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RESUMO

FIGUEIRA, Maria Eduarda Borges, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio
de 2018. Efeito da diluicdo pos-descongelamento sobre a viabilidade
espermatica de sémen congelado de jumentos da ragca Péga. Orientador:
Ciro Alexandre Alves Torres. Coorientador: José Domingos Guimaraes.

A criopreservagao, apesar de apresentar vantagens, ainda possui limitagdes
devido aos danos causados aos espermatozoides, sendo nao sé pela técnica de
resfriamento como também pelo uso do glicerol. O glicerol é o crioprotetor mais
utilizado em diluentes para congelamento e, apesar de proteger a célula contra
a formacéao de cristais de gelo intracelulares, causa danos diretos e indiretos as
células espermaticas. Também existe a hipotese de que o endométrio de
jumentas seja sensivel ao glicerol, sendo sua presenga no sémen descongelado
um fator que diminui as chances da inseminacgao artificial ser bem-sucedida. A
diluicdo pos-descongelamento € uma técnica que tem como obijetivo diminuir os
efeitos deletérios do glicerol sobre os espermatozoides e sobre 0 endométrio das
jumentas, fazendo com que o crioprotetor seja diluido e/ou retirado dos
espermatozoides. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da diluicao pés-
descongelamento de sémen de asininos sobre a viabilidade espermatica in vitro.
Foram utilizados vinte e cinco ejaculados de cinco jumentos, os quais foram
divididos em 4 tratamentos: controle: sem diluicdo pds-descongelamento; BS:
diluicdo pos-descongelamento com diluente comercial a base de leite em pod
BotuSémen®; PS: diluicgdo pds-descongelamento com plasma seminal; e
BS+PS: diluicdo pds-descongelamento com diluente comercial a base de leite
em po BotuSémen® + plasma seminal. A avaliagao da cinética espermatica foi
realizada por meio do Computer Assisted Sperm Analyser (CASA) onde foram
avaliados os seguintes parametros: MOT (motilidade total, %), PMOT (motilidade
progressiva, %), VAP (velocidade de trajeto, um/s), VSL (velocidade progressiva,
pm/s), VCL (velocidade curvilinear, ym/s), ALH (amplitude de deslocamento
lateral da cabecga, um), BCF (frequéncia de batimentos flagelares, Hz), STR
(retilinearidade, %), LIN (linearidade, %). O sémen descongelado também foi
submetido a avaliagao pelo citbmetro de fluxo por meio da utilizagdo de sondas
fluorescentes onde foram avaliados: integridade de membrana plasmatica e

acrossomal (FITC-PSA/IP), producdo de perdxio de hidrogénio intracelular
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(DCFDA) e potencial de membrana mitocondrial (JC-1). Os resultados para
cinética espermatica mostraram que os parametros MOT, PMOT, LIN e STR ndo
diferiram entre as amostras dos tratamentos (P>0,05). Os parametros de VCL,
VSL, VAP foram maiores (P<0,05) em BS (53,0 + 3,1, 41,8 + 2,7, 45,8 + 2,8,
respectivamente) do que para as amostras do grupo controle (46,4 £ 2,3, 37,3 =
1,8, 41,1 £ 2,0, respectivamente). As variaveis ALH e BCF foram maiores
(P<0,05) nos grupos BS e BS+PS (2,2 £ 0,1 e 2,1 + 0,1, respectivamente para
ALH; 9,5 £ 0,2 e 9,3 £ 0,2 respectivamente para BCF) em relagdo aos grupos
controle e PS (1,7 £ 0,1e 1,8 £ 0,1 respectivamente para ALH; 8,1 + 0,2e 84 +
0,1 respectivamente para BCF). Na andlise de integridade de membrana
plasmatica e acrossomal, o grupo controle foi o que apresentou menor P<0,05)
numero de células com acrossoma e membrana plasmatica lesionados (41,85
3,46), seguido pelos grupos PS (51,83 + 3,00), BS (56,76 £ 3,02) e BS+PS (61,38
1 3,09). Na avaliagao da producgao intracelular de peroxido de hidrogénio, o grupo
controle foi o que apresentou menor (P<0,05) porcentagem de células mortas
com produgao de H202 (75,28 + 2,18), seguido pelos grupos BS e PS que nao
diferiram entre si (77,96 £ 1,40 e 78,99 = 1,38 respectivamente) e pelo grupo
BS+PS (79,07 £ 1,18). Na avaliagdo de potencial de membrana mitocondrial, o
grupo controle apresentou a maior porcentagem de células com bom potencial
mitocondrial (41,92 £ 5,79), seguido pelo grupo BS (38,23 + 5,96) e pelos grupos
BS+PS e PS que néo diferiram entre si (P>0,05) (36,78 + 5,39 e 36,32 + 5,68
respectivamente). A diluicao pos-descongelamento preservou as caracteristicas
de motilidade total e progressiva do sémen descongelado, mas nao foi capaz de
preservar a integridade de membrana plasmatica e acrossomal, o potencial de
membrana mitocondrial, assim como n&o reduziu a produgao de peroxido de
hidrogénio e seus efeitos sobre os espermatozoides descongelados de jumentos

da raca Péga.

Xiii



ABSTRACT

FIGUEIRA, Maria Eduarda Borges, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May,
2018. Efect of post-thaw diluition on sperma viability of frozen sémen of
Péga donkeys. Adviser: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-adviser: José
Domingos Guimaraes.

Cryopreservation, although presenting advantages, still has limitations in equidae
by causing damages to spermatozoa, being these damages caused not only by
the cooling technique but also by glycerol. Glycerol is the most commonly used
cryoprotectant in freezing diluents and, while protecting the cell against
intracellular ice crystal formation, it causes direct and indirect damage to the
sperm cell. It is also hypothesized that the uterus of donkeys is sensitive to
glycerol, and its presence in thawed semen is a factor that decreases the chances
of successful artificial insemination. The post-thaw dilution is a technique that
aims to reduce the deleterious effects of glycerol on the sperm and to the uterus
of donkeys, causing the cryoprotectant to be diluted and / or removed from the
spermatozoa. The objective of this study was to evaluate the effects of post-thaw
dilution on asinine semen on sperm viability in vitro. Twenty-five ejaculates were
used from five donkeys, being divided into four treatments: control: without post-
thaw dilution; BS: post-thaw dilution with commercial milk-based diluent
BotuSémen®; PS: post-thaw dilution with seminal plasma; and BS + PS: post-
thaw dilution with commercial milk-based diluent BotuSémen® + seminal plasma.
The analysis of sperm kinetics was performed using computer assisted sperm
analyzer (CASA), MOP (total motility, %), PMOT (progressive motility, %), VAP
(trajectory velocity, um/ s), VSL (linear velocity, um / s), VL (curvilinear velocity,
um / s), ALH (aplitude of lateral head displacement, um), BCF (beat cross
frequency, Hz), STR (straightness, %), LIN (linearity, %). The thawed semen was
also submitted to an evaluation by the flow cytometer using fluorescence probes
where the following were evaluated: plasma membrane and acrosomal
membrane (FITC-PSA), intracellular hydrogen peroxide production (DCFDA) and
mitochondrial membrane potential (JC-1). The results for spermatic kinetics
showed that the parameters MOT, PMOT, LIN and STR did not differ among
treatments (P> 0.05). VCL, VSL and VAP parameters were significantly higher in

Xiv



BS (53.0 +3.1,41.8 £ 2.7, 45.8 + 2.8, respectively) than in the control group (46.4
+ 23, 37.3 £+ 1.8, 411 £ 2.0, respectively). ALH and BCF variables were
significantly higher (P <0.05) in BS and BS + PS groups (2.2 £ 0.1 and 2.1 £ 0.1,
respectively for HL, 9.5 £ 0.2 and 9.3 + 0.2 respectively for BCF) than in the
groups control and PS (1.7 £ 0.1 and 1.8 = 0.1 respectively for ALH, 8.1 £ 0.2
and 8.4 = 0.1 respectively for BCF). In the analysis of plasma and acrosomal
membrane integrity, the control group presented the lowest number of cells with
acrosome and plasma membrane lesions (41.85 £ 3.46), followed by PS (51.83
+ 3.00), BS (56.76 £ 3.02) and BS + PS (61.38 + 3.09). In the evaluation of the
intracellular production of hydrogen peroxide, the control group had the lowest
percentage of dead cells with H202 production (75.28 + 2.18), followed by BS
and PS groups that did not differ (77.96 £ 1.40 and 78.99 + 1.38 respectively)
and by the BS + PS group (79.07 = 1.18). In the evaluation of mitochondrial
membrane potential, the control group had the highest percentage of cells with
good mitochondrial membrane potential (41.92 + 5.79), followed by BS (38.23 +
5.96) and BS + PS and PS groups, which did not differ statistically (36.78 £ 5.39
and 36.32 + 5.68, respectively). The post-thaw dilution preserved the total and
progressive motility characteristics of the thawed semen but was not able to
preserve the plasma and acrosomal membrane integrity, the mitochondrial
membrane potential, did not reduce the production of hydrogen peroxide and its

effects on the thawed spermatozoa of the Péga donkeys.
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1. INTRODUGAO

O rebanho de asininos no Brasil segundo a FAO (2014) é de cerca de 1,2
milhées de animais. No total, o rebanho de equideos brasileiro esta em torno
de 7,8 milhdes de cabecas, sendo que, somente o mercado equino movimenta
16 bilhdes de reais por ano no pais (CEPEA & MAPA, 2013), mostrando a

importancia deste setor no agronegdcio brasileiro.

Para que o crescimento do rebanho equideo brasileiro se tornasse tao
significativo, foi necessario o uso de biotecnologias reprodutivas como a
inseminacao artificial (IA), que permite maior aproveitamento do sémen

coletado.

Com isso, a valorizagdo de asininos no Brasil tem se tornado crescente,
principalmente em relagédo a ragca Péga, visto que, os animais apresentam
crescente selecdo para andamento e morfologia, se apresentando em
competicdes pelo pais (MACHADO, 2010). Também sao valorizados pela
producao de muares, muito utilizados para trabalho nas propriedades rurais por

possuirem forga e resisténcia (CANISSO et al., 2010).

A criopreservagao de gametas tem sido objeto de estudo para biotecnologia
reprodutiva em asininos, pois possibilita o armazenamento do sémen de
animais superiores. Em adi¢do, muitas ragas asininas estdo em risco de
extingdo, e a criopreservagao de sémen pode auxiliar a criar um banco
genético para a manutencao destas racas (TRIMECHE et al., 1998; CANISSO
et al., 2008a; ROTA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016).

Entretanto, o congelamento de sémen asinino apresenta baixas taxas de
fertilidade quando comparado ao sémen fresco e resfriado (VIDAMENT et al.,
2009). Esta diferengca pode ser devido aos processos pelos quais as células
espermaticas sdo submetidas durante o protocolo de congelamento. Entre os
quais se cita: centrifugacao, choque térmico e formacéao de cristais de gelo, que

causam diminui¢ao na qualidade espermatica.

A utilizagédo de crioprotetores nos meios de congelamento é uma alternativa

utilizada para atenuar os efeitos deletérios do processo de criopreservagao. O



crioprotetor mais utilizado atualmente é o glicerol, que €& um crioprotetor
permeavel. Portanto atua no interior da célula, ndo permitindo que haja
desidratacdo excessiva da mesma durante sua exposicdo ao meio de
congelamento altamente concentrado. No entanto, o glicerol & toxico para a
célula espermatica (TRIMECHE et al., 1998), causando danos que variam entre
alteracdes no citoesqueleto de actina, desnaturacédo de proteinas e alteracao
de glicocalix e proteinas superficiais da célula espermatica (HAMMERSTEDT &
GRAHAM, 1992; MACIAS GARCIA et al., 2012). Também existe a hipétese de
que o endométrio de jumentas seja sensivel ao glicerol, causando uma baixa
taxa de prenhez nestas quando comparado a inseminacgao artificial com sémen
congelado em éguas (VIDAMENT et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2016).

Na tentativa de reduzir estes efeitos deletérios causados pelo glicerol, a
diluicdo pds-descongelamento tem-se mostrado uma alternativa. Este
procedimento tem o objetivo de diluir ou retirar o glicerol apdés o
descongelamento do sémen para inseminagao artificial. Trimeche et al. (1998)
s6 obtiveram prenhez de jumentas apds a remogéao do crioprotetor pela diluigdo

apo6s o descongelamento.

Para realizar esta diluicdo pds-descongelamento podem ser utilizados o
diluidor a base de leite em pd e o plasma seminal (ROTA et al., 2012;
FERNANDES, 2012; SABATINI et al., 2014; ROTA et al., 2017). O primeiro é
comumente utilizado para diluicio e armazenamento de sémen fresco e
resfriado e possui fonte de energia para a célula espermatica, além de
promover o controle de osmolaridade, de pH, possuir antimicrobianos em sua
férmula e proteger as células contra o choque térmico do resfriamento. Ja o
plasma seminal é a fracdo do ejaculado na qual os espermatozoides estao
diluidos e contém inumeras substancias como ions, proteinas, aminoacidos,
frutose, acido citrico, lipideos, enzimas, antimicrobianos e imunoglobulinas
(GARNER & HAFEZ, 2004).

No entanto, mesmo com os estudos realizados, ainda ha divergéncias
quanto ao uso da diluigdo pds-descongelamento, pois enquanto alguns
trabalhos evidenciam beneficios deste procedimento para os parametros
espermaticos (TRIMECHE et al., 1998; ROTA et al.,, 2012; SABATINI et al.,



2014; FERNANDES, 2012; SARAGUSTY et al., 2017), outros ndo obtiveram o
mesmo resultado (VIDAMENT et al., 2009; ORTIZ et al., 2015).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivos principais a
avaliacdo in vitro dos efeitos decorrentes da diluicdo pos-descongelamento do
sémen de jumentos da raga Péga quanto aos parédmetros de cinética
espermatica pds-descongelamento e diluicdo, juntamente com avaliacdo de
integridade de membrana plasmatica e acrossomal, potencial de membrana

mitocondrial e produgéo de espécies reativas de oxigénio.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Criopreservagao de sémen de equideos

O congelamento de sémen é uma técnica amplamente empregada na
espécie bovina com bons resultados, porém, em se tratando dos equideos os
resultados néo foram bons, podendo ser devido a problemas fisiologicos
inerentes a espécie prejudicando esta técnica, ndo gerando assim boas taxas
de fertilidade apds a inseminagéo artificial (IA) (TRIMECHE et al., 1998;
VIDAMENT et al., 2009; CANISSO, et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2016).

A criopreservacdo de sémen é composta de muitas etapas que podem
causar danos aos espermatozoides. Entre as quais se citam: centrifugacgéo,
queda de temperatura, estresse osmotico, toxicidade dos crioprotetores e
formacédo de cristais de gelo (CANISSO et al., 2008b). H4 também muitos
fatores que podem influenciar o sucesso desta técnica, como: meio diluidor;
curva de congelamento (TERRACIANO et al, 2008), numero de
espermatozoides por palheta (CONTRI et al., 2012), diferenga entre ragas
(GOMES et al., 2002), diferenga entre animais e ejaculados de um mesmo
animal (MIRO et al., 2009; ROTA et al., 2017); diferenca entre épocas do ano
(CONTRI et al., 2010), local da IA e numero de espermatozoides por dose
inseminante (OLIVEIRA et al., 2016).

Para a realizacdo do processo de congelamento, o sémen deve ser
centrifugado, o pélete ressuspendido em meio diluente especifico para
congelamento, envasado em palhetas e passar pela curva de resfriamento e

congelamento até ser armazenado a -196 °C.

A curva de resfriamento e congelamento contém pontos criticos, de
estresse térmico para os espermatozoides. O primeiro ponto critico € quando a
temperatura esta entre 18 °C e 1 °C, pois nesta faixa de temperatura a
membrana plasmatica da célula passa do estado liquido cristalino para o
estado gel (AMANN e PICKET, 1987; HAMMERSTEDT, 1990).

Entre -5 °C e -10 °C ocorre a formacao de cristais de gelo extracelulares,
com isso, 0s solutos presentes no meio se concentram entre estes cristais,
formando canais com espermatozoides e uma solugao altamente concentrada.

Consequentemente ocorre uma desidratacdo das células espermaticas, devido



ao gradiente osmotico que é criado entre o ambiente intracelular isoténico e o
meio extracelular hipertbnico. Por este motivo, neste momento a curva de
congelamento deve ser devidamente ajustada, pois caso seja muito rapida, ndo
ocorrera desidratacdo suficiente e havera formacédo de cristais de gelo
intracelulares, causando lesbes. Caso a curva de congelamento seja muito
lenta, ocorrera uma desidratacdo excessiva, pois quando a célula permanece
muito tempo em contato com o meio concentrado ocorre o colapso de
membrana (MAZUR, 1990).

Para tentar controlar as curvas de congelamento de forma mais adequada,
equipamentos automatizados de congelamento de sémen estdo sendo
utilizados. Oliveira et al. (2016) observaram melhores resultados para
parametros de cinética espermatica utilizando o sistema automatizado de
congelamento de sémen. De acordo com Terraciano et al. (2008) o sistema
automatizado de congelamento também causou menos danos as células
espermaticas do que o modo de congelamento de Kenney e colaboradores
(1983).

2.2. Diluentes

Para que o processo de criopreservagdao de sémen seja realizado com
sucesso, € necessario que se utilize o diluidor de maior eficiéncia, pois € este o
responsavel por fornecer as condigdes para que a célula espermatica sobreviva
ao congelamento. Segundo Amann e Pickett (1987) e Silva Filho (1994), um
bom diluidor para sémen de equideos deve proporcionar: pressdo osmotica
compativel com a célula espermatica, apropriado equilibrio mineral,
combinagdo adequada de nutrientes, capacidade de neutralizar catabdlitos
espermaticos, crioprotetores, capacidade de estabilizar membranas e sistemas
enzimaticos, auséncia de micro-organismos patogénicos, baixo custo, facil
aquisicao, baixa irritabilidade aos 6rgaos genitais, e ndo oferecer toxicidade ao

espermatozoide.



Os diluidores basicos utilizados para equideos contém: tampdes,
antimicrobianos, antioxidantes, leite ou gema de ovo, substancias nao idnicas,

agucares e agua.

Um dos fatores fundamentais para que o diluidor seja considerado ideal é a
manutencéo do pH e osmolaridade do espermatozoide, que vao de 6,7 a 6,9 e
350 mOsmol/L respectivamente. O que nao ocorre com os extensores de
congelamento, pois sua osmolaridade varia de 300 a 400 mOsmol/L, e seu pH
de 6,7 a 7,2. Este € um dos fatores que influencia diretamente na sobrevivéncia
do espermatozoide (BLANCHARD et al., 2003).

Os diluidores mais utilizados para equideos sao os derivados do leite
desnatado e outros a base de gema de ovo e solugdes poli-ibnicas em menor
escala (CARVALHO, 1992; BOETA & QUINTERO, 2000; VIDAMENT, 2005;
SNOECK et al., 2007; VIDAMENT, et al., 2008).

As macromoléculas da gema do ovo e do leite auxiliam na prote¢do ao
choque térmico. E os detergentes presentes no diluidor auxiliam na
solubilizacdo destes lipideos, permitindo maior interacdo destes com a
membrana plasmatica dos espermatozoides (PICKETT E AMANN, 1993).

A gema de ovo atua na criopreservagao por meio das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e alto peso molecular (MAYER & LASLEY, 1945;
PARKS E GRAHAM, 1992; AMANN E GRAHAM, 1993; WATSON, 1995).
Estas sdo compostas de aproximadamente 65,5 % de triglicerideos, 28,3 % de
fosfolipidios e 5,2 % de colesterol (SOUZA-SOARES E SIEWERDT, 2005).

Os diluidores a base de leite atuam na criopreservagao por meio das
lipoproteinas do leite. Bergeron et al. (2007) concluiram que as caseinas do
leite reduzem a ligacdo das proteinas do plasma aos espermatozoides,
reduzindo a perda de colesterol para o meio durante o processo de

congelamento.

2.3. Crioprotetores



Os agentes crioprotetores (ACPs) s&o substéncias de grande interesse na
pesquisa reprodutiva, visto que sdo os responsaveis por proteger a célula

espermatica durante o processo de congelamento.

Um bom crioprotetor deve possuir baixo peso molecular, alta solubilidade
em agua e baixa toxicidade celular (ASHWOOD-SMITH, 1987; KEITH, 1998).
Estas substancias sdo classificadas em: penetrantes e nido penetrantes, e
diferem pelo seu tamanho e capacidade de penetrar ou ndo na célula. Entre os
crioprotetores penetrantes podemos citar: glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO) e
etilenoglicol. Entre os ACPs nao penetrantes cita-se: agucares, proteinas do

leite e gema de ovo.

O mecanismo de agao dos ACPs traduz-se pela sua capacidade coligativa
com a agua, ou seja, sua capacidade de se ligar com o hidrogénio da molécula
de &gua. Isso torna a solugdo mais viscosa, reduzindo seu ponto de
congelagao, evitando a desidratacdo excessiva da célula e a formacdo de
cristais de gelo intracelulares (JAIN & PAULSON, 2006; WATSON, 1981).
Também tem a capacidade de atuar na membrana das células estabilizando o

complexo: agua, lipideo e proteina (ROWE, 1966).

O ACP penetrante mais comumente utilizado na criopreservacao de
gametas é o glicerol. Sua capacidade crioprotetora foi descoberta por Polge et

al. (1949) quando tentavam realizar a criopreservagao do sémen de touros.

O glicerol é classificado quimicamente como um alcool e possui trés grupos

hidroxilas capazes de se ligar ao grupo de hidrogénio da molécula de agua.

Apesar de amplamente utilizado, o glicerol possui efeito toxico sobre a
célula espermatica como alteragdes no citoesqueleto de actina, desnaturagao
de proteinas e alteragao de glicocalix e proteinas superficiais (HAMMERSTEDT
& GRAHAM, 1992; MACIAS GARCIA et al., 2012).

Além disso, existe a hipotese de que o glicerol seja toxico para o ambiente
uterino de jumentas, sendo responsavel pelas suas baixas taxas de fertilidade,
quando comparado com a IA em éguas. Vidament et al. (2009) observaram que
jumentas inseminadas com sémen descongelado de jumentos tiveram taxa de
fertilidade de 11 %, enquanto que, éguas inseminadas nas mesmas condicoes
tiveram uma taxa de fertilidade de 36 %. Em comparacao, Canisso et al. (2011)
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obtiveram taxa de prenhez em éguas de 53 % utilizando sémen criopreservado

de jumentos da raca Péga.

Apesar dos estudos diferirem em resultados, outros ACPs como as amidas
e o etilenoglicol (EG) s&o sugeridos como alternativas para o glicerol (BALL &
VO, 2001; MANTOVANI et al.,, 2002; SQUIRES et al., 2004; FERNANDES,
2012).

2.4. Plasma Seminal

O sémen é composto de duas fragdes: os espermatozoides e o plasma
seminal. Este é a parte liquida do sémen, sendo formado a partir de secrecdes

das glandulas sexuais acessorias e epididimo.

O plasma seminal € composto por diversas substancias entre proteinas,
ions (sodio, cloreto, potassio, céalcio, magnésio), enzimas (catalase, superoxido
dismutase e sistema glutationa peroxidase/redutase), sorbitol, inositol,
ergotionina, horménios, frutose, aminoacidos, acido citrico e imunoglobulinas
(BALL et al, 2000; TURNER & MCDONNELL; 2003; GARNER & HAFEZ,
2004).

O procedimento de criopreservacao de sémen de equideos requer a
retirada do plasma seminal por centrifugagdo, visto que, diversos estudos
demonstraram os efeitos deletérios do plasma sobre os espermatozoides
criopreservados (BRINSKO, CROCKETT & SQUIRES, 2000; BARRETO, 2007;
KARESKOSKI & KATILA, 2008). Além disso, a retirada do plasma seminal
permite que haja aumento na concentragdo de espermatozoides diluidos em

meio de congelamento, diminuindo assim o volume por dose inseminante.

Almeida (2006) utilizando diferentes concentragdes de plasma seminal (O,
5 25 e 50 %) para avaliar a protecdo contra estresse oxidativo em
espermatozoides equinos durante a criopreservagao, verificou que baixas
concentragdes de plasma seminal protegem as células espermaticas contra a
peroxidacgao lipidica. No entanto, em concentragées acima de 25 % ha uma

diminui¢do da viabilidade dos espermatozoides.



Aurich et al. (1996) observaram que a adicdo de plasma seminal de
garanhdes de alta congelabilidade ao sémen de animais de baixa
congelabilidade apds seu descongelamento melhorou seu parametro de
motilidade. Também foi observado pelos autores que a adicdo do plasma
seminal dos garanhdes de baixa congelabilidade ao sémen descongelado de

garanhdes de alta congelabilidade causou queda na motilidade espermatica.

Foi indicado por Morrell et al. (2014) que a adigdo de plasma seminal ao
sémen deve ser feita apos o seu descongelamento, logo antes da IA e néo
antes da criopreservagido, pois foi observado aumento de producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e danos na cromatina dos
espermatozoides quando o plasma foi adicionado antes do processo de

congelamento.

Os componentes do plasma seminal dos equideos ainda nao estdo
completamente elucidados. E embora a técnica de criopreservagao tenha como
uma de suas etapas a retirada do plasma seminal na centrifugagao, ainda
existe uma variabilidade nos resultados obtidos entre estudos sobre o plasma
seminal. Isto se da por diferengcas nos métodos de pesquisa, variacdo da
composig¢ao do plasma seminal entre individuos da mesma espécie (MORRELL
et al., 2014) e ejaculados do mesmo animal (AMANN et al., 1987).

2.5. Rediluicdo de sémen apés o descongelamento

A rediluicdo do sémen apoOs seu descongelamento tem como objetivo a
diluicao dos crioprotetores presentes no meio, reduzindo os efeitos deletérios

dos mesmos sobre as células.

Esta técnica permite o uso de solugdes que contém osmolaridade mais
compativel com a célula espermatica, visto que, os diluidores utilizados para
criopreservagao possuem a osmolaridade muito elevada em relagao a ceélula
(300 a 400 mOsmol/L).

Trimeche et al. (1998) somente obtiveram prenhez de jumentas apds a

retirada do glicerol com a dilui¢do logo apds o descongelamento.



Vidament et al. (2009) também obtiveram sucesso ao inseminar jumentas
com sémen descongelado diluido em leite apds seu descongelamento ou
lavados com leite, e Saragusty et al. (2017) constataram que a rediluicdo do
sémen congelado de jumentos apds seu descongelamento utilizando diluidor a
base de leite em po6 resultou num aumento da viabilidade do sémen apds 3h de

incubacéao a 37 °C.

Fernandes (2012) constatou melhora de motilidade do sémen
descongelado de jumentos diluido em plasma seminal quando comparado ao
sémen nao diluido ou rediluido com diluidor a base de leite em pd apods o

descongelamento.

Rota et al (2012) observaram uma tendéncia de maior fertilidade do sémen
rediluido de jumentos apds descongelamento com plasma seminal (61,5 %)
quando comparado ao sémen rediluido com diluidor a base de leite em pd6

(23,1 %) e ao sémen nao rediluido (20,0 %).

No entanto, Sabatini et al (2014) ndo observaram melhora nos parametros
seminais com a adicéo de 70 % de plasma seminal apés o descongelamento

do sémen de jumentos.

2.6. Avaliacao Espermatica

2.6.1. CASA - Computer Assisted Sperm Analyser

A utilizacdo de softwares e aparelhos capazes de analisar os parametros
de cinética espermatica fez com que os resultados obtidos nos estudos e
pesquisas se tornassem mais acurados, permitindo avaliar cada amostra e

cada individuo ou até dividindo a populagao espermatica em subpopulagoes.

A avaliacdo é feita por meio de imagens do movimento da cabeca do
espermatozoide, que é identificada na imagem do microscépio por meio do
software utilizado. Sao feitas diversas capturas de imagens seguidas e estas

entdo sao unidas para formar a trajetéria do espermatozoide.

Entretanto, visto que existe a probabilidade de erro em toda a analise
laboratorial, deve-se tomar medidas para que a avaliagdo espermatica seja
feita com a melhor técnica. O ajuste da concentracao utilizada para a analise
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deve ser levado em conta, sendo esta concentragao preconizada entre 5 e 50 x
108 espermatozoides/mL para que o aparelho consiga realizar a diferenciagédo
entre os espermatozoides. Também deve ser realizado o ajuste do setup e do
software do aparelho para a determinada espécie a ser estudada, visto que
existem diferencgas significativas entre as caracteristicas espermaticas de cada
uma delas. O uso de diluidores ideais para esta analise também deve ser
preconizado, uma vez que diluidores de congelamento podem conter alto
numero de particulas suspensas que prejudicam a diferenciagcéo entre estas e

as células espermaticas pelo aparelho (MORTIMER, 1997).

Embora a analise subjetiva da motilidade espermatica seja amplamente
utilizada e apresente vantagens como menor custo e facil execugao, esta ndo
permite uma observacdo mais detalhada da cinética espermatica
(JORGENSEN, et al., 1997).

Segundo Sousa (2002), o CASA pode avaliar a populagédo espermatica nos
seguintes aspectos: MOT (motilidade total — porcentagem de células em
movimento), PMOT (motilidade progressiva — porcentagem de células em
movimento progressivo), VAP (velocidade de trajeto média dos
espermatozoides em pm/s), VSL (velocidade progressiva entre dois pontos de
trajeto dividido pelo tempo gasto para realizar o trajeto em um/s), VCL
(velocidade curvilinear que representa a trajetéria real dos espermatozoides em
pm/s), ALH (amplitude média de deslocamento lateral da cabega em um), BCF
(frequéncia de batimentos flagelares em Hz), STR (retilinearidade do percurso,
média entre VSL/VAP em %), LIN (linearidade, relagédo entre VSL/VCL).

Apesar de o CASA fornecer informagcdes importantes sobre cinética
espermatica, ndo houve um consenso entre pesquisadores de quais

parametros sao indicadores reais de fertilidade in vivo.

2.6.2. Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo permite avaliar o status metabdlico e estrutural de

células espermaticas, fornecendo informagdes importantes para a avaliagao
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dos efeitos da criopreservagao sobre estruturas moleculares e metabolismo

dos espermatozoides.

Esta técnica é capaz de separar, contar, avaliar e classificar particulas
microscépicas em meio liquido em fluxo. E uma analise multiparamétrica,
sendo que avalia a célula por trés parametros: Forward SCatter (FSC) mede o
tamanho relativo da célula, Side SCatter (SSC) avalia a granulosidade da
célula e FL mede a intensidade de fluorescéncia. Os dois primeiros parametros,
FSC e SSC, sdo avaliados pela dispersao frontal e Ilateral do laser
respectivamente. Enquanto que a intensidade de fluorescéncia depende da

sonda utilizada, de sua emissdo e absorbancia de luz.

A citometria de fluxo € formada por um conjunto de trés sistemas: fluido,
optico e eletrénico. O sistema fluido € composto da parte do aparelho que
realiza a sucg¢ao da solugéo para que as células sejam avaliadas pelo sistema
optico. O sistema Optico gera e coleta os sinais de luz. E o sistema eletrénico

converte os sinais 6pticos em sinais eletrénicos para a analise do computador.

A maioria das avaliacbes espermaticas € baseada em motilidade total e
progressiva das células espermaticas. No entanto existem estudos que
confirmam que a motilidade total e progressiva fornecidas pelo CASA nao séo
altamente relacionadas com fertilidade in vivo na maioria das espécies
(SAMPER et al., 1991; BAILEY et al., 1994). A associagao entre as analises do
CASA e do citdmetro de fluxo podem fornecer uma complementariedade de

informacgdes, tornando a avaliagdo espermatica mais acurada.

2.6.2.1. Avaliacao da integridade de membranas plasmatica e

acrossomal

A membrana plasmatica € um componente muito importante na estrutura e
funcao do espermatozoide. Envolve toda a célula e é responsavel por trocas de
substancias entre a célula e o meio, interacao entre células, protegao da célula
espermatica, etc. A membrana acrossomal € também de grande importancia,

pois no acrossoma estdao contidas enzimas utilizadas na fecundagao do
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ovocito. A manutencao destas membranas € vital para a fertilizacao, visto que,

danos em sua estrutura podem levar a perda de funcéao celular.

Dentre os corantes mais utilizados para esta analise podemos citar o iodeto
de propideo (IP) e lecitinas de plantas (PNA — Arachis hypogaea; PSA — Pisum

sativum) associadas com isotiocianato de fluoresceina (FITC).

O IP tem afinidade com o DNA da célula, porém & um fluorocromo
impermeavel. Portanto s6 consegue se ligar ao DNA quando ha solugdo de
continuidade de membrana plasmatica do espermatozoide. Quando isto ocorre,
€ emitida uma fluorescéncia vermelha (HARRISON E VICKERS, 1990;
ARRUDA et al., 2011).

As aglutininas (PNA e PSA) possuem afinidade por carboidratos presentes
na membrana acrossomal externa e sdo utilizadas para detectar
espermatozoides ja capacitados, ou seja, que ja iniciaram a reagao
acrossomal. A FITC & um fluorocromo verde que é associado as aglutininas

para possibilitar a visualizagdo da reacao (ARRUDA et al., 2010).

Ao utilizar a conjugacédo de FITC-PSA/PNA com IP, as células podem ser
divididas em quatro quadrantes ou quatro populag¢des celulares. No quadrante
1 (FITC-PSA-/IP+), membrana plasmatica lesada e membrana acrossomal néo
reagida; quadrante 2 (FITC-PSA+/IP-), membrana plasmatica integra e
membrana acrossomal reagida; quadrante 3 (FITC-PSA-/IP-), membrana
plasmatica integra e membrana acrossomal ndo reagida; quadrante 4 (FITC-
PSA+/IP+), membrana plasmatica lesada e membrana acrossomal reagida
(CELEGHINI et al., 2007).

2.6.2.2. Avaliagao de potencial de membrana mitocondrial

A mitocOndria é a organela responsavel pela producao de ATP na célula, e
produz quantidades significativas de espécies reativas de oxigénio. Estas
podem lesar a célula espermatica quando em grandes quantidades, o que
torna a avaliagdo do potencial mitocondrial um indicativo dos danos gerados a

célula pela criopreservacdo (PENA et al., 2016).
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Embora a relagao de potencial mitocondrial com fertilidade ainda ndo esteja
bem elucidada, o mesmo tem correlagdo com o potencial energético da célula e
com motilidade (MARTINEZ-PASTOR, 2004), o que pode relaciona-lo com a
fertilidade (TSAKMAKIDIS et al., 2010).

A sonda JC-1 é utilizada para identificar o potencial mitocondrial do
espermatozoide. Quando o potencial de membrana é alto a emissdo de
fluorescéncia é de cor laranja-avermelhada, e quando o potencial de
membrana € de média a baixo & emitida uma fluorescéncia verde (VARNER et
al., 2008; MARTINEZ-PASTOR et al., 2004).

2.6.2.3. Avaliagcao da produgao de espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao produzidas durante o
metabolismo da célula espermatica e realizam fungdes fisiolégicas dependendo
de suas concentragdes intracelulares. Uma de suas fungdes é possibilitar a
capacitacdo espermatica por meio do gatilho para seu inicio. A capacitagao é
desejada quando ocorre in vivo, mas para a criopreservagao esse processo €
indesejavel, visto que, esta vai ocorrer no laboratério, portanto sem a
participagdo dos orgaos reprodutivos da fémea e causar deterioracdo dos

espermatozoides congelados.

Para avaliar a producéo de EROs, uma das sondas utilizadas é o diacetato
de diclorodihidrofluoresceina ou DCFDA. Esta pode difundir faciimente pela
membrana plasmatica e sofre oxidacdo pelo perdxido de hidrogénio (H202)
emitindo fluorescéncia verde (FREITAS, 2015).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 5 jumentos higidos da raga Péga, com a colheita de 5
ejaculados de cada animal, totalizando 25 ejaculados. Os animais tinham idade
entre 3 e 10 anos e pertenciam ao Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa, situado na cidade de Vigosa — MG, latitude 20°45°'14” sul e
longitude 42°52’'55” oeste, e ao Haras Tarumé, situado na cidade de
Guaraciaba — MG, latitude 20°34°15” sul e longitude 43°00°28” oeste. Todos os
animais foram considerados férteis pelo exame andrologico e historico de

prenhez por meio de monta natural.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso de Animais da
Universidade Federal de Vigosa — CEUA/UFV (protocolo 25/2017, aprovado no
dia 27/06/2017).

3.2. Instalagdes e manejo dos animais

Durante o periodo experimental os animais foram mantidos em baias de
dimensbes de 16 m?, as quais continham cochos para alimento, agua e sal
mineral ad libitum. As baias possuiam extensdes para piquetes compostos de
capim Tifton e Coast cross (Cynodon spp). O arragopamento dos animais foi
realizado duas vezes ao dia sendo fornecido capim elefante picado
(Pennisetum purpureum cv Cameroon e cv Napier) e concentrado que atendia
as exigéncias do NRC (2007).

3.3. Delineamento experimental

Apos a colheita, os ejaculados foram avaliados e apenas aqueles que
apresentaram motilidade e vigor acima de 70 % e 3, respectivamente, foram

selecionados para prosseguir para a etapa de congelamento.

Apos o descongelamento, as amostras foram divididas em 4 grupos
experimentais:
Controle — sem diluicao pds-descongelamento

G1 — diluido com 10 % v/v de Plasma Seminal
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G2 — diluido em proporgao 1:1 com diluidor comercial a base de leite em po6
BotuSémen (Botupharma®, Botucatu, Brasil)
G3 - diluido com 10 % v/v de Plasma Seminal + 1:1 de BotuSémen

(Botupharma®, Botucatu, Brasil)

3.4. Colheita e avaliagoes imediatas de sémen

Antes do inicio das colheitas experimentais os jumentos foram submetidos
a colheitas diarias por 5 dias consecutivos. Depois foi realizado um descanso

sexual de 2 dias antes do periodo experimental.

A colheita total do sémen foi realizada por meio de vagina artificial modelo
Botupharma® (Biotech, Botucatu, Brasil). Para separacdo da fracédo gel do
ejaculado foi utilizado filtro de nylon (Minitube®) acoplado ao copo coletor
durante a colheita. Realizou-se a limpeza do pénis com agua limpa antes de
cada colheita para retirada de impurezas e reducdo da contaminacdo do

sémen. As colheitas foram realizadas com intervalo de 48 horas.

Apods a colheita, o sémen foi transportado ao laboratério para realizagao de

analises de parametros seminais.

O volume seminal foi avaliado com auxilio de proveta graduada de 300 mL.

O aspecto foi classificado em aquoso, opalescente e leitoso.

Motilidade espermatica total, progressiva retilinea e circular e vigor
espermatico foram analisados com auxilio de microscépio Optico com
aumentos de 100 e 400 vezes. Pela deposicdo de 10 yL de sémen em uma
ldmina pré-aquecida a 37 °C, o sémen foi avaliado pelo método por

profissionais experientes.

A concentracdo espermatica foi avaliada com auxilio da camara de
Neubauer. O sémen foi diluido em duas proporgcbes diferentes em agua
destilada: 1:20 (50 uL de sémen para 950 uL de agua destilada) no caso de
sémen com aspecto aquoso ou opalescente, e 1:100 (10 uL de sémen para

990 uL de agua destilada) no caso de aspecto leitoso.

A morfologia espermatica foi avaliada por meio de amostra de 100 uL de

sémen diluida em 1 mL de solugao formol-salino previamente aquecida a 37 °C
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(HANCOCK, 1957). Desta solugédo, 10 pyL foram depositados em lamina de
vidro e observados em microscépio de contraste de fase com aumento de 1000
vezes. Foram contadas 200 células e os defeitos classificados em maiores,

menores e totais.

A avaliagéo da integridade funcional da membrana plasmatica foi realizada
por meio de teste hiposmético (HOST), no qual 100 pL de sémen foram
diluidos em 1 mL de agua destilada, sendo esta solugédo incubada em banho-
maria por 15 minutos a 37 °C. Transcorrido o tempo de incubacdo a amostra foi
fixada com 0,5 mL da solugéo de formol-salino (HANCOCK, 1957). Na analise,
todas as células espermaticas apresentando dobra ou enrolamento de cauda

foram consideradas como reativas ao teste.

3.5. Congelamento de sémen e armazenamento do plasma seminal

Apos a realizacdo das analises prévias, o sémen foi dividido em tubos
Falcon de 15 mL e centrifugado a 600 g por 15 minutos (Figura 1). Logo apds a
centrifugagéo, o plasma seminal foi separado em tubos Falcon de 15 mL,

identificado de acordo com o jumento e colheita e congelado a -20 °C.

O pélete foi ressuspendido em 2 mL de diluente de congelamento BotuCrio
(Botupharma®, Botucatu, Brasil), que contém como crioprotetores glicerol (2%)
e dimetilformamida (2%), e foi realizada a determinagcdo da concentragcéo do
pélete. Uma vez determinada a concentragdo, foi adicionada quantidade
suficiente de diluidor para que fosse obtida a concentragao final de 200 milhdes

de espermatozoides/mL.
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Figura 1 — Plasma seminal (sobrenadante) e pélete apds a centrifugagado do
sémen a 600 g por 15 minutos. Fonte: Arquivo Pessoal.

O sémen ressuspendido em diluidor de congelamento foi envasado em
palhetas francesas de 0,5 mL que foram seladas com alcool polivinilico. Estas

foram resfriadas por 20 minutos a 5 °C em refrigerador (Minitube®) (Figura 2).

Figura 2 — Refrigerador Minitube® utilizado para resfriar as palhetas a 5 °C.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Apos a fase de resfriamento as palhetas foram colocadas em contato com
vapor de nitrogénio liquido, onde permaneciam distribuidos uniformemente em
uma superficie 5 cm acima do nivel do nitrogénio liquido. Estas permaneceram
por 20 minutos no vapor de nitrogénio liquido e posteriormente foram
mergulhadas em nitrogénio liquido e estocadas em botijdo criogénico a uma

temperatura de -196 °C.

3.6. Descongelamento de sémen

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30
segundos e o conteudo depositado em tubos plasticos Eppendorf® de 2 mL
previamente aquecidos a 37 °C. Um pool de 4 palhetas da mesma partida foi
armazenado em banho-maria para realizagdo da diluicdo do crioprotetor de

acordo com cada tratamento descrito no delineamento experimental.

3.7. Avaliagao computadorizada de cinética espermatica (CASA)

A analise de cinética espermatica foi realizada no laboratério de
Reproducado Animal da Universidade Federal de Minas Gerais, na fazenda
modelo situada em Pedro Leopoldo — MG. Foi utilizado aparelho modelo Sperm
Class Analyzer (SCA - Microptic®, Microptic S.L., Barcelona, Espanha), cujos

parametros para calibragcdo do sistema (setup) estao descritos nos Anexos.

Uma aliquota de 5 pL de cada amostra foi depositada entre Iamina e
laminula de vidro previamente aquecidas a 37 °C e foram realizadas captura

das imagens de 5 campos aleatodrios e homogéneos (Figura 3).

Os parametros analisados foram: motilidade total (MOT, %), motilidade
progressiva (PMOT, %), velocidade curvilinear (VCL, um/s), velocidade
progressiva (VSL, ym/s), velocidade de trajeto (VAP, um/s), linearidade (LIN,
%), retilinearidade (STR, %), amplitude de deslocamento lateral da cabeca

(ALH, pm) e frequéncia de batimento flagelar (BCF, Hz).
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Figura 3 — Imagem de cinética espermatica fornecida pelo Sperm Class
Analyzer (SCA - Microptic®, Microptic S.L., Barcelona, Espanha).

3.8. Citometria de fluxo

As analises espermaticas por meio de citometria de fluxo foram realizadas

no Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa.

Foi utilizado o aparelho FACSVerse™ Flow Citometer (Becktson-
Dickeson®, SunnyVale, CA, USA), equipado com laser de argbnio (azul — 488
nm de emissdo com 20 mW de poténcia), laser UV (vermelho — 640 nm de
emissdao com 40 mW de poténcia) e filtros A (Long Pass 507 nm / Band Pass
527/32 nm), B (LP 560 nm / BP 568/42 nm), C (LP 665 nm / BP 700/54 nm), D
(LP 752 nm / BP 783/56 nm), E (LP 660 nm / BP 660/10 nm) e F (LP 752 nm /
BP 783/56 nm).

Para ajuste do aparelho foram utilizadas amostras de sémen descongelado
de jumentos com fertilidade comprovada, que foram diluidas em PBS para a
concentragdo de 5 x 10° espermatozoides/mL. Os debris foram eliminados

assim como particulas com caracteristicas de dispersdo semelhantes aos
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espermatozoides, mas sem conteudo suficiente de DNA. Utilizou-se 10.000

células por amostra.

As amostras foram previamente analisadas sem corantes, para que assim
fosse determinado o local especifico onde se localizava a populagao
espermatica, sendo este estipulado como padrdo para analise. Em seguida, as
amostras foram coradas com as sondas de forma a identificar os
espermatozoides marcados. Os testes foram repetidos até a obtencido de
resultados coerentes com a viabilidade previamente conhecida do sémen
utilizado e, com isso, o melhor ajuste (compensacgao) obtido para cada sonda

foi estipulado como padréo.

3.8.1. Avaliagao da integridade de membrana plasmatica e acrossomal
(IP/FITC-PSA)

Para avaliagao da integridade da membrana plasmatica e acrossomal, uma
aliquota de 150 uL da amostra foi diluido em PBS (DMPBS — Flush, Nutricell®,
Campinas, SP, Brasil) até atingir a concentragio de 5 x 108
espermatozoides/mL. Esta foi incubada com 10 uL de aglutinina de Pisum
sativum conjugada ao isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA,100 ug/mL de
PBS, L-0770, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, EUA) e 3 uL de lodeto
de Propidio (IP, 0,5 mg/mL de PBS, P-4170, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis,
Missouri, EUA) em microtubos plasticos Eppendorf® de 2 mL dispostos em
banho maria a 37 °C, por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 150 uL
de PBS (DMPBS - Flush, Nutricell®, Campinas, SP, Brasil) e a amostra

destinada a leitura no aparelho.

3.8.2. Avaliagao do potencial mitocondrial (JC-1)

A analise do potencial mitocondrial foi determinado de acordo com
protocolo proposto por Ortega-Ferrusola et al. (2010) modificado. Uma aliquota
de 500 pL de cada amostra previamente diluida em meio PBS (DMPBS -
Flush, Nutricell®, Campinas, SP, Brasil) até atingir a concentragéo de 5 x 108
espermatozoides/mL foi incubada com 0,5 yL da sonda JC-1 (153 uyM em

21



DMSO; T4069, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, EUA) por 40 minutos
em banho-maria a 37 °C. Apds esse periodo a amostra foi destinada a leitura

no aparelho.

3.8.3. Avaliagao da produgao de H,O; intracelular (DCFDA/IP)

Para avaliagdo da produgdo de peroxido de hidrogénio intracelular, foi
seguido protocolo proposto por Macias-Garcia et al. (2012). Uma aliquota de
500 yL da amostra diluida em meio PBS (DMPBS - Flush, Nutricell®,
Campinas, SP, Brasil) até atingir a concentragdo de 5 x 10°
espermatozoides/mL foi adicionada a um microtubo plastico Eppendorf® de 2
mL aquecido em banho maria a 37° C, e corada com 0,5 uyL de DCFDA (1
mg/mL de DMSO, 2mM; 35845, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, EUA)
durante 30 minutos. Apds esse periodo, 150 uL da amostra incubada foi corada
com 3 pL de IP, permanecendo incubada por mais 5 minutos. Transcorrido este
tempo, foram entdo adicionados 150 uL de PBS e a amostra foi destinada a

leitura pelo aparelho.

3.9. Analise Estatistica

As analises do sémen fresco seguiram um delineamento inteiramente

casualizado de acordo com o modelo matematico:
Yij =n+]i + e

Em que: Y;; = resposta observada; u = constante; J; = efeito referente ao

jumento; e e;; = erro aleatorio.

As analises do sémen descongelado seguiram um delineamento
inteiramente casualizado em parcelas subdivididas (Split plot) de acordo com o

modelo:
Yij=u+]i+R(@); +T; + JT)i + R(D)y;

Em que: Y;; = resposta observada; y = constante geral; J; = efeito referente

ao jumento (parcela); R(a); = residuo da parcela (residuo a); T; = efeito do
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tratamento (subparcela); (JT);; = interagdo; R(b);; = residuo da subparcela

(residuo b).

As variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de Kolmogorov-
Smirnov e Bartlett para verificagdo de normalidade dos erros e homogeneidade
de variancias, respectivamente. Os dados foram avaliados por ANOVA e as

médias comparadas pelo teste de Tukey.

Os dados referentes ao vigor espermatico foram avaliados pelo teste de
Kruskal-Wallis. Os dados de aspecto do sémen foram arranjados em tabelas de

contingéncia e avaliados pelo teste de Freeman-Halton.

O nivel de significancia adotado foi a = 0.05.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Parametros seminais e Avaliagcdo computadorizada de cinética
espermatica (CASA)

Segundo o Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013), os
valores minimos de motilidade e vigor recomendados para sémen fresco
destinado ao congelamento sdo 70 % e 3, respectivamente. Portanto os
animais utilizados neste trabalho apresentaram os padrdées minimos exigidos
para o processo de congelamento de sémen conforme apresentado na Tabela
1.

Tabela 1. Médias e erro-padrédo das caracteristicas avaliadas no sémen fresco
de jumentos da raca Péga.

Jumento Motilidade Vigor Volume de sémen Concentragao
(%) (1-5) sem gel (mL) (sptz x 10%/mL)
J1 87,0+3,0 3,8+0,2 57,0+9,2 360,0+ 73,4
J2 83,0+2,0 3,8+0,2 89,2 +18,7 311,0 £ 55,6
J3 82,0+3,7 3,6+0,2 792 +4,7 331,0+101,4
J4 80,0 £3,2 3,2+0,2 57,6 +6,8 250,0+71,4
J5 81,0+3,3 3,7+£0,2 87,2+ 15,1 250,0 £ 60,0
Geral 83 3,6 74 300,4

Siglas: J1 —jumento 1; J2 — jumento 2; J3 — jumento 3; J4 — jumento 4; J5 — jumento 5. P>0,05.

Caracteristicas avaliadas no sémen fresco sofrem variacbes entre
jumentos, como observado em diversos estudos utilizando diferentes ragas de
asininos (MIRO, et al., 2005; CANISSO, 2008; DORADO, et al., 2013a;
DORADO, et al., 2013b). Ao trabalhar com jumentos da raca Péga, Freitas
(2017) obteve valores de motilidade de 86,6 %, concentragdo de 582 x 10°
espermatozoides/mL, volume de sémen sem gel de 57,6 mL e vigor de 3,8. Ja
Canisso (2008) obteve valores de motilidade de 84,2 %, concentragao de 254,6
x 10% espermatozoides/mL, volume sem gel de 47,3 e vigor de 3,9. Estes
valores diferiram entre os estudos mencionados, assim como dos valores

verificados para sémen fresco no presente estudo (Tabela 1).
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Nos parémetros de motilidade total (MOT) e motilidade progressiva (MOTP)
nao foi observada diferenga (P>0,05) entre o tratamento controle e os demais
(Tabela 2).

Tabela 2. Média e erro-padrao dos parametros de cinética espermatica do
sémen descongelado de jumentos da raca Péga de acordo com o programa
Sperm Class Analyzer (SCA).

Variaveis Controle BS PS BS+PS
MOT (%) 60,1 +4,82 55,0 £ 3,72 60,9+4,22 61,2+3,5°
MOTP (%) 22,3+2,6°2 19,7 £1,92 19,9+2,22 18,0+ 2,02
VCL (pm/s) 46,4 +2 3% 53,0+ 3,12 43,0+22°b 440+25°b
VSL (um/s) 37,3+1,8% 41,8+2,72 342+19b 347+21%
VAP (um/s) 411+20% 45,8 +2,82 37,8+2,0°P 38,2+22%
LIN (%) 80,6 £1,02 785+1,22 78,9+1,2°2 78,7+0,9°
STR (%) 90,6 £ 0,82 90,7 £ 0,72 90,0+0,7° 90,6 £0,5°
ALH (um) 1,7+0,1° 22+0,1° 1,8+0,1b 21+0,1°
BCF (Hz) 8,1+0,2° 95+0,2° 8,4+0,1° 9,3+0,2°

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

Siglas: BS — sémen descongelado diluido em BotuSémen (1:1); PS — sémen descongelado
diluido em 10% v/v de Plasma Seminal; BS+PS — sémen descongelado diluido em Botusémen
(1:1) + 10% v/v de Plasma Seminal; MOT (%) — motilidade total; MOTP (%) — motilidade
progressiva; VCL (um/s) — velocidade curvilinear; VSL (um/s) — velocidade progressiva; VAP
(um/s) — velocidade de trajeto; LIN (%) — linearidade; STR (%) — retilinearidade; ALH (um) —
amplitude de deslocamento lateral de cabeca; BCF (Hz) — frequéncia de batimentos flagelares.

Nos parametros de motilidade total (MOT) e motilidade progressiva (MOTP)

nao foi observada diferenca (P>0,05) entre o tratamento controle e os demais.

Sabatini et al. (2014) também nao verificaram diferenca (P>0,05) nestes
parametros ao realizarem a diluicdo pos-descongelamento com plasma seminal
(PS) nas concentragdes de 5 e 20 % v/v em sémen congelado de jumentos,
obtendo valores de 63,8 e 66,7 % para motilidade total e 49,0 e 51,3% para
motilidade progressiva, respectivamente. Em contrapartida, Saragusty et al.
(2017) observaram melhora da motilidade total apés 3 horas de incubagao ao
adicionarem BotuSémen® na proporgdao 1:1 ao sémen descongelado de

jumentos.

Rota et al. (2012) obtiveram resultados menores (P<0,05) de motilidade
total e progressiva ao realizarem a diluicdo pds-descongelamento com PS (38

e 18 %, respectivamente) quando comparado com a mesma diluigdo em meio
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diluidor comercial a base de leite em pd (50 e 32 %, respectivamente). No
entanto, estas diferencas podem ser atribuidas a proporcédo de diluicao
utilizada no estudo, que foi de 1 parte de sémen para 2 de PS. Apesar destes
pesquisadores terem obtido valores menores de MOT e MOTP ao realizar a
diluicdo com PS quando comparado ao diluidor a base de leite em po, no
mesmo estudo de Rota et al. (2012) o tratamento com PS mostrou resultados
de fertilidade em jumentas de 61,5 % (8/13), enquanto o tratamento com
diluidor a base de leite em p6 resultou em taxa de fertilidade de 23,1 % (3/13) e
o grupo controle (sem diluigdo pds-descongelamento) resultou em 20,0 % (1/5)
de taxa de fertilidade.

Foi observada diferenca (P<0,05) na variavel velocidade curvilinear (VCL,
pm/s), onde o tratamento BS apresentou valor médio maior do que nos
tratamentos PS e BS+PS, que néo diferiram entre si (P>0,05). O tratamento
controle ndao apresentou diferengca para os demais. J4 os parametros de
velocidade progressiva (VSL, um/s) e velocidade de trajeto (VAP, um/s)
apresentaram valores maiores (P<0,05) no grupo BS em relagéo ao grupo PS
(VSL — 41,8 e 34,2 respectivamente; VAP — 45,8 e 37,8, respectivamente). Os
tratamentos controle e BS+PS nao diferiram entre si ou entre os tratamentos
BS e OS (P>0,05).

Rota et al. (2012) também obtiveram valores de VAP menores (P<0,05) ao
realizar a diluicdo pos-descongelamento com PS em comparagdo com esta

diluicdo em meio diluidor comercial a base de leite em po.

Os valores de velocidade curvilinear (VCL, uym/s), velocidade progressiva
(VSL, um/s) e velocidade de trajeto (VAP, pm/s) para sémen descongelado
rediluido em Plasma Seminal (PS) avaliados por Sabatini et al. (2014) foram
respectivamente 153, 99,7 e 107,6 para diluicdo de 5 % (v/v), e 157,7, 1019 e
110,4 para 20 % (v/v).

Rota et al. (2012) também obtiveram valores de VAP de cerca de 80 ym/s
para diluicdo poés-descongelamento em PS e de cerca de 110 um/s para
diluicdo pds-descongelamento em diluidor comercial a base de leite em p6. No
presente estudo, os valores obtidos para estes parametros foram
consideravelmente menores. Isto pode ser justificado pelo fato de que em
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ambos os trabalhos, Rota et al. (2012) e Sabatini et al. (2014), realizaram a
diluicdo do sémen em diluente sem crioprotetor antes da centrifugacao,
reduzindo os danos causados aos espermatozoides pelo processo de
centrifugagédo. Entretanto, neste estudo a diluicdo pré-centrifugacdo néo foi
realizada, possibilitando maiores danos aos espermatozoides durante a

centrifugacgéo.

Nao foi observada diferenga (P>0,05) entre o tratamento controle e os
demais nos parametros de linearidade (LIN, %) e retilinearidade (STR, %).
Sendo que os valores de LIN foram consideravelmente maiores aos

encontrados por Sabatini et al. (2014).

Considerando a caracteristica de amplitude de deslocamento lateral de
cabeca (ALH, ym), os tratamentos controle e PS n&o apresentaram diferengas
entre si (P>0,05), no entanto apresentaram valores menores (P<0,05) em

relacao aos tratamentos BS e BS+PS.

A caracteristica de frequéncia de batimentos flagelares (BCF, Hz) se
apresentou de forma semelhante a amplitude de deslocamento lateral de
cabeca. Estas caracteristicas estdo relacionadas a ativagcdo da célula
espermatica, sendo que, a alteracdo destas variaveis pode indicar uma
hiperativagdo do espermatozoide (MORTIMER, 1997). A hiperativagao ocorre
naturalmente no espermatozoide quando se encontra nos 6rgaos reprodutivos
da fémea e € um indicativo do processo de capacitagdo espermatica. Caso
essa capacitagdo ocorra antes da inseminacgao artificial pode comprometer a

longevidade da célula espermatica.

Foi observado efeito de interagdo Jumento x Tratamento na caracteristica
de frequéncia de batimentos flagelares (BCF), nos quais apenas os jumentos 2
e 3 nao apresentaram diferencas entre os tratamentos (P>0,05). Estes
resultados demonstram mais uma vez a variabilidade entre individuos de

mesma raca.
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Tabela 3. Médias e erro-padrao da variavel Frequéncia de Batimentos
Flagelares (BCF) de sémen descongelado de jumentos da raga Péga avaliados
por meio do programa Sperm Class Analyzer (SCA).

Jumento Controle BS PS BS+PS
1 8,2+ 0,2 9,9+0,3%8 8,6 +0,1° 9,5+ 0,238
2 8,4+0,1% 9,1+0,3% 8,6 +0,3% 9,4 0,238
3 7,9+0,3% 8,7+0,3% 79+0,2% 8,3+0,3%
4 7,3+0,50% 9,1+0,47% 8,2 +0,23A 9,2+0,5%8
5 8,5+ 0,6 10,7 £ 0,624 8,7 +0,3%A 10,2 £ 0,4 3"

Diferentes letras minusculas na mesma linha e maiusculas na mesma coluna diferem entre si
(P < 0.05).

Siglas: BS — sémen descongelado diluido em BotuSémen (1:1); PS — sémen descongelado
diluido em 10% v/v de Plasma Seminal; BS+PS — sémen descongelado diluido em Botusémen
(1:1) + 10% v/v de Plasma Seminal.

4.2. Citometria de Fluxo

Os resultados referentes as analises de integridade de membrana

plasmatica e acrossomal estdo representados na Tabela 4.

Tabela 4. Médias e erro-padrédo da porcentagem de categorias de células

ALML, ALMI, AIMI e AIML de sémen descongelado de jumentos da raca Péga.

Categorias Controle BS PS BS+PS

ALML 4185+346° 56,76+3,02%  5183+300° 61,38 + 3,00
ALMI 56,02 +344° 4083+297¢  4500+298" 36,17 + 3,05°
Almi 2,06+0,18°  235+024°  219+0,19® 236 +0,23°
AlML 0,07£0,01 0,06 + 0,02 0,09£0,022 0,09 +0,020

Letras diferentes na mesma linha diferem a P<0,05.

Siglas: BS — sémen descongelado diluido em BotuSémen (1:1); PS — sémen descongelado
diluido em 10% v/v de Plasma Seminal; BS+PS — sémen descongelado diluido em Botusémen
(1:1) + 10% v/v de Plasma Seminal; ALML — acrossoma lesionado e membrana plasmatica
lesada; ALMI — acrossoma lesionado e membrana plasmatica integra; AIMI — acrossoma
integro e membrana plasmatica integra; AIML — acrossoma integro e membrana plasmatica
lesada.

Houve diferenga entre o tratamento controle e os demais tratamentos na

variavel ALML, sendo que o tratamento controle teve uma porcentagem menor

28



(P<0,05), em relagdo aos demais. O grupo PS teve uma porcentagem menor
de células ALML em relagdo ao grupo BS+PS. O grupo BS nao diferiu entre os
grupos PS e BS+0S (P>0,05).

Na variavel ALMI, o tratamento controle mostrou uma porcentagem maior
(P<0,05) de células em relagdo aos grupos tratamento. O grupo PS teve uma
porcentagem maior de células ALMI em relagdo ao grupo BS+PS. O grupo BS

nao diferiu entre os grupos PS e BS+PS.

Também houve diferenga entre o tratamento controle e os demais na
variavel AIMI, sendo o tratamento controle aquele com a menor porcentagem
entre eles (P<0,05). Os grupos BS, PS e BS+PS né&o diferiram entre si
(P>0,05).

A variavel AIML ndo mostrou diferenca entre o tratamento controle e os

demais tratamentos (P>0,05).

Ao estudarem os efeitos deletérios do glicerol sobre espermatozoides
equinos e sua remocao abrupta por meio de diluicdo em meio isosmatico, Ball
& Vo (2001) observaram que a retirada do glicerol causou queda significativa
no numero de células com acrossoma intacto e na integridade da membrana
plasmatica. Apesar dos autores ndo terem realizado o congelamento, estes
resultados mostram que o glicerol pode, além de ter efeitos deletérios diretos
na célula espermatica, causar danos indiretos por meio de seu rapido efluxo da
célula quando a mesma (carregada com glicerol) é colocada novamente em

meio isosmotico.

Além disso, o0 processo de criopreservagao promove a retirada de
colesterol da membrana plasmatica do espermatozoide. Este processo faz com
que a membrana plasmatica perca sua estabilidade, se tornando mais fluida.
Com isso, durante o congelamento, os fosfolipideos da membrana irdo alterar
sua conformacdo, causando um aumento da permeabilidade da membrana

plasmatica e comprometendo a viabilidade da célula espermatica.

O protocolo de congelamento utilizado neste estudo preconizou a

realizacdo da centrifugagdo sem a diluicdo inicial do sémen em diluidor
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comercial a base de leite em pd, pois houve a necessidade do armazenamento
do plasma seminal. Isso pode ter sido um fator favoravel para o
desencadeamento de mais lesdes nas membranas plasmatica e acrossomal,
visto que, a centrifugacdo pode induzir a peroxidagdo dos lipideos de
membrana (PARINAUD et al., 1997).

Apesar de ter havido um aumento do numero de células com acrossoma e
membrana plasmatica integros nos tratamentos com relagdo ao grupo controle,
esse aumento nao foi tdo significativo quanto o aumento na variavel ALML,
indicando que os tratamentos n&o foram capazes de evitar a geragédo de mais

danos as membranas plasmatica e acrossomal.

De Andrade et al. (2011), no entanto, verificaram um aumento da
integridade de membranas plasmatica e acrossomal ao adicionar 20 % de

plasma seminal ao sémen descongelado.

Houve interagdo Jumento x Tratamento na variavel ALMI, como
demonstrado na Tabela 5. Os jumentos 3 e 4 diferiram entre os grupos, e os
tratamentos controle e PS apresentaram diferengas entre os jumentos. Estes
resultados mostram, mais uma vez, a variabilidade de individuos dentro de uma

mesma raca.

Tabela 5. Médias de erro-padrdo da porcentagem de células com acrossoma
lesionado e membrana plasmatica integra em sémen descongelado de

jumentos da raga Péga.

Jumento Controle BS PS BS+PS

1 42,34 + 10,5182 34,84 + 8,177 33,48 + 6,46°52 30,98 + 8,52%
2 42,61 +7,98% 34,65+ 6,98 36,32 + 6,8952 33,58 + 7,80
3 66,23 + 1,31% 4732+ 7,41 64,18 + 0,90" 36,84 + 7,63
4 68,96 + 2,68 47,19+6,36"" 46,46 + 1,06"%° 37,42 £ 6,077
5 59,98 + 297782 40,18 + 3,81% 49,04 + 5,32/82 42,03 + 5,75

Letras minusculas diferentes na mesma linha e mailsculas na mesma coluna diferem a
P<0,05.
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E evidenciado na Tabela 6 que a porcentagem de células com membrana
plasmatica lesionada sem produgédo de peréxido de hidrogénio ndo mostrou

diferenca entre os grupos controle e tratamentos (P>0,05).

Tabela 6. Médias e desvio padrdo da porcentagem de células espermaticas
com membrana plasmatica integra ou lesionada e sua produgéo de peroxido de

hidrogénio em sémen descongelado de jumentos da raca Péga.

Grupos Controle BS PS BS+PS
MLS 0,85 + 0,322 0,53 + 0,25 066+029° 0,63 +0,20°
MLC 7528+218°  77.96+140% 7809+ 138% 7907 + 1,188
MIC

19,47 £ 2,072 17,24 £ 0,87% 16,11 £ 1,01%° 15,78 £ 0,87°

MIS 439 + 1,01 4.26 + 1,057 423+114° 452 +105°

Letras diferentes na mesma linha diferem a P<0,05.

Siglas: MLS — células com membrana plasmatica lesionada sem produgdo de peroxido de
hidrogénio; MLC — células com membrana plasmatica lesionada com producgéo de peréxido de
hidrogénio; MIC — células com membrana plasmatica integra com produgédo de perdxido de
hidrogénio; MIS — células com membrana plasmatica integra sem produgédo de perdxido de
hidrogénio.

A porcentagem de células com membrana plasmatica lesionada sem
producéo de perdxido de hidrogénio nao mostrou diferenga entre os grupos

controle e tratamentos (P>0,05).

Por outro lado, a porcentagem de células com membrana plasmatica
lesionada com producdo de peréxido de hidrogénio foi menor (P<0,05) no
grupo controle em relagéo ao grupo BS+PS. Os grupos BS e PS néo diferiram

estatisticamente entre si ou em relagdo aos outros grupos.

A porcentagem de células com membrana plasmatica integra com
producado de peroxido de hidrogénio foi maior (P<0,05) no grupo controle em
relacdo ao grupo BS+PS. Os grupos BS e PS nao diferiram entre si ou entre os

grupos controle e BS+PS.

Nao houve diferenga na porcentagem de células com membrana

plasmatica integra sem a producao de perdxido de hidrogénio (P>0,05).

31



De acordo com Watson (2000) a criopreservagao induz a formagédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Esta produgdo exacerbada de EROs é
favorecida pela retirada do plasma seminal, preconizada em muitos protocolos
de congelamento, visto que, o plasma seminal possui enzimas antioxidantes
responsaveis pela regulacdo dos efeitos deletérios causados pelas EROs,

como catalase e redutase.

Em baixas quantidades, as EROs sido benéficas para o processo de
capacitacdo do espermatozoide e fertilizacdo do ovécito, no entanto o
desequilibrio entre sua produgdo e degradagdo faz com que haja aumento
excessivo de suas quantidades na célula espermatica, causando efeitos
adversos sobre a mesma (BAL, 2008). A sensibilidade dos espermatozoides as
espécies reativas de oxigénio é devida a quantidade de acidos graxos poli-
insaturados em sua membrana plasmatica e a baixa concentracdo de enzimas
antioxidantes no seu citoplasma (AITKEN, 1994). As EROs reagem com os
acidos graxos poli-insaturados da membrana plasmatica do espermatozoide
desencadeando uma peroxidacdo lipidica, a qual causa perda de
permeabilidade da membrana (AITKEN e BACKER, 2002).

O alto numero de células com membrana plasmatica lesionada com
producado de peroxido de hidrogénio obtido neste estudo pode indicar que
durante o processo de congelamento houve grande produgcédo de EROs,
causando danos as células espermaticas. O que corrobora com os resultados
verificados para viabilidade de membranas plasmatica e acrossomal, no qual
grande parte das células se apresentaram com acrossoma e membrana

plasmatica lesionados como indicado na Tabela 4.

No entanto, o grupo controle nao diferiu dos grupos BS e PS como na
avaliacao de integridade de membranas plasmatica e acrossomal. Apenas o
grupo BS+PS apresentou nimero menor de células com membrana plasmatica
integra com produgao de peroxido de hidrogénio em relagao ao grupo controle,
sugerindo que a associagao do diluidor com o plasma seminal nao foi eficaz em

proteger a membrana dos danos supostamente causados pelas EROs.
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Tabela 7. Médias e desvio padrdo da porcentagem de células com alto e baixo
potencial de membrana mitocondrial de sémen descongelado de jumentos da
raca Péga.

Potencial de Controle BS PS BS+PS

membrana

mitocondrial
Alto

41,92 +579° 3823+596%® 36,32+5,68° 36,78+ 5,39°

Baixo 5761575 6129+5092% 6335+565% 62,74 + 5,342

Letras diferentes na mesma linha diferem a P<0,05.

Siglas: BS — sémen descongelado diluido em BotuSémen (1:1); PS — sémen descongelado
diluido em 10% v/v de Plasma Seminal; BS+PS — sémen descongelado diluido em Botusémen
(1:1) + 10% v/v de Plasma Seminal.

O numero de células com alto potencial mitocondrial foi maior (P<0,05) no
grupo controle em relagdo aos grupos PS e BS+PS. O grupo BS néo

apresentou diferencga entre o grupo controle e outros grupos tratamento.

Ja as células com baixo potencial mitocondrial, o grupo controle mostrou
um numero menor de células em relagéo aos grupos PS e BS+PS. O grupo BS

nao diferiu entre o grupo controle e os outros grupos tratamento.

Macias Gracia et al. (2012) obtiveram uma porcentagem de 36,2 % de
células com alto potencial de membrana mitocondrial no sémen descongelado
de equinos. Apesar do presente estudo ter apresentado maiores porcentagens
de células com alto potencial mitocondrial, ao realizar a diluicdo pos-

descongelamento com PS e BS+PS essa porcentagem diminuiu.

4.3. Conclusoes

— A diluicdo pos-descongelamento com diluidor comercial a base de
leite em pé (1:1), com plasma seminal (10% v/v) e com a associagao
do diluidor (1:1) com plasma seminal (10% v/v) foi capaz de manter

os parametros de motilidade total e motilidade progressiva;
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— A diluigdo pés-descongelamento com diluidor comercial a base de
leite em pd (1:1), com plasma seminal (10%) e com a associagao do
diluidor (1:1) com plasma seminal (10% v/v) ndo foi eficaz em
recuperar as membranas plasmatica e acrossomal do

espermatozoide;

— A diluigdo pds-descongelamento com diluidor comercial a base de
leite em pd (1:1) e com plasma seminal (10% v/v) foi capaz de
manter a integridade de membrana em células com produgado de

perdxido de hidrogénio;

— A diluigdo pds-descongelamento com a associagado entre diluidor
comercial a base de leite em pd (1:1) e plasma seminal (10% v/v)
nao foi capaz de manter a integridade de membrana em células com

producéo de perdxido de hidrogénio;

— A diluigdo pds-descongelamento com diluidor comercial a base de
leite em po6 (1:1) foi eficaz em manter o potencial mitocondrial dos

espermatozoides;

— A diluigdo pds-descongelamento com plasma seminal (10% v/v) e
com a associagao entre diluidor comercial a base de leite em pod
(1:1) e plasma seminal (10% v/v) ndo foi eficaz em manter o

potencial mitocondrial dos espermatozoides.
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ANEXOS

ANEXO A

DILUICOES E PREPARO DAS SONDAS FLUORESCENTES

1. IODETO DE PROPIDEO (IP)

Solugado Estoque: 25 mg/mL (40 mM)

1 mL de DMSO + 25 mg de IP

Solugao Trabalho: 0,5 mg/mL (0,8 mM)
20 pL de solucao estoque + 980 pL de PBS

2. FITC-PSA

Solugao Estoque: (0,5 mg/mL)

2 mg FITC-PSA + 4 mL de PBS
Solugao Trabalho: (100 ug/mL)

2 mg de FITC-PSA + 20 mL de PBS

3. JCA1

Solugao Estoque: 153 mM

5 mg de JC-1 + 5 mL de DMSO

Solugao Trabalho:

100 pL da Solucéo Estoque + 900 uL de DMSO

4. DCFDA

Solugao Estoque I: (50 mg/mL)

1 g DCFDA + 20 mL de DMSO

Solugao Estoque Il: (5 mg/mL)

1 mL da solugao estoque | + 9 mL de DMSO
Solugao Trabalho: (1 mg/mL)

1 mL da solucédo estoque Il + 4 mL de DMSO
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ANEXO B

SETUP SISTEMA SCA (Sperm Class Analyzer, Microptic, Barcelona,

Espanha)

Caracteristicas Ajuste
Numero de Imagens AdQUIridas. ... 25

Taxa de aquisicdo de imagens (Por SEgUNAO).........cccccvvrrrrrrieeeeeee v 22

Tamanho minimo da Célula..............oooueeiiiii e 15 um?
Valor de corte do VCL para células rapidas.........cccccceeeeeeeeeeeieeeeeeiiiiennns >90 um/s
Valor de corte do VCL para células lentas.............ccoovveveiiiiiiiiciieeenn. <15 um/s
Retilinearidade (STR), Limiar.........cc.uuuuiiiiiiiiiiiiieeeee e >75%
Movimento Circular (LIN).........ooooiii e <50%
BLIC=T 0] 01T = 10 = PP 37 °C
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