1 e SCONV1. As variaveis razao largura/comprimento,
esfericidade, fator forma, Fourier 2 apresentaram diferencas significativas (p <
0,05) entre os grupos em questdo. Como exposto na Tabela 9, para as
variaveis razdo largura/ comprimento, fator forma, os maiores valores foram
encontrados no grupo tratamento SC1 enquanto para as variaveis esfericidade
e Fourier 2 foram obtidos com o Grupo tratamento SCONV1.

Tabela 9. Médias dos parametros morfométricos de cabecas espermaticas de
sémen in natura (SC1) e sémen convencional (SCONV1).

Tratamento SC1 Tratamento SCONV1
Média Média
Area (um?) 30,282 30,192
Perimetro (um) 23,452 23,442
Largura (um) 4,542 4,49%
Comprimento (um) 8,50? 8,53%
Largura/ Comprimento 0,542 0,53
Esfericidade 0,302 0,31°
Fator Forma 1,012 1,00°
Fourier 0 1493,06° 1507,38?
Fourier 1 208,772 195,602
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Fourier 2 109,982 115,40°

Simetria Lateral 0,962 0,962
Simetria Antero
Posterior 0,902 0,912

Letras diferentes na mesma linha representam diferencas estatisticas significativas (p< 0,05)
SC1 - Esfregaco de sémen in natura confeccionado logo apds a aprovagao do ejaculado para
0 processo de sexagem

SCONV1 - Esfregaco de sémen convencional descongelado para a avaliagéo

Tabela 10. Probabilidades associadas aos valores de t encontradas quando da
aplicacéo do teste de Wilcoxon aos resultados obtidos com o Tratamento (SC1)
comparados com o Tratamento (SCONV1).

Tratamento SC1 X SCONV1
Probabilidades

Area (um?) 0,906
Perimetro (um) 0,687
Largura (um) 0,381
Comprimento (um) 0,246
Largura/ Comprimento 0,024*
Esfericidade 0,032*
Fator Forma 0,010*
Fourier 0 0,309
Fourier 1 0,332
Fourier 2 0,049*
Simetria Lateral 0,537
Simetria Antero Posterior 0,236

(*) p < 0,05, equivale diferenga entre grupos

SC1 - Esfregaco de sémen in natura confeccionado logo apds a aprovagao do ejaculado para
0 processo de sexagem

SCONT1 - Esfregago de sémen convencional descongelado para a avaliagao

Na avaliagdo da compactacado de cromatina esperméatica entre o grupo
tratamento SC2 e SEXDESC2, a Tabela 11 apresenta as médias e desvio
padrdo obtidos para as variaveis intensidade de compactacdo de cromatina
(CCROM) e coeficiente de variacdo de pixels (CV), e observa-se que ha
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diferenca significativa (p< 0,05) utilizando teste t de Student entre os grupos

para a variavel intensidade de compactacao de cromatina (CCROM).

Tabela 11. Médias * desvios padrao (%) das medidas intensidade de
compactacao de cromatina e coeficiente de variagdo de pixels obtidas na
analise das cabecas espermaticas de sémen in natura e sémen sexado.

Grupo SC2 Grupo
SSEX2
Médias £ DP
Compactagao Cromatina 0,935 + 0,25% 1,29 + 0,58
(CCROM)
Coeficiente variagéo de pixels 3,25 + 0,582 3,76 +£1,312
(CV)

Letras diferentes na mesma linha representam diferengas estatisticas significativas entre
médias (p< 0,05)

SC2 - Esfregago de sémen in natura confeccionado logo apés a aprovagao do ejaculado para o
processo de sexagem

SSEXDESC2 — Esfregaco de sémen sexado, confeccionado apds a sexagem antes de ser
mantido a 4°C

DP — desvio padrao

V. DISCUSSAO
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Os ejaculados foram selecionados segundo critérios minimos de
qualidade, motilidade > 60%, vigor >3 e concentracdo > 1milhdao de sptzs/ mL,
ja que a eficiéncia da separacao tem grande relacao com as qualidades fisicas
iniciais das amostras aprovadas para selecao (SEIDEL, GARNER; 2002).

Pode-se observar de acordo com os resultados obtidos na comparagao
entre os tratamentos SC1 e SSEX1 ha diferengas significativas (p<0,05) para
as variaveis area, perimetro, largura, comprimento, Fourier 0, Fourier 2 e
simetrial lateral. As aliquotas dos ejaculados aprovados para separagao por
citometria de fluxo, anteriormente ao processo propriamente dito, sdo diluidas,
coradas e incubadas. Este processamento e as diferentes solugbes antes e
durante o processo de sexagem poderiam levar a alteragdao no volume celular e
consequentemente alteragbes das varidveis citadas, pois a célula espermatica
parece sensivel ao estresse osmético como também a adicdo e a remogao de
crioprotetores (BALL, VO; 2001)

Na avaliacao entre o tratamento SC1 e SSEXDESC1 as variaveis area,
perimetro, largura, comprimento, FO, F2, simetria lateral, apresentaram
diferencas significativas (p< 0,05) com os maiores valores encontrados no
tratamento SSEXDESC1. Estes resultados foram diferentes dos relatados por
Gravance et al., (1998b); Esteso et al. (2006); porém nos experimentos
anteriores para criopreservagao espermatica foram utilizados diluentes a base
de Tris-gema de ovo e ou leite, porém nenhum dos experimentos citados
utilizou o meio comercial Bioxcell (IMV, Technologies — Anexo 1), o qual foi
utilizado para criopreservacdo do sémen sexado e sémen convencional no
estudo em questéo.

Os resultados sugerem que diferentes fatores podem ter influenciado
para que as cabecas espermdticas avaliadas no tratamento SEXDESCH1,
apresentassem valores elevados nas variaveis observadas, o que afirma os
relatos de Amann, Pickett, (1987); Hammerstedt et al, (1990), que pelo fato do
processo de criopreservacdo ser dividido em etapas distintas: diluicao,

resfriamento, congelacdo, armazenamento e descongelacdo. Cada uma
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dessas etapas tem uma relacdo com a funcionalidade e metabolismo celular do
espermatozéide.

Em humanos (THOMPSON et al., 1994), touros (GRAVANCE et al.,
1998b), eqiinos (ARRUDA et al, 2002), caninos (RIJSSELAERE et al, 2004),
caprinos (HIDALGO et al, 2007), foram avaliados os efeitos da criopreservagcao
espermatica sobre variaveis morfométricas utilizando analise computadorizada
por ASMA, e em todos os estudos anteriormente citados, as cabecas
espermaticas foram significativamente menores em espermatozéides
criopreservados do que naqueles apenas diluidos, resultados estes que
diferiram dos obtido neste estudo.

Observou-se que os resultados obtidos com os tratamentos SC1 e
SCONV estdo de acordo em partes com os obtidos por Gravance et al.,
(1998b) para a variavel largura/ comprimento. Os resultados deste trabalho
sugerem que alteragbes na morfometria da cabecga dos espermatozdides indica
a capacidade com qual estas células sobrevivem ao processo de
criopreservacao.

Durante o processo de criopreservacao a porcentagem de células que
sobrevivem ao processo € determinado pela sensibilidade ao estresse
osmotico a que sao submetidas durante a adicdo e remocao de crioprotetores,
esfriamento e descongelamento (LEIVO, BRADLEY, 1999). No presente
estudo, as células espermaticas sdao submetidas a diluicbes, processo de
separagao por citometria de fluxo e criopreservagdo. Apesar das alteracdes
morfométricas observadas, apds a descongelacdo as amostras apresentaram
motilidade aceitavel dentro dos padrdes estabelecidos para comercializagao.

Na avaliagdo do efeito da sexagem de sémen por citometria de fluxo
sobre a variavel intensidade de compactagdo de cromatina (CCROM) e
coeficiente de variacdo da escala de cinza (CV), foram encontradas diferencas
na intensidade da compactacdo da cromatina (p < 0,05). Esta diferenca
demonstra que o processo de sexagem afeta a compactagdo da cromatina dos
espermatozéides, no entanto, a intensidade de descompactacao (1,29%) é
semelhante a encontrada por Beletti et al (2005b) e Silva (2006) para touros

altamente férteis. Isto demonstra que estas alteracdes provavelmente nao
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influenciam na fertilidade o que esta de acordo com os resultados obtidos por
Bochenek et al., 2007. Porém, esta parcialmente de acordo com os resultados
obtidos por Gry et al (2005), que em seus estudos investigou se 0 processo de
separacgao por citometria de fluxo afetava a integridade do DNA espermaético.
Estes autores usaram para avaliar sémen sexado e sémen convencional o
ensaio de Cometa e a andlise de estrutura de cromatina (SCSA). Os
espermatozéides portadores de cromossomos —X e -Y separados por
citometria de fluxo, apresentaram um baixo DFI (indice de Fragmentacdo de
DNA) comparado com o sémen convencional. Seus resultados indicaram que o
sémen sexado por citometria de fluxo apresentaram menor alteracdo na
cromatina que amostras de sémen convencional. A inexisténcia de diferenga
estatisticamente significativa em relagdo ao coeficiente de variagdo, mostra que
as alteracdes na compactacdao da cromatina observadas apds o processo de
sexagem ocorrem de maneira homogénea por toda a cabega do
espermatozéide. De acordo com Beletti et al (2004), existem regides na cabeca
do espermatozdide de touro que sdao mais susceptiveis as alteragdes da
cromatina, levando a descompactacdao heterogénea, o que nao foi verificado
neste trabalho.

Varios fatores poderiam ter influenciado no estudo em questdo para
alteracdo na compactacdo da cromatina espermatica durante o processo de
sexagem. Além de reais alteracdes ocorridas na compactacao, a coloragdo do
DNA espermético com Hoechst 33342 (Sigma, Aldrich), um corante vital
utilizado durante o processo de separacao (PARILLA et al, 2004), pode ter
interferido na coloragdo do DNA com azul de toluidina, provocando erros de

avaliagdo no meétodo utilizado.
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VI. CONCLUSOES

Baseados nos resultados obtidos, dentro das condicées de realizacdo deste

experimento, conclui-se que:

- O processo de diluicdo, coloragado, incubacao anterior ao processo de
separacao por citometria de fluxo e criopreservacgao influenciou na morfométria

das células espermaticas.
- A cromatina espermatica sofre alteragdes significativas durante o processo de

separagdao por citometria de fluxo, porém ainda permanecendo em niveis

considerados normais para reprodutores bovinos.
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VIil. ANEXOS

ANEXO 1

COMPOSICAO BIOXCELL (IMV, Technologies)

LI 21O 2,309
CITRATO DE SODIO.......coioeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ereseees s e ans e snenenees 6,209
CLORETO DE POTASSIO......couiuieeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeses e enenen e e, 0,80g
FRUTOSE ..ottt eee e enan s ens e sa e s eanaeeanne s 1,209
MONOHIDRATO DE LACTOSE......ooeeeeeeceeeeeeeeeee e, 0,809
GLICINA . ..ot en s 0,209
GLICOSE ANIDRA ..ot e e e ee s senene e, 0,209
TAURINA ... oottt e st en s en s s s en s s e 0,005g
SULFATO DE GENTAMICINA . ......covieieieieeeeeeeeeeeeesee e 0,249
TARTRATO DE TILOSINA......ooiieee oo en e en e neneneees 0,33g
LINCOSPECTINA 100........oooeeeeeeeereeeeeeeeeeeeseseeseseeesenesenesneseses e 0,383g
GLICEROL . ...ttt ee e en s en s st enneens 40,209
HIDRATO DE CALCIO LACTATO......ouiieceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e enen s 0,70g
LECITINA DE SOUA......ooieieeeeeeeee et vnann s s 1,59
MONOHIDRATO DE ACIDO CITRICO.........oooueeeeeeeeeeeeeereeeeeee e enenens 2,509
AGUA ULTRA PURA ..ottt en s en e 0,065¢

PH:6.8-7.3
OSMOLARIDADE: 1250 — 1450 mosm/ Kg H-O
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ANEXO 2

Curva de congelacao utilizada pela TK 3000 (TK - Maquinas de
Congelacao — Embriao e Sémen)

F1—0,12C/ segundo — entre 4% a — 152 C duragdo: 3 minutos
F2 - 0,52 C/ segundo — entre — 152 C a — 1402 C durag&o: 5 minutos
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