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"The important thing is not to stop questioning. Curiosity has its own reason for

existing."

Albert Einstein
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ABSTRACT

Semen’s cryopreservation of mammals causes physical and chemical damage to
cell membranes due to changes in the lipid phase transition, increased lipid peroxidation
induced by reactive oxygen species (ROS) and mechanical stress in membranes of cells
consequent to osmotic stress and temperature changes. Oxidative stress results in a
reduction of Adenosine triphosphate (ATP) levels, which will lead to a lower motility

and initiate lipid peroxidation.

To prevent or to avoid the destructive effects of ROS, seminal plasma has some
scavengers of ROS, such as defensive enzymes and small antioxidant molecules. The
problem comes when there is the need to centrifuge the stallion sperm before freezing

and seminal plasma is removed, leaving the cells more vulnerable to oxidative damage.

Supplementation with a-tocopherol (vitamin E) and ascorbic acid (vitamin C)
comes in order to realize if the semen quality after freezing/thawing have improvement
in the various parameters. The a-tocopherol acts as a breaker of chains, neutralizing
lipid radicals. The continuity of its function depends on a-tocopherol recyclers such as
ascorbate and thiol. On the other hand, the ascorbic acid acts as a scavenger, and has
been found to have a positive effect on the preservation of the integrity of the membrane

of cold equine semen.

The aim of this study was to investigate the effects of ascorbic acid and -
tocopherol supplementation on semen quality parameters of equine thawed-frozen

semen.

The semen was collected from three stallions (two ejaculates for each) by the
traditional method, using an artificial vagina. The gelatinous fraction of semen was
retained in the collectors filter, as well as any dirt present in the penis and semen of the
stallions. After collection, the semen was diluted in a portion of 1:1 with Kenney
medium (from milk powder) and transported to the laboratory in the shortest possible
time in order to evaluate them. Semen with a motility below 70% was rejected for

research.

Semen was divided in seven different treatments in a final concentration of 100
x 106 sperm/mL using Gent® extender containing no supplements (control) and the

following supplements with three different concentrations: a-tocopherol (0.5, 1 and 2



mM) and ascorbic acid (0.45, 0.9 and 1.8 g/L). After thawing, all samples were

maintained at 37°C, while analyzes were performed at time 0, 60 and 120 minutes.

The evaluation of viability and acrosome status (pisum sativum agglutinin
conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC-PSA) and propidium iodide (PI)),
mitochondrial membrane potential (5,57,6,6 -tetrachloro-
1,1°,3,3 tetracthylbenzymidazolyl carbocianyne iodine (JC-1)), membrane lipid
peroxidation (LPO) (CH-BODIPYSSU”]) and stability of the plasmatic membrane

(Merocyanine 540 and Yo-Pro-1) of each samples was determined by flow cytometry.

Relative to the control group, supplementation with a-tocopherol improved
(P<0.05) post-thaw membrane LPO, yet the higher concentrations of ascorbic acid (0.9
and 1.8 g/L) showed a negative effect in membrane LPO. Neither antioxidant
significantly increased (P>0.05) the acrosome integrity and mitochondrial membrane
potential of frozen-thawed spermatozoa, although supplementation with a-tocopherol
and ascorbic acid (0.9 and 1.8 g/L) had a positive effect in membrane integrity and
stability (P<0.05). For all the semen parameters the lower concentration of ascorbic acid
(0.45 g/L) did not showed significant differences (P>0.05) as compared with the

control.

In conclusion, a-tocopherol seems to be an efficient antioxidant reducing the
oxidative stress provoked by cryopreservation, decreasing lipid peroxidation on equine

spermatozoa.

Keywords: Semen, Equine, a-tocopherol, Ascorbic acid, Cryopreservation
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RESUMO

A criopreservagdo de sémen de mamiferos causa danos fisicos e quimicos as
membranas das células, devido as alteragdes verificadas na transi¢do da fase lipida,
aumento da peroxidacao lipidica induzida pelas espécies reactivas oxigenadas (ERO) e
stresse mecanico nas membranas das células consequente ao stresse osmotico e
mudancas de temperatura. O stresse oxidativo resulta numa diminui¢do dos niveis de
Adenosina trifosfato (ATP), o que vai levar a uma motilidade mais baixa e iniciar a

peroxidagao lipidica.

Para prevenir que isso acontega, ou seja, para evitar os efeitos destrutivos das
ERO, o plasma seminal possui alguns scavengers de ERO, tais como enzimas
defensivas e pequenas moléculas antioxidantes. O problema vem quando existe a
necessidade de centrifugar o sémen e remover o plasma seminal antes da congelagdo,

deixando as células mais vulneraveis a danos oxidativos.

A suplementacdo de o-tocoferol (vitamina E) e acido ascorbico (vitamina C)
chega com o intuito de perceber se a qualidade do sémen, apés a descongelagdo, tem
melhoria nos seus diversos parametros. O a-tocoferol funciona como um quebrador de
cadeias, neutralizando os radicais lipidicos. A continuidade da sua fun¢do vai depender
de recicladores de a-tocoferol, como ascorbato ¢ tiol. Por outro lado, o acido ascorbico
funciona como um scavenger, sido ja verificado que tem um efeito positivo na

preservacao da integridade da membrana de sémen equino refrigerado.

O presente trabalho teve como objectivo determinar o efeito da suplementagdo
de a-tocoferol e acido ascorbico sobre a qualidade dos pardmetros espermaticos apds

criopreservacdo de sémen equino.

O sémen foi colectado de trés garanhdes (dois ejaculados por cada um) pelo
método tradicional, usando uma vagina artificial. A frac¢do gelatinosa do sémen foi
retida no filtro presente nos copos colectores, assim como alguma sujidade presente no
pénis e sémen do garanhdo. Apds a colheita, o sémen foi diluido numa porgao de 1:1
com o meio Kenney (a base de leite desnatado em po) e transportado para o laboratério

no menor tempo possivel de modo a proceder a sua avaliagao.



Apos a colheita, realizou-se a avaliacao fisica e morfologica do sémen: volume,
aspecto, motilidade, vigor e concentragdo espermatica. Sémen com uma motilidade

inferior a 70% foi considerado inapto para a investigacao

Primeiramente, na chegada ao laboratério, o sémen foi centrifugado a uma velocidade
de 600 xg durante 10 minutos, de forma a remover o plasma seminal. A contagem das
células foi efectuada no microscopio numa camara de Neubauer. O sémen foi entdo
ressuspenso a uma concentragio de 100 x 10° espermatozéides/mL num meio de
congelacdo comercial chamado Gent®. Apos a diluigdo, este foi dividido em sete tubos
de Falcon para os diferentes tratamentos: trés concentragdes diferentes de a-tocoferol

(0.5, 1 e 2 mM) e de acido ascorbico (0.45, 0.9 e 1.8 g/L), e o controlo.

As amostras foram entdo guardadas em palhinhas de 0,25ml e congeladas a uma
velocidade de -0.5°C/min dos 20°C-5°C, -10°C/min dos 5°C aos -15°C e, finalmente,
uma velocidade de -25°C/min dos -15°C aos -150°C. As amostras foram descongeladas
colocando-as em banho-maria a 37°C durante 30 segundos e posteriormente encubadas

a mesma temperatura durante 0, 60 ¢ 120 minutos para o inicio da analise.

A avaliagdo da viabilidade e reaccao acrossémica (FITC-PSA e PI), do potencial
da membrana mitocondrial (JC-1), da peroxidacio da membrana lipidica (Cj-
BODIPY581/591), e da estabilidade da membrana plasmatica (merocianina 540 e Yo-

Pro-1) de cada amostra foi determinada através de citometria de fluxo.

Os resultados mostraram que, relativamente ao grupo controlo, a suplementacao
do a-tocoferol melhorou (P<0.05) a peroxidagdo da membrana lipidica apds a
descongelagdo, mas as concentra¢des mais elevadas de acido ascorbico (0.9 e 1.8 g/L)
apresentaram um efeito negativo. Apesar de nenhum dos antioxidantes ter demonstrado
uma melhoria (P>0.05) na integridade do acrossoma e no potencial da membrana
mitocondrial, verificou-se que as amostras suplementadas com o-tocoferol e acido
ascorbico (0.9 e 1.8 g/L) apresentaram um efeito positivo na integridade e estabilidade
da membrana plasmatica (P<0.05). Para todos os parametros seminais, a concentragao
mais baixa de 4cido ascorbico (0.45 g/L) ndo demostrou diferencas significativas

comparativamente ao controlo.



Posto isso, concluimos que o a-tocoferol demonstra ser um antioxidante eficaz
na reducdo do stresse oxidativo provocado pela criopreservagao, diminuindo a

peroxidagao lipidica no sémen equino.

Palavras-chave:  Sémen, Equinos, a-tocoferol, Acido  ascérbico,

Criopreservagao
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I-INTRODUCAO




Ao longo dos anos tem-se verificado um aumento do uso de sémen equino
congelado para inseminacao artificial, sendo uma tecnologia de grande importancia para

a produgdo equina, pois permite o armazenamento e transporte de sémen a longo prazo.

Independentemente da localizacdo ou da disponibilidade do garanhdo, a
criopreservacdo de sémen equino permite preservar sémen de animais geneticamente
superiores e, assim, desenvolver um programa de producdo sustentdvel. Além disso,

possibilita controlar ou erradicar doengas infecciosas.

Uma das principais vantagens da criopreservacdo de sémen equino passa pela
facilidade com que os produtores podem facilmente inseminar uma fémea num ponto
optimo de producdo do que esperar pela disponibilidade do sémen do garanhdo. A
criopreservacdo permite ainda criar bancos genéticos de forma a apoiar a biodiversidade

e proteccdo de espécies em perigo.

Contudo, a criopreservacdo também apresenta algumas dificuldades. A
capacidade fertilizante do espermatozdide ¢ geralmente mais baixa do que outras
espécies domésticas, em que cerca de 40-50% dos espermatozoides ndo sobrevivem ao

processo de congelagao/descongelacao (Watson, 2000).

Apesar dos estudos e esforgos que os cientistas tiveram nos ultimos anos, essa
tecnologia ainda nao estd num nivel Optimo de desenvolvimento, causando danos

quimicos e fisicos a integridade, bioquimica e biofisica da estrutura dos

espermatozdides, dano esse que pode acabar por ser letal para os mesmos.

Existem diversos factores que podem influenciar os danos que as células sofrem
no processo de criopreservagado, tais como stresse oxidativo, mudangas de capacitagdo e
apoptose e stresse mecanico nas membranas das células devido ao stresse osmotico,
além das mudangas de temperatura que ocorrem durante o processo de
congelagdo/descongelagdo. Esses processos podem contribuir para a morte dos
espermatozdides ou a sua reducao de fertilidade (Sieme et al., 2008; Ortega Ferrusola,

2009; Mara et al., 2013).

O sucesso da criopreservacao de sémen de garanhdo nao tem sido constante uma
vez que existem diferentes regimes de congelagdo e novos protocolos designados e
publicados para melhorar a qualidade do sémen pos-descongelagdo. Todavia, ndo existe

nenhum protocolo ideal para todos os casos, sendo a complexidade da biologia dos
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espermatozdides um importante factor em desenvolver melhorias na criopreservagao de

sémen.

O aumento da peroxidacao lipidica da membrana ¢ induzido por espécies
reactivas oxigenadas (ERO), assim como stresse osmoético e choque térmico. A
susceptibilidade dos espermatozodides ao dano oxidativo ¢ atribuida as diferencas
individuais na composi¢do de acidos gordos da membrana das células espermaticas
(depende da propor¢ao de acidos gordos saturados e polinsaturados nos fosfolipidos da
membrana das cé€lulas) (Garcia, et al., 2011), assim como a capacidade antioxidante

limitante e a habilidade que as células tém de gerar ERO (Silva, et al., 2010).

O plasma seminal ¢ uma grande fonte de scavengers de ERO, que funciona
como protector das células espermaticas através de enzimas de defesa como superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa reductase, assim como pequenas
moléculas antioxidantes como acido ascorbico e a-tocoferol (Aitken & Baker, 2004).
Contudo, o plasma seminal deve ser removido pois contém agua que pode danificar as

células no processo de criopreservagao, através da formacao de cristais.

Desta forma, para combater o stresse oxidativo, choque térmico e choque
osmotico, processos responsaveis pelo dano celular, deve-se achar novos métodos de

criopreservacao.

O objectivo do estudo desta tese passa por melhorar o processo de
criopreservacdo de sémen de garanhdo. Foi dada como hipdtese que a adigdo de
antioxidantes (o-tocoferol e dcido ascorbico) em diferentes concentragdes no meio de
congelagdo poderia melhorar algumas caracteristicas funcionais das células
espermaticas apos congelagao/descongelagdo: integridade do acrossoma, estabilidade da

membrana plasmatica e peroxidacao lipidica da membrana.
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1. EQUINOS

1.1. Taxonomia

Nascido a 29 de Outubro de 1831, o palentdlogo americano Othniel Charles
Marsh foi um dos principais cientistas em classificar o género Equus, pertencente a
familia Equidae. O seu trabalho passou, essencialmente, por criar uma linha evolutiva

desde género, desde os tempos primitivos até¢ aos modernos.

A familia Equidae pertence a ordem Perissodactyla, que € caracterizada pelos

mamiferos ungulados que t€ém um niimero impar de dedos nas patas.

O género Equus inclui, além dos cavalos, as zebras e os burros. Os cavalos
comuns, que foram utilizados neste estudo, t€m como nome cientifico Equus ferus

caballus.

1.2 Etologia

Etologia ¢ o ramo da ciéncia que estuda o comportamento natural dos animais. O
conhecimento pelas suas reac¢des naturais e instintivas acaba por ser importante para

que possamos proporcionar ao animal um equilibrio fisico e psicologico de qualidade.

Os equideos dormem cerca de quatro horas por dia, ndo de uma sé vez, e sé
adormecem quando se sentem num ambiente seguro. Estes animais, para estarem bem,

além de conforto e boa nutri¢ao, necessitam de estar livres de dor, doencas e stresse.

O estudo do comportamento dos garanhdes e éguas ¢ essencial para a
reproducdo nesses animais, particularmente na detec¢do do cio nas fémeas e o processo
da colheita de sémen. O garanhdo pode tornar-se agressivo no momento da recolha se
estiver com niveis elevados de stresse assim como a égua pode recusar o salto do

garanhao se esta nao estiver na fase Estro do ciclo menstrual.

1.3 Fisiologia e anatomia do aparelho reprodutor



O sistema reprodutor das fémeas ¢ composto por dois ovarios, dois ovidutos,

dois cornos uterinos, corpo do utero, vulva, vagina cérvix e glandula mamaria.

A égua ¢ classificada como poliéstrica estacional de Primavera/Verao pois sao
nessas alturas que estdo sujeitas a mais horas de luz solar. O aumento da luminosidade e
fotoperiodo resulta na diminui¢do da produgdo de melatonina, que se da pela glandula
pineal que, por sua vez, estimula o hipotdlamo. Uma vez estimulado, o hipotalamo
secreta GnRH (hormona libertadora de gonadotrofina), favorecendo a libertacdo de LH
(hormona luteinizante) e FSH (hormona foliculo-estimulante) por parte da hipofise.
Estimulados pela FSH, os foliculos ovéaricos desenvolvem e produzem estrogénio,
hormona responsével pelo comportamento sexual das fémeas. A produgdo de estrogénio
esta directamente relacionada com o tamanho dos foliculos, sendo o seu maximo
registado por da ovulacdo. Quando isso acontece, da-se o fendmeno conhecido por cio.
Em Portugal ainda ndo existem muitos dados relativos ao padrdo anual da reproducao
das éguas de raca Lusitanas, contudo éguas que sdo manutenidas a latitude 39°12°N
tendem a entrar, no Inverno em anestro. Contudo, éguas com boa condi¢dao corporal

podem ciclar durante essa estagdo (Silva, et al., 2007).

N

A semelhanga de outros mamiferos, o sistema reprodutor do garanhdo engloba
dois testiculos, epididimo, canal deferente, pénis, prepucio, uretra e trés glandulas
secundarias: vesiculas seminais, prostata e glandula de Cowper. As vesiculas seminais
sdao responsaveis pela produgdo de sémen, assegurando o transporte e nutricdo dos
espermatozdides, enquanto a prostata neutraliza o pH 4cido da vagina das fémeas. Nao
menos importante ¢ a glandula de Cowper, que tem com principal fun¢do a limpeza da
uretra, além de lancarem, depois da ejaculacdo, um “espermicida” que dificulta a

fecundacao daquelas fémeas por outros machos (Klein, 2012).

Inicialmente, 0 mecanismo hormonal é semelhante ao das fémeas, onde se
verifica a libertacio de FSH e LH da hipofise, apds produgdo de GnRH pelo
hipotdlamo. A FSH tem como alvo as células de Sertoli, que lancam proteinas
responsaveis pela producdo e diferenciagdo dos espermatozoides, enquanto a LH atua
nas células de Leydig, culminando na produgdo de testosterona. Tal como o efeito da
progesterona nas fémeas, a testosterona regula o comportamento sexual do garanhao,

assim como a manutengao dos caracteres sexuais secundarios (Klein, 2012).



2. SEMEN

O sémen ¢ um fluido orgénico produzido pelos machos de véarias espécies,
incluindo os garanhdes, sendo constituido por espermatozoides (célula reprodutora

masculina), liquido seminal e liquido prostatico.

A espermatogénese, processo pela qual da-se a producao de espermatozoides,
tem lugar nos tubos seminiferos dos testiculos. Todo esse processo ¢ dividido em quatro

fases, sendo cada uma delas dependente da sua antecessora.

Espermatogénese

Celula germinativa . 2n

@

Espermatogdnias @ 2n rg

/\ Mitose /\
E spermatogdnias @ @ @
Crescimento
\ sem divisdo

celular

germinativo

Periodo de
crescimento

Espermatacito | 2n

Meiose/\
Espermatdcitos || @n @ n

/\Meiose Il /\ '

Espermatides @n @ ; @ X @ ] )
Lo L

Espermatozdides ( { { { %

-

Periodo de
maturagao

Fig. 1 - Esquema representativo do processo de Espermatogénese. Adaptado de

http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Citologia2/nucleo15.php.

A primeira fase, conhecida por Multiplicagdo, consiste na proliferagdo das

espermatogoneas por mitoses sucessivas. Na segunda fase, Crescimento, algumas
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espermatogoneas avolumam-se em consequéncia da sintese e acumulacdo de reservas.
A fase de crescimento termina com a origem dos espermatocitos I. Segue-se a
Maturacao, que nada mais ¢ do que a divisdo celular dessas células por meiose,
compreendida em divisdo 1 (originando células haploides, designados por
espermatocitos II) e divisdo 2 (resultando em espermatides). Por fim déa-se a
Diferenciacdo das espermatides em espermatozodides. Essa transformacdo acontece
devido a perda de grande parte do citoplasma por fagocitose das células de Sertoli e os
organelos citoplasmaticos sofrem uma reorganizagdo a nivel do complexo de Golgi
(forma o acrossoma), dos centriolos (origina os microtibulos do flagelo) e das

mitocondrias (fornece energia que permite o movimento do flagelo) (Moreira, 2010).

Terminada a espermatogénese, os espermatozoides ja estdo formados e sdo
libertados para o limen dos tubulos seminiferos e finalizam a sua maturacdo nos
epididimos. Agora com mobilidade e capacidade de fertilizacdo, os espermatozoides
estdo prontos para se descolarem até aos canais deferentes, misturando-se com as
secrecOes das vesiculas seminais e da prostata, formando o esperma, que ¢ libertado no

decurso da ejaculacao (Moreira, 2010).

O ejaculado de um garanhdo tem um volume de 50 — 100 ml e uma concentragao

de 150 — 300 x 10° sptz/ml (Klein, 2012), sendo formado por cinco a oito jactos.

O sémen ¢ constituido por trés fracgdes, sendo a primeira origindria das
glandulas bulbouretrais. Esta fraccdo normalmente ndo apresenta espermatozoides. A
segunda fraccao € rica nesse tipo de células, além de secrecdes prostaticas e ampolares.
A terceira e ultima frac¢do € composta, essencialmente, pela secrecdo das vesiculas
seminais. E importante referir que aproximadamente 70% dos espermatozodides sdo

expulsos nos trés primeiros jactos.

Os espermatozdides tém de apresentar certas caracteristicas de forma a
considera-los aptos para fertilizacdo. Entre esses atributos destaca-se a morfologia
aceitavel, mobilidade progressiva, membranas plasmaticas e acrossomas estabilizadas e
presenca de enzimas para fertilizacdo (Klein, 2012). O exame androlédgico reflecte as
actuais condi¢des reprodutivas de um macho (Papa, et al., 2007). A avaliacao destina-se
a observacao das condigdes semiologicas, bem como condi¢des de sanidade, alteragdes
genéticas, saude geral, deficiéncias nas copulas por alteragdes locomotoras ou alteracdes

do sistema genital e problemas espermaticos (Papa, et al., 2007).
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Quando o sémen ¢ colectado de forma artificial e, posteriormente, congelado ou

refrigerado, deve-se sempre realizar um exame andrologico (Ver anexo 1).

3. CRIOPRESERVACAO

3.1. Definigao

Criobiologia ¢ o estudo dos efeitos das baixas temperaturas em organismos vivos

(Read, 1999).

3.2. Historia
Desde o Antigo Egipto, ha cerca de 2.500 anos, que o uso do frio na medicina ¢
utilizado. Contudo, s6 no século V A.C. ¢ que o fisico grego Hipdcrates apontou que o

uso do frio poderia aliviar a dor em feridas e certas doencas que afectavam os 0ssos € 0s

tenddes (Yang & Mochizuki, 2003).

Em meados do século XVII, Henry Power descobriu que o frio acabava por ser
benéfico para a preservacdo de substancias apds congelar nematdides de vinagre em
agua salgada, verificando que elas estavam tdo activas quanto antes da refrigeragao.
Outro cientista que permitiu o avanco da criobiologia no século seguinte foi Lazzarro
Spallanzani, que investigou minuciosamente os tecidos de varias espécies € a sua

reacc¢ao a baixas temperaturas (Sittig, 1963).

Mais avangos foram dados no século XIX quando em 1851, James Arnott, por
muitos considerado o pai da criobiologia, conseguiu temperaturas de -24°C usando uma
solucdo de gelo e sal para o tratamento de varias condigdes de superficie (Yang &

Mochizuki, 2003).

Todavia, s6 no século passado ¢ que ha os primeiros indicios da criopreservagao
de células sexuais. Christopher Polge, juntamente com os seus colegas da Universidade
de Cambridge, descobriram as capacidades protectivas do glicerol apds usarem garrafas
de quimicos que estavam, acidentalmente, sem rétulo. Essa descoberta permitiu-os

criopreservar, com sucesso, sémen de galinha e bovino (Polge., et al., 1949), o que
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levou em 1951 ao nascimento do primeiro bezerro por inseminagdo artificial (Stewart,

1950).

Recentemente, a criopreservagao de sémen equino tem muito mais sucesso do
que ha uns anos atras. O avanco da tecnologia e dos varios investigadores na area
permitiram resolver alguns problemas, contudo, o sémen de garanhdo continua a ser
muito sensivel e, ao contrario do que acontece com os bovinos, ainda ndo tem grande
capacidade de fertilizagdo, isso porque os espermatozdides dos equinos e dos bovinos
sdo biofisica e bioquimicamente diferentes . Um estudo conduzido por Tischner, em
1979, revelou que apenas 20% do sémen congelado e descongelado se encontrava em
boas condigdes, outros 60% encontrava-se afectado e os restantes 20% irrecuperaveis

(Varner, 2000).

3.3. Refrigeracdo e Congelacdo

3.3.1. Principais variaveis

O congelamento desprotegido ¢ normalmente letal, contudo existem mecanismos
envolvidos que podem demonstrar como o arrefecimento pode ser usado para produzir
condigdes estaveis para a criopreservagao. Os efeitos biologicos de arrefecimento sao
dominados pela congelagdao da dgua, o que resulta na concentragdo dos solutos que sao
dissolvidos na fase liquida que resta. Dai nascem duas teorias em relacdo ao dano
resultante do congelamento: a primeira dita que cristais de gelo perfuram ou
desmembram as células, destruindo-as por accao mecanica directa, ¢ a segunda diz que
o dano ¢ de efeitos secundarios através de mudancas na composi¢ao da fase liquida

(Pegg, 2007).

Existem varios métodos de criopreservagao, sendo eles (1) criopreservagao a -
196°C, (2) armazenamento congelado a temperaturas acima dos -196°C, (3)
criodessecagdo e (4) vitrificagdo. A viabilidade do material criopreservado a -196°C nao
estd dependente do tempo em que ele estd armazenado. Existem espermatozoides de
bovinos que estdo armazenados ha mais de 50 anos e mesmo assim ndao demonstram
redu¢do na sua viabilidade. Por outro lado, quando o material ¢ armazenado nos

congeladores convencionais, que podem chegar até -130°C, perde viabilidade a longo
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prazo, apesar de ser um método mais simples do que usar azoto liquido como no
processo a -196°C. A criodessecacao seria um bom processo na medida em que evitaria
a congelacao do material, ndo fosse o facto desse processo ser altamente mutagénico e
apresentar decréscimo da viabilidade ao longo do tempo. Por fim, a vitrificagdo ¢ o
processo pela qual ndo se da formacdo de gelo pois combina o uso de solugdes
concentradas com um rapido arrefecimento. Este processo ja € usado na preservacdo de

odcitos (Ozkavukcu & Erdemli, 2002).

3.3.2. Taxas de refrigerac¢do e congelagao

A criopreservagdo de células e outros sistemas bioldgicos possuem uma taxa
especifica de refrigeracao ideal, com diminui¢ao da sobrevivéncia a taxas que sao muito
baixas (dano de arrefecimento lento) ou muito altas (dano de arrefecimento rapido)

(Mazur, et al., 1972).

Quando a temperatura do sémen diminui, formam-se cristais de gelo
extracelulares, resultando numa maior concentragdo de solutos extracelulares. O
gradiente osmotico resultante causa desidratacdo da célula uma vez que a 4agua
movimenta-se para o exterior da mesma. Pode ocorrer danos se o gradiente osmético da
célula for muito abrupto, que por sua vez faz com que a agua intracelular saia
rapidamente da célula. O excesso de desidratacdo aumenta a concentracao de solutos
intracelular, o que pode ser toxico para as células. Desta forma, se a quantidade
necessaria de dgua intracelular ndo for removida antes da formagdo de cristais de gelo
intracelulares, os organelos e o citoesqueleto estdo sujeitos a danos irremediaveis.

(Mazur, et al., 1972).

Para a criopreservagdo de sémen equino, as taxas de refrigeracdo/congelagdo
segundo o método de Nield et al. sdo as seguintes: de -0.5°C/min dos 20°C-5°C, -
10°C/min dos 5°C aos -15°C e uma velocidade de -25°C/min dos -15°C aos -150°C, e

depois colocado em azoto liquido, que se encontra a -196°C (Sikka, 2004).

3.3.3. Crioprotetores
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Os crioprotetores sdo usados de forma a reduzir o dano celular devido ao choque
térmico que ocorre durante o congelamento e descongelamento (Cavalcanti, et al.,
2002). As propriedades gerais desses crioprotetores passam por terem baixo peso
molecular e ndo serem toéxicos. Esses aditivos alcangam os seus efeitos protectores ao
aumentar a sua fraccdo descongelada a uma determinada temperatura e, assim, reduzir a

sua composic¢do ionica (Ozkavukcu & Erdemli, 2002).

Existem agentes crioprotetores penetrantes e ndo penetrantes. Os ndo penetrantes
sdo representados por macromoléculas com alto peso molecular, como por exemplo os
agucares, a lipoproteina da gema do ovo, as proteinas do leite e alguns aminoacidos. Os
penetrantes tém propriedades coligativas ou propriedades de ligagdo com a molécula da
agua, ou seja, os agentes crioprotetores penetrantes t€ém estruturas que promovem
ligagdes de hidrogénio com a molécula da agua, impedindo o crescimento de cristais

dentro da célula (Ferreira, 2008).

O glicerol, um 4alcool polihidrico muito permeavel, ¢ o crioprotetor mais
utilizado na criopreservagao de sémen da maior parte dos animais domésticos (Farstad,
1996). Contudo, tém sido avaliados crioprotetores alternativos com menor peso

molecular e maior permeabilidade da membrana que o glicerol, de forma a minimizar os

danos osmoticos dos espermatozoides (Squires, et al., 2004).

4. STRESSE OXIDATIVO

4.1. Definicao

Stresse Oxidativo ¢ uma condicdo associada com o aumento da taxa de dano
celular induzida por oxigénio e oxidantes derivados do oxigénio conhecidos por ERO

(Espécies Reactivas Oxigenadas) (Sikka, et al., 1995).

4.2. Espécies Reactivas Oxigenadas
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Os espermatozoides maduros e imaturos, células ‘redondas’ originarias de
diferentes fases da espermatogéneses, leucocitos e outros tipos de células, tais como
células epiteliais, sdo considerados células seminais. Entre estes, os espermatozéides
imaturos e os leucocitos sdo as principais fontes de Espécies Reactivas Oxigenadas

(Garrido, et al., 2004).

Os radicais livres, substancias que tém um numero impar de electrdes, sdo
fortemente energéticos e instaveis. Estes perdem um electrao em consequéncia da acgao
directa de uma fonte luminosa ou entdo pelo contacto com o oxigénio (Silva, et al.,

2013).

Diversos factores podem ser responsaveis pelo desencadeamento do stresse
oxidativo, a partir do principio que o stresse oxidativo emerge do aumento da produgao
de ERO e a reducdo de antioxidantes disponiveis. Uma nutricdo com escassez de
antioxidantes, a sujeicdo de animais a condigdes de stresse, a colheita de sémen e a
geracdo natural de ERO nos espermatozodides sdo alguns desses factores (Pena, et al.,

2009).

A membrana plasmatica dos espermatozodides possui uma elevada concentracao
de 4cidos gordos polinsaturados, o que faz dessas células potenciais alvos para os
efeitos degenerativos causados pelas ERO (Aurich, 2005). Uma das hipdteses para a
formagdo de ERO no processo da congelacdo é que exista alteragdes na respiracao
celular e/ou estado de repouso das células e também pela existéncia de células

espermaticas anormais que morreram aquando da criopreservacao (Bailey, et al., 2000).

4.3. Oxidagao de Lipidos

Os lipidos sao normalmente divididos em dois grupos: os polares e apolares, este
ultimo onde se incluem os triglicéridos, que sdo armazenados em varias células, sendo a

principal forma de deposito de energia nos mamiferos (Frithbeck, et al., 2001).

Os lipidos polares sdo componentes estruturais das membranas das células, que
tétm como responsabilidade a formacdo de uma barreira permeavel de células e
organelos subcelulares numa camada dupla de lipidos. A importancia do estado fisico

da membrana lipidica ¢ evidenciado pelo facto dos lipidos poderem controlar o estado
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fisioloégico de um organelo da membrana, modificando os seus aspectos biofisicos, tais
como a polaridade e permeabilidade. Os lipidios também tém um papel fundamental na

biologia como moléculas sinalizadoras (Ayala, et al., 2014).

O dano oxidativo, consequéncia de stresse oxidativo descontrolado, resulta na
lesdo das células, tecidos e 6rgaos. Altos niveis de radicais livres ou espécies reactivas
oxigenadas podem danificar directamente os lipidos. A mitocondria, a membrana
plasmatica, o reticulo endoplasmatico e os peroxissomas sdo a principal fonte da
producao enddgena de ERO devido a reacgdes enzimaticas e/ou oxidagdo propria de
alguns compostos, como catecolaminas e hidroquinonas (Moldovan & Moldovan,

2004).

Existem duas ERO que sdo conhecidas por afectar de forma significativa os
lipidos: o radical hidroxilo (HO") e o radical hidroperoxilo (HO"). O radical hidroxilo é
uma molécula pouco duradoura que pode ser produzida a partir de oxigénio no
metabolismo celular e sob uma variedade de condigdes de stresse. Além disso, ¢ uma
molécula pequena, soltivel em agua e que se move rapidamente. Uma unica célula
produz cerca de cinquenta radicais hidroxilos cada segundo que passa, o que ao final de
um dia contabiliza cerca de quatro milhdes de moléculas produzidas, que podem
neutralizar ou mesmo atacar outras biomoléculas (Lane, 2002). Por outro lado, o radical
hidroperoxilo (HO") também participa fortemente na quimica da peroxidagdo lipidica
na medida em que origina peroxido de hidrogénio (H,O,) que vai reagir com metais
redox activos, tais como ferro ou cobre, que por sua vez vai produzir o radical hidroxilo

através das reacc¢oes de Fento ou Haber-Weiss (Schneider, et al., 2008).

A susceptibilidade dos espermatozodides ao dano oxidativo ¢ atribuida as
diferencas individuais na composicdo de acidos gordos da membrana das células
espermaticas (depende da propor¢ao de acidos gordos saturados e polinsaturados nos
fosfolipidos da membrana das células) (Garcia, et al., 2011), assim como a capacidade
antioxidante limitante e a habilidade que as células tém de gerar ERO (Silva, et al.,
2010). O stresse oxidativo resulta na queda dos niveis de ATP intracelular, que por sua
vez diminui a motilidade espermatica e inicia a peroxidagdo lipidica, que tem sido
sugerida como a causa da reac¢do acrossomica anormal e perda de fluidez da

membrana, culminando na perda de potencial fertilizante dos espermatozoides (Ball,

2008).
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Assim, a peroxidagdo lipidica ¢ um processo pelo qual oxidantes, tais como
radicais livres e espécies nao-radicais, atacam os lipidos que contém cadeias duplas de
carbono. Os lipidos mais atacados sao os PUFA (acidos gordos polinsaturados), que
sofrem a abstracc¢ao de hidrogénio de um carbono, com a adicao de oxigénio, resultando

em radicais peroxil lipidicos e hidroperoxidos (Yin, et al., 2011).

4 4. Oxidagao de Proteinas

Os principais produtos da oxidacdo de proteinas sdo aldeidos, que geralmente
perdem a sua funcdo e, desta forma, auxiliam a identificacdo de alguma disfuncio
provocada por radicais livres. Um dos responsdveis por danos a proteinas através de
radicais livres é o superoxido, que ao reduzir o Fe’" resulta na perda da funcio da
proteina, e o radical hidroxilo, cujas oxidacdes sdo intervindas por pequenas
quantidades de metais de transicao das proteinas, levando a um padrao especifico de
oxidacdo de uma determinada proteina. Além desses dois compostos, alguns residuos
que contém enxofre também apresentam especial funcdo nas células, sendo faceis de se
oxidar. Esses residuos sulfurados, oxidados, contém enzimas que catalisam a sua
redugdo de forma a proporcionar fungdes significativas no controlo do stresse oxidativo
das células. Esses danos a proteinas muito dificilmente sdo reparados, pois muitas vezes

as proteinas danificadas sdo destruidas através de algumas enzimas (Lima, 2010).

4.5. Modificagdes e quebra de ligacdes de ADN

O ataque das ERO estd dependente de diversos factores que vao influenciar o
alvo das mesmas, que pode ser lipidos, proteinas e/ou ADN. Entre esses factores, pode-
se evidenciar a origem das ERO, a habilidade de uma biomolécula ser oxidada e a
disponibilidade de ides metalicos associados a essa biomolécula (Evans, et al., 2004).
Como o ADN ¢ responsavel por todas as informagdes genéticas que o ser vivo possui,

este ndo pode ser degradado tal como acontece com os lipidos e as proteinas (Berra, et

al., 2006).

Quando o ADN reage com as ERO, da-se a indugdo de danos oxidativos nas

bases do ADN, lesdes que resultam da oxidagdo directa dos &cidos nucleicos e,
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momentaneamente, podem levar a formacao de quebras numa das cadeias do ADN ou
quebras em posicoes minimamente simétricas nas duas cadeias do ADN, também
conhecidas, respectivamente, por SSB (single stand break) e DSB (double stand break).
As quebras simples (SSB) também podem ser responsaveis, na replicagdo celular, por

quebras duplas (DSB) (Berra, et al., 2006).

Ao longo dos tempos vdrias estratégias foram aperfeicoadas de forma a tolerar
e/ou reparar danos causados pelo stresse oxidativo a molécula de ADN, uma vez que a
biologia sempre teve um problema fundamental: o material genético armazenado nao ¢
quimicamente inerte, sendo a sua integridade colocada em causa devido ao dano

causado por agentes quimicos e fisicos (Laat, et al., 1999).

O primeiro mecanismo para corrigir as bases oxidadas do ADN ¢ conhecido por
BER (base excision repair, ou em portugués, reparo por excisdo de bases), que
normalmente participa nos danos causados por agentes endogenos. Esse mecanismo
comega pelo reconhecimento e excisdo das bases danificadas pela enzima ADN
glicosilase (Lindahl & Wood, 1999). Isso resulta num local abasico, que ¢ reconhecido
pelas enzimas AP-endonucleases, que fazem incisao na extremidade 3’ e 5°, provocando
uma lacuna que ¢ preenchida através de polimerizacao e ligagdo de novos nucledtidos a
sequéncia do ADN. Outro mecanismo importante na protec¢ao do material genético ¢ o
reparo por recombinacdo, que oferece suporte a dupla quebra da cadeia de ADN, que
por sua vez resulta de varios processos naturais ou entdo por agentes exogenos, entre

eles a irradiacao ionizante (Costa, et al., 2001).

Existem outros agentes exdgenos que também contribuem para a deformacao do
material genético, como por exemplo a luz Ultravioleta, sendo o reparo por excisdo de
nucledtidos (nucleotide excision repair ou NER) um dos processos de reconstrugdao

mais importantes (Costa, et al., 2003).

4.6. Mecanismo de combate ao stresse oxidativo

Os antioxidantes, os antioxidantes enzimaticos e os antioxidantes nio-
enzimaticos sdo responsaveis pelo combate ao stresse oxidativo (Bansal & Bilaspuri,

2010).
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Virios antioxidantes e enzimas antioxidantes sdo responsaveis por proteger os
espermatozodides, encontrando-se no plasma seminal e nas proprias células sexuais
masculinas, de forma a prevenir o dano oxidativo (Kim & Parthasarathy, 1998). Os
antioxidantes sdo agentes que conseguem quebrar a reac¢do da cadeia oxidativa e, desta
forma, reduzir o stresse oxidativo. Funcionam, essencialmente, como scavengers e

supressores na formagao de ERO (Miller, et al., 1993).

Certos antioxidantes bioldgicos e quimicos que atacam as ERO e a LPO estdo
actualmente sob investigagdo e alguns estudos recentes mostram que a suplementagdo
de diluidores com antioxidantes tem sido uma mais-valia ao fornecer um efeito
crioprotector na qualidade do sémen de touro, carneiro, bode, cao e humano,
melhorando assim parametros seminais, como por exemplo a motilidade espermatica ¢ a

integridade da membrana, apds o descongelamento (Bucaka, et al., 2010).

Também conhecidos por antioxidantes naturais, os antioxidantes enzimaticos
neutralizam o excesso de ERO e previnem estas de causar dano na estrutura celular.
Esses antioxidantes enzimaticos sdo compostos por superdxido dismutase (SOD),
catalase, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa reductase (GR), que também causa a
reducdo de peroxidos de hidrogénio em dgua e alcool. Por outro lado, os antioxidantes
ndo-enzimaticos ndo passam de antioxidantes sintéticos ou suplementos dietéticos,
sendo o sistema corporal influenciado pela ingestdo de antioxidantes, vitaminas e
minerais, tais como vitamina C, zinco, taurina, hipotaurina e glutationa (Agarwal &

Prabakaran, 2005).

4.7. Antioxidantes

4.7.1. o-tocoferol

O oa-tocoferol, também conhecido por vitamina E, ¢ uma pequena molécula
antioxidante que tem como fun¢do quebrar cadeias causadas pelas ERO, contudo nio

apresenta uma fung¢ao de limpeza (Dad, et al., 2006).

Animais com défice de vitamina E s3o geralmente mais susceptiveis aos efeitos
adversos dos agentes ambientais do que animais suplementados. Além disso, a

suplementagdo de vitamina E ¢ saudavel para certos grupos da populagdao. No entanto,
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suplementar animais que ja tenham uma dieta adequada com esse antioxidante nem

sempre vai fornecer uma proteccao adicional (Chow, 1991).

Na presenca de ascorbato e glutationa (GSH), a actividade que a vitamina E
mantém ao quebrar ligagdes em cadeia ¢ mantida, na sua maioria, pelo ascorbato,
enquanto a glutationa actua como um antioxidante preventivo. Sob essas condigdes,
mesmo quando a quantidade de Vitamina E ¢ mais baixa do que o normal, esta ao
juntar-se com a capacidade redutiva do ascorbato garante a actividade de quebra de
cadeias suficiente para proteger contra a peroxidacao lipidica. Desta forma, a habilidade
que o a-tocoferol tem para manter uma taxa estavel de reducdo do radical peroxilo na
membrana do plasma depende da reciclagem de a-tocoferol por agentes externos, como

ascorbato e tiol (Wefers & Sies, 1988).

4.7.2. Acido ascorbico

O acido ascorbico, ou vitamina C, € considerado um scavenger de ERO e, por
isso mesmo, ¢ importante na medida em que a sua presenga assiste em mecanismos para

combater o stresse oxidativo, entre eles, peroxidacao lipidica (Knight, et al., 1993).

Segundo um estudo realizado por Agiiero, et al. (1995), o 4cido ascorbico tem
efeitos protectores na integridade da membrana da célula em sémen de garanhdo
diluido. Agitiero, et al. (1995) provaram que a adi¢ao de vitamina E antes de armazenar
o sémen refrigerado (5°C) resultou num efeito protectivo na membrana do plasma e

manteve motilidade progressiva, com ou sem presenca de plasma seminal.

Um estudo mais recente foi realizado por Baumber, et al. (2005), que
demonstrou que a adi¢do de a-tocoferol e acido ascorbico ndo melhoraram a qualidade
dos espermatozoides dos garanhdes apos a descongelagdo, como a fragmentagdo de
ADN, integridade do acrossoma, viabilidade espermadtica e potencial da membrana

mitocondrial.

5. AVALIACAO DO POTENCIAL DE FERTILIDADE DE SEMEN
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Existem certas caracteristicas que o espermatozoide deve ter no congelamento e
descongelamento para que esteja apto para a fertilizacdo, tais como metabolismo para
producao de energia, motilidade progressiva e a localizagao de enzimas no acrossoma e
proteinas na membrana plasmatica. Se o espermatozoéide ndo apresentar qualquer uma
dessas caracteristicas, a sua sobrevivéncia no trato genital da égua e a ligacdo do mesmo
a membrana plasmatico do odcito podem ser comprometidas, podendo reduzir a
fertilizagdo. Os espermatozoides, mesmo com produgdo adequada de energia, podem

ndo ser férteis pois sofrem danos noutros factores (Amman & Pickett, 1987).

O espermatozédide maduro tem trés regides altamente especializadas: a cabega,
onde esta presente 0 ADN, que ¢ importante para a interac¢do esperma-odcito; o corpo,
que contém mitocondrias que sdo responsaveis pela producdo de energia; e o flagelo,
que tem como func¢do a motilidade da célula. O acrossoma, presente na cabega do
espermatozodide, contém enzimas hidroliticas que sdo necessarias para ocorrer a
penetragdo do espermatozoide na zona pelucida do odcito e, assim, ocorrer a fecundagao

(Yanagimachi, 1994).
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Fig. 2 — Constituicdo de um espermatozoide de mamifero. Adaptado de

Cabeca ——

http://www.alunosonline.com.br/biologia/gametogenese.html.

A reac¢do acrossdmica € um processo essencial para a fertilizagdo, envolvendo a

fusdo e formacdo de uma vesicula da membrana do acrossoma com a membrana
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plasmastica do espermatozoéide, permitindo a libertagdo das enzimas hidroliticas. Essa
reacc¢do, além de ser um processo irreversivel, so6 ocorre quando o espermatozoide entra

em contacto com a zona pelicida (Yanagimachi, 1994).

Reagédo acrossdmica

Fig. 3 - Altera¢des morfoldgicas na cabeca dos espermatozdides mamiferos durante a
reac¢do acrossomica. A — Vesicula do acrossoma intacta, pré-reaccao; B — Fusao da
membrana acrossomal externa com a membrana plasmatica do espermatozdide,
formando as vesiculas acrossomais; C) Progressiva perda da membrana e dos conteudos
acrossomais; D- Finalizagdo da reac¢do acrossomica com a exposi¢cao da membrana
acrossomal interna. Adaptado de

http://200.145.142.234/embriologia. NOVO/EFecundacao _interna e externa/5 11.htm.

5.1. Citometria de fluxo

5.1.1. Definicao e funcionamento

A citometria de fluxo ¢ uma técnica na qual células suspensas num liquido
passam, uma a uma, pelo foco de uma luz, que dispersa caracteristicas padrdes nas
células e nos seus componentes; as células sdo frequentemente distinguidas com
marcadores fluorescentes para que aquela luz seja absorvida e entdo emitida em
diferentes frequéncias. Um sensor, que detecta a luz difundida ou emitida, mede o

tamanho e as caracteristicas moleculares de cada célula; dezenas de milhares de células
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podem ser examinadas por minuto e os dados recolhidos s3o processados por

computador (Miller-Keane & O'Toole, 2003).

5.1.2. Marcadores

Existem varios marcadores para as diferentes avaliagdes realizadas por
citometria de fluxo, dividindo-se essencialmente em trés tipo: marcadores fluorescentes,

pontos de quantum e marcadores de is6topos.

Avaliar o estado do acrossoma e a viabilidade espermatica ¢ dos testes mais
importante quando se avalia as caracteristicas qualitativas do sémen por citometria de
fluxo, sendo que a maioria dos testes recorrem a marcadores fluorescentes (Pefia &
Rodriguez, 2006). Assim, a avaliacdo da viabilidade e estado do acrossoma foi realizada
ao corar as amostras incubadas com PI (como marcador para a viabilidade da célula) e

FICT-PSA (como marcador para o estado do acrossoma).

A percentagem de mitocondrias funcionais ¢ proporcional a quantidade de
células vidaveis e com motilidade uma vez que as mitocondrias sdo responsavel pela
producao de energia (ATP) da célula (Thomas, et al., 1998). Como as mitocondrias sao
conhecidas por, aparentemente, serem a estrutura celular mais sensivel aos processos de
criopreservacdo, o seu estudo ¢ muito importante para a biotecnologia reprodutiva
(Silva, 2010). O corante JC-1 normalmente ¢ o mais escolhido por parte dos
investigadores pois permite a identificacdo de varios graus de funcionalidade
mitocondrial (Gravance, et al., 2000). Coradas com JC-1, as amostras vdo mostrar trés
subpopulagdes com alta (fluorescéncia laranja), média (ambas as cores) e baixa (verde)
funcionalidade, por citometria de fluxo. Além disso, € possivel, através de um
microscopio de fluorescéncia, diferenciar as subpopulagdes com alto, médio e baixo

potencial da membrana mitocondrial de acordo com a intensidade da fluorescéncia

(Silva, 2010).

Para determinar a peroxidagdo lipidica da membrana, ¢ usado, por ser o mais

’ . 1/591
fiavel, o corante C11-B0d1py58 59

(Aitken, et al., 2007), que identifica as células que
sofreram danos das ERO na membrana, alterando a sua fluorescéncia vermelha FL- 3

(591-595 nm), para fluorescéncia verde FL-1 (450-550 nm) (Drummen, et al., 2004).
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Por fim, para avaliar a estabilidade da membrana plasmatica utiliza-se a sonda
Merocianina 540 (como marcador para a estabilidade da membrana) e Yo-Pro-1 (como
marcador para a viabilidade da célula). Os espermatozdides com pobre fluorescéncia na
cabeca sdo considerados células com estabilidade da membrana do plasma (SMYo-
PRO-1 negativo), enquanto as células com rica fluorescéncia ndo apresentam
estabilidade da membrana plasmatica (NSMYo-PRO-1 negativo) e, ainda, uma
subpopulagdo de células espermadticas nao viaveis (Yo-PRO-1 positivo) (Hossain, et al.,

2011).

5.2. Fertilizagao in vitro

5.2.1. Definicao

Fertilizacao in vitro (FIV) € uma técnica de reprodugao assistida que consiste na
encubagdo de espermatozdides com odcitos num local que seja capaz de garantir os
elementos requeridos para a sua maturagdo final, a sua fusdo e capaz de sustentar as

primeiras etapas do desenvolvimento embriondrio (Guérin, et al., 1996).

5.2.2. Histoéria
Apesar da fertilizacao in vitro ser uma técnica relativamente recente utilizada em
animais domésticos e até seres humanos, desde os anos 30 do século passado que se

fazem estudos de odcitos de coelhos.

A historia da fertilizacdo in vitro comecou a sério com Charles Thibault e as
suas experiéncias com coelhos. Foi em 1954 que a primeira fertilizacdo in vitro foi
realizada com sucesso, recorrendo a odcitos maturados in vivo com espermatozoides
colectados do utero da fémea pouco depois do acasalamento (Teixeira, 2010). Ao longo
dos anos, Thibault promoveu a investigacao da fertilizagdo in vitro, até que a 25 de
Julho de 1978 deu-se o nascimento do primeiro bebé humano com reproducdo assistida,

Louise Brown (Cohen, 2005).
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No que diz respeito a animais domésticos, foi no inicio dos anos 80 que se
deram os primeiros nascimentos de bezerros, porcos e cordeiros e nos anos 90 de
potros. Estudos declaram que os bovinos sao os animais domésticos com maior taxa de
sucesso de fertilizagdo in vitro, sendo que nos ultimos vinte anos a produgdo de
embrides tem subido repentinamente. Os anos 80 foram ainda importantes na medida
em que houve melhorias no meio de maturagdo e na capacitagdo dos espermatozoides e
nos anos 90 observou-se um aperfeicoamento nas culturas dos embrides, sendo possivel

a cultura in vitro dos embrides no estado blastocisto (Block, et al., s.d.).

Segundo Xu & King (1990), a fertilizacdo ¢ um processo complexo que envolve
a unido de dois gametas, reestabelecendo o nimero de cromossomas somaticos € o
inicio do desenvolvimento de um novo ser vivo. Para que isso acontega, ¢
imprescindivel uma adequada preparacdo do sémen e dos odcitos, assim como
condi¢des de cultura que deverdo beneficiar o processo metabolico dos gametas

masculinos e femininos.
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I - METODOLOGIA
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1. COLHEITA E AVALIACAO DO SEMEN

1.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho, sem referéncia em contrario, foram

adquiridos a companhia Sigma Chemical CO. (St. Louis, Mo, USA).

1.2. Colheita e processamento

O sémen foi colectado de trés garanhdes (dois ejaculados por animal) pelo
processo padrao de recolha com égua em estro. Primeiramente, o sémen foi colectado
uma vez por dia num total de trés dias a todos os garanhdes, de forma a esgotar as
reservas do epididimo, assim como analisado o exame androlégico dos mesmos (Anexo
I). Depois de dois dias de descanso sexual, o sémen foi colectado pelo processo basico
(duas colectas por semana) durante a estagao de monta. A recolha foi feita com o auxilio
de uma vagina artificial (Missouri model, Minitiib, Tiefenbech, Germany) com um filtro
interior que separou a frac¢do gelatinosa, lubrificado e pré-aquecido a 45-50 °C. A

fraccdo gelatinosa e sujidade do pénis foram filtrados através de uma gaze esterilizada.

O sémen foi, entdo, diluido numa por¢do de 1:1 em Kenney (diluidor a base de
leite em pd, Anexo 2), pré-aquecido a 37°C. Apds a dilui¢do, o sémen foi transportado
para o laboratério de Reprodugdo Animal da Universidade dos Acgores numa caixa
isolante, que se encontrava a temperatura ambiente, e processado em aproximadamente

30 minutos.

1.3. Primeira avaliagdo em laboratério

1.3.1. Motilidade

A motilidade espermatica avalia-se a nivel microscopico. Coloca-se uma gota de
sémen entre a lamina e a lamela, que devem estar pré-aquecidas a 37°C, e prepara-se a

objectiva com um aumento de 200x.

~ 25 ~



A avaliacdo foi dada de 0-100% observando-se a quantidade de espermatozdides
vivos em relagao aos mortos, bem como a mobilidade total e progressiva. Quando a
amostra era demasiado concentrada, adicionou-se o diluidor Kenney numa por¢ao de

1:1.

As amostras com menos de 70% de motilidade ndo foram consideradas aptas

para o processo de criopreservacao.

1.3.2. Concentragdo espermatica

Para a avaliacdo da concentragdo espermatica, retirou-se, com uma micropipeta,
10 pl da amostra e juntou-se a 1 ml de dgua destilada (diluicdo de 1:100). Depois
agitou-se com cuidado até ficar bem homogeneizado e preparou-se a Camara de
Neubauer, preenchendo os dois reticulos. Deu-se lugar a contagem dos espermatozdides

que estavam nos quadrados da diagonal da grelha, como esquematizado na figura que se

segue.

Apds a contagem calcula-se a média aritmética da contagem das duas diagonais, € o
valor encontrado ¢ representado pela letra n. Inserimos esse valor n na seguinte equagao

e, assim, descobrimos a concentragdo espermatica.

Concentracgdo espermatica = espermatozdides/mm3

n
Lii
10725750



2. PROCESSO DA CRIOPRESERVACAO

De seguida procedeu-se a remog¢ao do plasma seminal. Para isso, o sémen foi
distribuido por tubos de Falcon em iguais quantidades de acordo com o volume do
ejaculado e centrifugado a uma velocidade de 600 xg durante dez minutos. Apos
centrifugacdo, o sobrenadante foi eliminado e as amostras de sémen foram suspensas a
uma concentragio final de 100 x 10° spz/ml num meio de congelagdo comercializado
(Gent, Minitub, Iberia, Espanha; Composicao: leite desnatado, gema de ovo, agucares,
buffer, gentamicina e glicerol (crioprotetor); pH: 6.6 — 6.8; Osmolaridade: 330 — 360) e,
depois, divididas em sete tubos de ensaio, cada um correspondente a um diferente
tratamento: um sem suplementos (controlo), trés suplementados com diferentes
concentracgdes de a-tocoferol (0,5 mM, 1 mM e 2 mM) e os restantes trés suplementados

com diferentes concentracdes de acido ascorbico (0,45 g/L, 0,9 g/L e 1,8g/L).

Logo depois, as diferentes amostras foram inseridas em palhinhas de 0,5 ml do
tipo franc€s e congeladas através de um congelador programado (SyLab IceCube 148,
Austria), com uma taxa de congelagcdo de acordo Neild, et al., 2005: de -0.5°C/min dos
20°C-5°C, -10°C/min dos 5°C aos -15°C e uma velocidade de -25°C/min dos -15°C aos -

150°C, e depois colocado em azoto liquido até se proceder a avaliagao.

3. DESCONGELACAO E AVALIACAO

3.1. Descongelagao

As amostras foram retiradas dos tanques de azoto liquido, onde se encontravam
guardadas, e descongeladas em banho-maria, com uma temperatura de 37°C, durante 30

segundos.

3.2. Avaliagao do sémen
As amostras seminais foram mantidas a uma temperatura de 37 °C, e os
diferentes parametros de qualidade seminal, tais como a viabilidade e reacgdo
acrossomica, o potencial da membrana mitocondrial, a peroxidacdo da membrana

lipidica, e a estabilidade da membrana plasmatica, foram determinados nos diferentes
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tempos de incubagdo (T0-0, T1-60 e T2-120 minutos). Estes testes foram realizados por
citometria de fluxo (FacsCalibur flow cytometer; Becton Dickinson, San Jose,
California, USA), apods excitagdo a 469 nm e emissao de luz verde fluorescente a 541
nm, através de um laser de argon a 15 mW, a uma taxa de 500-1000 células/s, com

recurso ao liquido FACS flow® (liquido do citometro).

Os dados foram, entdo, analisados pelo Cellquest®software (Becton Dickinson,
San Jose, California, USA). Para cada célula foram identificados o FCS (tamanho), SSC
(complexidade), e a intensidade da fluorescéncia verde (FL1) e fluorescéncia vermelha
(FL3). Para cada amostra, foram avaliados um total de 10 000 espermatozoides, tendo
sido determinado o seu tamanho expresso como “Forward scatter” (FSC) e a sua

estrutura interna através do “Side scatter” (SSC).

3.2.1. Estado do acrossoma e viabilidade espermatica

A avaliacdo da viabilidade e estado do acrossoma foi realizada ao corar as
amostras incubadas com PI (como marcador para a viabilidade da célula) e FICT-PSA
(como marcador para o estado do acrossoma), (adaptado por Andrade et al., 2007, e

Celeghini et al., 2007).

Para avaliar o estado do acrossoma e viabilidade espermatica, diluiu-se as
amostras (50 x 10° spz/ml) em PBS (Phosphate-buffered saline) de modo a obter uma
concentracao de 1 x 10° spz/ml num volume final de 2,5 ml, ou seja, retirou-se da
amostra inicial 50 pL de sémen e adicionou-se 2450 puL de PBS). Esta primeira dilui¢cdo
conta como se fosse o tempo zero (T0), uma hora depois conta como T1 e duas horas

depois como T2.

Retirou-se 296 pL dessa solugdo e colocou-se no tubo de citometro pré-aquecido
a 37°C, adicionando-se 6 pL iodeto de propidio (0,5 mg/ml) e 20 pL. de FITC-PSA (100

pg/ml) e deixou-se encubar durante 10 minutos a 37°C.

Apoés esse tempo, adicionou-se 300 uL. de PBS e procedeu-se a andlise no

citometro.

3.2.2. Potencial da membrana mitocondrial
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O composto lipolitico catidénico JC-1 tem a habilidade de marcar diferentemente

mitocondrias com baixo e alto potencial de membrana.

Para avaliar o potencial da membrana mitocondrial (adaptado por Ortega
Ferrusola, 2009), diluiu-se as amostras (50 x 106 spz/ml) em PBS de modo a obter uma
concentracao de 1 x 10° spz/ml num volume final de 2,5 ml, ou seja, retirou-se da

amostra inicial 50 pL de sémen e adicionou-se 2450 pL de PBS).

Retirou-se 288 pL dessa solu¢do e colocou-se num tubo de citdmetro pré-
aquecido a 37°C. Posteriormente, adicionou-se 12 pL de JC-1 (153 pM, n.° catalogo
3168, Molecular Probes Inc., Eugene, OR) e deixou-se encubar durante 10 minutos a

37°C.

Por fim, adicionou-se 300 pL. de PBS e procedeu-se a analise no citometro.

3.2.3. Peroxidacao lipidica

A peroxidagdo da membrana foi medida com a sonda fluorescente Cj-

BODIPY>®"! (adaprado por Neild et al., 2005, e Andrade et al., 2012).

Para avaliar a peroxidagao lipidica da membrana, diluiu-se as amostras (50 x 106
spz/ml) em PBS de modo a obter uma concentracdo de 1 x 10° spz/ml num volume final
de 2,5 ml, ou seja, retirou-se da amostra inicial 50 pL. de sémen e adicionou-se 2450 uL.

de PBS).

Retirou-se 290 pL dessa solugcdo e colocou-se num tubo de citometro pré-

581/591

aquecido a 37°C. Posteriormente, adicionou-se 1 uL. de C,;-Bodipy e deixou-se

encubar durante 5 minutos a 37°C.

Por fim, adicionou-se 300 uL de PBS e procedeu-se a analise no citometro.

3.2.4. Estabilidade da membrana

A estabilidade da membrana plasmatica foi examinada ao corar as amostras

incubadas com Merocianina 540 (como marcador para a estabilidade da membrana) e
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Yo-Pro-1 (como marcador para a viabilidade da célula) (modificado por Rathi et al.,

2001, Thomas et al., 2006, e Andrade et al., 2001).

Para avaliar a estabilidade da membrana, diluiu-se as amostras (50 x 10° spz/ml)
em PBS de modo a obter uma concentra¢io de 1 x 10° spz/ml num volume final de 2,5
ml, isto ¢, retirou-se da amostra inicial 50 pL. de sémen e adicionou-se 2450 pL de

PBS).

Retirou-se 290 pL dessa solu¢do e colocou-se num tubo de citdmetro pré-
aquecido a 37°C. Posteriormente, adicionou-se 1 pL de Yo-PRO-1 e deixou-se encubar

durante 70 segundos a 37°C.

Por fim, adicionou-se 300 puL. de PBS e procedeu-se a analise no citometro.

3.3. Analise estatistica

Os dados recolhidos do citometro foram analisados estatisticamente pelo

programa SPSS.

As comparagdes dos parametros do sémen nos diferentes grupos de tratamento
em cada tempo (TO, T1 e T2) foram analisadas através do teste de varidncia (ANOVA
one-way) e expressos em média + SEM (erro padrdao). Os dados percentuais foram
normalizados através da transformacdo do arco seno ¢ submetidos ao teste de
homogeneidade, seguindo-se a analise de variancia (ANOVA one-way) e teste LSD

com recurso ao programa estatistico IBM SPSS®v.19 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA)

Para todas as analises, P <0.05 foi considerado significativamente diferente.
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IV — RESULTADOS
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1. ESTADO DO ACROSSOMA E VIABILIDADE ESPERMATICA

Os espermatozoides foram colocados num dos quatro grupos tem em conta os

resultados do citometro para os padrdes de coloragao do FITC-PSA e PI.

Tabela 1 — Resultados da coloragao do FICT-PSA e PI na avaliacdo do estado

do acrossoma e viabilidade espermatica.

Resultado da coloracao Grupo

Acrossoma intacto vivo

(AIV)

Acrossoma intacto morto
(AIM)
Acrossoma reactivo vivo
(ARV)
Acrossoma reactivo morto

(ARM)

Nao foram encontradas diferentes significantes (P > 0.05) para a populacdes de
AIV, AIM e ARM de sémen equino descongelado, nem para os trés tempos de

incubacdo, nem para as diferentes concentragdes de antioxidantes testados.

Quando comparado a populagdo de sémen ARV entre tratamentos e para um dos
tempos de incubacio, foi observado que todas as concentragdes de a-tocoferol (0.5, 1 e
2 mM) e acido ascorbico (0.9 e 1.8 g/L) tinham uma maior percentagem de sémen
viavel (p<0.05) quando comparado com o grupo controlo e o grupo com baixo

suplemento de 4acido ascorbico (0.45 g/L)

Nao foram observadas diferengas significativas entre a amostra contendo 0.45

g/L de 4cido ascorbico e o grupo controlo em todos os tempos de incubagao.
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2. POTENCIAL DA MEMBRANA MITOCONDRIAL

Para esse teste ndo foram encontradas diferencas significativas (P>0.05) para a
amostras coradas com JC-1, tanto para os diferentes tempos de incubacdo, como

também para as diferentes concentragdes dos antioxidantes testados.
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3. PEROXIDACAO LIPIDICA

As amostras suplementadas com a-tocoferol (0.5, 1 ¢ 2 mM) apresentaram
percentagem de peroxidagao lipidica significativamente mais baixas (P< 0.05) do que os

outros grupos, para todos os tempos de incubagao.

Nao foram mostradas diferencas significativas de peroxidacao lipidica
(P>0.05) entre as amostras que continham 0.45 g/mL de 4cido ascorbico e o grupo

controlo.

Contudo, as amostras com altas concentragdes de acido ascorbico (0.9 e 1.8
g/L) provocaram um aumento significativo (p< 0.05) de peroxidagdo lipidica quando

comparado com 0s outros grupos.
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4. ESTABILIDADE DA MEMBRANA

A sonda Merocianina 540 identificou dois padrdes fluorescentes distintos em
sémen viavel (Yo-PRO-1 negativo), em que um foi caracterizado em células pobres em

fluorescéncia e outra com células ricas em fluorescéncia.

Os espermatozodides com pobre fluorescéncia na cabega foram considerados
células com estabilidade da membrana do plasma (SMYo-PRO-1 negativo), enquanto as
células com rica fluorescéncia ndo apresentavam estabilidade da membrana plasmatica

(NSMYo0-PRO-1 negativo) (Hossain, et al., 2011).

Adicionalmente, outra subpopulacdo de sémen consiste de células espermaticas
nao viaveis (Yo-PRO-1 positivo). Os testes realizados a estabilidade da membrana
mostraram que as percentagens de células espermaticas SMYo-PRO-1 negativas foram
mais baixas (p< 0.05) em todas as diferentes concentragdes de a-tocoferol (0.5, 1 e 2
mM) e na amostra com suplemento de 1.8 g/L de 4cido ascorbico, quando comparados

com o grupo controlo, para todos os tempos de incubagao.

Nao foram encontradas diferengas significativas (P>0.05) entre a amostra que
continha 0.45 g/L. de 4cido ascorbico e o grupo controlo, nos trés tempos de incubacgao.
Foi também observado que as subpopulacdes de células espermaticas com NSMYo-
PRO-1 negativo e Yo-PRO-1 positivo mostraram percentagens mais altas e baixas
(p<0.05), respectivamente, nas trés amostras suplementadas com a-tocoferol (0.5, 1 e 2
mM) e nas amostras suplementadas com 0.9 e 1.8 g/ de 4cido ascorbico, quando

comparado com o grupo controlo, para os trés tempos de incubagao.

Por fim, ndo foram encontradas diferencas significativas entre as amostras que
continham 0.45 g/l de 4cido ascoérbico e grupo controlo (P>0.05), para os trés

diferentes tempos de incubagao.
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V — DISCUSSAO E CONCLUSAQO
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Este trabalho teve como objectivo melhorar o processo de criopreservagao de
sémen equino através da adi¢ao de antioxidantes ao meio de congelacao, nomeadamente

o a-tocoferol e o acido ascérbico, em diferentes concentragdes e tempos de incubagao.

Relativamente a suplementacdo de a-tocoferol, observou-se que este reduziu a
peroxidagdo lipidica (P<0.05), responsavel pelo stresse oxidativo. Além disso, este
antioxidante demonstrou ser um agente benéfico na integridade e estabilidade da

membrana dos espermatozoides pds-congelados (P<0.05).

No que diz respeito a integridade do acrossoma e ao potencial da membrana
mitocondrial, foi verificado que a suplementacdo dos antioxidantes em nenhum
tratamento ajudou nestas caracteristicas. Foi ainda observado que ao longo do tempo, e
independentemente dos tratamentos, a integridade do acrossoma diminuiu e que as
mesmas concentragcdes desses antioxidantes aumentaram a subpopulagdo ARV (células
espermaticas com acrossomas reactivos vivos) e diminuiram a subpopulagao de Yo-Pro-
1 positivo (células espermaticas mortas) quando comparado com o grupo controlo e

baixa concentrac¢ao de acido ascorbico (0.45 g/L).

Todas as diferentes concentragdes de a-tocoferol ¢ concentragoes altas de acido
ascorbico demonstraram que a sua suplementagdo no meio de congelagdo possibilitou
uma diminui¢do na percentagem de células mortas, tendo a capacidade de proteger as

células nas suas mudangas iniciais a nivel da membrana plasmatica.

Segundo Baumber et al. (2005), a adicdo de antioxidantes como o a-tocoferol e
0 acido ascorbico em sémen equino criopreservado nao apresentam grandes melhorias
nos seus parametros de qualidade apods a descongelacao, assim como na fertilidade, ou
seja, ndo aumentam o potencial da membrana mitocondrial, viabilidade espermatica,
integridade do acrossoma ou motilidade. A remog¢do do plasma seminal, onde se
encontram, originalmente, esses e outros antioxidantes, constitui um perigo para a
funcionalidade do sémen apés a criopreservagdo. Isso acontece porque a sua remocao
resulta num aumento da concentragao de calcio intracelular ¢ uma maior geracao de

ERO (Schober, et al., 2007).

Os valores do potencial da membrana mitocondrial foram relativamente baixos,
0 que acaba por ir de encontro ao facto da mitocondria ser o organelo da célula

espermatica mais sensivel a congelacdo e descongelagdo. Esse resultado pode ser
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explicado tendo em conta que a mitocondria, quando congelada e descongelada,
aumenta a producdo de ERO, enquanto a osmose pode aumentar a permeabilidade da
membrana, permitindo as ERO uma difusdo rapida, activando um mecanismo celular

semelhante a apoptose (Ortega Ferrusola, et al., 2009).

A peroxidacao lipidica ¢ responsavel pela perda da fluidez da membrana e por
dano causado a mesma, acabando por baixar a motilidade e viabilidade dos
espermatozdides (Storey, 1997), o que pode levar a uma capacitacdo prematura dos
espermatozdides e, consequentemente, reducdo da longevidade do sémen
criopreservado. A vitamina E, um dos antioxidantes suplementados, ¢ o principal
antioxidante do espermatozoide, sendo o maior protector em relacio as ERO e
peroxidagdo lipidica, podendo eliminar radicais como o peroxil, alcoxil e outros radicais
lipidicos (Silva, 2006), além de se poder reciclar quando as suas condi¢des sdo baixas.
Adicionar vitamina E ao meio de congelacdo melhora a qualidade do sémen equino
apods a descongelacdo, e a adi¢do de a-tocoferol reduz significativamente a peroxidacao

lipidica (Agiiero, et al., 1995).

Quanto ao acido ascorbico, a sua suplementacdo ndo teve grandes efeitos
benéficos na qualidade do sémen criopreservado, e para todos os pardmetros, a amostra
com baixa concentragdo de acido ascorbico (0.45 g/L) ndao mostrou diferencas
significativas com o grupo controlo. Contudo, quando se aumentou a concentragdao de
acido ascorbico para 0.9 e 1.8 g/L, ja se pode observar que essas amostras apresentaram

uma melhoria na integridade da membrana e na estabilidade da membrana plasmatica.

Essas concentragcdes mais altas de acido ascérbico podiam ser utilizadas para
futuros processos de criopreservagao, nao fosse o facto de estas apresentarem um efeito
negativo em relacdo a peroxidagdo lipidica da membrana (P<0.05). O &acido ascorbico
ndo consegue, sozinho, limpar radicais lipoliticos, mas pode reagir com o a-tocoferol de
forma a reduzir radicais lipidicos (Linster & Van Schaftingen, 2007). Talvez se
adicionassemos os dois antioxidantes no mesmo meio de congelagdo poderiamos ter

melhores resultados.

Os equinos apresentam, em relacdo aos mamiferos, uma boa capacidade de lutar
contra ERO e prevenir o stresse oxidativo in vivo, contudo, quando o sémen ¢
criopreservado, existe uma grande produgdo de ERO e, posteriormente, um aumento da

peroxidacdo lipidica da membrana, dano esse que ¢ ainda mais agravado com a
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necessaria remog¢ao do plasma seminal, uma vez que grande parte da capacidade
antioxidante do sémen estd presente neste, de acordo com Schober, et al. (2007) e

Baumber & Ball (2005).

Tendo em conta os resultados devolvidos pela investigacdo, foi concluido que
dos dois antioxidantes, o a-tocoferol foi aquele que se apresentou como eficiente,
reduzindo o stresse oxidativo causado pelo processo da criopreservagdo, ao diminuir a
peroxidacao lipidica do sémen de equinos. O acido ascorbico ndo apresentou resultados
benéficos para o stresse oxidativo, uma vez que o seu suplemento ndo melhorou a

peroxidagao lipidica do sémen avaliado.
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ANEXO 1: EXAME ANDROLOGICO

CERTIFICADO ANDROLOGICO

Universidade dos Acores Secgao de Reprodugao

Exame Androlégico

A. IDENTIFICAGAO DO REPRODUCTOR

Nome: Raca: Idade:

Registro:

Proprietario:

Propriedade:

Endereco:

B. EXAME CLINICO

Historico:

Geral:

Sistema Genital:

Prepucio:

Pénis:

Testiculos:

Esquerdo:

Direito:

Dimensdes (comp., larg.,alt)

Simetria

Forma

Posicao

Sensibilidade dolorosa

Mobilidade

Epididimo

Genitalia interna

Comportamento sexual
(libido)

C. ESPERMIOGRAMA

Método da Colheita: Vagina Artificial | Data:

Horario:

Caracteristicas do Ejaculado:

Volume do ejaculado:

mL | Aspecto:

Vigor (0-5):

Cor:

Motibildade:

Concentragao:

Caracteristicas morfoléficas (anexo I):

Defeitos maiores:

% | Defeitos menores: %

Total:

%
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Outros Elementos:

D. OBSERVAGOES:

E. CONCLUSAO:

Angra do Heroismo,.... de
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Nome:

CERTIFICADO DE EXAME ANDROLOGICO — ANEXO |

Registro:

MORFOLOGIA ESPERMATICA

a. TOTAL DE DEFEITOS MAIORES: %

1.

Acrossoma:

2. Patologia da Cabeca:

Subdesenvolvida

Isolada patologica

Estreita na base

Pequena anormal

Contorno anormal

Piriforme

“Pouch formation”

3.

Gota proximal:

4. Formas teratoldgicas:

5. Defeito de pega intermédia

(desfibrilacao, fractura, edema, pseudogota)

6. Patologia da Cauda:

Fortemente dobrada ou enrolada

Dobrada com gota

Enrolada na cabecga

7. Formas duplas:
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b. TOTAL DE DEFEITOS MENORES:

%

1. Patologia da cabeca:

e Delgada

o Gigante, curta, latga, peq. Normal

e |[solada normal

2. Patologia da Cauda e implantacéo:

e Retro e abaxial, obliquo

e Dobrada ou enrolada

3. Gota Citoplasmatica Distal:

c. TOTAL DE FORMAS ANORMAIS:

Outros elementos

%

1. Medusa:

5. Hemacias:

2. Células primordiais:

6. Células epiteliais:

3. Células gigantes:

7. Cristais de urina:

4. Leucodcitos:

8. Bactérias:
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ANEXO 2: PREPARACAO DO MEIO DILUIDOR “KENNEY”
Material necessario:

«Agua destilada (recipiente castanho);

*D-glucose (1.2, n.° 30);

Leite em p6 desnatado;

*Baldo volumétrico;

*Funil;

*Balanca;

*Agitador magnético;

«iman.

Preparacio para 1 litro de solucio:

1. Adicionar 49g de D-glucose a 500 ml de 4gua destilada no balao volumétrico;
2. Juntar 24g de leite em p6 desnatado;

3. Deixar misturar;

4. Apos a solucao ficar homogénea, juntar mais 500 ml de dgua destilada;

5. Misturar novamente.
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