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Metilformamida na criopreservacdo seminal de galos
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1. INTRODUCAO

Apesar do grande avanco na criopreservacao seminal ter ocorrido com o
descobrimento das propriedades crioprotetoras do glicerol no congelamento de
sémen de galos (POLGE, 1951), o aprimoramento da técnica nessa espécie
continua um desafio para pesquisadores. Devido as caracteristicas Unicas dos
espermatozoides de cada espécie, é necessario um protocolo especifico para
atender as diferentes demandas e minimizar as injurias decorrentes desse
processo extremamente danoso para as células (BENSON, 2012; HOLT, 2000).

Embora o glicerol seja o crioprotetor mais estudado, exerce efeito
contraceptivo no trato reprodutivo de galinhas, sendo necessaria sua remocao
prévia a inseminacdo, o que reduz a viabilidade esperméatica (HAMMERSTEDT,
1992). Como alternativa ao glicerol, muitas amidas foram testadas para o
congelamento de sémen de galos com bons resultados, dentre as quais se
destaca a dimetilacetamida (DMA) (ABOUELEZZ, 2016; RAKHA, 2017). Uma
desvantagem das amidas, associada a dimetilacetamida é o efeito citotoxico
sobre os espermatozoides de galo (BLESBOIS, 2007), principalmente durante o
contato inicial entre espermatozoide e crioprotetor e durante o processamento
ap6s o decongelamento (MOCE, 2010).

No presente estudo a amida utilizada como crioprotetor foi a metilformamida
(MF), que possui peso molecular ainda menor que a DMA, podendo teoricamente
diminuir a possibilidade de estresse osmotico (BIANCHI, 2008). A MF foi relatada
na criopreservacao seminal de galos apenas em trabalhos da década de 80 com
resultado inferior ao glicerol, porém mais recentemente demonstrou bons
resultados em outras espécies, como cdes (FUTINO, 2010) e peixes (VARELA
JUNIOR, 2012). NOs hipotetizamos que devido a toxicidade das amidas, um
periodo de contato curto com o semen poderia minimizar essa agao indesejada.

O objetivo do estudo foi avaliar a toxicidade da MF como crioprotetor
penetrante, em varias concentracoes (3%, 6%, 9% e 12%), mantidas em contato
com o sémen por diferentes periodos (1min, 3min, 5min, 7min e 9min).

2. METODOLOGIA

Foram utilizados quarenta e quatro galos da linhagem Embrapa 051 (galos
semi-pesados), sexualmente maduros (26-30 semanas de idade). A coleta de
semen era realizada através de massagem dorso-abdominal, duas vezes por
semana (BURROWS, 1937). Logo apos a coleta o sémen era diluido 1:1 com
diluente de Lakes. Em seguida era transportado em caixa de isopor ao
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laboratorio, sendo avaliada motilidade e concentracdo. Somente ejaculados com
motilidade superior ou igual a 80% foram utilizados para a formacao dos pools,
sendo as concentracdo ajustadas para 800 x 108.espermatozoide/mL. Foram 3
dias de coleta, com um total de 14 pools formados.

Os pools eram entdo levados a camara fria, e permaneciam por 2 horas a
5°C para estabilizagdo. Aliquotas de 125 puL de cada pool eram diluidas 1:1 com
0s respectivos tratamentos (diluente de Lakes com o dobro da concentracéo final
da amida utlizada), atingindo a concentragdo final de 400 x 108
espermatozoides/mL. O sémen permanecia em contato com o tratamento pelo
periodo de exposicao estabelecido (1 min, 3 min, 5 min, 7 min ou 9 min) e era
colocado no vapor de nitrogénio & 3 cm de altura do nitrogénio liquido
(MADEDDU, 2016) por 7 min. Apos, as palhetas eram mergulhadas no nitrogénio
liquido a -196°C e armazenadas por pelo menos 2 meses.

As palhetas eram descongeladas em banho-maria com agitagéo a 37°C por
20s. Para a diluicdo das amostras descongeladas foi utilizado o diluente de Lakes
com adicdo de albumina sérica bovina (BSA) 3mg/mL e eram diluidos 40uL de
sémen em 200uL de Lakes com BSA. Posteriormente, era realizada a analise de
ruptura da membrana plasmatica através de citometria de fluxo.

Para esta analise, eram utilizadas as probes fluorescentes iodeto de
propideo (Pl) e SYBER-14. Apenas células com a membrana lesada permitem a
entrada de Pl que penetra o nucleo da célula, enquanto o SYBER-14 penetra o
espermatozoide intacto e € convertido em um composto fluorescente nao-
permedavel que fica retido no citoplasma. Sendo assim, eram considerados com
membrana plasmatica intacta, espermatozoides marcados apenas com SYBER-
14. A andlise estatistica sera no software Statistix 10, com avaliacdo médias pelo
ANOVA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A ruptura da membrana plasmatica (tabela 1) foi maior nas menores
concentracbes de MF e no menor periodo de exposicéo, isto fica claro, quando
verificamos as médias de cada concentracdo independente do tempo e de cada
periodo de exposicdo independente da concentracdo. No periodo de exposicao
mais curto testado, as menores concentracbes de MF foram insuficientes para
proporcionar adequada protecao, da mesma forma que maiores concentracdes do
crioprotetor (9% e 12%) demonstraram superioridade exceto pelo periodo de 5
minutos de exposicdo onde nao houve diferenga entre as concentracdes
utilizadas. Em estudo utilizando outra amida (DMA) na concentragéo de 6%, foi
encontrada menor integridade da membrana plasmatica em apenas 1 minuto de
contato que em um periodo de 30 minutos (SANTIAGO-MORENO, 2011), sendo
similar com o padrdo apresentado neste estudo, onde também a MF na
concentracdo de 6% mantida com o semen por apenas 1 minuto resultou em
menor integridade de membrana que um periodo maior como 9 minutos.
Provavelmente, em maior concentracdo e periodo de exposi¢cdo, a MF otimiza a
desidratacédo dos espermatozoides pré congelamento, diminuindo a formacéao de
cristais de gelo intracelular, o que reduz a ruptura da membrana plasméatica. A
membrana plasmatica serve como uma barreira seletiva ao ambiente, por isso a
manutencdo de sua integridade apos a criopreservacdo é fundamental (VAN
MEER, 2008).

Embora tenhamos dados de uma andlise espermatica importante que é a
integridade da membrana plasmatica, tratamentos com as menores rupturas
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podem exercer acdo deletéria em outra estrutura espermatica. Por isso, outras
andlises podem ser feitas para proporcionar uma visdo mais complexa da acéo da
MF sobre as células espermaticas. Andlises cinéticas realizadas no Computer
Assisted Sperm Analysis (CASA) e outras avaliacbes obtidas através de
citometria de fluxo, ajudam a entender melhor quais as condicdes mais
adequadas para o uso da MF como crioprotetor seminal de galos. Por exemplo,
nao bastaria 0 espermatozoide ter a membrana plasmatica integra e ndo possuir
motilidade, alteracdes subletais tambem irdo prejudicar a fertilizacao (PINI, 2018).

Tabela 1- Média + SE das membranas integras ap0s o descongelamento,
utilizando concentracfes diferentes de MetilFormamida em diferentes periodos

antes do congelamento (n=14 pools)

Periodo de exposicéo

MF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min

3% 68.4+24% 562+ 447 54.4 + 3.2A0 52.1+3.6”B% §1.8+2.6°®
6%  65.2+1.9% 56.4 + 3.470 57.8 + 2.5A 55.5+ 2.8 558+ 2.8ABb
9%  489+3.782 537+409°B2 5] 4+22Aa 50.4 +2.5%2 496 + 5,082

12%  55.0 £4.1%2 43.7 +3.4B 50.0 + 3.8" 45.9 + 3,582 46.4 + 4,952

ABDifferent letters within the same column are statistically different by LSD analysis
(P<0.05). ®®Different letters on the same line are statistically different by LSD analysis
(P<0.05).

4. CONCLUSOES

A MF néo exerceu acao toxica dentro dos limites de concentracéo e periodos
de exposicdo testados. Foi observada acdo crioprotetora na membrana
plasmatica dos espermatozoides, principalmente em concentracdes elevadas.
Dessa forma, menos cristais de gelo sdo formados e menor é a ruptura celular.
Outras avaliacdes sdo necessarias para determinar possiveis efeitos toxicos, ndo
evidenciados nessa analise.
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