UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade de Veterinaria
Programa de P6s-Graduagao em Veterinaria

Lipossomas e betacaroteno encapsulado na refrigeracao do sémen canino

Edenara Anastacio da Silva

Pelotas, 2023



Edenara Anastacio da Silva

Lipossomas e betacaroteno encapsulado na refrigeragdao do sémen canino

Tese apresentada ao Programa de Pods-
Graduacdo em Veterinaria da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de
Pelotas, como requisito parcial a obtengao do
titulo de Doutor em Ciéncias (area de
concentragdo: Sanidade Animal).

Orientador: Dr. Antonio Sergio Varela Junior

Coorientadora: Dra. Carine Dahl Corcini

Pelotas, 2023



Universidade Federal de Pelotas [ Sistema de Bibliotecas
Catalogacao da Publicacdo

5586| Silva, Edenara Anastacio da

Lipossomas e betacaroteno encapsulado na refrigeracéo do sémen
canino [recurso eletrénico] / Edenara Anastacio da Silva ; Antonio Sergio
Varela Junior, orientador ; Carine Dahl Corcini, coorientadora. — Pelotas,
2023.

76 f.

Tese (Doutorado) — Programa de Pos-Graduacdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, 2023.

1. B-caroteno encapsulado. 2. Lipossomas. 3. Criopreservacao. 4.
Cinética espermatica. 5. Citometria de fluxo. I. Varela Junior, Antonio
Sergio, orient. Il. Corcini, Carine Dahl, coorient. Ill. Titulo.

CDD 636.708242

Elaborada por Ubirajara Buddin Cruz CRE: 10/901




Edenara Anastacio da Silva

Lipossomas e betacaroteno encapsulado na refrigeracdo do sémen canino

Tese aprovada como requisito parcial para obtengao do grau de Doutor em Ciéncias,
Programa de Pés-Graduagdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 25/04/2023

Banca examinadora:

Prof. Dr. Antonio Sergio Varela Junior (Orientador)
Doutor em Aquicultura pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Dra. Andreia Nobre Anciuti
Doutora em Doutora em Veterinaria pela Universidade Federal de Pelotas

Dra. Izani Bonel Acosta
Doutora em Ciéncias pela Universidade Federal de Pelotas

Dra. Maria Eduarda Bicca Dode
Doutora em Ciéncias pela Universidade Federal de Pelotas



In memorian as vitimas em todos os niveis da pandemia de COVID-19



Agradecimentos

Nesta etapa, na defesa da tese final gostaria de comecar agradecendo quem
me ensinou que a educagao é um dos caminhos para a mudanga de uma realidade,
minha mae, Maria. Agradegco a Euani, minha companheira/irma e meu pilar nos
ultimos tempos.

Agradeco a todos os colegas e amigos que me acompanharam no processo
de doutoramento, principalmente Izani, Duda, Ina e a melhor estagiaria Nicole, vocés
foram incriveis, principalmente, minha amiga de vida e colega académica desde a
graduacédo Fernanda. Esta tese é fruto do nosso trabalho, sem vocés nada seria
possivel. Agradeco nao apenas a contribuicdo técnica, experimental e
disponibilidade para trabalhar muitas horas, mas também a empatia e parceria
incondicional.

N&o posso deixar de ser grata aos responsaveis pelas sementes que
precederam o sonho de fazer doutorado. Primeiramente, gostaria de expressar o
quanto os professores sao importantes na vida de um jovem, como uma aula ou
uma conversa podem serem o inicio da fé, do acreditar em que pode haver algo
mais e de que é possivel. Muito obrigada aos meus eternos mestres, ndo os vou
citar, porque sédo realmente muitos. Agradeco especialmente meu orientador Dr.
Antonio Sergio e minha coorientadora Dra. Carine Corcini por acreditarem em mim,
me oportunizarem pesquisar e aprender.

Agradeco ao universo, a Deus e a lemanja.

“O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacédo de Aperfeicoamento

de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdodigo de Financiamento 001”



Resumo

SILVA, Edenara Anastacio da. Lipossomas e betacaroteno encapsulado na
refrigeragcao do sémen canino. 2023. 76f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Programa de Pos-Graduagao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

Atualmente estudos tem salientado manipulacdo de agentes estabilizadores de
membrana, como os lipossomas de fosfatidilcolina de soja, considerado o sitio
primario de dano durante a criopreservagao, e implementando uso de antioxidantes,
como carotenoides, visando minimizar o estresse oxidativo. No primeiro experimento
objetivou a avaliagdo da biocompatibilidade de 4 lipossomas contendo 45% (S45),
75% (S75), mais que 98% (S100) de fosfatidilcolina de soja e [-caroteno
encapsulado em S45 (SCAR), em dois diluentes bases TRIS-glicose e plasma de
gema de ovo e as possiveis concentragdes de uso. Avaliou-se a cinética
espermatica do sémen canino refrigerado a 5°C pelo sistema automatizado (CASA),
apos a curva de resfriamento em 3h, e apdos 24h, 48h, 72h e 96h de refrigeragdo. O
plasma de gema de ovo demostrou-se superior na manutencdo dos parametros de
motilidade em 72h e maior biocompatibilidade com os lipossomas (p <0,05). Os
lipossomas S75 e SCAR na concentragdo de 1,25mM foram mais eficientes na
manutencdo da motilidade progressiva, parametros de distancia, velocidade,
retilinearidade, linearidade, coeficiente de oscilagdo, movimentacdo da cabeca e
flagelar do sémen canino refrigerado. No segundo experimento S45, S75, S100 e
SCAR foram estudados, como aditivos, na refrigeragcdo do sémen canino a 5°C por
até 4 dias, nas concentragbes de 5mM; 1,25mM e 0,5mM. com avaliagdes apds 24h,
48h, 72h e 96h. Cinética foi avaliada através do sistema automatizado (CASA) e os
parametros de integridade e funcionalidade celular através de citometria de fluxo. O
uso de lipossomas de fosfatidilcolina de soja e B-caroteno encapsulado diminuiu a
produgao de espécies reativas de oxigénio intracelular do sémen canino refrigerado
(p < 0,05). A concentragao de 0,5mM do lipossoma S75 possibilitou as maiores
médias de motilidade total e progressiva dos meios estudados neste experimento (p
< 0,05). Adicionalmente 0,5mM de SCAR obteve motilidade progressiva, velocidade
retilinearidade e linearidade superior ao meio controle (p < 0,05).

Palavras-chave:(-caroteno encapsulado; lipossomas; criopreservacao; cinética
espermatica; citometria de fluxo



Abstract

SILVA, Edenara Anastacio da. Liposomes and encapsulated beta-carotene in
chilled canine semen. 2023. 76f. Thesis (Doctor in Sciences) - Programa de Pds-
Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2023.

Currently, studies have highlighted manipulation of membrane stabilizing agents,
such as soy phosphatidylcholine liposomes, considered the primary site of damage
during cryopreservation, and implementing the use of antioxidants, such as
carotenoids, in order to minimize oxidative sperm stress. The first experiment aimed
to evaluate the biocompatibility of 4 liposomes containing 45% (S45), 75% (S75),
more than 98% (S100) of soy phosphatidylcholine and B-carotene encapsulated in
S45 (SCAR), in two base diluents TRIS-glucose and egg yolk plasma and possible
concentrations of use. The sperm kinetics of canine semen refrigerated at 5°C by the
automated system (CASA) was evaluated after the cooling curve at 3h, 24h, 48h,
72h and 96h of refrigeration. Egg yolk plasma was shown to be superior in
maintaining motility parameters at 72h and greater biocompatibility with liposomes (p
< 0.05). Liposomes S75 and SCAR at a concentration of 1.25mM were more efficient
in maintaining progressive motility, distance parameters, velocity, straightness,
linearity, oscillation coefficient, head and flagellar movement of refrigerated canine
semen. In the second experiment S45, S75, S100 and SCAR were studied, as
additives, in canine semen refrigeration at 5°C for up to 4 days, in concentrations of
5mM; 1.25mM and 0.5mM. with evaluations after 24h, 48h, 72h and 96h. Kinetics
were evaluated using the automated system (CASA) and parameters of cell integrity
and functionality using flow cytometry. The use of soy phosphatidylcholine liposomes
and encapsulated B-carotene decreased the production of intracellular reactive
oxygen species in refrigerated canine semen (p < 0.05). The concentration of 0.5mM
of liposome S75 allowed the highest means of total and progressive motility of the
media studied in this experiment (p < 0.05). Additionally, 0.5mM of SCAR obtained
progressive motility, speed, straightness and linearity superior to the control medium
(p <0.05).

Keywords: encapsulated B-carotene; liposomes; sperm kinetics; flow cytometry;
canine semen
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1 Introdugao

Com a aproximagao sentimental do homem com os cées, advento da cinofilia,
e interesse no desenvolvimento de biotécnicas para carnivoros silvestres, é
necessaria a descricdo de métodos eficientes para a criopreservacdo seminal da
espécie, além dos caes serem modelo cientifico para testes em outras espécies.

A criopreservagao visa manter a funcionalidade e viabilidade espermatica
através de processos sequenciais de redugdo da temperatura (Woods, 2004).
Possibilita a utilizacdo de ejaculados por periodos relativamente longos
(refrigeracao), reduzindo riscos e custos com a aquisigao de reprodutores, além de
facilitar o transporte de material genético (De Souza Castelo; Frota; Silva, 2008). No
entanto, o processo expde os espermatozoides ao choque térmico e crioinjurias,
danos estruturais e funcionais devido a reducdo da temperatura, além de estresse
quimico e oxidativo, diminuindo a capacidade fertilizante dos gametas (Watson;
Morris, 1987).

Atualmente estudos tem salientado manipulagcéo de agentes estabilizadores
de membrana, considerado o sitio primario de dano durante a criopreservagao
(Quinn, 1985). A diminuicdo da temperatura leva a alteragbes estruturais e
organizacionais na membrana plasmatica, que passa de uma fase fluida para gel
devido a remocdo de moléculas de agua dos grupos polares (cabega) dos
fosfolipidios (Oldenhof et al., 2010). Adicionalmente, o estresse oxidativo induz a
formacdo de grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou
compostos que contém radicais livres (RL), resultando em perda do equilibrio pré-
oxidante/antioxidante (Guthrie; Welch, 2012).

Na preservagao de sémen canino, a gema de ovo é tradicionalmente utilizada
como estabilizadora de membrana, acao atribuida a lipoproteina de baixa densidade
(LDL), contudo a presenca de granulos, minerais e compostos como lipoproteina de
alta densidade, inibem a respiracdo celular causando prejuizos a viabilidade

espermatica (Pace; Graham, 1974).
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Estudos demostraram a eficiéncia do uso da LDL purificada na

criopreservagao de sémen canino (Varela Junior et al., 2009; Belala et al., 2016a),
porém a técnica demostra-se inviavel devido ao longo e
laborioso processo de purificagao.
Neste contexto, o uso alternativo do plasma de gema de ovo (PL), que € a fragao
soluvel obtida através da simples diluicao e centrifugagao do Tris-gema (Laca et al.,
2015), demostra-se como excelente substituto ao uso do Tris-gema, devido a
presenca da LDL, para protecdo espermatica durante a criopreservacdo do sémen
canino (Belala et al., 2016a; Corcini et al., 2016).

O efeito crioprotetor da LDL durante o resfriamento se deve principalmente
interacdo das micelas na membrana plasmatica dos espermatozoides, com influxo
de fosfolipidios e colesterol na membrana celular (Bergeron et al., 2004), formagéao
de interface entre acidos graxos e agua (Anton et al., 2003), além de formar
complexos com proteinas do plasma seminal, evitando a agao deletéria destas sobre
as membranas (Manjunath et al., 2002). Adicionalmente, Graham e Foote (1987)
demostraram que a fosfatifilserina e fosfatidilcolina sdo os fosfolipidios da gema de
ovo mais eficientes na crioprotecdo espermatica em sémen de touros, propondo a
reposi¢ao dos lipideos de membrana e diminuindo os efeitos de transi¢cao de fase
com a adigao destes fosfolipidios em diluentes.

Apesar do amplo uso da gema de ovo em diluentes de criopreservagao
seminal de caes, existem limitagdes sanitarias, como risco de contaminacao
bacteriana e potencial desenvolvimento de doencas, além da variabilidade de sua
composicdo, o que dificulta a padronizacdo dos diluentes (Hermansson;
Johannisson; Axner, 2021). Estudos recentes na criopreservagdo de sémen canino
estdo focados na busca de alternativas ao uso da gema de ovo e seus subprodutos,
visando o uso de outros componentes estabilizantes de membrana como lipossomas
(LIPO) e substancias sintéticas que mimetizem os efeitos da LDL (Bencharif;
Dordas-Perpinya, 2020).

LIPO sao vesiculas coloidais compostas de lipideos anfipaticos que em
excesso de agua se agregam formando bicamadas lipidicas esféricas com
compartimento interno aquoso (Balbino et al., 2013). Estas nanoestruturas possuem
inumeras vantagens em relagdo a LDL, com possibilidade de encapsular outras
moléculas, ser semi-sintético, quimicamente definido e facilmente esterilizado e

produzido para uso em diluentes seminais (Saadeldin et al., 2020).
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A transicao da fase do estado fisico da membrana espermatica de fluida para
gel durante a criopreservacéo é altamente dependente da composicao de lipidios
das membranas e, portanto, a fusdo ou associacao espontanea de LIPO facilita a
transferéncia de lipidios e colesterol, o que leva a rearranjo dos componentes da
membrana celular e modifica as propriedades fisico-quimicas da membrana,
melhorando assim a criotolerdncia dos espermatozoides (Ropke et al., 2011;
Sullivan; Saez, 2013). O efeito sobre as membranas é estritamente relacionado as
propriedades fisicas e quimicas dos componentes e estrutura do LIPO (Zeron et al.,
2002; Purdy; Graham, 2014).

O uso de LIPO compostas de fosfatidilcolina comerciais extraida da
gema de ovo tem-se demostrado como alternativas ao uso de LDL na
criopreservacédo de sémen de touros (Zeron et al., 2002; Ropke et al., 2011),
garanhdes (Pillet et al., 2012) e cdes em concentragcbes entre 2 e 6mM de LIPO
(Belala et al., 2016a; Belala et al., 2016b). Na refrigeracdo de sémen de perus, 0 uso
de LIPO composta de fosfatidilcolina extraida de gema de ovo marcada com
fluorocromos, demostraram através da analise de citometria de fluxo a incorporacao
deste fosfolipidios nas membranas espermaticas, com consequente aumento de
fertilidade in vivo através de inseminacao artificial (Long; Conn, 2012).

Com intuito da introducdo de um estabilizador de membrana de origem
vegetal, lecitinas de soja comerciais em diferentes apresentacbes e métodos de
adicdo aos diluentes tém sido utilizadas em estudos na criopreservagcao de seminal
de caes com resultados promissores, em concentragdes variando de 1mg/mL a 10
mg/mL ( Beccaglia; Anastasi; Luvoni, 2009; Axnér; Lagerson, 2016; Sanchez-
Calabuig et al., 2017; Dalmazzo et al., 2018; Hermansson; Johannisson; Axner,
2021). Porém, lecitinas de soja de diferentes fontes contém diferentes fosfolipidios e
concentragdes, e o método de preparo e adicdo ao diluente afetam os resultados
(De Paz et al., 2010). Analiticamente demostra-se a necessidade de estudos mais
aprofundados afim de, determinar a concentracéo ideal de fosfatidilcolina de soja,
padronizacdao do método de adicdo aos diluentes de criopreservacdo seminal de
caes, bem como analises mais aprofundadas de viabilidade e funcionalidade
espermatica (Hermansson; Johannisson; Axner, 2021).

Outro linha de estudo visando melhoria na criopreservagao espermatica, foca
o desenvolvimento de aditivos antioxidantes para diluentes com intuito de diminuir a

produgdo ou neutralizar ROS (Petruska; Capcarova; Sutovsky, 2014). O choque
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térmico e a interagdo com oxigénio atmosférico, aumenta a producao de ROS, e leva
ao desiquilibrio entre radicais livres e dos antioxidantes presentes no sémen
(Medeiros et al., 2002). Devido ao alto teor de acidos graxos poli-insaturados na
membrana e poucas defesas antioxidantes, os espermatozoides sido altamente
sensiveis ao estresse oxidativo (Jones; Mann; Sherins, 1979; Gavella; Lipovac,
1992; Griveau; Le Lannou, 1997) . Altas taxas de ROS, elevam o a lipoperoxidagao
das membranas, inativam enzimas glicoliticas e levam os espermatozoides a
capacitagcdo, em niveis extremos a deterioragdo espermatica (Alvarez; Storey, 1993;
Leclerc; De Lamirande; Gagnon, 1997).

A suplementagao de antioxidantes em diluentes de criopreservagédo em caes
podem melhorar a qualidade espermatica apés o descongelamento (Qamar et al.,
2020). Antioxidantes podem remover as ROS e neutralizar seus efeitos protegendo a
membrana plasmatica da peroxidacéo lipidica (Lee; Kim, 2018).

Carotenoides sao pigmentos naturais lipossoluveis produzidos em plantas,
bactérias e fungos possuem propriedades antioxidantes utilizadas nas industriais
alimenticias, cosméticas e farmacéuticas (Kirti et al., 2014). O uso de diferentes
carotenoides tem demostrado efeitos antioxidantes com eficiente manutencédo da
viabilidade espermatica apds a criopreservacédo em caes (Qamar et al., 2020;
Sheikholeslami et al., 2020), suinos (Lee; Kim, 2018), galos (Mehdipour et al., 2020;
Najafi et al., 2020), carneiros (Fang et al., 2015) e touros (Farzan; Chamani;
Varnaseri, 2014).

O uso de B-caroteno na suplementagao oral e avaliagdo de sémen em grilos
(Almbro; Dowling; Simmons, 2011), peixes (Tizkar et al., 2015) e Anfibios (Keogh;
Byrne; Silla, 2018) ndo observarao efeitos relacionados a reprodugédo. Conduto, em
homem inférteis foi associada positivamente com taxas de fertilizacao in vitro através
de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (Li et al., 2019). Adicionalmente a
inclusdo de [B-caroteno como aditivo incluso diretamente em diluente seminal de
congelamento de trutas ndao demostrou efeitos (Kutluyer et al, 2014). Os
pesquisadores Michelon et al. (2016) desenvolveram um sistema de
encapsulamento de B-caroteno em LIPO de lecitina de soja com capacidade de
inibicdo de peroxidagdo lipidica. Produzindo desta forma, a possibilidade de
empregabilidade destes LIPO como carreadores de [-caroteno como aditivos em

diluentes celulares.
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A hipdtese deste trabalho é de que LIPO compostos de fosfatidilcolina de
soja, em diferentes concentragcbes, e (-caroteno encapsulado podem agir como
crioprotetores estabilizadores de membrana plasmatica e antioxidantes durante o
resfriamento do sémen canino, resultando em maior eficiéncia na manutengao da
qualidade espermatica. Para este estudo, no primeiro experimento realizado
objetivou-se verificar a citotoxicidade e a melhor concentracdo de quatro LIPO, em
dois diluentes comumente utilizados, na manutencdo de parédmetros de cinética
espermatica do sémen canino refrigerado. Apos a avaliagdo da biocompatibilidade
das concentragcdes dos diferentes lipossomas, foram analisados parametros de
cinética e funcionalidade espermatica dos gametas preservados por até quatro dias
sob refrigeracdo, afim de determinar a melhor concentracdo e propor¢cao da

composigao dos LIPO e B-caroteno encapsulados.
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RESUMO

A criopreservacao ¢ uma biotecnologia essencial para a preservacdo do material genético de
machos de diversas espécies. Atualmente estudos tem salientado manipulagdo de agentes
estabilizadores de membrana, considerado o sitio primario de dano durante a criopreservacao,
e implementando uso de antioxidantes, como carotenoides, visando minimizar o estresse
oxidativo. Com intuito da introdu¢do de um estabilizador de membrana de origem vegetal,
lecitinas de soja comerciais em diferentes apresentacdes ¢ métodos de adicdo aos diluentes
tém sido utilizadas em estudos na criopreservagdo de seminal. Visto isso este estudo objetivou
a avaliacdo da biocompatibilidade de 4 diferentes lipossomas contendo 45% (S45), 75%
(S75), mais que 98% (S100) de fosfatidilcolina de soja e f-caroteno encapsulado em S45
(SCAR), em dois diluentes bases TRIS-glicose e plasma de gema de ovo (EYP) e as possiveis
concentragdes de uso. Avaliou-se a cinética espermatica do sémen canino refrigerado a 5°C
por até¢ 4 dias A cinética espermatica foi realizada pelo sistema automatizado (CASA) no
sémen diluido nos tratamentos apds a curva de resfriamento em 3h, 24h, 48h, 72h e 96h de
refrigera¢do. O plasma de gema de ovo demostrou-se superior na manuten¢ao dos parametros
de motilidade em 72h (p < 0,05). A biocompatibilidade dos lipossomas foi superior com o
uso do plasma de gema de ovo (p < 0,05). Os lipossomas S75 e SCAR na concentragdo de
1,25mM foram mais eficientes na manuten¢do da motilidade progressiva, pardmetros de
distancia, velocidade, retilinearidade, linearidade, coeficiente de oscilagao, movimentagao da
cabeca e flagelar do sémen canino refrigerado por 4 dias.

Palavras-chave: f-caroteno encapsulados, Lipossomas, Resfriamento, Sémen Canino,
Cinética Espermatica.

ABSTRACT

Cryopreservation is an essential biotechnology for the preservation of genetic material from
males of several species. Current studies have highlighted the manipulation of membrane
stabilizing agents, considered the primary site of damage during cryopreservation, and the
implementation of the use of antioxidants, such as carotenoids, to minimize oxidative stress.
With the aim of introducing a membrane stabilizer of plant origin, commercial soy lecithins in
different presentations and methods of addition to diluents have been used in studies on
seminal cryopreservation. In view of this, this study aimed to evaluate the biocompatibility of
four different liposomes containing 45% (S45), 75% (S75), more than 98% (S100) of soy
phosphatidylcholine and B-carotene encapsulated in S45 (SCAR), in two diluents based on
TRIS-glucose and egg yolk plasma (EYP) and the possible concentrations of use. The sperm
kinetics of canine semen refrigerated at 5°C for up to 4 days were evaluated. Sperm kinetics
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were performed by the automated system (CASA) on semen diluted in the treatments after the
cooling curve in 3h, 24h, 48h, 72h and 96h of refrigeration. Egg yolk plasma was superior in
maintaining motility parameters in 72h (p < 0.05). The biocompatibility of liposomes was
superior with the use of egg yolk plasma (p < 0.05). S75 and SCAR liposomes at a
concentration of 1.25mM were more efficient in maintaining progressive motility, distance
parameters, speed, straightness, linearity, oscillation coefficient, head and flagellar movement
of canine semen refrigerated for 4 days.

Keywords: Encapsulated B-carotene, Liposomes, Cooling, Canine Semen, Sperm Kinetics.

RESUMEN

La criopreservacion es una biotecnologia esencial para la preservacion del material genético
de machos de diversas especies. Estudios actuales han destacado la manipulacion de agentes
estabilizadores de membrana, considerados el principal sitio de dafio durante la
criopreservacion, y la implementacion del uso de antioxidantes, como los carotenoides, para
minimizar el estrés oxidativo. Con el objetivo de introducir un estabilizador de membrana de
origen vegetal, se han utilizado lecitinas de soya comerciales en diferentes presentaciones y
métodos de adicion a diluyentes en estudios sobre criopreservacion seminal. En vista de esto,
este estudio tuvo como objetivo evaluar la biocompatibilidad de cuatro liposomas diferentes
que contienen 45% (S45), 75% (S75), mas del 98% (S100) de fosfatidilcolina de soya y B-
caroteno encapsulados en S45 (SCAR), en dos diluyentes a base de TRIS-glucosa y plasma de
yema de huevo (EYP), y las posibles concentraciones de uso. Se evalu6 la cinética
espermatica del semen canino refrigerado a 5 °C durante un maximo de 4 dias. La cinética
espermatica se realizd mediante el sistema automatizado (CASA) en semen diluido en los
tratamientos después de la curva de enfriamiento en 3 h, 24 h, 48 h, 72 h y 96 h de
refrigeracion. El plasma de yema de huevo fue superior en el mantenimiento de los
pardmetros de motilidad en 72 h (p < 0,05). La biocompatibilidad de los liposomas fue
superior con el uso de plasma de yema de huevo (p < 0,05). Los liposomas S75 y SCAR a una
concentracion de 1,25 mM fueron mas eficientes en el mantenimiento de la motilidad
progresiva, los parametros de distancia, la velocidad, la rectitud, la linealidad, el coeficiente
de oscilacion, el movimiento de la cabeza y el flagelar del semen canino refrigerado durante 4
dias.

Palabras clave: B-caroteno encapsulado, liposomas, enfriamiento, semen canino, cinética
espermatica.

1 INTRODUCAO

A criopreservagdo ¢ uma biotecnologia que visa a preservacao do material genético de
machos de diversas espécies (Ezzati et al., 2020). Possibilita a utilizagdo de ejaculados por
periodos relativamente longos (refrigeragdo), reduzindo riscos e custos com a aquisi¢do de
reprodutores, além de facilitar o transporte de material genético (De Souza Castelo; Frota;
Silva, 2008).

O objetivo da criopreservagdo ¢ manter a funcionalidade e viabilidade espermatica
através de processos sequenciais de redugdo da temperatura (Woods, 2004). No entanto,
durante o desenvolvimento da técnica, os espermatozoides sofrem diversos efeitos negativos e
estresses (fisicos, quimicos, osmoticos e oxidativos) (Amidi et al., 2016; Ezzati et al., 2020).

A diminuicao da temperatura leva a alteracdes estruturais € organizacionais na membrana
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plasmatica, que passa de uma fase fluida para gel devido a remog¢ao de moléculas de 4gua dos
grupos polares (cabeca) dos fosfolipidios, com isso ha perda de fungdes como permeabilidade
seletiva e capacidade fertilizante (Oldenhof et al., 2010).

Atualmente estudos tem salientado manipulacdo de agentes estabilizadores de
membrana, considerado o sitio primério de dano durante a criopreservacao (Quinn, 1985).0
uso de antioxidantes visando minimizar o estresse oxidativo dos espermatozoides tem sido
estudado em diversas espécies. No entanto o uso deste apresentam algumas limitagdes, como
baixa durabilidade, solubilidade e estabilidade em meios aquosos (Martinelli et al., 2020).
Michelon et al. (2016) desenvolveram um sistema de encapsulamento de f-caroteno em
lipossomas de lecitina de soja com capacidade de inibi¢do de peroxidacdo lipidica.
Produzindo desta forma, a possibilidade de empregabilidade destes LIPO como carreadores
de B-caroteno como aditivos em diluentes celulares.

Lipossomas sdo vesiculas coloidais compostas de lipideos anfipaticos que em excesso
de 4gua se agregam formando bicamadas lipidicas esféricas com compartimento interno
aquoso (Balbino ef al., 2013). Com intuito da introdugao de um estabilizador de membrana de
origem vegetal, lecitinas de soja comerciais em diferentes apresentacdes e métodos de adicao
aos diluentes tém sido utilizadas em estudos na criopreservagdo de seminal de cdes com
resultados promissores, em concentracdes variando de Img/mL a 10 mg/mL (Beccaglia;
Anastasi; Luvoni, 2009; Axnér, 2016; Sanchez-Calabuig et al., 2017; Dalmazzo et al., 2018;
Hermansson; Johannisson; Axner, 2021).

Porém, lecitinas de soja de diferentes fontes contém diferentes fosfolipidios e
concentragdes, € 0 método de preparo e adi¢do ao diluente afetam os resultados (De Paz et al.,
2010).0 objetivo desse estudo foi avaliar verificar a citotoxicidade e determinar a melhor
concentragdo e propor¢ao da composi¢ao dos lipossomas e fS-caroteno encapsulados, em dois
diluentes comumente utilizados, na manutencdo de parametros de cinética espermatica do

s€men canino refrigerado.

2 METODOLOGIA
Producao dos lipossomas

Para producao dos LIPO foram utilizadas lecitinas de soja desengorduradas com
diferentes teores de fosfatidilcolina, comercialmente denominadas Lipoid S45 (>45% m/m
fosfatidilcolina, 10-18% m/m fosfatidiletanolamina, <4% m/m lisofosfatidilcolina ¢ <3%

m/m triacilglicerdis), Lipoid S75 (>75% m/m fosfatidilcolina, 10-18% m/m
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fosfatidiletanolamina, <4% m/m lisofosfatidilcolina e <3% w/w triacilglicerdis) e Lipoid
S100 (>98% m/m fosfatidilcolina) da Lipoid GmbH (Alemanha).

A produgdo de lipossomas foi realizada pelo método de injecdo de etanol, conforme
metodologia proposta por Michelon et al. (2016). Para realizagao desse processo 5 mL de uma
dispersdo etanolica contendo os fosfolipidios (156 mg/mL) foi injetada em45 mL de agua
Milli-Q (1:10 v/v) através de bomba peristaltica a uma vazao de alimentagao de 10 mL/min,
com agitacdo mecanica e temperatura mantidas constantes em 500 rpm e 40°C,
respectivamente. Apds a alimentagdo completa da dispersdo etandlica contendo os
fosfolipidios, a dispersdo aquosa final contendo os lipossomas formados (15,6mg/mL) foi
refrigerada a 8°C para consolidagdo das estruturas formadas e sua posterior caracterizacao.

Um procedimento similar foi realizado para a produ¢do dos lipossomas contendo os
carotenoides (SCAR), nesse caso foram adicionados 1,56 mg/ml de carotenoides microbianos
na dispersdo etandlica contendo os fosfolipidios do Lipoid S45 (156mg/mL). Os carotenoides
microbianos foram produzidos pela levedura Rhodotorula mucilaginosa CCT 7082 através de
meios de cultivos de baixo custo utilizando melago de cana-de-actcar, 4gua de maceracao de
milho e dgua proveniente da parboilizagao de arroz (Otero ef al., 2019) e (Dias Rodrigues et
al., 2019).

Caracterizagdo dos lipossomas

O diametro hidrodinamico médio e o indice de polidispersidade dos lipossomas foram
determinados por espalhamento de luz dindmico, através da técnica de espectroscopia de
correlagdo de fotons utilizando o laser de alta poténcia do equipamento Zetasizer Nano-ZS
(Malvern Instruments, UK). O potencial elétrico dos lipossomas foi avaliado em termos de
valores de potencial-C. A determinacdo do potencial-C dos lipossomas foi realizada utilizando
também o equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvernlnstruments, UK). A mobilidade
eletroforética foi obtida através da técnica de Laser Doppler Velocimetry (LDV), e as
conversdes das medidas de mobilidade eletroforética em valores de potencial-C foi realizada
utilizando o modelo matematico de Smoluchowski. Na Tabela 1 estdo sumarizados a
caracterizacao dos lipossomas utilizados neste estudo.

Animais

As amostras foram obtidas em canis particulares. A coleta seminal foi realizada

semanalmente (2 por cdo), de 10 machos clinicamente saldaveis, Australian Cattle Dog, com

idade entre 2 e 6 anos, previamente condicionados a coleta e fertilidade comprovada in vivo.
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Tabela 1. Caracterizacdo didmetro médio (Dh), indice de polidispersividade (IPd), Potencial-C e pH dos
diferentes lipossomas

Lipossomas Dh (nm) IPd (%) Potencial-{ (mV) pH

S45 150,3 £ 19,7 0,302 + 0,02 -35,3+1,63 4,67
S75 111,3+7,9 0,416 + 0,05 -39,8 £0,28 5,25
S100 281,9+19,0 0,146 = 0,06 -9,51+1,83 5,36
SCAR 237,2+£5,62 0,12 + 0,06 -55,19 £ 0,38 7,00

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Preparo dos diluentes

Um dos controles ou diluente base utilizado foi o Tris-glicose (TG), contendo: 3,025g
de Tris (hidroximetil)-aminometano; 1,25g de glicose; 1,7g de citrato de s6dio monohidratado
e agua destilada (g.s.p. 100mL). O pH foi de 6,84 e osmolaridade de 364mOsm.

Para produgdo dos meios contendo os lipossomas, os sais componentes do TG, foram
adicionados nas dispersdes contendo 10mM dos lipossomas, que posteriormente foram
submetidas a banho maria por cerca de 15min, até perda de aproximadamente 10% do peso,
reconstituido ao final, afim de realizar a evaporagdo do etanol. Foi adicionado aos meios de
TG contendo 10mM dos lipossomas (S45; S75; S100 e S100CAR) o volume de TG
necessario para a produgdo dos tratamentos com concentragdes de 10mM; 7,5mM; 5S5mM;
3,75mM; 2,5mM e 1,25mM.

O PL foi separado usando 40 ml de gema de ovo diluidos em 60 ml do diluente TG. O
PL constitui-se do sobrenadante final proveniente de trés centrifugacdes sucessivas a
10.000Xg por 45 min., descartando os pellets formados entre os processamentos (Corcini et
al., 2016). Para a producao dos tratamentos no diluente PL foi adicionado o volume dos meios
TG contendo os lipossomas para chegar as concentragdes de SmM; 3,75mM; 2,5mM e
1,25mM.

Coleta e processamento seminal

A segunda fragdo seminal (rica em espermatozoides) foi obtida através da
manipulagdo digital (Christiansen, 1986). Apenas amostras com motilidade total (MT)
superior a 80% foram inclusas neste estudo, sendo o n=6 para pesquisa com S45 e S75 e n=
10 para S100 e SCAR. A concentra¢do espermatica foi determinada através da camara de
Neubauer e o ejaculado foi diluido em TG para obtengdo da concentragao de 200 milhdes de
espermatozoides moveis/mL. Uma aliquota de cada amostra foi diluida (1:1 v/v) nos
diferentes tratamentos, submetidas a estabilizagdao da temperatura em 20°C, e ap6s a curva de

resfriamento (0,5C/min), sendo posteriormente mantidas em refrigeracdo a 5°C.
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Avaliagdo da cinética espermdtica

Os parametros avaliados foram: motilidade total (MT); motilidade progressiva (MP);
velocidade curvilinea (VCL); velocidade linear progressiva (VSL); velocidade média da
trajetoria (VAP); distancia curvilinea (DCL); distancia linear progressiva (DSL); distancia
média da trajetéria (DAP); retilinearidade (STR); linearidade (LIN); frequéncia de batimento
flagelar cruzado (BCF); coeficiente de oscilacio (WOB); amplitude de deslocamento lateral
da cabeca (ALH). As avaliagdes foram realizadas através do sistema automatizado Computer
Assisted Sperm Analysis (Sperm Vision® 3.5, Minitub, Tiefenbach, Germany), em
microscopio de contraste de fase 200 X (AxioScope A1®, Zeiss, Germany).

As avaliagOes foram realizadas em 3h, ao fim da curva de resfriamento e estabilizacdo
das amostras, e apds a manuten¢do das amostras em refrigeracdo, por 24h, 48h, 72h e 96h.
Uma aliquota de 3uLl de cada amostra foi alocada em uma lamina microscdpica € uma
laminula pré-aquecidas a 37°C foi alocada acima da amostra; a avalia¢do celular consistia em
150 células por campo, sendo avaliados 6 campos aleatdrios.

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o software Statistix 10 (Analytical
Software, 2014). O teste de Shapiro—Wilk foi empregado para verificacdo da normalidade dos
dados. Apos a realizagdo do ANOVA, as médias foram comparadas pelo teste do Tukey. A
significancia foi atribuida a todas as médias com p < 0,05. As médias individuais com o uso
de cada lipossoma, em cada intervalo de avaliagdo, foram comparadas separadamente para
TG e PL. Nas 73h de refrigeragdo, as médias obtidas para as distintas concentracdes de cada

lipossoma, foram comparadas com o uso de TG e PL.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Devido ao grande volume de dados obtidos neste estudo, os resultados dos parametros
de cinética espermdtica secundarios as principais conclusdes foram representados
sistematicamente da Tabela 4 a 53 nos Dados Complementares do artigo.
Tris-glicose versus plasma de gema de ovo

As médias de MT e MP em D3 com o uso de PL foram estatisticamente superiores (p
< 0,05) quando comparadas ao uso de TG, independente do LIPO ou concentracio testada
(Tabela 2 a 53). A eficiéncia do PL como diluente de criopreservacao na espécie canina frente
ao uso do diluente Tris-gema ja foi relatado na literatura, principalmente devido a presenga de

granulos, minerais € compostos como lipoproteina de alta densidade da gema do ovo presente
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no Tris-gema, que inibem a respiragdo celular causando prejuizos a viabilidade espermatica
(Pace; Graham, 1974).

No diluente no PL o LDL ¢ mantido, e durante o resfriamento ocorre a interagao das
micelas de LDL com a membrana plasmatica dos espermatozoides, a diminui¢ao do influxo
de fosfolipidios e colesterol na membrana celular (Bergeron et al., 2004), ha a formagao de
interface entre 4cidos graxos do LDL e a 4gua (Anton ef al., 2003), além de formar complexos
com proteinas do plasma seminal, evitando a acdo deletéria destas sobre as membranas
(Manjunath et al., 2002). Os melhores resultados de cinética com o uso do PL, quando
comparado ao TG podem ser explicados pela agdo crioprotetora do LDL.

Uso dos lipossomas em TRIS-glicose versus Plasma de gema de ovo

As comparagdes das médias de cinética obtidas em TG e PL com S45, S75, S100 e
SCAR na Tabela 2 a 53. Na avaliacdo de 72h a MT e MP foi superior com a utilizagao das
diferentes concentragdes dos lipossomas no diluente PL quando comparado ao TG (p < 0,05).
Em relagdo aos demais pardmetros de cinética espermatica, as médias foram superiores, com a
utilizacdo de PL nos lipossomas S45 e S75 nas diferentes concentragdes testadas, quando
comparado aos tratamentos com a utilizagdo de TG como diluente base (p < 0,05).
Adicionalmente, com o uso de 2,5mM de S100 e SCAR, e 1,25mM do SCAR, as médias dos
demais parametros de cinética, foram superiores com o uso do meio base PL em relagdo ao
TG (p < 0,05). A concentragdo de SmM causou morte espermatica a partir das 72h para S45,
e em 96h para os demais lipossomas.

Os resultados indicam que ha um efeito aditivo na crioprotegdo do LDL do PL e os
lipossomas, os mecanismos de a¢do dos lipossomas estudados indicam a incorporagdo da
fosfatidilcolina nos fosfolipidios nas membranas espermadticas, que inclusive, em perus
aumentou a com fertilidade in vivo através de inseminagao artificial (Long; Conn, 2012).
Adicionalmente ocorre a interacdo LIPO com componentes do plasma seminal (Belala et al.,
2016), como proteinas que levam a capacitagdo espermatica.

Lipossomas e concentragoes em Plasma de gema de ovo

No diluente PL as concentragdes de SmM e 3,75mM, dos lipossomas estudados, no
diluente TG demostraram-se espermicidas imediatamente apds a diluicao.
Lipossoma S45

As avaliagdes nos diferentes tempos avaliados com o uso do S45 estdo detalhadas nas
Tabelas 4 a 16 (Dados Complementares). A concentragdo de 1,25mM do lipossoma S45 no
diluente PL. demonstrou-se eficiente na manutencao da MT e MP nas avaliacdes de 3h a 96h

(»p < 0,05), com maiores médias nas 72h para DSL, VSL e LIN comparado aos demais
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tratamentos (p < 0,05). Os demais pardmetros de cinética do S45 nao diferiram do controle (p
> (,05). Com o uso de 5 mM; 3,75 e 2,5mM do S45, as médias de MT ¢ MP na anélise de
72h, foram inferiores quando comparado ao controle (p < 0,05).
Lipossoma S75

Com o uso de 1,25mM de S75 no diluente PL nas 72h a MP foi superior aos demais
tratamentos, como sumarizado na Tabela 2. Os demais resultados obtidos com o uso de S75

estao detalhados na Tabela 17 a 28 (Dados Complementares).

Tabela 2. Motilidade progressiva (MP) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentracdes (mM)
testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

5 3,75 2,5 1,25 0

TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL

70,06 77,69 72,05 77,12 71,46 7842 67,31 8123 7246 79,78
£1,20B 41423 10954 093P 1,060 0,88 +£0,92B  £0,69° 1,044 +1,02%

68,01 77,14 74,91 78,97 72,63 79,44 67,91 78,54 77,61 79,06

24h +1,04¢  +£1,49* 0,85 +0,89° +0,97® £1,03* +1,49¢  £0,96* +£1,03* =+1,36°
48h 40,11 58,34 31,94 70,06 30,02 6554 36,02 62,47 69,65 62,07
£2,648  £1,74°  £224BC  £1,17°  £2,55C¢  £1,64% +2,578C 156"  £0,324 2,18
oh 11,09 45,80 12,62 60,27 1549 51,77 17,37 59,79 56,55 54,09
+1,708 +1,53¢" +2.238  +1.33 42378 £1,76" 42468  +£127" +£1,494 42,12%
o6h - 24,88 7,04 46,03 9,40 3943 12,00 5525 36,23 3583

+1,864 +1,48%  +£1,78> +£1,92B  +1,74b¢  +2.08®  +1,57* 42,124  £1,94¢

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maitsculas distintas (A-C) na linha indicam
diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-d) na linha
indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior
média (p < 0,05) na comparagdo entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo
em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade total e progressiva na amostra. Fonte:
Elaborado pelo autor, 2023.

A MT e indices de distancia, velocidade e ALH superiores ao controle (p < 0,05).
Adicionalmente o STR foi menor (p < 0,05), e os demais pardmetros de cinética nao
diferiram do controle (p > 0,05). A MT e MP ndo diferiu do controle até 72h com uso de
2,5mM, e nao houve diferencas significativas para os demais parametros (p > 0,05), exceto
VCL, que foi superior ao controle (p < 0,05). As médias de MT, MP, parametros de distancia
e velocidade e ALH foram maiores, quando comparado ao controle as 72h, com o uso de
3,75Mol (p < 0,05), sem diferenga significativa nos demais parametros (p > 0,05). As
menores médias de MT e MP foram observadas com o uso de SmM na avaliagao as 72h (p <

0,05).
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Lipossoma S100

Da Tabela 29 a 41 (Dados complementares) estdo sumarizadas as médias obtidas para
S100 nos diferentes tempos de refrigeragdo. Na avalicdo das 96 horas, as quatro
concentragdes do lipossoma adicionadas ao PL, demostraram-se eficientes na manutengdo da
MT. Com o uso de 1,25mM a MP foi superior ao controle e ao tratamento com 5SmM (p <
0,05), nao diferindo de 2,5mM de 3,75mM (p > 0,05). O STR, LIN e WOB obtiveram as
menores médias com o uso de 1,25mM (p < 0,05).

O S100 na concentragdo 2,5mM no diluente PL foi eficiente na manutencao de todos
os parametros de cinética espermatica, quando comparado ao controle (p < 0,05). Os
tratamentos 3,75mM o DAP DSL; VAP; VSL foram superiores ao controle (p < 0,05), com
os demais parametros de cinética ndo diferindo com o mesmo (p > 0,05). A concentracdao
SmM se demostrou eficiente na manutencdo dos parametros de cinética espermatica, quando

comparado ao controle (p < 0,05).

Tabela 3. Médias dos valores de motilidade progressiva (MP) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das
concentragdes testadas do lipossoma SCAR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema
de ovo (PL).

5mM 3,75mM 2,5mM 1,25mM OmM

TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL

h 58,27 73,51 62,46 71,95 61,97 66,85 61,76 71,83 63,19 74,86
3 +1,64%  £1,38*  £1,98%  £1,37** £1,914 1,56  +2,56% 1,33 £1,154  £]1,337
24h 35,18 65,92 40,12 65,92 50,36 65,11 46,51 64,55 48,98 68,99
+3,838 1,237 £3434B 1] 577 13334 +£],66* £3,23AB  +203* +3324  £1,03*
48 10,41 34,94 21,14 48,39 30,06 49,51 41,54 49,21 42,23 46,41
h +1,36€  £2,65" 42,648 +2.45% 42898 42042 43224 43142 42734 4D 752
73h 5,16 24,87 4,61 36,76 10,92 40,09 23,45 48,30 34,59 40,93
40,530 +1,85  +0,67° +2,.29"™ +0,96C 4+2,86%* +222B 41,932 +] 534 42 15"
b - 20,08 3,39 27,93 10,00 36,25 28,54 44,49 26,47 35,25
96 +1,479  +0,978 42,74 +1,158 2460 42,628  £1,17° 2,094 1,03
Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=10). Letras maiusculas distintas (A-D) na linha
indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-c)
na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*,
indica maior média (p < 0,05) na comparagdo entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo
na avaliagdo em 72h de refrigerac@o. O simbolo - indica que ndo havia motilidade total e progressiva na amostra.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Lipossoma SCAR
O uso de 1,25mM do SCAR no diluente PL obteve MP superior que os demais

tratamentos na ultima avaliacdo, como sumarizado na Tabela 3 (p < 0,05). Adicionalmente,

1,25mM de SCAR em PL foi eficiente na manutencao da MT nas avaliagdes de 24h a 96h, (p
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< 0,05), o DAP, VAP foram superiores (p < 0,05), e os demais parametros ndo diferiram,
quando comparados ao controle (p > 0,05).

A MT e MP nao diferiu do controle a partir de 24h com 2,5mM (p > 0,05), € nas 72h
os demais parametros foram eficientes quando comparados ao controle (p < 0,05). No ultimo
tempo de avaliagdo com o uso de 3,75mM a MT, DSL, VSL, STR e WOB foram inferiores, e
a MP foi superior, quando comparadas ao controle (p < 0,05). O uso de SmM obteve as
menores médias de MT e MP dos tratamentos testados (p < 0,05). As demais avaliagdes nos
diferentes tempos com o uso do SCAR estdo detalhadas na Tabela 42 a 53.

Cinética espermdtica dos preparados de LIPO e f-caroteno

Como detalhado na Tabela 2, o diluente PL contendo S75 na concentragao de 1,25mM
foi o mais eficiente na manuten¢do da cinética espermatica quando comparado aos demais
tratamentos (p < 0,05). Este LIPO ¢ composto no minimo por 75% de fosfatidilcolina de soja.
Graham e Foote (1987) demostraram que a fosfatidilcolina, juntamente com a fosfatifilserina
sao os fosfolipidios da gema de ovo mais eficientes na crioprotecdo espermatica, propondo
que hé a reposi¢ao dos lipideos de membrana, diminuindo assim os efeitos de transi¢ao de
fase com a adi¢do destes fosfolipidios em diluentes.

Houve efeitos benéficos com a adi¢do do S-caroteno encapsulado aos LIPO (SCAR)
no diluente de resfriamento PL (Tabela 3), provavelmente por sua agdo antioxidante, ja
demostrada com outros carotenoides ndo encapsulados, na criopreservacdo espermatica de
caes (Kirti et al., 2014), suinos (Lee; Kim, 2018), galos (Mehdipour et al., 2020; Najafi; et al.,
2020), carneiros (Fang ef al., 2015) e touros (Farzan; Chamani; Varnaseri, 2014).

O choque térmico e a interacdo com oxigénio atmosférico, aumenta a producao de
ROS, e leva ao desiquilibrio entre radicais livres e dos antioxidantes presentes no sémen
(Medeiros et al., 2002). Devido ao alto teor de 4cidos graxos poli-insaturados na membrana e
poucas defesas antioxidantes, os espermatozoides sdo altamente sensiveis ao estresse
oxidativo (Jones; Mann; Sherins, 1979; Gavella; Lipovac, 1992; Griveau; Le Lannou, 1997).
Altas taxas de ROS, elevam o a lipoperoxidacdo lipidica das membranas, inativam enzimas
glicoliticas e levam os espermatozoides a capacitagdo, em niveis extremos a deterioracao

espermatica (Alvarez; Storey, 1993; Leclerc; De Lamirande; Gagnon, 1997).

4 CONCLUSAO
Os lipossomas S75 e SCAR na concentracdo de 1,25mM foram os mais eficientes na
manutengdo da motilidade progressiva, parametros de distancia, velocidade, retilinearidade,

linearidade, coeficiente de oscilacdo, movimentacdo da cabega e flagelar do sémen canino
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refrigerado por 4 dias. Mais estudos e testes in vivo devem ser realizados, afim de verificar a

efetividade do uso destes lipossomas em meios de criopreservagao.
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DADOS COMPLEMENTARES

Tabela 4. Médias de motilidade espermatica total (MT) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S45 nos diluentes Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 79,55+0,8B 82,16+1,13% 73,84+1,02¢ 83,6140,81° 76,43+1,075C 84,87+0,56° 80,82+0,714 89,43+0,67% 81,59+0,674 88,89+0,07%
24h 33,84+2.27¢ 80,62+0,87° 40,08+2,79°¢ 79,50+1,13° 57,29+2,048 78,24+0,88° 79,12+1,10% 87,59+0,65% 80,63+0,83* 86,67+0,52%
48h 7,34+0,66° 65,96+1,66° 12,2741,16€ 80,55+1,082 29,0942,078 71,34+1,22° 70,36+1,37% 76,25+1,19% 74,5241,31* 75,36+1,17°
72h - 37,64+2,02¢ 6,92+0,8° 49,7741,23%" 15,9542,21¢ 59,05+1,16"" 45,0442,67° 67,53+1,18%*" 56,82+1,974 67,02+1,01*"
96h - 22,16+1,98¢ 5,99+1,29¢ 16,27+1,94° 4,04+0,84¢ 32,71+1,72° 28,06+2,59° 57,94+1,61° 37,5742,48% 59,32+1,41°

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagdo entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeracao. O simbolo — indica que ndo havia motilidade

total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 5. Médias de motilidade progressiva (MP) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S45 nos diluentes Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 67,27+0,878 76,41+1,43¢ 60,79+1,54¢ 77,48+0,96° 61,87+1,07¢ 79,38+0,74"¢ 69,93+0,9548 85,05+0,81% 73,65+0,844 82,50+0,872
24h 17,93+1,79" 73,64+1,18P 27,38+2,57€ 72,37+1,13P 4531+2,158 72,48+1,24P 71,57+1,324 83,23+0,70? 74,19+0,994 81,25+0,69*
48h 1,71+0,22" 58,32+1,62" 3,5640,52° 72,29+1,46 13,07+1,97€ 59,69+1,43P 57,32+1,69® 67,4741 45 67,09+1,334 67,12+1,42*
72h - 24,67+1,86¢ 1,97+27€ 38,83+1,34¢" 8,04+1,83€ 45 87412 27,68+2.678 57,83+1,27* 46,07+1,984 57,32+1,32%
96h - 12,2241,74¢ 3,35+0,83¢ 16,27+1,94"¢ 1,44+0,42€ 19,61+1,82" 15,371,978 48.26+1,65 27,09+42,354 43,16+1,87*

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 6. Médias dos valores de distdncia média da trajetdria (DAP) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S45 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentra¢io mM 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 33,64+0,38" 39,22+0,47% 35,12+0,65" 36,64+0,52° 34,32+0,608 39,19+0,38%° 34,41+0,61° 42 .63+0,26* 40,01+0,56* 38,02+0,39°
24h 17,3340,99° 36,93+0,43¢ 22.90+1,10° 36,37+0,37¢ 32,01+0,52¢ 38,81+0,42° 38,73+0,63° 41,8740,41° 43 5440,44% 35,63+0,47¢
48h 6,39+0,59° 33,04+0,46° 9,29+(0,74P 35,67+0,35% 14,69+0,98¢ 32,610,51°¢ 34,62+0,428 37,24+0,68° 41,45+0,65 34,98+0,40°
72h - 25,1340,91¢ 5,61+0,59° 30,29-+0,49"" 8,99+0,89¢ 32,26+0,41%" 21,44+1,328 36,02+0,53*" 36,5040,514 35,6440,53%
96h - 16,35+1,24° 6,04+1,05¢ 21,46+1,39° 3,9540,58¢ 23,9140,97° 15,10+1,18" 35,26+0,55° 26,06+1,524 32,81+0,72°

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maitisculas distintas (A-E) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 7. Médias dos valores de distancia curvilinea (DCL) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S45 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2.5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 58,27+0,69" 58,80+0,86™ 59,87+1,23" 55,80+0,4% 58,54+1,108 53,93+0,57¢ 56,07+1,41° 60,99+0,48" 66,31+1,19* 57,69+0,66"
24h 30,28+1,82F 56,72+0,76° 41,7942,09° 53,33+0,85" 54,56+0,91¢ 55,98+1,14° 63,73+1,538 62,87+0,76° 72,81+1,15% 50,69+0,88°
48h 10,19+0,98F 49,75+1,17° 15,75+1,36° 53,79+0,69° 28,42+1,96¢ 51,36+1,12% 61,140,908 58,57+1,18 2 66,79+1,53* 52,74+0,74%
72h - 40,87+1,63¢ 8,91+0,95° 45,78+1,06"" 15,36+1,59¢ 49.22+0,81"* 38,40+2,308 55,08+0,98* 58,56+1,174" 54,61+0,95%
96h - 26,6342,12° 9,99+1,74¢ 35,6442,44° 6,63+1,00¢ 37,81£1,46° 27,5942,138 54,34+1,332 453742.604 53,494,112

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-E) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-d) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagio entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que nio havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela 8. Médias dos valores de distancia linear progressiva (DSL) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S45 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 18,88+0,21€ 29,62+0,50% 19,0140,37°¢ 31,38+0,54% 18,91+0,36¢ 30,76+0,38%° 20,80+0,455 32,2740,34* 25,60+0,50* 28,30+0,36¢
24h 9,69+0,53" 27,24+0,46° 12,88+0,61° 27,1940,39° 17,91+0,27¢ 30,10+0,47° 222440,415 31,36+0,38° 29.,90+0,44* 27.76+0,40°
48h 4,58+0,42P 25,30+0,34% 6,41+0,49° 26,63+0,35% 9,52+0,63° 24,05+0,44° 20,44+0,348 27,1540,58? 27,9540,534 25,94+0,31%
72h - 18,20+0,64°¢ 3,99+0,41P 23,02+0,34 6,02+0,56° 24,05+0,32" 12,69+0,76® 26,46+0,41" 23,08+0,424 26,3240,36*
96h - 11,68+0,87¢ 4,12+0,75¢ 15,10+0,95° 2,59+0,37¢ 16,66+0,71° 9,39+0,718 26,0040,392 17,15+0,98 A 23,2140,50°

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maitsculas distintas (A-E) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-d) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparag@o entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 9. Médias dos valores de velocidade média da trajetéria (VAP) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S45 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 74,75+0,86" 87,37+1,05° 76,94+1,438 88,97+1,08° 76,95+1,45" 87,60+0,81° 76,57+1,478 96,48+0,55" 89,30+1,324 86,10+0,91°
24h 38,56+2,12F 82,10+0,93¢ 49.,90+2,43P 80,69+0,81° 69,34+1,18C 85,06+0,98" 85,89+1,578 93,71+0,84% 97,83+0,98" 79,29+1,05
48h 16,49+1,52P 72,31+1,04¢ 22,38+1,70° 79,69+0,83% 33,36+2,21° 72,04+1,14¢ 75,86+0,978 82,291,512 92,83+1,52% 77,14+0,84°
72h - 55,20+1,99¢ 14,10+1,49° 66,14+1,12%" 22.,0442,13€ 71,07+0,94% 47,7242,978 79,27+1,18* 80,721,164 77,84+1,13%
96h - 36,88+2,71°¢ 14,1242,36¢ 47,80+3,03° 10,02+1,45€ 52,5540,01° 34,9142,60° 77,46+1,242 58,6243,304 71,90+1,612

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-E) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 10. Médias dos valores de velocidade curvilinea (VCL) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragoes testadas do lipossoma S45 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 129,20+1,63" 130,85+1,91° 130,93+2,75" 125,34+1,89%¢ 130,81+2,60° 121,04+1,29° 124,76+3,308 138,18+1,20° 147,85+2,81* 130,67+1,61°
24h 66,85+3,91F 125,96+1,68¢ 90,71+4,56P 118,30+1,38" 117,9542,08° 122,7542,56° 141,49+3,728 140,69+1,70° 163,35+2,63* 112,86+2,00°
48h 26,1342,54P 108,97+2,63¢ 37,62+3,11P 120,17+1,71° 63,73+4,32¢ 113,25+2,42% 133,57+2,008 129,14+2,59 2 149,75+3,69* 116,28+1,64%
72h - 89,70+3,58¢ 22,34+2,42° 100,03+2,41° 37,27+3,77€ 108,33+1,84% 85,0445,168 121,0942,22%" 129,542,74" 119,20+2,03*
96h - 59,90+4,63¢ 23,2343,91¢ 79,1345,33° 16,6842,51° 83,1143,07° 63.61+4,708 119,07+2,99° 101,95+5,66 4 117,00+2,49°

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maitsculas distintas (A-E) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-d) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 11. Médias dos valores de velocidade linear progressiva (VSL) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S45 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 42,10+0,48€ 65,97+1,10% 41,89+0,85¢ 70,35+1,11% 42,65+0,87°¢ 68,98+0,79" 46,45+1,09° 73,05+0,69° 57,42+1,14% 64,02+0,79¢
24h 21,87+1,16" 60,52+0,99¢ 28,20+1,36° 60,32+0,86° 38,91+0,61¢ 65,97+1,03° 49,52+1,028 70,14+0,76* 67,24+0,96" 61,72+0,88¢
48h 11,80+1,08" 55,31+0,73% 15,58+1,17° 59,44+0,76* 21,70+1,41¢ 53,16+0,99¢ 44.9440,798 60,02+1,282 62,79+1,16* 57,17+0,61%®
72h - 40,00+1,42¢ 10,05+1,07° 50,26+0,75 14,99+1,38¢ 53,03+0,71%" 28,37+1,718 58,30+0,92*" 51,360,974 57,54+0,76*
96h - 26,38+1,90¢ 9,57+1,68 33,7142,09¢ 6,68+0,94C€ 36,69+1,48¢ 21,87+1,56° 57,02+0,83 38,7442,134 50,99+1,14°

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-E) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-d) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagio entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela 12. Médias dos valores de retilinearidade (STR) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S45 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 0,5540,003° 0,74+0,007° 0,54+0,007¢ 0,7840,005° 0,55+0,06€ 0,7740,004? 0,610,015 0,75+0,004° 0,63+0,007* 0,7340,004°
24h 0,48+0,02€ 0,73+0,007° 0,50+0,02€ 0,74+0,007° 0,55+0,0045 0,76+0,007* 0,57+0,006® 0,74+0,004° 0,68+0,007* 0,77+0,004?
48h 0,40+0,04° 0,76+0,006 * 0,47+0,03 P 0,74+0,005° 0,51+0,038¢ 0,73+0,005° 0,58+0,006"B 0,72+0,006° 0,67+0,006" 0,73+0,004°
72h - 0,67+0,02" 0,33+0,03°€ 0,76+0,0054* 0,4340,035¢ 0,7440,0040* 0,48+0,028 0,7340,0031* 0,63+0,0086* 0,73+0,0028*"
96h - 0,54+0,03° 0,200,038 0,56+0,03° 0,22+0,03" 0,65+0,02° 0,47+0,03 4 0,76+0,005° 0,5840,02% 0,70+0,004%

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 13. Médias dos valores de linearidade (LIN) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S45 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 0,32+0,003" 0,50+0,007° 0,31+0,003® 0,56+0,009? 0,32+0,0048 0,56+0,007° 0,38+0,008" 0,5240,006° 0,38+0,005% 0,4840,005°¢
24h 0,29+0,02¢ 0,48+0,007¢ 0,28+0,01¢ 0,5140,009" 0,32+0,0028 0,56+0,02° 0,35+0,009 0,49+0,004 0,41+0,006" 0,55+0,007%
48h 0,27+0,03B 0,530,012 0,30+0,02° 0,49+0,007% 0,28+0,02° 0,47+0,007 0,33+0,004" 0,46+0,007¢ 0,43+0,0094 0,49+0,006
72h - 0,4340,01¢ 0,22+0,028 0,5240,0097* 0,27+0,028 0,49+0,0057>* 0,27+0,018 0,4840,0049" 0,40+0,01* 0,48+0,003 8"
96h - 0,34+0,02° 0,13+0,028 0,35+0,02¢ 0,15+0,028 0,42+0,01° 0,57+0,024 0,50+0,01* 0,33+0,024 0,43+0,005°

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-d) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 14. Médias dos valores de coeficiente de oscilagdo (WOB) nos diferentes tempos de avaliag@o, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S45 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracido mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 0,57+0,006¢ 0,66+0,004° 0,58+0,0055¢ 0,71+0,006% 0,58+0,0045¢ 0,7240,005° 0,62+0,007* 0,69+0,005° 0,60+0,004"B 0,65+0,003°¢
24h 0,49+0,028 0,65+0,004¢ 0,49+0,0284 0,68+0,007% 0,58+0,005" 0,7140,01° 0,62+0,008* 0,66+0,006" 0,60+0,005* 0,70+0,006°
48h 0,36+0,038 0,68+0,01% 0,42+0,035 0,66+0,005% 0,42+0,028 0,64+0,006 0,59+0,004* 0,63+0,005¢ 0,64+0,01* 0,66+0,0042¢
72h - 0,58+0,01° 0,3440,03¢ 0,67+0,0079* 0,38+0,03B¢ 0,65+0,0052* 0,44+0,028 0,65+0,0049*" 0,64+0,01* 0,65+0,0031*"
96h - 0,47+0,03° 0,19+0,03 0,49+0,03° 0,2140,03" 0,60+0,02° 0,41+0,03* 0,66+0,009 2 0,48+0,024 0,60+0,004%

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 15. Médias dos valores de amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S4 5 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 3,72+0,06* 3,52+0,04* 3,55+0,06"B 3,27+0,7° 3,65+0,06"B 3,21+0,05° 3,40+0,0954 3,58+0,05° 3,81+0,08" 3,70+0,04°
24h 2,43+0,12¢ 3,57+0,04° 2,66+0,13°€ 3,29+0,07° 3,140,078 2,93+0,11¢ 3,49+0,117 3,73+0,04° 4,23+0,06* 3,17+0,07%
48h 1,6440,15€ 2.88+0,10° 1,99+0,148¢ 3,3740,05% 2,33+0,148 3,15+0,07° 3,45+0,59* 3,44+0,06° 3,71£0,12* 3,20+0,05%
72h - 2,7240,1%¢ 1,53+1,15¢ 2,64+0,08" 1,89+0,15€ 2,97+0,05"" 2,49+0,148 3,15+0,56*" 3,16+0,09* 3,17+0,03?
96h - 2,19+0,13° 0,94+0,14C€ 2,51+0,14° 0,99+0,14¢ 2,5840,09° 2.2140,148 3,0240,102 2,9140,134 3,20+0,04 2

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela 16. Médias dos valores de frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S45 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 26,19+0,14P 31,07+0,22¢ 26,44+0,16P 31,99+0,24° 26,9340,19¢ 33,17+0,22° 28,8840,228 31,78+0,25% 30,56+0,22* 30,40+0,129
24h 21,46+1,04° 30,05+0,19° 22.28+0,86° 31,3440,28? 25,77+0,18€ 31,99+0,22% 28,30+0,36° 31,53+0,212 31,000,194 31,76+0,24%
48h 15,08+1,46° 29,92+0,24° 18,16+1,418¢ 30,73+0,25° 20,59+1,198 30,31+0,16° 28,50+0,254 30,13+0,20° 31,8240,344 31,650,212
72h - 27,67+0,80" 13,6+1,51€ 32,05+0,20™ 15,30+1,28€ 31,240,20*" 22.27+1,268 31,65+0,20* 31,33+0,344 32,04+0,212
96h - 22,66+1,46° 8,52+1,32¢ 24,84+1,34% 8,66+1,31°¢ 27,90+0,81° 20,58+1,38" 31,84+0,27% 26,04+1,104 32,00+0,28

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maitsculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-d) na linha indicam diferencga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 17. Médias dos valores de motilidade total (MT) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 77,48+1,138 83,11+1,17° 80,49+0,0774B 82,830,068 80,75+0,76™ 82,99+0,76? 78.,47+0,6948 85,53+0,58% 80,97+0,76* 85,07+0,85%
24h 76,19+0,81¢ 82,48+1,22% 81,51+0,68* 84,0440,73% 80,10+0,834B 84,42+0,85% 76,87+0,898C 82,36+0,87% 81,92+0,954 83,60+1,10?
48h 51,63+2,65% 66,96+1,52¢ 46,35+2,198 76,65+0,91? 42,962,678 75,93+1,30% 46,28+2,728 71,39+1,272¢ 77,38+1,004 70,94:+1,83"¢
72h 18,33+2,138 58,96+1,39" 20,62+2,708 70,00+1,05%" 22,9442 918 61,97+1,57¢ 26,7842,618 68,68+1,082P" 67,34+1,16% 63,55+1,95%¢
96h - 39,62+1,98¢ 11,70+2,118 59,45+1,58? 12,7942,36" 52,18+1,72° 16,87+2,50B 65,08+1,29* 48,8442.344 48,70+1,94"

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 18. Médias dos valores de distincia média da trajetoria (DAP) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 39,88+0,64"B 39,55+0,36° 39,85+0,57AB 39,82+0,33° 41,8540,574 42,82+40,41° 38,970,528 43,01+0,36° 41,6840,60" 37,62+0,39¢
24h 40,38+0,408 38,160,56° 40,60+0,378 38,88+0,56% 40,060,618 40,37+40,47° 40,30+0,778 39,91+0,43% 44,00+0,61* 35,58+0,45¢
48h 28.27+1,085 33,2040,47¢ 26,4440,935C 38,15+0,412 23.8241,24C 36,10+0,31° 28.84+1,388 37,64+0,54% 40,7940,50* 32,35+0,56¢
72h 13,04+1,145 34,66+0,46%" 11,511,318 37,61+0,37%" 13,561,368 36,72+0,69° 16,24+1,428 38,72+0,46%" 38,83+0,69%" 33,57+0,56°¢
96h - 28,46+1,60° 7,03+£1,138 36,57+0,66 2 7,68+1,165 32,82+0,86° 10,861,485 38,0040,58 30,20+1,26" 30,64+0,80"°

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagio entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 19. Médias dos valores de distincia curvilinea (DCL) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentra¢des testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 66,13+1,50® 58,70+0,58" 66,36+1,59° 57,81+0,80° 73,07+1,444 62,82+0,57° 67,96+1,10%B 64,56+0,73* 66,48+1,05° 56,47+0,70°
24h 67,89+1,11* 57,84+1,20° 68,08+1,16* 55,63+0,94% 67,21+1,74" 57,89+0,90° 67,37+1,95% 53,37+1,11% 62,39+1,62" 50,43+1,04¢
48h 50,18+1,85" 50,77+1,04° 49,37+1,748 56,26+0,96* 44,92+2,398 56,22+0,70 52,2842 428 56,36+1,052 63,57+1,31* 46,25+0,97°
72h 22,90+2,03° 56,24+1,07% 20,78+2,35° 56,86+0,95*" 24,52+2,528 58,67+1,41* 29.45+2,68° 58,91+0,93%" 64,29+1,10%" 51,61+0,83°
96h - 4533+1,60° 12,8142,098 58,63+1,17° 13,2542,028 52,91+1,63° 19,7042,678 58,93+1,232 51,68+42.314 48274145

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-B) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.



Tabela 20. Médias dos valores de distancia linear progressiva (DSL) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 22.7340,365C 30,14+0,34° 22.8540,375C 30,73+0,33° 23,7940,365 33,60+0,482 27,7540,24€ 33,0240,28% 26,45+0,50* 28,41+40,43¢
24h 22.06+0,30° 28,73+0,42° 22.5140,308 29,8840,49% 22.7440,375 30,80+0,40% 22.95+0,545 31,4140,38° 29,38+0,514 28,47+0,40°
48h 17,3340,49" 23,5540,32¢ 15,4540,495¢ 28,1940,35% 14,16+0,69°€ 25,71+0,25° 15,9440,738¢ 27,6740,43 2 27,4240,39% 24,55+0,44%°
72h 8,44+0,715¢ 23,6740,34%" 6,87+0,75¢ 27,69+0,242" 7,97+0,775¢ 26,39+0,47°" 9,66+0,76° 27,78+0,26%" 23,060,524 24,50+0,41¢
96h - 19,36+0,58¢ 4,47+0,69" 25,4240,462 4,88+0,718 23,34+0,59° 6,03+0,818 25,5840,312 18,7840,76 A 22,10+0,51°
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Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maitsculas distintas (A-C) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 21. Médias dos valores de velocidade média da trajetoria (VAP) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 88,61+1,541B 88,95+0,77° 88,811,418 88,97+0,69° 93,68+1,30" 95,66+0,82% 86,63+1,148 95,99+0,77° 93,13+1,21* 84,28+0,85°
24h 88,75+1,008 84,82+1,21° 89,61+0,98" 86,77+1,18% 87,791,458 90,10+1,02% 88,591,748 88,03+0,99% 96,55+1,31* 78,34+0,95¢
48h 62,3842,328 72,7141,04¢ 58,35+1,865¢ 84,11+0,86° 52.94+2 65 81,45+0,69 63,013,018 84,00+1,23* 90,37+1,24" 71,05+1,28°
72h 29,2942 498¢ 75,90+0,97¢" 25,79+2.88€ 83,04+0,92%" 31,07+3,058¢ 80,45+1,36"" 36,56+3,038 85,4540,93%" 84,99+1,544 73,57+1,21¢
96h - 61,96+1,87¢ 16,2242,56° 81,59+1,42° 17,4542,598 72,87+1,91° 23,7243,198 83,56+1,34% 66,99+2,74 4 66,34+1,71%

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-d) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 22. Médias dos valores de velocidade curvilinea (VCL) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 146,77+3,48"8 132,02+1,34° 147,97+3,798 129,23+1,82° 163,41+3,28" 140,23+1,22° 150,86+2,45"5 143,95+1,59° 148,61+2,408 126,54+1,58°
24h 149,05+2,64" 128,40+2,63% 150,31+2,85% 124,084+2,01%® 147,37+4,04% 129,16+2,00° 148,24+4 41" 11,92+2,520 37,22+43,704 111,12+2,28°
48h 110,103,945 11,15+2,30° 108,23+3,49° 124,0742,12° 99.20+5,118 126,82+1,60° 113,97+5,278 125,7742.41° 140,82+3,08" 101,65+2,25¢
72h 51,29+4,468 122,9142,28%" 46,77+5,198 125,61+2,33%" 55,89+5,618 128,3242,85" 65,78+5,708 129,97+1,97% 140,37+2,46"% 112,96+1,87°
96h - 98,4343,36° 29.22+4,718 130,60+2,58 30,07+4,538 117,40+3,70° 42 88+5,758 129,63+2,842 114,52+5,04 4 104,44+3,09°

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-B) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 23. Médias dos valores de velocidade linear progressiva (VSL) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 3,75 2,5 1,25
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 50,60+0,835C 67,72+0,70° 51,13+0,925¢ 68,62+0,66° 53,4340,86° 75,02+1,00° 48,53+0,53° 73,68+0,58° 59,461,154 63,56+0,89¢
24h 48,660,748 63,79+0,89 49,95+0,74" 66,67+1,06% 50,04+0,89" 68,72+0,85° 50,70+1,21° 69,30+0,80° 64,84+1,16" 62,57+0,83¢
48h 38,47+1,495 51,61+0,69° 34,30+0,995¢ 62,17+0,70 31,79+1,48€ 58,04+0,50° 35,04+1,625€ 61,77+0,92 61,04+0,89* 53,87+0,97¢
72h 18,93+1,578¢ 51,94+0,71¢ 15,61+1,68¢ 59,84+0,58" 18,41+1,74B¢ 57,91+0,91% 22,08+1,65° 61,44+0,50%" 50,96+1,224 53,73+0,89¢
96h - 42.2941,22° 10,40+1,608 56,88+0,99 2 11,18+1,608 51,95+1,30"° 13,27+1,758 56,47+0,76 2 41,90+1,654 47,90+1,07°

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maitsculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela 24. Médias dos valores de retilinearidade (STR) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 0,57+0,003 0,75+0,004° 0,57+0,0068 0,76+0,005% 0,55+0,0048 0,053+0,006* 0,55+0,003" 0,76+0,003% 0,64+0,01* 0,74+0,003°
24h 0,54+0,006" 0,74+0,004¢ 0,55+0,005" 0,76+0,005" 0,57+0,008" 0,75+0,005¢ 0,56+0,009" 0,78+0,006™ 0,68+0,01* 0,79+0,006*
48h 0,59+0,028 0,710,006 0,58+0,0098 0,73+0,005 ? 0,52+0,02¢ 0,70+0,004° 0,49+0,02€ 0,73+0,006% 0,67+0,008"* 0,75+0,006 *
72h 0,4340,035¢ 0,68+0,0057" 0,32+0,03° 0,7240,0043%" 0,3440,03° 0,7240,0041* 0,46+0,035 0,7240,0049%" 0,59+0,0097* 0,7340,0038*"
96h - 0,66+0,02° 0,21+0,03" 0,69+0,004% 0,24+0,03" 0,70+£0,01%® 0,21+0,03"® 0,67+0,003° 0,58+0,02* 0,72+0,006*

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maitsculas distintas (A-C) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparag@o entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 25. Médias dos valores de linearidade (LIN) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 0,34+0,005" 0,5140,004% 0,35+0,006® 0,5440,01° 0,32+0,0025¢ 0,5340,006% 0,3240,003° 0,76+0,003% 0,4140,12% 0,49+0,006°
24h 0,3240,0045 0,50+0,007¢ 0,33+0,0045 0,5340,008" 0,360,018 0,53+0,007% 0,360,018 0,61+0,01* 0,50+0,02* 0,57+0,01%
48h 0,34+0,018 0,47+0,009 0,32+0,0085¢ 0,51+0,01%® 0,29+0,02° 0,45+0,005¢ 0,27+0,01° 0,49+0,01% 0,45+0,014 0,54+0,01°
72h 0,26+0,028¢ 0,4340,0067¢" 0,18+0,01° 0,4840,0069%" 0,20+0,01P 0,46+0,0062"" 0,29+0,03"° 0,48+0,0069%" 0,36+0,0079* 0,47+0,0046%"
96h - 0,43+0,01° 0,13+0,028 0,43+0,004 0,15+0,028 0,44+0,01%® 0,12+0,028 0,44+0,008% 0,35+0,01 0,47+0,012

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maitsculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 26. Médias dos valores de coeficiente de oscilagdo (WOB) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL)

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 0,61+0,005* 0,67+0,003° 0,61+0,007* 0,69+0,008° 0,57+0,006® 0,67+0,004 0,57+0,003 0,66+0,003° 0,63+0,009" 0,66+0,003"
24h 0,60+0,0058 0,66+0,006° 0,60+0,006® 0,70+0,006° 0,6240,018 0,69+0,005° 0,62+0,018 0,76+0,01° 0,73+0,01* 0,71+0,01°
48h 0,540,028 0,66+0,007° 0,54+0,01® 0,68+0,008% 0,47+0,02¢ 0,64+0,003¢ 0,47+0,02€ 0,67+0,007° 0,66+0,01* 0,70+0,007 2
72h 0,39+0,038¢ 0,6240,0056°" 0,29+0,03° 0,67+0,0067% 0,32+0,03° 0,64+0,0059*" 0,42+0,038 0,66+0,0052%" 0,60+0,0057* 0,65+0,0034%®"
96h - 0,61+0,02° 0,19+0,03"8 0,6240,003% 0,22+0,03"° 0,61+0,01° 0,21+0,038 0,65+0,0060 0,55+0,02* 0,64+0,009%

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maiusculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 27. Médias dos valores de amplitude de deslocamento lateral da cabega (ALH) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentracoes testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 3,73+0,098 3,58+0,04% 3,79+0,11° 3,41+0,08" 4,22+0,08% 3,67+0,03* 3,87+0,06° 3,72+0,04 3,64+0,09° 3,54+0,04%®
24h 3,77+0,08% 3,57+0,06 3,74+0,09% 3,44+0,05%® 3,54+0,124 3,49+0,05° 3,50+0,13* 2,86+0,10° 2,96+0,13" 3,14+0,10
48h 3,11+0,09"B 3,01+0,07 3,0340,06"B 3,2240,08"° 2,93+0,128 3,61+0,052 2,95+0,13"8 3,37+0,07%® 3,3740,104 2.,84+0,08¢
72h 1,8440,145¢ 3,28+0,05* 1,68+0,18¢ 3,19+0,07* 1,88+0,165¢ 3,3120,06*" 2,25+0,148 3,35+0,05%" 3,43+0,05%" 3,16+0,04
96h - 2,7940,09¢ 1,09+0,16" 3,550,042 1,090,148 3,08+0,09% 1,14+0,158 3,23+0,08" 3,15+0,124 2,77+0,08°

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=6). Letras maitsculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagio entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela 28. Médias dos valores de frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S75 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 26,610,285 30,94+0,15° 27,64+0,295 31,7040,23% 26,89+0,218 31,05+0,16% 23,13+0,248 31,66+0,16° 31,87+0,33% 30,83+0,19°
24h 26,24+0,28P 31,38+0,26° 27,660,240 31,34+0,20 27,33+0,34° 32,24+0,20° 29,05+0,47° 33,360,16° 34,65+0,44* 31,35+0,17¢
48h 26,3340,748 31,28+0,24° 26,08+0,458 32,67+0,18° 22,70+1,00¢ 30,89+0,16° 23,60+1,005¢ 32,36+0,19°? 33,08+0,274 31,17+0,259
72h 17,29+1,358 31,02+0,25% 15,09+1,615 33,24+0,28"" 16,28+1,495 31,51+0,27° 18,91+1,25"8 32,83+0,212" 30,95+0,334 32,13+0,22°"
96h - 30,93+0,83° 9,59+1,38"8 32,69+0,30% 9,75+1,28"8 31,360,62° 9,56+1,27" 33,82+0,30° 29,12+40,96 4 32,59+0,44%

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=6). Letras maitsculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-d) na linha indicam diferencga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade

total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 29. Médias dos valores de motilidade total (MT) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 72,18+1,46* 80,56+1,07° 72,2442 214 85,29+0,72% 62,401,818 84,46+1,25% 57,79+2,13€ 81,261,022 67,63+1,768 83,78+0,972°
24h 51,39+2,404B 82,2540,94% 56,112,074 79,72+0,83% 44,16+2,978 78,99+1,182 432342 678 70,61+1,19? 57,59+2,06% 79,57+1,09?
48h 24,58+2,288 66,57+2,42°% 14,5241,57€ 58,77+2,19" 11,97+1,51¢ 60,09+2,16" 25,4942,038 69,38+1,99* 43,42+1,744 60,892,292
72h 12,68+1,328 39,40+2,02¢" - 55,39+1,70% 22,03+0,968 55,57+95%" 15,35+1,578 58,97+1,92° 24,8141,95% 47 4342 67
96h - 42,5742,88* - 48,1342,36" - 45.42+1,76 11,01+1,74® 50,01+4,01% 23,4842,594 46,1942,19*

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=10). Letras maiusculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade

total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 30. Médias dos valores de motilidade progressiva (MP) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragoes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 61,58+1,974 72,79+1,532 63,35+2,61* 77,74+1,372 50,132,218 77,01+1,68 48,01+2,46" 74,20+1,14* 50,52+2,198 74,63+0,97 *
24h 37,09+2,594B 72,87+1,67* 38,59+2,524 72,86+1,00? 28,2042,438 70,13+1,622 29,96+2,674B 70,31+1,672 36,6942,378 68,63+1,617
48h 7,400,978 49,51+2,92% 2,81+0,40¢ 42.60+2,71° 1,99+0,29¢ 46,22+2 53 8,46+0,96" 54,30+2,29* 26,93+1,96* 41,19+2,58"
72h 2,07+0,28" 22.42+1,96°" - 38,96+1,84% 2,1940,508 42 23+3,09 5,91+1,038 43,29+1,89* 11,28+1,29% 31,1442,26°
96h - 25.91+2,65° - 32.27+2 312 - 30,18+1,372P 5,73+1,748 35,69+3,05% 10,97+1,424 2526+2,03"

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maiusculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade

total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 31. Médias dos valores de distincia média da trajetoria (DAP) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 41,2140,84% 38,85+0,74% 39,210,848 42,92+0,91% 38,24+0,74"B 41,1940,83% 37,27+1,03° 39,60-+0,88"° 31,94+0,84° 36,71+0,66°
24h 31,3141,434 38,50+0,97° 32,33+1,15% 38,59+0,80° 25,91+1,28"8 38,13+0,78* 23,25+1,65° 38,5540,76° 27,69+0,88B 33,46+0,71°
48h 12,5240,085¢ 32,65+0,91% 7,43+0,88P 3427+1,13% 9,03+1,21P 32,50+0,80% 13,42+1,008 35,3540,94% 27,55+1,324 30,57+0,89°
72h 10,77+0,85"% 26,97+0,96"* - 33,54+0,69° 12,5242,058 33,67+1,28a* 13,72+1,50® 37,04+0,92° 25,1241,55% 27,37+1,08°
96h - 25,95+1,61° - 33,81+0,82% - 30,75+0,62% 9,53+1,408 27,7842,14° 24784246 27,63+1,34°

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=10). Letras maiusculas distintas (A-D) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagio entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade

total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela 32. Médias dos valores de distancia curvilinea (DCL) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 73,701,574 59,09+0,92¢ 69,99+1,8448 74,14+2,13% 69,81+1,5948 68,70+1,57% 66,33+1,995 66,51+1,80" 56,64+1,28¢ 60,01+1,34¢
24h 56,33+2,834B 65,95+1,78% 59,05+1,98* 61,38+1,98* 47 8742,285C 64,66=1,56" 42,9443 31€ 65,39+1,40° 53,69+1,724B 53,42+1,19°
48h 21,65+1,90°¢ 56,23+1,74% 13,17+1,61° 58,97+2,15% 16,16+2,19P 51,46+1,56° 26,17+2,048 59,48+1,80% 48,53+2,294 51,79+1,76°
72h 18,13+1,53" 45.89+1,49" - 58,06+1,29° 21,3543,698 57,021£2,69*" 21,13+£2,39 62,48+1,93% 44 .66+2,89 453242, 17°
96h - 43,4242,65" - 54,95+1,19° - 47,38+1,27% 13,01+1,76" 46,4843,57% 43,58+4,28 4 46,63+2,32%

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maitsculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 33. Médias dos valores de distincia linear progressiva (DSL) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 26,2840,534 26,6240,61° 25,22+0,65% 30,330,757 24,2440,47" 29,89+0,74° 21,6040,59"8 28,8340,76° 19,860,952 26,82+0,57°
24h 18,7940,88* 27,044+0,90% 18,96+0,73* 27,89+0,67° 14,4440,725 27,1740,71% 13,07+0,87"8 27,96+0,74° 15,640,652 24,60+0,70°
48h 7,36+0,615¢ 21,80+0,55" 4,54+0,54 22,8240,73% 5,28+0,73P 21,35+0,37° 7,96+0,57° 24,8640,76° 15,76+0,72 4 21,18+0,83°
72h 6,14+0,345 17,73+0,74* - 22,35+052° 7,09+1,178 22,91+0,86°* 8,35+0,91° 24,99+0,59° 13,560,794 18,52+0,75¢
96h - 17,18+1,11¢ - 23,0740,69 2 - 21,2440,48% 6,79+1,018 18,42+1,44% 15,0141,504 19,05+1,02°

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maitisculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 34. Médias dos valores de velocidade média da trajetoria (VAP) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 91,91+1,70" 85,10+1,45% 88,78+1,96B 96,45+2,05° 85,94+1,634B 93,29+1,89% 83,7342,238 88,79+2,06" 69,88+1,86¢ 80,991,374
24h 69,75+3,234 87,08+2,092 71,93+2,574 86,65+1,82? 57,3242,78" 85,83+1,82° 51,78+3,628 86,63+1,68% 61,94+1,9248 74,32+1,52°
48h 27,3242 328€ 74,94+1,90% 17,36+2,06° 75,6342,52 2 20,36+2,67P 71,60+1,67% 30,24+2.218 78,78+1,912 60,052,754 66,79+1,98°
72h 25,12+1,69° 59,56+2,09* - 73,43+1,51° 26,93+4,408 74,27+2,80%* 30,2443,188 81,99+1,972 54,99+3 30" 60,3742,35¢
96h - 58,18+3,46" - 73,34+1,84 2 - 67,60+1,29% 22,23+3,018 61,88+4,73% 54,74+5,314 60,76+2,73°

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maiusculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-d) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagio entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade

total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 35. Médias dos valores de velocidade curvilinea (VCL) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentra¢do mM

1,25

Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 164,10+3,33% 129,59+2,14¢ 158,40+4,3248 166,31+4,78% 156,3943,5248  155,3743,59®  148,69+4,42%  149,05+4,25° 123,61+2,87¢ 132,16+2,76°
24h 125,106,408 149,10+3,93° 130,954,414 138,13+4,74° 105,48+4,92°¢ 145,54+3,73° 95,11+7,20¢ 146,84+3,14° 118,43+3,70"B 118,68+2,55°
48h 47,1144,065C 126,91+3,63%® 30,23+3,66° 129,88+4,79 36,28+4,84¢ 113,34+£3,37° 58,24+4 478 132,21£3,73 2 105,42+4,84 4 112,85+3,92°
72h 41,7943,44" 101,02+3,25%* - 126,77+2,76* 45,40+7,72"8 125,40+5,83% 46,865,138 137,91+4,16° 97,376,174 99,91+4,75°
96h - 97,0145,71° - 118,91+2,682 - 104,11+2,80%® 30,94+3,998 103,26+7,85%® 96,00+9,24 A 102,12+4,73%®

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=10). Letras maitsculas distintas (A-C) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela 36. Médias dos valores de velocidade linear progressiva (VSL) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 58,821,154 58,50+1,27¢ 57,23+1,494 68,18+1,67° 54,60+1,024 67,66+1,67 48 86+1,358 64,64+1,73° 43,61+2,108 59,17+1,17%
24h 42,06+1,994 61,02+1,92° 42 39+1,66% 62,56+1,41° 32,20+1,578 61,03+1,60° 29.34+1,958 62,69+1,612 34,93+1,43P 54,54+1,50°
48h 16,10+1,328¢ 49,53+1,15° 10,74+1,30°€ 50,44+1,62 12,07+1,62¢ 47,18+0,77° 18,12+1,28" 55,36+1,53 2 34,74+1,56 4 46,39+1,84°
72h 14,89+0,98 39,27+1,61* - 49,00+1,12° 15,53+2,68" 50,58+1,8920% 18,47+1,958 55,42+1,27% 30,01+1,732 40,93+1,64°
96h - 38,67+2,41° - 50,09+1,53 2 - 46,79+1,01% 15,7742,178 41,18+3,21° 33,3143,254 42,0842,09°

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maitsculas distintas (A-D) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade

total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 37. Médias dos valores de retilinearidade (STR) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 3,75 1,25
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 0,64+0,01* 0,68+0,01° 0,64+0,01* 0,70+0,006° 0,63+0,0074 0,43+0,007? 0,82+0,0062 0,71+0,005% 0,60+0,018 0,724+0,005%
24h 0,57+0,02* 0,69+0,01° 0,058+0,006* 0,71+0,008? 0,51+0,0248 0,70+0,008? 0,48+0,038 0,71+0,007? 0,560,014 0,72+0,008?
48h 0,45+0,034B 0,66+0,007% 0,35+0,045¢ 0,660,007 * 0,31+0,04° 0,67+0,02% 0,48+0,03* 0,69+0,006? 0,560,024 0,68+0,01*
72h 0,60+0,03* 0,65+0,01% - 0,66+0,0069* 0,47+0,08" 0,68+0,0089%* 0,42+0,04" 0,67+0,0084% 0,500,022 0,66+0,01%
96h - 0,64+0,02? - 0,670,008 * - 0,68+0,007 * 0,41+0,05" 0,52+0,04° 0,45+0,04" 0,66+0,02°

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=10). Letras maitisculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-b) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 38. Médias dos valores de linearidade (LIN) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 0,35+0,006"B 0,45+0,01? 0,35+0,006" 0,41+0,009° 0,354+0,0068 0,4340,007% 0,32+0,006® 0,43+0,006% 0,34+0,01"8 0,44+0,006%
24h 0,3240,01% 0,40+0,008¢ 0,31+0,005* 0,47+0,02° 0,28+0,01* 0,440,008 0,28+0,22% 0,4240,006" 0,29+0,007* 0,45+0,008%
48h 0,27+0,02"B 0,39+0,006° 0,2140,038¢ 0,39+0,008° 0,18+0,02¢ 0,44+0,02 2 0,26+0,024B¢ 0,4140,006% 0,3240,014 0,41+0,01%®
72h 0,37+0,03* 0,38+0,0092% - 0,39+0,0083% 0,30+0,07* 0,41+0,01%* 0,29+0,03 0,41+0,0097° 0,29+0,02* 0,43+0,02°
96h - 0,400,02° - 0,4240,012 - 0,460,012 0,30+0,04 0,31+0,02° 0,26+0,02* 0,40+0,02*

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maitisculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 39. Médias dos valores de coeficiente de oscilacdo (WOB) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 0,55+0,005* 0,66+0,01° 0,56+0,005* 0,58+0,007° 0,5440,004* 0,59+0,006° 0,560,005 0,59+0,005" 0,560,008 0,61+0,005"
24h 0,54+0,02B 0,58+0,005° 0,54+0,004" 0,65+0,02° 0,49+0,0248 0,58+0,006° 0,47+0,03" 0,58+0,004° 0,52+0,005"B 0,6240,005°
48h 0,44+0,03"B 0,58+0,004° 0,3340,045¢ 0,58+0,006° 2.,3040,04¢ 0,65+0,01 2 0,42+0,038 0,59+0,005° 0,54+0,02 4 0,59+0,007°
72h 0,610,034 0,58+0,0073° - 0,58+0,0073° 0,49+0,08" 0,60+0,0089%% 0,45+0,04* 0,59+0,0068 0,51+0,02* 0,62+0,02°
96h - 0,59+0,02% - 0,6140,009% - 0,66+0,01% 0,4140,05* 0,47+0,04° 0,42+0,04* 0,58+0,02°

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=10). Letras maitsculas distintas (A-C) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-b) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.



Tabela 40. Médias dos valores de amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 3,75 1,25
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 4,20+0,0748 3,13+0,11°¢ 4.26+0,09* 4.23+0,14 4,16+0,094B 4,13+0,09° 3,91+0,108 3,86+0,12%® 3,21+0,07¢ 3,50+0,07%
24h 3,60+0,16"B 4.30+0,09* 3,95+0,09 3,64+0,17° 3,3140,155C 421+0,10 2,89+0,19€ 4,18+0,08" 3,54+0,07B 3,68+0,07°
48h 1,63+0,13° 3,66+0,06° 1,35+0,17° 3,53+0,10° 1,49+0,19€ 3,01+0,11° 2,2240,15"8 3,61+0,08° 2,86+0,114 3,11+0,11°
72h 2,04+0,18B 3,1140,05%* - 3,39+0,06%® 2,060,408 3,3540,112%* 1,66+0,178 3,64+0,08° 2.,83+0,15% 2,7240,11°
96h - 3,12+0,13% - 3,14+0,06* - 2,82+0,11°2 1,11+0,16® 2,75+0,21° 2,69+0,25% 2,87+0,112

Os resultados estdao expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maiusculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p <0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 41. Médias dos valores de frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma S100 nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 29,88+0,29" 32,36+0,41° 29,70+0,25% 29,2840,11% 28,24+0,27° 30,22+0,13° 28,3840,348 30,6340,19° 27,87+0,33" 29.2140,22¢
24h 26,90+0,8048 29,3740,13° 28.,51+0,30* 30,71+0,34° 24,52+1,095¢ 29.76+0,15° 21,82+1,31€ 29,40+0,17° 26,110,318 30,210+£0,24%
48h 19,17+0,458 29,06+0,20° 13,44+1,59¢ 29,5440,29 13,2541,63€ 30,38+0,26° 20,00+1,3048 30,0040,17% 24.91+0,754 29,82+0,39%
72h 18,38+1,04° 28,064+0,47%* - 30,36+0,23% 22,7443,908 30,0240,29%* 18,98+1,79¢ 31,1440,24° 2520+1,24% 28,5540,69°
96h - 29,46+0,13% - 32,28+0,382 - 31,380,322 15,792,048 5,27+1,89° 22,9442,08 A 29.44+1,10%

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maitisculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 42. Médias dos valores de motilidade total (MT) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma SCAR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 72,14+1,254 81,71+0,96* 75,47+1,347 79,36+1,01° 74,39+1,34% 77,29+1,01° 73,43+2,084 79,69+0,892 76,035+0,76* 82,99+0,94%
24h 46,82+4,59"8 75,13+0,85" 57,2143 ,304B 75,09+1,22° 63,19+3,61* 77,28+0,89P 60,73+3,224B 74,07+1,61° 63,513,034 80,03+0,84%
48h 26,3342,86€ 49.,0442,42° 37,48+3,438C 63,85+1,97* 50,0343,894B 63,0242,52° 54,8243 874 61,41+2,952 57,104£2,534 62,66+2,16*
72h 24,45+0,79P 38,93+2,19%" 16,69+2,02° 51,75+2,63* 29,68+2,02¢ 54,962,76* 40,9943 228 60,05+1,79*" 51,76+1,59* 56,89+2,21%
96h - 33,04+1,96¢ 13,2442.,46¢ 44,08+3.47" 24.47+1,698 49 24+2 84 42.5243,014 56,83+1,04% 41,3242.20* 53,32+1,09?

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maitsculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minasculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade

Tabela 43. Médias dos valores de distancia média da trajetéria (DAP) nos diferentes tempos de avalia¢do, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma SCAR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Concentracao mM 3,75 1,25
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 40,24+0,874 40,1240,80° 35,49+1,045 39,27+0,60° 41,87+1,374 38,08+0,84 38,18+1,2948 39,89+0,92° 39,7240,54" 36,29+0,57°
24h 19,45+1,70€ 39,31+1,01° 25,31+1,408¢ 38,19+0,712¢ 27,62+1,6948 38,99+1,23% 30,31+1,28"B 35,39+0,88" 31,29+1,524 34,86+0,79¢
48h 9,97+0,92¢ 33.46£1,272 15,17+1,385€ 35,7240,972 19,20+1,508 34,29+0,972 27.5742,05% 34,32+1,22° 32.67+1,244 32,93+0,95?
72h 32,76+1,974 31,68+1,28¢ 10,92+092¢ 33,67+1,00° 15,39+1,09° 35,83+1,12%" 18,51+1,468 38,86+0,88%" 31,67+1,134 33,13+1,11%
96h - 28.,65+1,18° 6,23+0,14P 27,16+1,03¢ 18,80+1,22€ 33,54+0,71% 27,15+1,018 35,91+0,94° 32,72+1,28* 30,15+0,54%

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=10). Letras maitsculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela 44. Médias dos valores de distancia curvilinea (DCL) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentragcdes testadas do lipossoma SCAR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 69,57+1,44"B 65,80+1,66" 61,85+2,06¢ 61,46+1,11% 76,85+2,70* 61,22+1,62% 66,98+2,245¢ 63,79+2,13% 73,500,948 58,52+1,21°
24h 32,10£2,94¢A 65,46+1,85% 43.1942.478 65,38+1,69* 48,0442,9948 66,75+2,42° 52,1542 468 60,48+1,90% 54.28+2 80" 56,19+1,51°
48h 15,60+1,44° 55,46+2,63 24,93+2,25P 59,60+1,85 34,89+2,78C 57,86+1,85 % 46,9443,508 58,0242,292 56,98+2,324 54,19+1,892
72h 54 57+3,74* 53,63+2.36° 15,68+1,33€ 55,73+£2,07" 2537+1,858 60,89+2,11%" 32,26+2,698 64,88+1,69*" 57,15+2,534 54,88+1,97°
96h - 46,06+2,14° 9,98+1,38P 45,09+1,90° 32,49+2,50° 54,19+1,38 46,64+1,56° 55,94+1,94 2 60,89+2,754 49 45+0,72%

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maiusculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-b) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 45. Médias dos valores de distincia linear progressiva (DSL) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma SCAR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 21,30+0,428 29,0640,73% 20,62+0,58" 26,79+0,38"° 24,4540,828 26,60+0,73¢ 20,9440,76" 29,35+0,60° 25,7340,53% 27,300,542
24h 11,42+0,92¢ 27,52+0,64% 14,08+0,695C 27,0440,47% 15,54+0,938 27,6240,922 16,900,838 25,55+0,65% 17,36+0,73* 25,0740,51°
48h 5,22+0,48° 21,1540,50° 7,68+0,64° 23,8240,432 10,46+0,81° 23,81+0,67% 14,49+1,06° 22,79+0,74% 18,99+0,50 4 23,39+0,71%
72h 22.36+1,21% 20,5140,69° 6,00+0,48° 23,35+0,68%" 8,34+0,585C 23,9740,76%" 10,610,818 25,86+0,52%" 19,46+0,71* 22,70+0,76°°"
96h - 19,34+0,82% 3,34+0,61° 17,7840,73¢ 10,37+0,52¢ 22,9240,46 15,4240,538 23,550,602 19,99+0,74 4 21,29+40,55%

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maitisculas distintas (A-D) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 46. Médias dos valores de velocidade média da trajetoria (VAP) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma SC AR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 88,88+1,57AB 89,89+1,782 79,14+2,55¢ 86,46+1,29% 94,40+2,96* 84,05+1,74% 84,68+2,2,855C 89,03+2,13% 88,64+1,2148 80,57+1,15°
24h 43 ,66+3,79¢ 88,16:+2,242 56,44+3,175C 85,91+1,63% 62,9043,934B 87,48+2.73% 67,41+2,834B 78,38+1,99%° 70,1943 414 77 ,49+1,68¢
48h 25,67+2,0° 73,78+2,86° 32,4942 93€P 79,062,052 42 47+3,30€ 76,3942,122 60,34:+4,44P 76,87+2,66 2 74,4242 844 72,09+2,06 2
72h 71,32+4,64" 69,64+2,63¢ 24,52+1,98C 74,414£2,19%" 33,26+2,345C 79,5942 493" 42.39+3,348 85,18+1,85"" 70,89+2,484 72,86+2,30°
96h - 62,66+2.,40° 14,134£2,57° 60,91+2,13¢ 41,09+2,54° 73,32+41,51% 58,65+2,208 77 46+2.07 2 72,83+2,78 A 66,64+1,14%

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maiusculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 47. Médias dos valores de velocidade curvilinea (VCL) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma SCAR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 153,29+3,145¢ 147,2543,72% 137,57+4,94¢ 135,28+2,52%® 172,42+5,814 135,13+3,46%® 148,22+5,03%¢  142,25+4,85% 163,36+2,201B 129,76+2,52°
24h 71,90+6,58¢ 146,68+4,10° 96,03+5,528 146,98+3,86° 108,98+6,94"B 149,49+5.41° 115,95+£9548 133,81+4,30%® 121,65+6,28" 124,7843,23°
48h 33,82+3,12P 122,20+5,892 53,28+4,77° 131,69+3,93° 76,59+6,06¢ 128,60+4,092 102,50+7,578 129,78+5,052 127,79+5324 118,24+4,06°
72h 118,86+8,56" 117,43+4,39%¢ 35,19+2,88P 122,95+4,54%" 54,59+3,91¢ 135,02+4,69%" 73,416,118 142,00+3,59%" 127,49+5 454 120,3144,13%
96h - 100,49+4,48° 22.514+4,23P 100,71+3,93% 70,89+5,26¢ 118,17+3,02° 100,66+3,498 120,73+4,32° 135,02+5,88 4 109,12+1,48%®

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=10). Letras maitisculas distintas (A-D) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.



47

Tabela 48. Médias dos valores de velocidade linear progressiva (VSL) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma SCAR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 47,27+0,898 65,02+1,58% 46,08+1,408 59,18+0,82° 55,35+1,78* 58,78+1,53¢ 46,74+1,718 65,50+1,39? 5742+1,15% 60,54+1,09%°
24h 25,7042,06¢ 61,70+1,43% 31,49+1,565C 60,79+1,03% 35,54+2,174B 61,89+2,02° 37,78+1,844B 56,50+1,44% 37,18+1,66* 55,69+1,10°
48h 11,50+1,07° 46,83+1,10° 16,60+1,38P 52,94+0,92° 23,34+1,80C€ 53,02+1,44° 31,99+2,328 51,21+1,61% 42 88+1,224 51,31+1,55%
72h 48 68+2,89* 453241 ,41° 13,74+1,08€ 51,66+1,48%" 18,14+1,24€ 53,31£1,67%" 24.51+1,88" 56,83+1,09*" 43.71+1,58% 50,04+1,57*"
96h - 42 42+1,66" 7,71+1,41° 40,16+1,54¢ 23,07+1,11°€ 50,22+0,95 33,48+1,15° 50,95+1,30 44,59+1,634 47,14+1,16%

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maiusculas distintas (A-D) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintisculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 49. Médias dos valores de retilinearidade (STR) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma SCAR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 0,53+0,005¢ 0,7140,008% 0,58+0,0055 0,68+0,009° 0,58+0,004" 0,69+0,008" 0,54+0,009¢ 0,7340,006° 0,64+0,008" 0,7440,005°
24h 0,51+0,04* 0,69+0,006° 0,560,024 0,70+0,003* 0,52+0,02% 0,70+0,009* 0,53+0,02% 0,71+0,005* 0,560,014 0,71+0,0070?
48h 0,36+0,03" 0,66+0,01° 0,42+0,038 0,68+0,01% 0,44+0,03" 0,69+0,006% 0,43+0,03"8 0,66+0,007° 0,60+0,01 * 0,70+0,006 2
72h 0,6840,01% 0,66+0,0081° 0,45+0,04" 0,69+0,0060%" 0,45+0,038 0,67+0,0057a®" 0,47+0,038 0,67+0,0083%" 0,61+0,00794 0,68+0,0077%"
96h - 067+0,009 0,25+0,058 0,65+0,008" 0,57+0,02 4 0,40,69+0,008®  0,57+0,0094 0,65+0,008" 0,61+0,01* 0,69+0,006 2

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=10). Letras maitisculas distintas (A-C) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 50. Médias dos valores de linearidade (LIN) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma SCAR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 0,30+0,0028 0,44+0,009% 0,33+0,004* 0,44+0,01%® 0,31+0,0028 0,44+0,01° 0,30+0,0035 0,48+0,01° 0,37+0,007* 0,46+0,006%
24h 0,334+0,03* 0,4240,005% 0,35+0,02% 0,41+0,008° 0,3140,02% 0,41+0,009° 0,3140,008* 0,42+0,005% 0,33+0,01* 0,44+0,008°
48h 0,23+0,028 0,42+0,022 0,260,028 0,41+0,009 2 0,25+0,028 0,41+0,008 0,25+0,028 0,39+0,007 2 0,34+0,008 A 0,43+0,008
72h 0,410,014 0,39+0,0079? 0,32+0,03"8 0,43+0,0094™ 0,2840,02°8 0,39+0,0075* 0,28+0,0248 0,40+0,0084*" 0,35+0,00704B 0,42+0,0099*"
96h - 0,43+0,022 0,16+0,03° 0,39+0,009 2 0,35+0,024 0,42+0,009 2 0,33+0,007 4 0,4340,022 0,34+0,014 0,42+0,008 2

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maiusculas distintas (A-B) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-b) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliagdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 51. Médias dos valores de coeficiente de oscilacdo (WOB) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma SCAR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentra¢do mM

3,75 2,5 1,25 0

Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 0,57+0,004* 0,61+0,006% 0,57+0,006% 0,64+0,009% 0,54+0,0045 0,63+0,01° 0,56+0,005% 0,64+0,01° 0,53+0,0055 0,62+0,004%
24h 0,52+0,04% 0,59+0,002° 0,58+0,02* 0,58+0,006° 0,530,024 0,58+0,006° 0,570,024 0,58+0,004° 0,58+0,01* 0,62+0,005*
48h 0,43+0,048 0,62+0,012 0,48+0,034B 0,60+0,005 2 0,45+0,038 0,59+0,006 2 0,47+0,0348 0,59+0,005 2 0,57+0,006 4 0,61+0,006 2
72h 0,59+0,014 0,59+0,0057° 0,55+0,04" 0,61+0,0083? 0,50+0,03* 0,59+0,0068*" 0,47+0,03* 0,59+0,0057%" 0,56+0,0077" 0,61+0,0076*
96h - 0,63+0,02%® 0,29+0,05" 0,60+0,009° 0,60+0,02 4 0,62+0,007% 0,57+0,007 A 0,65+0,02%® 0,54+0,009 4 0,60+0,006 *

Os resultados estdo expressos em médias = D.P.M (n=10). Letras maiusculas distintas (A-B) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-b) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela 52. Médias dos valores de amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH) nos diferentes tempos de avaliacdo, com o uso das concentracdes testadas do lipossoma SCAR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracao mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 3,94+0,085¢ 3,83+0,11% 3,48+0,13P 3,37+0,09% 4,40+0,08P 3,50+0,11% 3,78+0,98* 3,66+0,13%® 4,164+0,05%8 3,58+0,07%®
24h 2,53+0,218 4,17+0,06* 3,03+0,16"B 4,16+0,08" 3,35+0,20% 4,09+0,10? 3,47+0,15 3,98+0,12%® 3,60+0,14" 3,73+0,06"
48h 1,16+0,11° 3,26+0,14® 1,58+0,13¢ 3,54+0,08%® 2,30+0,178 3,63+0,102 2,74+0,198 3,6140,102 3,61+0,134 3,18+0,09°
72h 3,2740,16"B 3,43+0,08% 1,50+0,13¢ 3,39+0,09%" 1,66+0,12°€ 3,64+0,09%" 2,74+0,198 3,66+0,06%" 3,67+0,12* 3,32+0,07°
96h - 2,66+0,14° 1,08+0,21¢ 3,23+0,072 2,18+0,148 3,19+0,062 2,66+0,118 2,91+0,14® 3,73+0,134 3,09+0,052

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maiusculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras mintsculas distintas (a-b) na linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentracdes em TRIS-glucose e plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeracdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Tabela 53. Médias dos valores de frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF) nos diferentes tempos de avaliagdo, com o uso das concentragdes testadas do lipossoma SCAR nos diluentes de resfriamento Tris-glucose (TG) e plasma de gema de ovo (PL).

Concentracio mM 5 3,75 2,5 1,25 0
Diluente TG PL TG PL TG PL TG PL TG PL
3h 25,7140,30° 30,18+0,16" 27,634+0,4248 32,2140,37° 27,1240,315¢ 31,24+0,46% 26,15+0,35P 30,70+0,22° 28,8940,24% 29,5240,21°¢
24h 20,12+1,38€ 29,16+0,21° 24.10+0,748 30,33+0,20° 22.97+1,065¢ 29.,67+0,18% 25,83+0,68"8 29,23+0,24° 26,840,614 29,80+0,14%
48h 16,09+1,48¢ 29,68+0,28° 19,0£1,398¢ 31,12+0,24 2 20,21+1,355¢ 29,75+0,26° 21,01+1,478 30,01+0,33° 28,37+0,35% 30,12+0,24%
72h 32,27+1,184 28,99+0,49° 17,35+1,398 30,96+0,31*" 20,74+1,29B 31,17+0,35*" 21,36+1,458 31,0740,22%" 29,4840,26" 31,19+0,34"
96h - 31,01+0,71% 11,2942,08" 30,37+0,40° 25,61+0,82 4 32,11+0,47% 26,4440,55" 33,07+0,412 28,88+0,51 31,69+0,26%

Os resultados estdo expressos em médias + D.P.M (n=10). Letras maitisculas distintas (A-D) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos em TRIS-glucose (p < 0,05). Letras minusculas distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os
tratamentos em plasma de gema de ovo (p < 0,05). Asterisco*, indica maior média (p < 0,05) na comparagao entre as concentragdes em TRIS-glucose ¢ plasma de gema de ovo na avaliacdo em 72h de refrigeragdo. O simbolo - indica que ndo havia motilidade
total e progressiva na amostra. Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Lipossomas de fosfatidilcolina de soja e f-caroteno encapsulado melhoram a manutencio do sémen canino

resfriado

RESUMO

Com intuito de melhorar a eficiéncia de diluentes de resfriamento seminal, lipossomas contendo 45% (S45), 75%
(S75), mais que 98% (S100) de fosfatidilcolina de soja e f-caroteno encapsulado em S45 (SCAR), foram
estudados. O diluente plasma de gema de ovo com SmM; 1,25mM e 0,5mM dos lipossomas foi utilizado no
resfriamento do sémen canino a 5°C, com avaliacdes ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72h (D3) e 96h (D4). Cinética
foi avaliada através do sistema automatizado (CASA) e os parametros de integridade e funcionalidade celular
através de citometria de fluxo. O uso de lipossomas de fosfatidilcolina de soja e p-caroteno encapsulado
diminuiu a producdo de espécies reativas de oxigénio intracelular do sémen canino refrigerado (p < 0,05). A
concentragdo de 0,5mM do lipossoma S75 possibilitou as maiores médias de motilidade total e progressiva dos
meios estudados neste experimento (p < 0,05). Adicionalmente 0,5mM de SCAR obteve motilidade progressiva,

velocidade retilinearidade e linearidade superior ao meio controle (p < 0,05).

PALAVRAS-CHAVE: f-caroteno encapsulados; lipossomas; criopreservacdo; cinética espermatica; citometria

de fluxo.

INTRODUCAO

Com a aproximagdo sentimental do homem com os cdes, advento da cinofilia, e interesse no
desenvolvimento de biotécnicas para carnivoros silvestres, é necessaria a descricdo de métodos eficientes para a
criopreservagdo seminal da espécie, além de ser um modelo cientifico para testes em outras espécies. Atualmente
estudos tem salientado manipulacdo de agentes estabilizadores de membrana, como lipossomas, considerado o
sitio primario de dano durante a criopreservagao (Belala et al., 2016; Quinn, 1985). Os Lipossomas (LIPO) sao
vesiculas coloidais compostas de lipideos anfipaticos que em excesso de dgua se agregam formando bicamadas
lipidicas esféricas com compartimento interno aquoso (Balbino ef al., 2013).

Com intuito da introdugdo de um estabilizador de membrana de origem vegetal, lecitinas de soja
comerciais em diferentes apresentacdes e métodos de adigdo aos diluentes tém sido utilizadas em estudos na
criopreservacao de seminal de cdes com resultados promissores (Beccaglia; Anastasi; Luvoni, 2009; Axnér;
Lagerson, 2016; Sanchez-Calabuig et al., 2017; Dalmazzo et al., 2018; Hermansson; Johannisson; Axner, 2021).

O uso de antioxidantes visando minimizar o estresse oxidativo dos espermatozoides tem sido estudado
em diversas espécies. No entanto o uso deste apresentam algumas limita¢cdes, como baixa durabilidade,
solubilidade ¢ estabilidade em meios aquosos (Martinelli et al., 2020). Carotenoides sdo pigmentos naturais
lipossoluveis produzidos em plantas, bactérias e fungos possuem propriedades antioxidantes utilizadas nas
industriais alimenticias, cosméticas e farmacéuticas (Kirti et al., 2014). O uso de diferentes carotenoides tem
demostrado efeitos antioxidantes com eficiente manuteng@o da viabilidade espermatica apds a criopreservago

em cdes (Kirti et al., 2014).
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Objetivou-se nesse estudo a analise pardmetros de cinética e funcionalidade espermatica dos gametas
preservados por até quatro dias sob refrigera¢do, afim de determinar a melhor concentragdo e proporgdo da

composicao dos LIPO e B-caroteno encapsulados.

METODOLOGIA

Produgao dos lipossomas

Os lipossomas foram confeccionados, a partir de lecitinas de soja desengorduradas com diferentes
teores de fosfatidilcolina, comercialmente denominadas Lipoid S45 (>45% m/m fosfatidilcolina, 10-18% m/m
fosfatidiletanolamina, <4% m/m lisofosfatidilcolina e <3% m/m triacilglicerdis), Lipoid S75 (>75% m/m
fosfatidilcolina, 10-18% m/m fosfatidiletanolamina, <4% m/m lisofosfatidilcolina e <3% w/w triacilglicer6is) e
Lipoid S100 (>98% m/m fosfatidilcolina) da Lipoid GmbH (Alemanha). Adicionalmente, foram adicionados
1,56mg/ml de carotenoides microbianos na dispersdo etandlica contendo os fosfolipidios do Lipoid S100
(SCAR). Os carotenoides microbianos foram produzidos pela levedura Rhodotorula mucilaginosa CCT 7082
através de meios de cultivos de baixo custo (Otero ef al., 2019) e (Dias Rodrigues et al., 2019)

A produgdo das nanovesiculas foi realizada pelo método de injecdo de etanol, elaborando solugdes de
10mM de lipossomas, como descrito por (Michelon et al., 2016).
Caracterizagdo dos lipossomas

Na Tabela 1 esta sumarizada o didmetro hidrodindmico médio ¢ o indice de polidispersidade dos
lipossomas utilizados nesse estudo. Os parametros foram determinados por espalhamento de luz dinamico,
através da técnica de Espectroscopia de Correlagdo de Fotons utilizando o laser de alta poténcia do equipamento
Zetasizer Nano-ZS (Malvernlnstruments, UK). O potencial elétrico dos lipossomas foi avaliado em termos de
valores de potencial-{. A determinagdo do potencial-{ dos lipossomas foi realizada utilizando também o
equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvernlnstruments, UK). A mobilidade eletroforética foi obtida através da
técnica de Laser Doppler Velocimetry (LDV), e as conversdes das medidas de mobilidade eletroforética em

valores de potencial-C foi realizada utilizando o modelo matematico de Smoluchowski.

Tabela 1. Diametro médio (Dh), indice de polidispersividade (IPd), Potencial-C e pH dos lipossomas.

Lipossomas Dh (nm) IPd (%) Potencial-{ (mV) pH
S45 150,3 +£19,7 0,302 + 0,02 -35,3+1,63 4,67
S75 111,3+79 0,416 + 0,05 -39,8 £ 0,28 5,25
S100 281,9+ 19,0 0,146 £ 0,06 -9,51 £ 1,83 5,36
SCAR 237,2+5,62 0,12 +0,06 -55,19 £ 0,38 7,00
Animais

As amostras foram obtidas de canis particulares da regido do estudo. A coleta seminal foi realizada de
10 machos clinicamente saldaveis, Australian Cattle Dog, com idade entre 2 e 6 anos, previamente

condicionados a coleta e fertilidade comprovada in vivo.
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Preparo dos diluentes

O diluente de resfriamento controle, plasma de gema de ovo (PL), foi produzido adicionando-se 40 ml
de gema de ovo em 60 mL de Tris-glicose (3,025g de Tris (hidroximetil)-aminometano; 1,25g de glicose; 1,7g de
citrato de s6dio monohidratado; agua destilada g.s.p. 100mL; pH: 6,84 ¢ 364mOsm), conforme metodologia
descrita por (Corcini et al., 2016).

A produgdo dos meios de resfriamento (tratamentos) contendo os lipossomas foi realizada conforme
descrito por Silva et al. (2023), onde uma solugdo de Tris-glicose contendo S45, S75, S100 ¢ SCAR foi
confeccionada e adicionada ao diluente de resfriamento PL (1:1 v/v), para chegar as concentragdes de SmM;
ImM; e 0,5mM de lipossomas, tendo como referéncia estudos anteriores ainda ndo publicados.

Coleta e processamento seminal

A segunda fragdo seminal (rica em espermatozoides) foi obtida através da manipulagdo digital
(Christiansen, 1986). Apenas amostras com motilidade total (MT) superior a 80% foram inclusas neste estudo
(n=6). Apos a determinag@o da concentragdo espermatica através da camara de Neubauer, o ejaculado foi diluido
em Tris-glicose, para obtengdo da concentragdo de 200 milhdes de espermatozoides moveis/mL. Uma aliquota
de cada amostra foi diluida (1:1 v/v) nos diferentes tratamentos ¢ mantida em refrigeragdo a 5°C por 4 dias.
Avaliagdo da cinética espermatica

As avaliagdes foram realizadas apds 24h (D1), 48h (D2), 72h (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo. Os
parametros de cinética espermatica foram analisados com o sistema automatizado Computer Assisted Sperm
Analysis (Sperm Vision® 3.5, Minitub, Tiefenbach, Germany), em microscopio de contraste de fase 200 X
(AxioScope Al®, Zeiss, Germany). Uma aliquota de 3uL de cada amostra foi colocada entre uma lamina
microscopica ¢ uma laminula pré-aquecidas a 37°C; a avaliagdo celular consistia em 150 células por campo,
sendo avaliados 6 campos aleatorios. Os pardmetros avaliados neste estudo foram: motilidade total (MT);
motilidade progressiva (MP); velocidade curvilinea (VCL); velocidade linear progressiva (VSL); velocidade
média da trajetoria (VAP); distancia curvilinea (DCL); distancia linear progressiva (DSL); distancia média da
trajetoria (DAP); retilinearidade (STR); linearidade (LIN); frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF);
coeficiente de oscilacdo (WOB); amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH).

Citometria de Fluxo

As andlises de citometria de fluxo foram realizadas no aparelho Acoustic Focusing Cytometer
(Attune®, California, EUA), equipado de laser azul (Argon 488 nm) e violeta (UV 450 nm). As sondas
fluorescentes utilizadas neste estudo foram obtidas da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). As fluorescéncias verde,
laranja e vermelha foram lidas com fotomultiplicador (PMT) BL1 (filtro 530/30), BL2 (filtro 575/24) e BL3
(filtro > 640), respectivamente. A estabilidade de fluorescéncia do citdmetro foi testada diariamente utilizando
solugdo padrao (Invitrogen, CA, EUA).

Foram selecionados 20,000 eventos espermdticos por amostra, com uma taxa de fluxo de 200 células/s.
De forma a determinar a populagdo espermatica, debris celulares e outros eventos ndo espermaticos foram
eliminados com base nos graficos de dispersdao FSC x SSC (PERRY; CORCINI; ANCIUTI; OTTE ef al., 2019),
através da exposi¢do ao Hoescht 33342 (2 mM), sendo o fluorocromo detectado com PMT VLI (filtro 450/40).
Os resultados foram obtidos com Attune Cytometric Software V 2.1.

Fluidez de membrana espermatica
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A fluidez da membrana espermatica (FLU) foi avaliada utilizando o marcador YO-PRO (1 uM), e
Merocyanine 540 (M540) na concentracdo final de 2.7 uM. Os espermatozoides vivos (ou seja, YO-PRO
negativos) foram classificados com alta e baixa fluidez — ou seja, alta concentracdo de M540 e baixa
concentragdo de M540, respectivamente (Perry ef al., 2019).

Funcionalidade de membrana plasmatica

A integridade de membrana (IM) foi avaliada utilizando 20 pM de diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) ¢ 7,5 uM de iodeto de propideo (IP). O IP cora as células que possuem injurias de membrana com
fluorescéncia vermelha, enquanto o CFDA penetra o citoplasma de células com membranas integras, onde fica
retido, corando as células de verde. Ou seja, gametas marcados apenas com CFDA possuem membrana
plasmatica intacta (Perry et al., 2019).

Funcionalidade mitocondrial (MIT)

Este parametro foi avaliado através da utilizacdo do marcador Rodamina 123 (100 nM), combinado com
IP (7,3 uM). Espermatozoides intactos foram selecionados e classificados com alta atividade mitocondrial
ficaram intensamente coradas com fluorescéncia verde, devido a um alto acimulo de rhodamine; células com
marcacdo verde discreta, foram consideradas com baixa atividade mitocondrial (Silva et al., 2016).

Integridade acrossomal

O acrossoma (ACRO) foi avaliado utilizando através da utilizagdo da solugdo de lectina
Arachishipoagea e isotiocianato de fluoresceina (20ul — 20mg/mL) combinada com IP (20 puL). Espermatozoides
intactos emitem fluorescéncia verde e possuem formato de meia-lua, enquanto um acrossoma danificado cora
com fluorescéncia vermelha, apresentando também uma morfologia anormal (Martinez-Pastor et al., 2010).
Indice de fragmentagio de DNA

O indice de fragmentagdo de DNA (DFI) foi analisado pelo ensaio da estrutura da cromatina. As
amostras foram expostas ao TNE (0.01 M Tris-HCI; 0.15 M NaCl; 0.001 M EDTA; pH 7,2 - Sigma, St. Louis,
MO, USA), e apos 30 segundos ao Triton (Triton® X — 1, 0,1%; Sigma, St. Louis, MO, USA). O marcador
laranja de acridina (2 mg mL™") foi adicionado nos momentos anteriores a andlise da amostra, nio excedendo
dois minutos de exposi¢do. Este corante ira se ligar aos acidos nucleicos do DNA, ou seja, caso o DNA esteja
desnaturado, ird emitir uma fluorescéncia vermelha; porém, quando a hélice de DNA fita dupla esta devidamente
condensado, o laranja acridina tem um acesso limitado ao DNA e, nesse caso, emite uma fluorescéncia verde
(Perry et al., 2019).

Producao intracelular de espécies reativas de oxigénio

Marcadores de estresse oxidativo, carboxy-H2DCF-DA (ImM) e IP (7.5 uM), foram utilizados de
forma a analisar a producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS). Foram realizadas duas analises:
imediatamente apos a adi¢ao de fluorocromos a amostra e novamente apods incubagao a 37°C por 60 min. O ROS
foi determinado pela intensidade da fluorescéncia verde (indicador de oxidagdo) em espermatozoides vidveis. Os
resultados foram expressos em taxa de ROS intracelular (Perry ef al., 2019).

Peroxidagdo lipidica

O nivel de peroxidagéo lipidica (LPO) foi mesurado com o fluor6foro BODYPY (5 uM), que se integra

as membranas e responde aos processos de peroxidacdo lipidica: vermelha quando existem pouca peroxidacéo,

passando para verde conforme essa taxa aumenta. As amostras foram avaliadas apds 120 min de incubagio a
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37°C. Os resultados foram expressos em percentual de espermatozoides com peroxidagdo lipidica (Zanin et al.,
2021).
Andalise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o uso do software Statistix 10 (Analytical Software, 2014).
O teste de Shapiro—Wilk foi empregado para verificagdo da normalidade dos dados. Apds a realizagdo do
ANOVA, as médias foram comparadas, dentro dos periodos, pelo teste do Tukey. A significancia foi atribuida a

todas as médias com p < 0,05.

RESULTADOS

Devido ao grande conjunto de dados obtidos no experimento, os resultados secundarios as principais
inferéncias deste artigo estdo sumarizadas da Tabela 5 a 21 em Dados Complementares.
Cinética espermdtica

Em D3 a MT e MP com o uso de 0,5mM do S75 obtiveram as maiores médias (p < 0,05), como
detalhado na Tabela 2 e 3. As demais comparacdes entre médias estdo representadas da Tabela 5 a 15 em Dados
Complementares. A menor concentragdo testada (0,5mM) dos lipossomas S45, S75 e SCAR foi eficiente para a
preservacdo da MT, na avaliacdo em 4 dias de refrigeracdo, quando comparado ao controle (p < 0,05), e
adicionalmente, as médias foram superiores quando comparadas aos demais tratamentos (p < 0,05). A MT nas
concentragdes de 5SmM e 1mM do S45, S100 e SCAR, assim como as trés concentragdes testadas de S100 foram
inferiores quando comparadas ao controle.

A superioridade da manutengdo da cinética com o uso da menor concentragdo de S75 ¢ SCAR foi
observada na analise em D4 da MP (p < 0,05). As concentra¢des de 0,5mM do S45 assim como 1mM do S75 e
SCAR foram superiores ao controle em D4. Com relagdo as outras concentragcdes de todos os lipossomas
obtiveram resultados estatisticamente iguais ao grupo controle (p < 0,05), enquanto SmM do S75 demonstrou o
menor resultado de MP em D4 (p < 0,05).

Em relacdo aos demais pardmetros de cinética espermatica aos 4 dias de refrigeracdo, com a utilizagao
de S75 as médias superiores ao controle foram: DAP ¢ VAP com o uso de 0,5mM; o DSL ¢ VSL com 0,5mM ¢
ImM e STR e LIN na concentragdo de ImM (p < 0,05). Em contraste, a concentragdo de SmM do S75 obteve
médias inferiores ao controle (p < 0,05).

O SCAR no tratamento de 0,5mM obteve médias de VSL, STR, LIN superiores ao controle, assim
como 1mM para o WOB (p < 0,05). Os resultados de distancia e velocidade, WOB, ALH e BCF foram
inferiores com uso de SmM de SCAR (p < 0,05). Outros tratamentos com médias menores que o controle foram:
ImM de S45 no DAP, DCL, VAP, VCL, STR, WOB, ALH e BCF; S100 na concentracdo de 0,5mM teve
desempenho inferior em DAP, DCL, VCL, STR, LIN, e WOB, e a concentragdio de 5mM em todos os
parametros, exceto LIN, e para ALH e BCF todas as concentragdes testadas do S100 (p < 0,05).
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$45 (mM) S75 (mM) $100 (mM) SCAR (mM) CONT

5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 | 76,86+1,25"  7826+0,82%  81,90+1,18" | 79,92+0,90®  78,01£1,06™  76,19+2,11¢¢ | 74,08+1,35%  76,15£1,01% 66,671,497 | 73,81£1,20%  71,56+1,43°  74,03+1,10% | 79,54+1,01%
D2 | 69,99+1,75%  71,44%1,72°  68,75+1,41% | 66,83+1,43%  62,73+£1,91  71,22+1,54* | 60,76+1,75%  68,19+1,20" 47,992,647 | 62,04+1,73%¢  58,01+£2,29°  65,06£1,70°¢ | 70,65+1,20°
D3 | 45,63+2,25%¢  51,18+1,68°  51,35+1,88" | 44,061,830  4548+1,88*  57,70+1,75° | 48,21+2,00°  47,79+2,13%  32,72+3,07° | 41,11£2,09¢  40,76+2,01¢  45,96+2,05°¢ | 40,44+2,32¢
D4 | 28,30+1,88"¢  2423+1,91%  39,10+2,15° | 11,72+1,35°  30,06£2,50°  40,2142,35* | 27,92+2,11%  26,11+2,19%¢  22.22+2,81¢ | 27,29+2,31%¢  30,38+2,15°  37,63+2,98" | 36,92+1,93*

CONT = Controle. Letras distintas (a-e¢) na linha indicam

Tabela 3. Médias (+D.P.M.) da motilidade progressiva do

sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.

diferenga estatistica entre os tratamentos apés 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdao (p < 0,05).

S45 (mM) S75 (mM) $100 (mM) SCAR (mM) Controle
5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 | 67,33+1,64%%  68,19£0,65%%  74,75£1,58" | 70,19£1,24%  70,64£1,27%  71,05+£2,28"¢ | 65,011,547 69,60£1,14%¢  56,61+2,03¢ | 63,83+1,43"  64,28+1,34T  65,91£1,25% | 71,45+1,17%®
D2 | 56,42+1,62%  60,03+2,06™  57,84+1,64 | 56,14+1,48%  49,34+2,16¢  62,92+1,74* | 48,57+1,58¢  59,24+1,05°  40,33+£2,94° | 50,11£2,09° 48224225  52,25+1,92¢ | 57,70+1,32%
D3 | 22,08+1,88"  3578+2,20  40,25+1,90° | 21,441,467 32,84%1,53«¢  47,02£1,90* | 27,79+1,99%  33,78+£2,07°  22,27+2,44" | 20,39+2,057 25,79+2,07"  33,91+2,07° | 22,11x1,53f
D4 6,910,734 4,81+0,47F 22,64+1,81° | 2,56£0,457  13,94+£1,60°  29,01+2,29* 9,55+1,26¢ 9,39+1,04¢  13,92+2,43¢ | 7,4240,86%  14,64+1,89°  29,95+2,49* | 7,11+0,61%

Letras distintas (a-g) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).

Tabela 4. Médias (+D.P.M.) da producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.

LIPO S45 (mM) LIPO S75 (mM) LIPO S100 (mM) LIPO SCAR (mM) Controle
5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0

D1 10934 6398,9 7152,8 72723 7093,1 8620,6 7722,4 6872,8 7462,3 7875,9 8358,8 79743 9142,1
+4513,7* +1448,4° +1133,0° +34370° +2015,7° +2073,8° +2989,7* +2112,1* +1818,4° +2240,2% +3131,6° +2092,4° +3666,7"

D2 22979 27298 47410 13807 14571 19780 9816,6 10767 12488 8064,6 8702 10745 98887
£9016,2° +12146° +£22649° +3617,7° +4025,3° +£6939,4° £2561,0° +£2752,4° +£3185,9° £2172,0° £2175,6° +2628,3° +52377*

D3 16792 20216 41302 72223 8912,4 11318 6005,8 6723,3 6156,5 5055,3 6796,1 7239,5 68937
11411 +14568® +£34525% +13073° +3435,1° £5249,4° £1525,3° +£1895,8° +£2096,8° £1256,9° +£1339,2° +1473,5° +62123%

D4 13885 17679 31487 8768,9 8997,9 12603+ 6372,3 3811 6623,9 6376,7 8143 7772,9 78107
+£5817,1° +10974° +£17899* +2715,0° +3139,3° 4980,3° £1993,7° £1762,7° +£2523,2° +£1467,0° +£2149,6° +2143,7° +59736°

Letras distintas (a-b) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos apdés 24h (D1),

48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeracdo (p < 0,05).
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Pardmetros de integridade espermatica

Como sumarizado na Tabela 4 em D4 o uso dos lipossomas permitiu uma menor produgdo de espécies
reativas de oxigénio intracelular (ROS) quando comparado ao controle (p < 0,05), exceto no S45 com o uso de
0,5mM que ndo diferiu do controle. As comparac¢des entre as médias para os demais parametros de integridade
espermatica estdo detalhadas em Dados Complementares na Tabela 16 a 21. A avaliagdo no D4 evidenciou que
os diferentes meios foram eficientes na manutencdo, do nivel de peroxidacgdo lipidica, potencial de membrana
mitocondrial ¢ a fluidez de membrana esperméatica quando comparado ao controle (p < 0,05), ainda, a
integridade acrossomal foi preservada por até 4 dias de refrigeracdo (p > 0,05). A fluidez de membrana foi
menor nas avaliacdes em D2 e D3 com os lipossomas S75, S100 e SCAR, quando comparado ao controle

(Tabela 18).

DISCUSSAO

Os resultados de cinética indicam que ha um efeito aditivo na crioprote¢do do PL com o uso de 0,5Mol
dos lipossomas S75 ¢ SCAR, os mecanismos de agdo dos lipossomas ja relatados, demostram a incorporagdo da
fosfatidilcolina nos fosfolipidios nas membranas espermaticas, sendo que em perus aumentou a com fertilidade
in vivo (Long; Conn, 2012). Adicionalmente as LIPO interagem com componentes do plasma seminal (BELALA
et al., 2016), como proteinas que levam a capacitagdo espermatica.

Adicionalmente o uso dos LIPO testados apresentaram diminui¢do na produgdo de ROS, independente
do uso do B-caroteno encapsulado, sugerindo um efeito antioxidante dos componentes da nanovesiculas.

O ROS em espermatozoides criopreservados, ¢ produzido pelo choque térmico e a interagdo da célula
com oxigénio atmosférico, o aumento do ROS leva ao desiquilibrio entre radicais livres e os antioxidantes
presentes no s€émen (Medeiros et al., 2002). Devido ao alto teor de acidos graxos poli-insaturados de membrana
e poucas defesas antioxidantes, os espermatozoides sdo altamente sensiveis ao estresse oxidativo (Jones; Mann;
Sherins, 1979; Gavella; Lipovac, 1992; Griveau; Le Lannou, 1997). Altas taxas de ROS, elevam o a
lipoperoxidagdo lipidica das membranas, inativam enzimas glicoliticas e levam os espermatozoides a
capacita¢do, em niveis extremos a deterioracdo espermatica (Alvarez; Storey, 1993; Leclerc; De Lamirande;

Gagnon, 1997).

CONCLUSOES

O uso de lipossomas de fosfatidilcolina de soja e f-caroteno encapsulado diminuiu a produgdo de
espécies reativas de oxigénio intracelular do sémen canino refrigerado. O uso de 0,5mM do lipossoma S75
possibilitou as maiores médias de motilidade total e progressiva dos meios estudados neste experimento.
Adicionalmente a mesma concentra de SCAR obteve motilidade progressiva, velocidade retilinearidade e

linearidade superior ao meio controle.
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DADOS COMPLEMENTARES

Tabela 5. Médias(+D.P.M.) da distancia média da trajetéria (DAP) do s€men canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.
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Lipossoma S45 S75 S100 SCAR Controle
mM 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 31,18+0,57%¢ 29,17+0,39¢ 32,29+0,45®  30,23+0,45% 30,93+0,60¢ 30,63+0,77¢¢ 30,38+0,50 31,42+0,50%¢  30,83+0,85% 30,29+0,53¢ 29,93+0,53% 30,71+0,44¢ 32,39+0,46°
D2 27,68+0,57° 27,98+0,56° 30,11+0,48%  27,39+0,30°4  28,11+0,72 29,97+0,62° 25,63+0,73F 28,60+0,52% 26,15+1,03¢F 26,4940,58%F 25,29+0,60" 28,45+0,32%% 26,770,474
D3 20,55+0,76% 24,20+0,76" 29,06+0,80° 20,06+0,71¢ 23,2340,56° 29,3240,50° 20,76+0,87°% 24,08+0,98° 17,06+1,05" 22,49+1,00° 18,98+1,05¢ 23,04+0,91% 19,67+0,91¢
D4 17,56+1,08° 14,24+1,16°" 21,26+1,02% 10,24+1,228 20,81+1,44% 22,15+1,31° 11,66+0,95' 16,42+1,07% 13,70+1,73¢" 13,93+1,15¢ 18,51+1,03%¢  18,88+1,27%¢  18,3440,95°4
Letras distintas (a-g) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
Tabela 6. Médias (£D.P.M.) da distancia curvilinea do s€émen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.
Lipossoma S45 S75 S100 SCAR Controle
mM 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 457240,76°% 42,70+0,55" 4921+0,71°  4438+0,74%C  43,54+0,70%"  44,76+1,20%" 44.23+(072°f 45,78+0,79°¢  46,08+1,28" 46,07+0,92°° 43.39+1,12°F 46,52+0,68"° 47,68+0,73%
D2 42,33+1,10° 41,17+1,02° 45.84+0,86° 40,13+0,74% 42.22+1,35° 45,61+0,98° 37,31+1,39¢ 39,94+0,82%° 41,59+1,77° 39,54+1,03% 37,72+1,01¢ 41,68+0,64° 39,66+0,73%
D3 33,461,375 37,37+1,64° 43,59+1,42° 30,95+1,219F 34,134,130 44,80+1,00° 32,94+1,46%%¢ 36,30+1,87" 28,65+1,82F 36,10+1,62° 27,87+1,71° 34,21+1,57% 29,90+1,60°"
D4 30,27+1,892¢ 22.96+1,94%F 33,58+1,60% 16,34+1,98¢ 33,9142,93% 33,9742,17% 17,76+1,52' 26,74+1,80°% 22,1942 81°F 22.28+1,86F 28,05+2,03%4 28 .6442,15%4 29 89+] 718
Letras distintas (a-f) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
Tabela 7. Médias (£D.P.M.) da distancia linear progressiva (DSL) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.
Lipossoma S45 S75 S100 SCAR Controle
mM 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 23,26+0,69%° 21,4740,46°%° 21,0840,54%  22,1740,530 23,8240,71° 22,72+40,65%  22,62+21,15%¢de 22,84+0,55%¢ 20,99+0,95°¢ 20,99+0,49° 21,960,344 21,1540,41% 24,17+40,53*
D2 20,16+0,4820% 20,79+0,52°® 18,3340,46°"  20,22+0,34% 20,58+0,57%¢ 20,75+0,42°® 19,2940,50°d° 21,43+0,52° 17,67+0,87" 19,16:+0,40% 17,7340,44" 19,520,395 18,98+0,40%f
D3 13,65+0,58¢ 17,18+0,64° 18,21+0,54° 14,22+0,53% 17,16+0,38%° 20,54+0,35° 14,43+0,64% 16,95+0,67% 11,55+0,68" 15,90+0,74° 13,2440,81¢" 16,55+0,68" 13,52+40,67¢
D4 11,31+0,77¢ 8,95+0,834<t 12,25+0,59° 6,89+0,88" 14,46+1,09% 14,52+1,83% 8,17+0,70° 10,62+0,71¢¢ 8,68+1,06%" 8,33+0,73 12,65+0,87%%¢ 13,78+0,91%® 10,80+0,73¢
Letras distintas (a-f) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
Tabela 8 Médias (+D.P.M.) da velocidade média da trajetoria (VAP) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.
Lipossoma S45 S75 S100 SCAR Controle
mM 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 68,19+1,19% 63,83+0,81¢ 70,57+0,92° 65,75+0,92°< 67,50+1,328b¢ 66,21+1,67° 65,97+1,04%4 67,98+1,03% 66,42+1,77° 65,62+1,04% 64,69+1,09% 66,66+0,88° 70,31+0,94°
D2 59,76+1,24% 60,35+1,19% 64,86+1,03* 59,16+0,62° 60,54+1,55 64,54+1,34° 54,75+1,56% 61,25+1,04% 56,03+2,19%f 57,301,320 54,31+1,28" 61,56+0,67% 57,94+1,07%
D3 43 ,64+1,61% 51,48+1,65° 61,66+1,69* 42,55+1,49° 48.94+1,17% 63,49+1,18% 44.26+1,83°%% 51,66+2,09" 36,3542,25" 48,15+2,11° 40,07+2,23°F 48,87+1,92° 41,65+1,96°
D4 37,47+2,26% 30,4442 44 45,15+2,17% 21,8642,57¢ 43,93+2,98%¢ 473942,75° 24,90+2,01"% 34,68+2,25% 29,61+3,62°" 29,95+2,42¢" 39,69+2,17% 40,29+2,70%0 39,24+1,97%
Letras distintas (a-g) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
Tabela 9. Médias (£D.P.M.) da velocidade curvilinea (VCL) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.
Lipossoma S45 S75 S100 SCAR Controle
mM 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 99,85+1,57 93,36:+1,08° 107,414£1,42°  96,44+1,52°% 94 ,92+1,509¢ 96,7242.61%¢ 95,98+],53¢° 98,93+1,62"¢  99,2042,66° 99,68+1,830 93,7242,36° 100,87+1,34% 103,55+1,50%®
D2 91,30+2,34° 88,75+2,19° 98,71+1,85° 86,67+1,59% 90,85+2,91° 98,18+2,11° 79,74+2,97¢ 85,56+1,67° 89,01+3,74° 85,53+2,310 81,0242,14 90,24+1,40° 85,75+1,66
D3 70,98+2,90°¢d¢ 79,46+3,53° 92,6543,05° 65,5242,53%F 71,90+2,39bcde 97,05+2,33% 70,27+3,06%% 77,90+3,99b° 60,94+3,88" 77,25+3,40% 58,82+3,63" 72,56+3,30% 63,31+3,41°f
D4 64,48+3,97%¢ 49,19+4,11%f 71,23+3,38% 34,77+4,15¢8 71,43+6,06% 72.,59+4,56* 37,88+3,21% 56,42+3.80%¢ 47,73+5,90° 47,76+3,94°" 60,26+4,32 61,10+4,532b« 63,7243 ,56%¢

Letras distintas (a-g) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos apo6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).



Tabela 10. Médias(+D.P.M.) velocidade linear progressiva (VSL) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.
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Lipossoma S45 S75 S100 SCAR Controle
mM 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 50,84+1,482 46,96+0,97°% 46,06£1,13%% 48,161,115 52,02+1,60° 49,101,420 49,071,170 49.40+1,15%° 45,26+2,03° 45,49+1,01° 47,460,705 45,90+0,84% 52,40+1,122
D2 43,581,060 44 87+1,09% 39,50+0,91¢F 43,640,694 44 374124 44,65+0,89% 41,20+1,06% 45,90+1,07° 37,91+1,87° 41,38+0,92¢4¢ 38,05+0,94" 42,160,795 41,11+0,91%
D3 29,01+1,22¢ 36,61+1,37 38,71+1,14° 30,22+1,12¢ 36,19+0,79"° 44 46+0,80° 30,82+1,36% 36,42+1,42% 24,66+1,45" 34,06+1,57% 27,98+1,72¢" 35,07+1,42% 28,68+1,44°
D4 24,18+1,62° 19,16+1,73%f 26,00+1,25% 14,75+1,85" 30,57+2,27% 31,03+1,74% 17,50+1,49° 22 45+1,50% 18,95+2,24%F 18,09+1,52¢" 27,08+1,828b¢ 29,41+1,93% 23,25+1,53¢
Letras distintas (a-f) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
Tabela 11. Médias (+D.P.M.) de retilinearidade (STR) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.
Lipossoma S45 S75 S100 SCAR Controle
mM 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 0,73+0,009° 0,73+0,006° 0,66+0,01¢ 0,72+0,008° 0,75+0,009° 0,74+0,007% 0,73+0,007%® 0,72+0,007° 0,66+0,01¢ 0,68 £0,007° 0,740,008 0,68+0,007¢ 0,73+0,007%
D2 0,72+0,007° 0,74+ £0,007® 0,60+ +0,009" 0,73+0,008" 0,73+0,007° 0,69+0,006° 0,76+0,008° 0,74+0,009% 0,65+0,018 0,720,005 0,700,008 0,68+0,01° 0,710,006
D3 0,61+0,02°f 0,69+0,01%¢ 0,6340,01°f 0,67+0,02°° 0,74+0,009° 0,70+0,01%® 0,63+0,02¢4¢f 0,69+0,01%® 0,56+0,038 0,66+0,01%¢ 0,58+0,02' 0,66+2,02b¢de 0,62+0,024¢f
D4 0,53+0,02° 0,44+0,03% 0,50+0,02°4 0,34+0,03" 0,64+0,02° 0,56+0,02%® 0,46+0,03% 0,52+0,0254 0,36+0,04F 0,46+0,03% 0,63+0,02° 0,65+0,03° 0,53+0,02%
Letras distintas (a-g) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
Tabela 12. Médias (+D.P.M.) da linearidade (LIN) do s€émen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.
Lipossoma S45 6 —S75 S100 SCAR Controle
mM 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 0,50+0,009¢ 0,50+0,007¢ 0,43+0,008° 0,49+0,007¢ 0,5440,01° 0,5140,007 0,50+0,006" 0,49+0,007¢ 0,44+0,01% 0,45+0,005¢ 0,53+0,01% 0,45+0,006¢ 0,50+0,007¢
D2 0,48+0,007%¢ 0,51+0,01 0,39+0,0058 0,51+0,01° 0,50+0,008¢° 0,45+0,005" 0,55+0,01° 0,54+0,01%® 0,42+0,01¢ 0,49+0,006°% 0,48+0,009¢" 0,48+0,01° 0,48+0,009%¢
D3 0,38+0,01% 0,47+0,01% 0,430,014 0,440,014 0,53+0,01° 0,48+0,01% 0,40+0,01¢ 0,48+0,01° 0,35+£0,21¢ 0,42+0,01%f 0,42+ 0,024 0,46+0,01°¢ 0,430,024
D4 0,32+0,01¢ 0,28+0,024% 0,32+0,01¢ 0,22+0,02° 0,44+0,02% 0,38+0,01% 0,32+0,02¢ 0,32+0,01¢ 0,23+0,02f 0,30+0,02¢% 0,46+0,02° 0,44+0,02%® 0,33+0,02%
Letras distintas (a-g) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
Tabela 13. Médias(xD.P.M.) dos valores de coeficiente de oscilagdo (WOB) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.
Lipossoma S45 S75 S100 SCAR Controle
mM 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 0,68+0,004" 0,68+0,004" 0,66+0,004° 0,68+0,003" 0,70+0,006* 0,68+0,004° 0,68+0,003° 0,68+0,003° 0,670,006 0,66+0,003% 0,70+0,009° 0,66+0,004% 0,68+0,004°
D2 0,66+0,006¢ 0,69+0,007¢ 0,65+0,004% 0,69+0,01° 0,68+0,006¢ 0,65+0,004de 0,71+0,01%® 0,72+0,01° 0,63+0,01° 0,670,004 0,67+0,006 0,69+0,01% 0,68+0,006¢
D3 0,58+0,01¢ 0,67+0,01%¢ 0,68+0,009% 0,620,014 0,70+0,01% 0,66+0,009¢ 0,58+0,01¢ 0,68+0,01® 0,50+0,27" 0,59+0,01% 0,60+0,02¢ 0,63+0,025¢ 0,620,024
D4 0,500,024 0,45+0,03¢ 0,55+0,02° 0,33+0,03" 0,62+0,02% 0,57+0,02°¢ 0,45+0,03¢ 0,5140,02%% 0,34+0,03" 0,48+0,03% 0,66+0,02° 0,59+0,02% 0,58+0,02%
Letras distintas (a-f) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
Tabela 14. Médias (+D.P.M.) dos valores de amplitude de deslocamento lateral da cabega (ALH) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.
Lipossoma S45 S75 S100 SCAR Controle
mM 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 2,7740,03%¢ 2,6340,02% 2,10+0,04* 2,8040,04%¢ 2,6740,04% 2,6240,07° 2,68+0,03% 2,69+0,03%° 2,7140,05% 2,8140,04%¢ 2,48+0,07¢ 2,9140,08% 2,8040,03%°
D2 2,52+40,06® 2,56+0,06® 2,56+0,03% 2,32+0,07% 2,39+0,06° 2,63+0,05° 2,11£0,08¢ 2,22+0,06% 2,57+0,07% 2,39+0,07°¢ 2,22+0,06% 2,44+0,07% 2,41+0,05%
D3 1,90+0,07%% 2,020,094 2,15+0,07° 1,850,084 1,700,062 2,39+0,07° 1,9340,07°¢% 2,10+0,09" 1,73+1,10% 2,16+0,08% 1,570,108 1,88+0,09%f 1,640,098
D4 1,9140,11% 1,50+0,11°¢ 1,8240,08% 1,1940,14% 1,8940,13% 1,94+0,11° 1,01+0,09° 1,60+0,10% 1,40+0,15% 1,46+0,11% 1,7340,11%¢ 1,7240,122%¢ 1,9340,10°

Letras distintas (a-g) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos apo6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).



Tabela 15. Médias (+D.P.M.) da frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas.
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Lipossoma S45 S75 S100 SCAR Controle
mM 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 29,38+0,32%¢ 30,11+0,25° 27,2340,25°  29,16+0,28"™ 30,2140,32° 28,62+0,35% 29,71+0,28% 28,8640,33%  27,26+0,35¢ 28,73+0,35% 29,110,395 28,31+0,22¢ 30,1240,21°
D2 30,55+0,30° 30,69+0,39° 25,7440,31°  29,71+0,32*  30,11+0,36®  29,06+0,30** 29,4340,35° 29,90+0,28%  26,64+0,61° 29,66+0,30% 28,430,541 28,8140,36%  29,12+0,34"
D3 26,37+0,08% 28,70+0,06™ 25,90+0,44%  26,74+0,78%%  282140,41%° 29,17+0,38* 26,59+0,92°  2731+0,58  2238+01,228  26,25+0,87°% 2320+1,13%  26,21+0,99%¢  24,81+0,99°
D4 23,64+1,24%¢ 19,34£1,38%  23,49+1,01%  13,05+1,45¢ 23,27+1,05%¢  22,07+1,09% 17,62£1,44° 22,64+1,28%¢  14,78+1,62%  20,04+1,52% 26,01£0,98%  23,84+1,41°%° 26,65+1,05°
Letras distintas (a-g) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
Tabela 16. Médias (+D.P.M.) dos niveis de peroxidagao lipidica (LPO) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas (LIPO).
LIPO S45 (mM) LIPO S75 (mM) LIPO S100 (mM) LIPO SCAR (mM) Controle
1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 14,08+3,08° 14,26+3,77* 15,2843,56" 14,76+3,07° 13,1242,35% 13,01+3,33¢° 11,33+11,32° 10,78+2,55% 14,4942 ,52* 8,56+3,03* 12,76+1,46° 11,80+1,43° 13,92+3,58°
D2 23,60+2,67° 22,21+42,54% 18,75+2,93%® 16,35+2,33% 19,88+2,29% 21,09+2,57% 19,31+2,29% 16,87+3,00% 21,3242,77% 19,64+2,25% 19,4542,11% 15,27+2,28° 21,1743,35%
D3 12,74+3,84* 10,51+2,45% 13,50+3,89* 14,96+4,36* 12,85+2,82° 12,05+3,88* 11,8243,07* 11,91+£3,21*% 11,91+£3,75% 9,77+1,83% 12,60+3,15% 10,81+2,12% 14,35+3,81°
D4 7,94+3.21°2 5,00+1,322 7,20+2,302 3,86+1,49* 6,86+2,74* 6,36+£2,01* 6,37+1,85% 8,65+2,83% 6,15+1,60* 6,31+1,53¢ 8,12+2,44% 8,89+3,70* 9,25+2,77%
Letras distintas (a-b) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
Tabela 17. Médias(xD.P.M.) de reacdo acrossomal (ACRO) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas (LIPO).
LIPO 5 S45 (mM) LIPO 6 S75 (mM) LIPO 7 S100 (mM) LIPO SCAR (mM) Controle
5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 72,71+13,49 80,99+10,78 78,95+11,24 75,54+13,60 76,82+11,47 77,6+£11,48 73,89+13,41 82,14+10,80 81,77+7,35 86,54+10,73 80,04+10,41 76,65+12,14 55,68+11,21
D2 66,31£12,10 63,44+10,67 62,60+12,28 71,28+9,49 70,3249,89 62,86+10,22 67,63+10,99 71,00+10,49 59,29+11,08 70,5148,75 57,25+13,02 61,01+11,19 62,85+12,75
D3 62,73£15,06 61,42+15,06 60,51£15,19 62,55+15,50 58,56+14,73 59,92+15,52 58,02+14,19 61,12+14,88 11,91£14,60 85,02+5,96 71,05+10,85 82,2+7,97 57,55+14,94
D4 55,84+11,90 51,58+14,75 59,99+15,02 60,42+14,94 53,59+14,13 51,53+13,10 69,6:11,72 56,68+15,92 62,85+13,11 60+14,32 63,18+12,41 49,06+14,23 40,97+13,40
As médias ndo diferiram entre os tratamentos apds 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeracao (p > 0,05).
Tabela 18. Médias (+D.P.M.) da fluidez de membrana (FLU) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas (LIPO).
LIPO 5 S45 (mM) LIPO 6 S75 (mM) LIPO 7 S100 (mM) LIPO SCAR (mM) Controle
5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 41189+1212,2°  5358,9+851204° 16231£61069* 4560,6+6621,3° 14000+605,77%® 4434 .4+595 65° 5487,5+564,06° 4572,4+767,96° 4711,6+844,96 8842,4+5191,9%® 4586,5+£660,72° 4096,8+1223,6° 16231+6106,9*
D2 17832+12859® 20867+14961%® 32822+26543% 9547,8+4408,9° 8509+2547,0° 10044+4649,2° 7710,8+2460,7° 7848,5+2879,7° 10483+4944,2° 6701,8+15141° 7396,5+2131,9° 8359,8+3315,5° 65574458472
D3 13015+53765,1°  22006+11065% 40922423139 8457,6+2980,9° 10317+3544,2° 11576+4190° 6980,4+1967,8° 7327,4+2091,9° 8265,6+2606,7° 4714,6+473 84" 6167,8+111602° 5667,4+881,92° 61815+44343*
D4  7701£1063,7* 6881,3+735,05% 10000+2033,5* 8659,4+1120,6" 6595,9+808,57% 9506,8+1606,8* 7995,5+1273,6° 9313+1350,8? 9529,1+875,81° 8024,4+812,37% 8136,9+1855,97 6157,3+£1124,9*  7114,4£1532,2%
Letras distintas (a-b) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
Tabela 19. Médias (+D.P.M.) do indice de fragmentagdo de DNA (DFI) do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas (LIPO).
LIPO S45 (mM) LIPO 6 S75 (mM) LIPO 7 S100 (mM) LIPO SCAR (mM) Controle
5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0
D1 56,98+4,10%¢ 59,83+3,81%¢ 59,16+3,48% 49 ,8+3,48 48,55+7,68° 61,34+2,02% 57,5344 ,43%¢ 60,63+3,15% 55,4+4,89%¢ 60,66+1,29% 61,814,207 58,19+3,29%¢ 61,41+3,29%
D2 55,71+2,22° 62,67+1,54% 66,18+2,61% 62,85+2,44% 61,54+2,59% 61,11+2,28% 54,57+4,03% 60,85+1,29% 63,53+1,48% 54,38+8,14° 62,18+2,05% 57,7743,95% 62,3343,46
D3 65,89+1,10® 63,97+1,54%¢ 64,61+1,67% 62,47+3,82¢ 65,76+1,49% 64,8+1,72% 60,54+4,65" 63,12+1,69% 68,03+1,78° 57,6343,71° 63,76+1,78%¢ 64,46+1,37% 67,52+1,19°
D4 62,14+3,422 63,61+4,06* 63,53+3,712 59,26+3,86% 60,47+4,37% 67,03£1,68* 62,28+3,35% 61,2944,57% 62,544+4,.21* 60,86+4,20* 46,72+8,28° 60,97+5,83* 67,64+2,05%

Letras distintas (a-c) na linha indicam diferenga estatistica entre os tratamentos apos 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
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LIPO S45 (mM) LIPO S75 (mM) LIPO 100 (mM) LIPO SCAR (mM) Controle
5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0

D1 125273437800  128060+26820°  121309+33323% 82509+35170° 78357+27848" 124329+38370° 85161+23494° 90760+266958° 888584+22199° 87719+21274* 117558+30883% 95388+25197* 872434+24863°
D2 60165+8145® 71225411117 106880+31173% 53274+64333% 62249+4072% 71092+6689,8% 51500+£6922,4% 65502+6528,7®  71814+9862,5® 49478+7094,6° 49513+9015%® 59466+9827,4®  109031+64399*
D3 71068+10289®®  80370+9977,7®  101048+24160% 75754+13073% 72803+9228,3%® 90109+10395%® 60360+:8489,9° 60119+7806" 83438+15593%® 66209+8631,6° 8505116397 69207£13676®  114556+36846°
D4  63844+16763% 57312421623% 133128428740 39670+9192,5° 41006+7980,2° 73732421163% 43708+4256,7° 52722+13194° 64943+13500° 70006+16257° 59076+15575° 57113+14711*  149106+82219*
Letras distintas (a-b) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos ap6s 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05).
Tabela 21. Médias (+D.P.M.) ruptura celular do sémen canino refrigerado nos diferentes meios contendo os lipossomas (LIPO).

LIPO S45 (mM) LIPO S75 (mM) LIPO S100 (mM) LIPO SCAR (mM) Controle

5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 5 1 0,5 0

D1 12,23+1,98° 14,12+4,47° 10,29+1,60° 16,43+5,04%® 12,45+1,75° 11,81+1,91° 13,1442.55° 12,78+1,99° 15,04+2,99° 12,33+2,59° 11,39+1,39° 11,67+0,90° 25,76+7,95°
D2 12,70+1,37° 12,24+1,46° 16,0943,11° 14,76+1,68° 14,47+2,20* 15,03+1,43° 16,72+3,01° 12,53+1,21° 16,85+2,34* 13,5142,10° 11,8742,11° 14,08+1,97° 13,2842,70°
D3 15,7342,84° 14,81+1,81° 13,88+1,84° 16,05+1,75° 14,46+1,43° 18,5643,07% 15,93+1,82° 16,77+1,91% 23,26+4,12° 13,94+1,86° 16,24+1,33° 13,96+1,53° 17,8943,91%
D4  14,48+3,02%° 18,7842,77%¢ 15,741,47%¢ 11,88+2,72¢ 14,6443 46 15,7542,522b¢ 16,3243, 342 18,245,66%° 23,06+5,16° 13,8442,38%° 13,4542,97° 19,1942,25%%¢ 21,2942,90%

Letras distintas (a-c) na linha indicam diferenca estatistica entre os tratamentos apos 24h (D1), 48h (D2), 72 (D3) e 96h (D4) de refrigeragdo (p < 0,05)
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RESUMO

A criopreservagdo visa manter a funcionalidade e viabilidade espermadtica para aplicagdo em
biotécnicas reprodutivas, porém o processo expde os espermatozoides a crioinjurias, danos
estruturais e funcionais devido a reducdo da temperatura, além de estresse quimico e
oxidativo. O objetivo deste estudo ¢ descrever os principais trabalhos ja publicados que
relacionam o uso de lipossomas de lecitina de soja na criopreservagdo de s€émen canino, bem
como discorrer sobre os principais aspectos e aplicabilidade do assunto. A utilizagdo de
lipossomas de lecitina de soja em diluentes de criopreservagdo seminal em caes se demonstra
promissora surge como uma alternativa ao uso de aditivos de origem animal, como a
lipoproteina de baixa densidade (LDL) proveniente da gema de ovo, tendo como principal
efeito citado a protegdo da membrana plasmatica espermatica. Porém sdo necessarios estudos
mais aprofundados a fim de, determinar a concentracdo ideal das diferentes lecitinas,
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padroniza¢do do método de adi¢do aos diluentes, bem como andlises mais aprofundadas de
viabilidade e funcionalidade espermatica in vivo.

Palavras-chave: Sémen Canino, Lipossomas, Lecitina de Soja, Crioinjurias, Membrana
Espermatica.

ABSTRACT

Cryopreservation aims to maintain sperm functionality and viability for application in
reproductive biotechnologies, but the process exposes sperm to cryoinjuries, structural and
functional damage due to reduced temperature, and chemical and oxidative stress. The
objective of this study is to describe the main works already published that relate the use of
soy lecithin liposomes in the cryopreservation of canine semen, as well as to discuss the main
aspects and applicability of the subject. The use of soy lecithin liposomes in seminal
cryopreservation diluents in dogs has shown promise as an alternative to the use of additives
of animal origin, such as low-density lipoprotein (LDL) from egg yolk, with the main effect
cited as the protection of the sperm plasma membrane. However, more in-depth studies are
needed to determine the ideal concentration of the different lecithins, standardization of the
addition method to the diluents, as well as more in-depth analyses of sperm viability and
functionality in vivo.

Keywords: Canine Semen, Liposomes, Soy Lecithin, Cryoinjuries, Sperm Membrane.

RESUMEN

La criopreservacion tiene como objetivo mantener la funcionalidad y viabilidad de los
espermatozoides para su aplicacion en biotecnologias reproductivas, pero el proceso expone a
los espermatozoides a criolesiones, dafios estructurales y funcionales debido a la reduccion de
la temperatura, ademas de estrés quimico y oxidativo. El objetivo de este estudio es describir
los principales trabajos ya publicados que relacionan el uso de liposomas de lecitina de soya
en la criopreservacion de semen canino, asi como discutir los principales aspectos y
aplicabilidad del tema. El uso de liposomas de lecitina de soja en diluyentes para la
criopreservacion seminal en perros se ha mostrado prometedor como alternativa al uso de
aditivos de origen animal, como la lipoproteina de baja densidad (LDL) de la yema de huevo,
siendo el principal efecto citado la proteccion de la membrana plasmatica del esperma. Sin
embargo, se necesitan estudios mas profundos para determinar la concentracion ideal de las
diferentes lecitinas, estandarizar el método de adicion a los diluyentes, asi como analisis mas
profundos de la viabilidad y funcionalidad de los espermatozoides in vivo.

Palabras clave: Semen canino, liposomas, lecitina de soja, criolesiones, membrana
espermatica.

1 INTRODUCAO

Com a aproximacao sentimental do homem com os cées, advento da cinofilia, avangos
das técnicas de inseminagdo artificial, necessidade de manutencdo da diversidade genética e
manutencdo de caracteristicas desejaveis em determinadas ragas, além do interesse no

desenvolvimento de biotécnicas para carnivoros silvestres € humanos, nos quais a espécie
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canina serve como modelo experimental, € necessaria a descri¢do de métodos eficientes de
criopreservagao para a espécie.

A criopreservagdo visa manter a funcionalidade e viabilidade espermatica através de
processos sequenciais de reducdo da temperatura (Woods et al., 2004). Possibilita a utilizagdo
de ejaculados por periodos relativamente longos (refrigeracdo), reduzindo riscos e custos com
a aquisicdo de reprodutores, além de facilitar o transporte de material genético (De Souza
Castelo; Frota; Silva, 2008). No entanto, o processo expde os espermatozoides ao choque
térmico e crioinjurias, danos estruturais e funcionais devido a redugdo da temperatura, além
de estresse quimico e oxidativo (Watson; Morris, 1987). Esses danos diminuem a qualidade e
capacidade fertilizante dos gametas.

Atualmente estudos salientam a manipulagdo de agentes estabilizadores de membrana,
considerado o sitio primario de dano durante a criopreservacao (Quinn, 1985). A diminuigao
da temperatura leva a alteragdes estruturais e organizacionais na membrana plasmatica, que
passa de uma fase fluida para gel devido a remog¢do de moléculas de 4gua dos grupos polares
(cabeca) dos fosfolipidios (Oldenhof ez al., 2010). Adicionalmente, o estresse oxidativo induz
a formacao de grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou compostos que
contém radicais livres (RL), como resultado hd a perda do equilibrio pro-
oxidante/antioxidante e perda da qualidade espermatica e potencial fertilizante (Guthrie;
Welch, 2012).

Na preservacdao de s€émen canino, a gema de ovo ¢ tradicionalmente utilizada como
estabilizadora de membrana, agdo atribuida a lipoproteina de baixa densidade (LDL), contudo
a presenca de granulos, minerais e compostos como lipoproteina de alta densidade, inibem a
respiracdo celular causando prejuizos a viabilidade espermatica (Pace; Graham, 1974).
Estudos demonstraram a eficiéncia do uso da LDL purificada na criopreservacao de sémen
canino (Varela Junior et al., 2009; Belala et al., 2016a), porém a técnica demonstra-se
inviavel devido ao longo e laborioso processo de purificacdo. Neste contexto, o uso
alternativo do plasma de gema de ovo, que ¢ a fracdo soluvel obtida através da simples
diluicao e centrifugagdo do Tris-gema, demonstra-se como excelente substituto ao uso do
Tris-gema, devido a presenca da LDL, para protecdo espermatica durante a criopreservacao
do sémen canino (Corcini et al., 2016).

O efeito crioprotetor da LDL durante o resfriamento se deve principalmente interagao
das micelas na membrana plasmatica dos espermatozoides, com influxo de fosfolipidios e
colesterol na membrana celular (Bergeron et al., 2004), formagdo de interface entre acidos

graxos € agua (Anton et al., 2003), além de formar complexos com proteinas do plasma
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seminal, evitando a acdo deletéria destas sobre as membranas (Manjunath et al., 2002).
Adicionalmente, Graham e Foote (1987) demonstraram que a fosfatidilserina e
fosfatidilcolina s3o os fosfolipidios da gema de ovo mais eficientes na crioprotecao
espermdtica em sémen de touros, propondo a reposi¢do dos lipideos de membrana e
diminuindo os efeitos de transi¢do de fase com a adigdo destes fosfolipidios em diluentes.

Apesar do amplo uso da gema de ovo em diluentes de criopreservagdo seminal de
caes, existem limitagcdes sanitarias, como risco de contaminag¢dao bacteriana e potencial
desenvolvimento de doencgas, além da variabilidade de sua composicdo, o que dificulta a
padronizagdo dos diluentes (Hermansson; Johannisson; Axner, 2021). Estudos recentes na
criopreservacdo de sémen canino estdo focados na busca de alternativas ao uso da gema de
ovo e seus subprodutos, visando o uso de outros componentes estabilizantes de membrana
como lipossomas e substancias sintéticas que possam mimetizar os efeitos da LDL
(Bencharif; Dordas-Perpinya, 2020).

O objetivo deste trabalho ¢ descrever os principais trabalhos que relacionam o uso de
lipossomas de lecitina de soja na criopreservagao de sémen canino, bem como discorrer sobre

os principais aspectos e aplicabilidade do assunto.

2 METODOLOGIA

Este estudo foi realizado através de revisao bibliografica online de artigos cientificos.
O instrumento de pesquisa dos artigos e a amostragem de literatura foi o National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e o Google Académico, com os seguintes descritores:

s€men canino, crioprotetores e carotenoides.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Lipossomas sdo pequenas vesiculas coloidais compostas de lipidios anfipaticos, que
em meio aquoso se agregam formando bicamadas lipidicas esféricas com compartimento
interno aquoso (Balbino et al., 2013). Estas estruturas possuem inumeras vantagens em
relagio a LDL, com possibilidade de encapsular outras moléculas, ser semi-sintético,
quimicamente definido e facilmente esterilizado e produzido para uso em diluentes seminais
(Saadeldin et al., 2020).

A transicao da fase do estado fisico da membrana espermatica de fluida para gel

durante a criopreservagdo ¢ altamente dependente da composi¢ao de lipidios das membranas
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espermaticas e, portanto, a fusdo ou associacdo espontanea de lipossomas facilita a
transferéncia de lipidios e colesterol, o que leva a rearranjo dos componentes da membrana
celular e modifica as propriedades fisico-quimicas da membrana, melhorando assim a
criotolerancia dos espermatozoides (Ropke et al., 2011; Sullivan; Saez, 2013). O efeito sobre
as membranas € estritamente relacionado as propriedades fisicas e quimicas dos componentes
e estrutura do lipossoma (Purdy; Graham, 2014; Zeron et al., 2002).

O uso de lipossomas compostos de fosfatidilcolina comerciais extraida da gema de
ovo tem-se mostrado como alternativas ao uso de LDL na criopreserva¢ao de sémen de touros
(Ropke et al., 2011; Zeron et al, 2002), garanhdes (Pillet et al, 2012) e cdes em
concentragdes entre 2 e 6mM/mL (Belala ef al., 2016a; Belala ef al., 2016b). Na refrigeracao
de sémen de perus, o uso de lipossomas composto de fosfatidilcolina extraida de gema de ovo
marcada com fluorocromos, demonstraram através da analise de citometria de fluxo a
incorporacao destes fosfolipidios nas membranas espermaticas, com consequente aumento de
fertilidade in vivo através de inseminacao artificial (Long; Conn 2012).

Visando um estabilizador de membrana de origem vegetal, lecitinas de soja comerciais
em diferentes apresentagdes e métodos de adi¢dao aos diluentes tém sido utilizadas em estudos
na criopreservagdo de seminal de cdes com resultados promissores, em concentragdes
variando de Img/mL a 10 mg/mL (Beccaglia; Anastasi; Luvoni, 2009; Axnér; Lagerson,
2016; Séanchez-Calabuig et al., 2017; Dalmazzo et al., 2018; Hermansson; Johannisson;
Axner 2021). Porém, lecitinas de soja de diferentes fontes contém diferentes fosfolipidios e
concentragdes, € o método de preparo e adi¢cao ao diluente afetam os resultados (De Paz et al.,
2010). Analiticamente demonstra-se a necessidade de estudos mais aprofundados a fim de,
determinar a concentracao ideal de fosfatidilcolina de soja, padronizacdo do método de adicao
aos diluentes de criopreservagdao seminal de caes, bem como anélises mais aprofundadas de

viabilidade e funcionalidade espermatica.

4 CONCLUSAO

A utilizacao de lipossomas de lecitina de soja em diluentes de criopreservagao seminal
em cdes se demonstra promissora surge como uma alternativa ao uso de aditivos de origem
animal, como a lipoproteina de baixa densidade (LDL) proveniente da gema de ovo, tendo
como principal efeito citado a protecdo da membrana plasmatica espermatica. Porém sdo

necessarios estudos mais aprofundados a fim de, determinar a concentra¢do ideal das
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diferentes lecitinas, padroniza¢do do método de adicao aos diluentes, bem como andlises mais

aprofundadas de viabilidade e funcionalidade espermatica in vivo.
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3 Consideragoes Finais

No primeiro estudo os lipossomas S75 e SCAR, na menor concentragéo
testada, 1,25mM foram mais eficientes na manutencdo da motilidade progressiva,
parametros de distancia, velocidade, retilinearidade, linearidade, coeficiente de
oscilagdo, movimentagao da cabecga e flagelar do sémen canino refrigerado por 4
dias. O uso de lipossomas de fosfatidilcolina de soja e B-caroteno encapsulado
diminuiu a produgdo de espécies reativas de oxigénio intracelular do sémen canino
refrigerado.

No segundo experimento o uso de 0,5mM do lipossoma S75 possibilitou as
maiores médias de motilidade total e progressiva dos meios estudados neste
experimento. Adicionalmente a mesma concentra de SCAR obteve motilidade
progressiva, velocidade retilinearidade e lineariedade superior ao meio controle.

A revisdo apresentada na terceira parte juntamente com nossos achados
indicam que lipossomas formulados a base de fosfatidilcolina de soja demostraram-
se uma linha de pesquisa promissora na criobiologia celular. Mais estudos
experimentando concentracées abaixo de 0,5mM de lipossomas de fosfatidilcolina
de soja, e testes in vivo devem ser realizados, afim de determinar o uso dos meios

de resfriamento propostos.
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