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RESUMO

SOUZA, Thyara de Deco, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2013.
Efeito da adicdo de um quelante de calcio sobre a qualidade do sémen
descongelado de cées. Orientador: Tarcizio Anténio Rego de Paula.

Objetivou-se por meio deste trabalho avaliar o efeito da reducdo da quantidade de
calcio livre no meio de congelamento, utilizando o quelante de calcio EDTA nas
concentragdes de 0,3% e 0,5%, sobre a qualidade do sémen descongelado de cdes. O
ejaculado de trés cédes sem raca definida foi coletado por manipulagdo peniana e
avaliado quanto ao vigor, motilidade espermatica, morfologia espermatica e pelo
teste hiposmotico (HOST). Posteriormente, o sémen foi separado em trés aliquotas,
as quais foram diluidas respectivamente no meio controle (TGE), de forma a se obter
uma concentracéo final de 50 x 10° espermatozoides méveis/mL, 6% de glicerol e
0,5% de Equex STM Paste® em meio Tris-Citrato com gema de ovo (20% V/V); no
meio de congelamento EDTA 0,3, com a mesma constituicdio do TGE, porém
acrescido de EDTA para uma concentracdo final de 0,3%; e no meio de
congelamento EDTA 0,5 em que o EDTA foi acrescido para uma concentragao final
de 0,5%. Apobs envasado em palhetas de 0,25mL o sémen de cada tratamento foi
resfriado por duas horas e congeladas em vapor de nitrogénio por 15 minutos. As
amostras foram descongeladas por imersdo em agua a 37°C, durante sete segundos e
avaliadas da mesma forma que o sémen fresco e pelos testes de termorresisténcia, de
ligacdo a membrana perivitelina de ovo de galinha (MPOG) e quanto a integridade
das membranas plasmatica e do acrossoma por coloracdo com sondas fluorescentes.
A concentracdo do célcio foi dosada, em espectrofotdmetro, no sémen fresco diluido
no meio TGE e depois de descongelado. Houve reducdo (Duncan a 5% de
significancia; p<0,05) na concentracdo de célcio em ambos os tratamentos EDTA 0,3
e EDTA 0,5, porém somente quando EDTA foi adicionado para a concentragdo final
de 0,5% foi possivel indisponibilizar todo o célcio livre presente no meio. De acordo
com a coloracdo por sondas fluorescentes a reducéo ou a eliminacdo do célcio livre
no meio ndo foi capaz de reduzir a quantidade de espermatozoides descongelados
com acrossoma lesado/reagido (p>0,05) em relagdo ao grupo TGE, com 10,8% a
14% de espermatozoides apresentando ambas as membranas integras. No teste
hiposmético, ndo houve diferenca (p>0,05) na quantidade de espermatozoides com
integridade funcional da membrana nos tratamentos EDTA 0,3 e EDTA 0,5 em
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relagdo ao grupo TGE. N&o houve diferenca na quantidade de espermatozoides
aderidos a MPOG e na longevidade espermatica (TTR) entre o grupo TGE e os
tratamentos EDTA 0,3 e EDTA 0,5. Ndo houve diferenca (p>0,05) na motilidade
espermatica entre o grupo TGE (74,70%) e o tratamento EDTA 0,3 (62,78%) porém,
houve reducdo (p<0,05) para este pardmetro no tratamento EDTA 0,5 (45%),
enfatizando a importancia do célcio para a motilidade espermética. A reducéo ou
eliminacdo do calcio no meio de congelamento, portanto ndo foi capaz de reduzir a
ocorréncia de criocapacitacdo e reacdo acrossomal prematura, o que melhoraria a
qualidade espermatica apds o descongelamento. Desta forma, h& outros fatores
presentes no meio e/ou no processamento usado para a criopreservagao que estdo
provocando lesdo e favorecendo a ocorréncia da capacitacdo e RA prematuras nos

espermatozoides.
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ABSTRACT

SOUZA, Thyara de Deco, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2013.
Effects of a calcium quelant agent in the quality of frozen-thawed dog sperm.
Adviser: Tarcizio Antdnio Rego de Paula.

We aim to evaluate the effect of reducing the free calcium in the freezing medium,
using a calcium chelating agent (EDTA) at concentrations of 0.3% and 0.5%, on the
quality of frozen-thawed dog sperm. The sperm-rich fractions from three mixed
breed dogs was collected by penile stimulation and evaluated for sperm progressive
status, sperm motility, sperm morphology and hypoosmotic swelling test (HOST).
Thereafter, it was divided into three aliquots, which were diluted in a Tris-based
extender to reach a final concentration of 50 x 10° motile spermatozoa / mL, 6%
glycerol and 0.5% Equex STM Paste® (TGE), or in the same extender with the
addition of EDTA to a final concentration of 0.3% (EDTAO0.3) or to a final
concentration of 0.5% (EDTAO.5). After packaged in 0.25 ml straws each treatment
was cooled for two hours and frozen in nitrogen vapor for 15 minutes. The samples
were thawed by immersion in water bath at 37 °C for 7 seconds and evaluated as the
fresh semen and for the thermoresistance test, the sperm-hen’s perivitelline layer
(MPOG) binding assay and for the integrity of the sperm plasma and acrosome
membrane, using fluorescent probes. The calcium concentration as measured, using a
spectrophotometer, in diluted fresh semen and in frozen-thawed semen. There was
reduction (Duncan at 5% of significance; p <0.05) in calcium concentration in both
treatments EDTAO0.3 and EDTAO0.5 but only when EDTA was added to a final
concentration of 0.5% all the free calcium present in the medium was removed.
According to the fluorescent probes the reduction or the elimination of free calcium
in the medium was not able to reduce the amount of frozen-thawed sperm with
damaged / reacted acrosome (p> 0.05) compared to group TGE, with 10.8 % to 14%
of sperm showing both membranes intact. There was also no difference in the
number of spermatozoa bound to MOPG in the group TGE and EDTAO0.3 and
EDTAO.5 treatments. Although there was no difference (p> 0.05) in sperm motility
between the TGE group (74.70%) and EDTAOQ.3 (62.78%) treated group, this
parameter decreased (p <0.05) in EDTAOQ.5 treatment (45%), emphasizing the
importance of calcium for sperm motility. Therefore the reduction or elimination of

free calcium in the freezing medium wasn’t able to reduce the premature
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cryocapacitaion and acrosome reaction, which would improve sperm quality after
thawing. Thus there are other factors in the medium and / or processing used that are
triggering injury and favoring the incidence of premature capacitation and AR in

sperm.



1. INTRODUCAO

A populagdo de animais de estimagdo, em especial os cées, vem crescendo em
numero e importancia afetiva em todo o mundo. O crescente interesse na criacdo de
animais de estimacdo reflete particularmente na cinofilia especializada, em que se
observa nas Ultimas décadas aumento do investimento para a melhoria zootécnica
dos animais, por meio de programas de melhoramento genético e principalmente da
importacdo de reprodutores. Em 2005, a Confederacdo Brasileira de Kennels Clubs
(CBKC) informou a importacdo de 483 matrizes e reprodutores, e registrou 98.119
exemplares, de 138 racas (CBKC, 2005). Esse cenério revela nos dias atuais uma
grande demanda por biotecnologias de reproducdo assistida que potencializem o

aproveitamento de reprodutores de qualidade superior (Pefia et al., 2006).

As tecnologias de criopreservacdo de sémen tém despertado especial interesse
entre criadores de cdes, uma vez que permitem 0 armazenamento de material
genético, por periodo de tempo indeterminado (Wilson, 1993) e facilitam o seu
transporte dispensando a movimentacdo dos animais e reduzindo o risco potencial de
transmissdo de doencas (Linde-Forsberg, 1995; Silva et al., 1996). O
desenvolvimento de biotecnologias de reproducdo assistida em cédes desperta ainda
crescente interesse entre pesquisadores e estudiosos da vida selvagem, uma vez que
pode ser um valioso modelo para o desenvolvimento de tecnologias em carnivoros
silvestres (Gobello & Corrada, 2003; Luvoni et al., 2006).

O processo de criopreservacdo de espermatozoides inclui varias etapas, desde a
coleta, diluicio e envasamento do ejaculado para o congelamento até o
descongelamento e inseminacdo. Cada uma delas pode provocar danos aos
espermatozoides e consequentemente reduzir o percentual de espermatozoides

viaveis para reproducdo (Luvoni et al., 2003; Hallap et al., 2006).

Diversos trabalhos com sémen criopreservado de cdes demonstraram que este
processo aumenta a quantidade espermatozoides com acrossoma danificado ou
reagido, ou seja, reacdo acrossomal prematura (Maxwell et al., 1996; Pérez et al.,
1996; Rota et al., 1999a; Csermak Jr., 2011). A viabilidade desses espermatozoides
capacitados € limitada, pois sdo menos capazes de reagir ao estresse osmatico e
possuem motilidade alterada reduzindo a sobrevida (Flesch & Gadella, 2000). O

mecanismo que leva a ocorréncia da criocapacitacdo espermética ndo € bem



elucidado (Bailey et al.,, 2000). Sabe-se que o célcio é um dos principais
moduladores dos processos de capacitacdo e reacdo acrossomal que ocorrem
fisiologicamente (Breitbart, 2002; Witte & Schafer-Somi, 2007). Existem também
indicios do envolvimento do influxo de célcio e de seus reservatorios intracelulares

na criocapacitacdo e RA prematura (Szész et al., 2000; Alhaider & Watson, 2009).

Neste sentido, uma opcgdo para restringir a incidéncia precoce de RA em
espermatozoides criopreservados é reduzir a disponibilidade de célcio ionizado no
meio de diluicdo, 0 que pode ser alcancado adicionando uma substancia quelante de
calcio, como o acido etilenodiaminotetracético (EDTA), no meio de congelamento.
Alguns testes foram conduzidos com o EDTA exercendo esta fungdo no
congelamento de sémen canino, caprino, ovino, bovino e bubalino (Dhami & Sahni,
1993; Aisen et al., 2000; Bittencourt et al., 2004; Cunha & Lopes, 2005; Bittencourt

et al., 2008), porém os resultados ainda permanecem controversos.

Durante a pré experimentacdo, realizada no Laboratério de Reproducdo de
Pequenos Animais e Animais Silvestres da Universidade Federal de Vigosa
(REPAAS-UFV), Ferreira (2013) observou que as concentracGes de 0,1% e 0,25%
de EDTA foram capazes de reduzir a concentracdo de célcio no meio em relagdo ao
controle (p<0,05). N&o foi observado, no entanto, diferenga na quantidade de
espermatozoides com acrossoma integro entre os trés tratamentos. Provavelmente
isso ocorreu por que as concentracdes de EDTA testadas ndo reduziram as
concentracOes de calcio abaixo do ideal para que a RA ocorra. No mesmo trabalho
observou-se que o uso do EDTA, nas concentragdes 0,1% e 0,25%, ndo provocou
alteracdes na motilidade espermatica. Ha, portanto a necessidade de avaliar se o
sequestro mais intenso de calcio é capaz de reduzir a ocorréncia de criocapacitacédo e

reacdo acrossomal prematura.

Desta forma, objetivou-se por meio deste trabalho avaliar o efeito da reducéo
da quantidade de calcio livre no meio de congelamento, utilizando o quelante de
calcio EDTA nas concentracdes de 0,3% e 0,5%, sobre a qualidade do sémen

descongelado de cées.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Fisiologia espermatica

Os espermatozoides sdo produzidos nos tubulos seminiferos dos testiculos por
meio de um processo complexo e extremamente regulado, denominado
espermatogénese. Ao fim deste processo, 0s espermatozoides liberados no Iimen dos
tubulos seminiferos apesar de ja conterem toda estrutura necessaria, ainda nao estao
aptos a fecundar um ovacito (Sirivaidyapong et al., 2001). Durante a passagem pelo
epididimo, a membrana plasmatica do espermatozoide sofre mudancas pela
liberacdo, modificacdo e adsorcdo de proteinas e lipideos, e atinge sua maturidade
apenas na cauda do epididimo (Gadella et al., 2001). O espermatozoide maduro
possui trés regifes altamente especializadas, a cabeca, que contétm o DNA, o
acrossoma e uma pequena quantidade de citoplasma; a peca intermediaria, onde se
encontram as mitocondrias, responsaveis pela producdo de energia; e o flagelo,
responsavel pela motilidade espermatica (Gadella et al., 2001).

Apesar de estarem moveis e maduros quando sdo liberados dos 6rgdos genitais
masculinos, 0s espermatozoides necessitam passar por um processo, nos Orgaos
genitais femininos, denominado capacitagdo para se tornarem aptos a fecundar um
ovécito (Gadella, 2008). Tal processo promove uma serie de modificacdes e
reorientacdes nas moléculas da membrana plasmatica (Yanagimachi, 1994), além de
induzirem modifica¢bes no padrdo de movimentacdo, caracterizado pelo aumento na
amplitude das ondas flagelares e movimentos laterais da cabeca (Yanagimachi, 1969,
Suarez et al., 1983). Essas mudancas sdo necessarias para que o espermatozoide se
ligue a matriz extracelular do ovdcito e libere enzimas contidas no acrossoma para a
digestdo e penetracdo na zona pelicida (ZP), por meio de um processo chamado
reacao acrossomal (RA) (Gadella & Van Gestel, 2004).

O primeiro passo para a capacitacdo espermatica € 0 aumento das
concentracdes intracelulares dos fons Calcio (Ca?*), bicarbonato (HCO3) e peréxido
de hidrogénio, que ativam a producdo de adenilato monofosfatase ciclico (AMPc)
qgue por sua vez ativam a proteina kinase A (PKA) para fosforilar proteinas de
membrana (Witte & Schéfer-Soni, 2007).

Em espermatozoides ndo capacitados, os lipideos da membrana plasmatica

estdo distribuidos assimetricamente ao longo da bicamada lipidica, com



predominancia dos fosfolipidios colina, fosfocolinaglicerideos e esfingomielina na
camada externa (Gadella et al., 1999). Por meio da ativacdo da PKA, proteinas
(Scramblase) sdo ativadas e promovem o deslocamento lateral dos fosfolipidios da
membrana plasmatica (Rathi et al., 2001). Com esse deslocamento dos fosfolipidios,
e 0 consequente colapso na assimetria da bicamada lipidica, as moléculas de
colesterol ficam expostas a albumina presente nos 6rgaos genitais femininos, que é a
responsavel pela remogéo do colesterol da membrana plasmatica(Cross, 1998, Neild
et al., 2005). A remocdo de colesterol, mediada pela albumina, representa um passo
crucial para a ativacdo de Tirosina Kinases que promovem modificagbes na
conformacdo de proteinas da membrana plasmatica (MP) do espermatozoide. Além
disso, com a remoc¢do do colesterol a estrutura e a fluidez da MP fica alterada,
expondo receptores de Progesterona (P4) (Khorasani et al., 2000). Este mecanismo
contribui para o aumento da afinidade do espermatozoide a ZP, hipermotilidade
espermatica e indugdo da RA (Neild et al., 2005).

Em espermatozoides capacitados, a ligacdo dos receptores as proteinas da Zona
Pellcida do ovdcito ativa canais de cations, o que resulta na despolarizacdo da MP,
aumento do pH intracelular e em um pequeno influxo de calcio para o
espermatozoide (Breitbart & Naor, 1999, Breitbart, 2002). Em seguida, canais de
calcio, que sofreram fosforizacdo da unidade tirosina durante a capacitacdo e pela
estimulacdo pela ZP, sdo ativados. A alcalinizacdo intracelular em conjunto com o
influxo de Ca?* promovem uma elevacdo mais consistente das concentracdes deste
ion, inclusive pela mobilizacdo de estoques intracelulares, necessaria para a inducao
da RA (Breitbart, 2002). A liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares é capaz de
induzir a RA, porém somente na presenca de Ca®* extracelular (Publicover & Barratt,
1999).

A elevacdo do Ca®" intracelular é um passo crucial para a ocorréncia de
alteracbes na conformacdo das proteinas, presentes nas MP e MA, que formam o
complexo denominado SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive). Este complexo
faz parte do processo de fusdo de membranas que resulta na exocitose por células
secretoras em geral (Ramalho-Santos et al., 2000, De Blas et al., 2005; Gadella,
2008).

O célcio é um importante modulador da capacitacéo e da RA, e provavelmente

é uma peca chave para a permuta de informag6es entre o ovocito e o espermatozoide
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(Darszon et al., 2006). Brewis et al. (2001) descrevem que o calcio possui um papel
diferente na estimulacdo da reacdo acrossomal no espermatozoide canino, uma vez
que aparentemente ele ndo possui reservas intracelulares significativas. FracGes de
ejaculados de cées foram testadas por Szasz et al (1997), submetendo-as a diferentes
concentracdes de ions célcio no meio. Concentracdes de calcio extracelular acima de
100puM/L apresentaram significativo aumento de ocorréncia de reagdo acrossomal

quando comparadas as amostras tratadas com 50 uM/L.

A reacdo acrossomal permite que o espermatozoide hiperativado penetre na
ZP, alcancando o espago perivitelinico. A fusdo com o oolema ocorre na regido
equatorial da cabeca do espermatozoide, rea onde a RA ndo ocorreu e a MP ainda
cobre a MA (Gadella, 2008).

2.2. Criopreservacao espermatica

As tecnologias de reproducdo assistida, como criopreservagdo de gametas,
inseminacdo artificial, fertilizagdo in vitro e transferéncia de embrides possibilitam o
incremento dos indices reprodutivos de plantéis e a fixacdo de caracteristicas
desejaveis em uma populacéo, transportando apenas o material genético conservado.
Desta forma, essas tecnologias tém por vantagens em relacdo a monta natural evitar o
transporte de animais e extinguir todo o risco e dispéndio inerente a isso, além de
minimizar o risco de transmissdo de doencas (Villaverde, 2007). Especialmente em
se tratando de cdes, permitem também a reproducdo de animais com dificuldade em
realizar o coito, por problemas anatbmicos ou comportamentais e caracteristicas

raciais.

O primeiro nascimento de filhotes com o uso de sémen de cdo descongelado
foi relatado ha quase 40 anos (Seager em 1969, citado por Stefano et al., 1994). No
entanto, a taxa de concepcdo com o uso de sémen canino descongelado ainda é mais
baixa que a observada para as outras espécies, em torno de 30 a 60% com
inseminacdo intravaginal e 50 a 80 % com inseminagéo intrauterina (Fontbonne &
Badinand, 1993; Wilson 1993; Silva et al., 1996; Nizanski, 2005; Rota et al., 2010;
Uchoa et al., 2012). Além disso, o tamanho da ninhada € menor ao se usar sémen
criopreservado (Linde-Forsberg & Forsber, 1993). Uma das razdes para a reduzida
fertilidade do sémen criopreservado de cdes é a diminuicdo na longevidade

espermatica ap6s o descongelamento (England & Porzio, 1996; Strom et al., 1997).



Apesar da morte prematura do espermatozoide descongelado poder ser um reflexo
dos danos diretos causados pela criopreservacdo, esta fragilidade também pode ser
explicada pela capacitacdo causada pela criopreservacdo (criocapacitacdo) que reduz

0 periodo em que 0 sémen esta viavel (Watson, 1995; Harrison, 1996).

O processo de criopreservacdo inclui vérias etapas, desde a coleta,
envasamento e diluicdo da amostra para o congelamento até o descongelamento.
Cada uma delas pode provocar danos aos espermatozoides e consequentemente
reduzir o percentual de espermatozoides capazes de fertilizar um ovdcito (Luvoni et
al., 2003; Hallap et al., 2006). Em suma, os estresses sofridos pelo espermatozoide
durante a criopreservagdo sdo a mudanca na temperatura, o estresse osmotico e
toxico causado pela adicdo do crioprotetor e por fim, a formacéo e dissolucdo de
cristais de gelo (Watson, 2000).

A medida que se inicia o resfriamento, particularmente entre 5 e -15°C
ocorrem mudanc¢as no estado fisico dos lipideos da membrana espermatica que
alteram sua fluidez, mudancas estas que sdo revertidas apenas parcialmente no
descongelamento (Holt & North, 1984; Drobnis et al., 1993). O processo de
resfriamento resulta numa movimentacdo dos fosfolipidios da membrana celular que
se agrupam em dominios contendo moléculas semelhantes e se cristalizam
(Hammerstedt et al., 1990; Watson, 2000). Desta forma, restam pequenas regides
contendo lipideos na fase liquida onde proteinas ficam enclausuradas. A agregacéo
destas proteinas pode resultar em um aumento da permeabilidade da membrana e
reducdo da funcdo metabodlica, além de afetar a interacdo entre o espermatozoide e o
ovocito (Amann & Pickett, 1987; Watson, 2000). O processo de resfriamento pode
alterar também a conformacdo de fosfolipidios poliinsaturados, que normalmente
possuem conformacdo de cone invertido, formando estruturas denominadas micelas
invertidas (ou formacgdes hexagonais). Tais estruturas podem ser transitdrias, porém
para certos fosfolipidios sdo permanentes. As formacGes hexagonais funcionam
como canais hidrofilicos por onde podem passar ions e outras moléculas pequenas
(Ohki et al., 1988).

Danos inerentes ao congelamento e descongelamento podem ocorrer devido a
formacéo e dissolucdo de cristais de gelo nos meios extracelular e intracelular. Em
taxas de resfriamento lentas, o congelamento progressivo da agua do liquido

extracelular, é suficiente para provocar a saida de agua das células e aumento das
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concentragfes dos solutos intracelulares. Neste caso, a célula fica progressivamente
desidratada, porém ndo ha formac&o de cristais de gelo intracelulares. Por outro lado,
caso a velocidade de congelamento seja moderada a rapida, a taxa de saida de agua €
baixa e a agua que permanece no meio intracelular congela, formando cristais de
gelo grandes, que sdo muito danosos aos espermatozoides (Parks & Graham, 1992;
Watson, 2000). Por fim, em taxas de congelamento extremamente répidas ha
formacgdo de microcristais de gelo no meio intracelular, que sdo menos danosos a
célula. Estes microcristais, no entanto, podem sofrer recristalizacdo se o
descongelamento for lento, formando cristais maiores, deletérios a célula (Amann &
Pickett, 1987). O processo de descongelamento também influencia na integridade
celular e a sobrevivéncia da célula requer que a taxa de descongelamento esteja em
concordancia com a taxa de congelamento. Resumidamente, para taxas de
congelamento répidas devem-se utilizar taxas de descongelamento rapidas e vice-
versa (Amann & Pickett, 1987).

O crioprotetor usado rotineiramente (glicerol) promove protecdo as células das
consequéncias da cristalizacdo ao aumentar a fragdo de dgua ndo congelada no meio
extracelular (Nelson et al., 1999). O glicerol, no entanto pode causar alteragdes
osmaticas desfavoraveis e possui potencial toxico devido a capacidade de atravessar

membranas celulares (McLaughlin, 1992; Gao et al., 1993).

Os elementos do citoesqueleto também sdo sensiveis as mudancas de
temperatura, podendo despolimerizar durante o resfriamento (Watson, 1995;
Saunders & Parks, 1999). Spungin et al (1995) postularam que a despolimerizagéo
dos filamentos do citoesqueleto é um passo necessario que permite a aproximacao da
membrana plasmatica promovendo a exocitose do acrossom e que aparentemente
isso contribui para uma fusdo desorganizada das membranas durante o resfriamento

ou congelamento.

A medida que a temperatura cai, a formacao de ATP reduz e a bomba de sodio
potassio perde sua capacidade de translocar estes ions. Desta forma a propor¢édo
sodio/potassio fica alterada abrindo canais de célcio dependentes de voltagem e
permitindo o influxo de célcio (Amann & Pickett, 1987). Apesar de néo ter sido
observado influxo de calcio no espermatozoide resfriado de cdes, um aumento nas
concentragOes intracelulares deste ion foi observado no sémen descongelado (Quinn

& White 1966; Strom Holst, et al., 1998). Fisiologicamente, as concentra¢des de
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calcio intracelular aumentam no espermatozoide durante a capacita¢do, hiperativacao
e reacdo acrossomal (Suarez et al, 1993; Florman, 1994). Existem indicios de
envolvimento significativo do influxo de calcio e da mobilizacdo de reservatorios
extra e intracelulares também na criocapacitacio e RA prematura (Hewitt &
England, 1998; Széasz et al., 2000; Alhaider & Watson, 2009).

Desta forma, a criopreservacdo do sémen induz a capacitagdo prematura dos
espermatozoides e facilita a ocorréncia da reacdo acrossomal (Cormier & Bailey,
2003). Espermatozoides criopreservados sofrem capacitacdo mais rapidamente em
relacdo aos frescos, reduzindo o tempo necessario para penetragdo em ovocitos
(Maxwell et al., 1996; Pérez et al., 1996; Rota et al., 1999a). A viabilidade desses
espermatozoides capacitados é limitada, pois sdo menos capazes de reagir ao estresse
osmotico e possuem motilidade alterada reduzindo a sobrevida (Flesch & Gadella,
2000).

Espermatozoides de cdes incubados em meio sem célcio sofreram capacitacéo,
porém ndo chegaram a sofrer RA (Rota et al., 1999a), corroborando com o0s
resultados de Mahi & Yanagimachi, (1978) que demonstram que a exclusdo do Ca**
no meio de incubacdo inibe a ocorréncia de reagdo acrossomal em sémen canino.
Neste sentido, uma opcdo para reduzir a incidéncia precoce de RA em
espermatozoides criopreservados é reduzir a disponibilidade de célcio ionizado no
meio de dilui¢do, 0 que pode ser alcancado adicionando uma substancia quelante de

célcio no meio de congelamento.

O é&cido etilenodiaminotetracético (EDTA) incorpora o calcio por meio das
ligacGes bivalentes do oxigénio existentes em sua estrutura, fechando-o numa cadeia
heterociclica, esta reacdo é do tipo quelacdo, sendo o quelato de calcio o produto
resultante (Lopes et al., 2004). Ao indisponibilizar o calcio no meio extracelular, o
EDTA pode, portanto, reduzir a incidéncia de reacdo acrossomal prematura (Amann
& Pickett, 1987). Alguns testes foram conduzidos com o EDTA exercendo esta
funcdo no congelamento de sémen canino, caprino, ovino, bovino e bubalino (Dhami
& Sahni, 1993; Aisen et al., 2000; Bittencourt et al., 2004; Cunha & Lopes, 2005;
Bittencourt et al., 2008).

Aisen et al. (2000) obtiveram maiores porcentagens de espermatozoides de

carneiro com acrossoma integro e melhor motilidade espermatica, porém somente



qguando o EDTA foi usado com o dissacarideo trealose. Bittencourt et al (2004)
observaram aumento na motilidade espermatica apds o descongelamento no sémen
caprino congelado com EDTA, vindo de encontro aos resultados de outro trabalho

para a mesma espécie (Bittencourt et al., 2008).

Poucos trabalhos foram conduzidos usando o EDTA no meio para
criopreservagdo de sémen de cdes (Cunha & Lopes, 2005; Ferreira, 2013). Dentre
estes somente Ferreira (2013) testou o efeito do EDTA sobre a qualidade
espermatica, comparando duas concentracdes do quelante no meio (0,1% e 0,25%)
com o controle (sem EDTA). Apesar de ambas as concentragcdes testadas serem
capazes de reduzir a concentracdo de calcio no meio em relacdo ao controle, ndo foi
observado diferenca nas quantidades de espermatozoides com acrossoma integro e na

motilidade espermatica entre 0s trés grupos.
2.3. Avaliacao espermatica

O processo de criopreservagdo pode provocar danos aos espermatozoides e
consequentemente reduzir a capacidade de fertilizacdo do sémen (Watson, 2000;
Hallap et al., 2006). A avaliacdo da qualidade espermaética, portanto, € um passo
necessario para se predizer a capacidade dos espermatozoides de fecundar um
ovacito (Pefia-Martinez, 2004).

A fertilidade dos espermatozoides pode ser estimada por meio de testes in vivo
e in vitro. Testes in vivo, embora decisivos na determinacédo da fertilidade do sémen,
requerem um grande numero de animais por tratamento avaliado e estdo sob a
influéncia de outros fatores como a fertilidade da fémea e a deteccdo do momento e
do método 6timo para a inseminacdo (Eilts, 2005). Analises feitas in vitro, por sua
vez sdo praticas e possibilitam a avaliacdo simultdnea de grande numero de
tratamentos, entretanto, para serem conclusivas necessitam de prévia confirmacdo de

sua correlacdo com a taxa de fertilidade por meio de testes in vivo.

Os parametros in vitro mais comumente usados para estimar a fertilidade do
sémen sdo a avaliacdo da movimentacdo e da morfologia do espermatozoide, da
integridade e da viabilidade da membrana espermatica e da sua longevidade. Esses
testes estdo altamente correlacionados com a viabilidade do espermatozoide (Blom,
1973; Neild et al., 2000; Thomassen et al., 2006; Defoin et al., 2007). Outros

pardmetros ndo comumente empregados na avaliacdo de rotina, como a capacidade



de ligacdo e de penetracdo dos espermatozoides, podem ser de grande importancia
como métodos complementares permitindo aperfeicoar 0s métodos de

criopreservacao.
2.3.1. Sondas fluorescentes

As sondas fluorescentes foram definidas por Tera & Nagano (2008) como
moléculas que reagem especificamente com moléculas bioldgicas de forma a induzir
uma modificacdo concomitante de suas propriedades fotoquimicas, como a
intensidade de fluorescéncia e a excitacdo/emissdao de comprimentos de onda. Desta
forma, as sondas fluorescentes podem ser usadas na avaliacdo da integridade e
funcionalidade da célula espermaética, permitindo a avaliacdo de estruturas e
compartimentos especificos destas (Peterson et al., 1974; Halangk, et al., 1984), uma
vez que a fluorescéncia pode ser alterada por mudancas especificas do estado de

moléculas (Haugland, 2001).

A membrana plasmatica desempenha um papel importante na funcionalidade
do espermatozoide (Amann & Pickett, 1987). Neste sentido, a avaliacdo das injdrias
causadas a membrana permite investigar os passos dos protocolos de manipulacéo,
congelamento e descongelamento responsaveis por estes danos. As sondas
fluorescentes iodeto de propidio (PI), Hoechst 33258 (H258) e 33342 (H342),
SYBR-14 e diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) sdo amplamente usadas para

esta finalidade.

O iodeto de propideo tem afinidade pelo DNA, porém é capaz de atingir o
ndcleo somente quando a MP esté4 lesionada. Uma vez dentro da célula, liga-se ao
material genético, emitindo fluorescéncia vermelha (Arruda et al., 2003). Ja a sonda
fluorescente H342 também possui afinidade pelo DNA, porém emite fluorescéncia
azul ao atravessar a membrana intacta e sofrer modificacbes em sua estrutura
dependentes do metabolismo da membrana plasmatica (Celeghini et al., 2010). Desta
forma, esta sonda pode ser usada como contracorante do IP.

As lecitinas conjugadas como a Psium sativum (PSA) ou Arachis hypogaea (PNA)
(Silva & Gadella, 2006) sdo amplamente usadas na avaliagdo da integridade do
acrossoma e se ligam a carboidratos de glicoproteinas que estdo exclusivamente
localizados no acrossoma. As lecitinas sdo impermeaveis ao acrossoma intacto, no

entanto a reacdo acrossomal ou acrossoma danificado permite a entrada destas
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macromoléeculas, porém para a visualizacdo em microscopia de fluorescéncia elas devem
estar conjugadas a fluoresceinas, como o isoticianato de fluoresceina (FITC) (Baker et
al., 2004) ou R-ficoeritrina (RPE) (Gadella & Harrison, 2000). O PNA se liga a
glicoproteinas da membrana acrossomal e o PSA se liga a componentes enzimaticos da
matriz na luz do acrossoma, se ligando ao agticar a-manosidade, encontrado no contetdo
acrossomal (Cross & Meizel, 1989; Silva & Gadella, 2006). Segundo Almadaly et al.
(2012) o PNA, no entanto é mais especifico na ligacdo com estruturas do acrossoma em
relagdo ao PSA.

A combinacdo de sondas fluorescentes permite a avaliacdo simultanea de
diferentes compartimentos celulares (Celeghini et al., 2008, 2010; Nascimento et al.,
2008). A combinacdo das sondas IP, H342 em associacdo com a sonda FITC-PSA
tem sido usada de forma satisfatéria na avaliacdo das membranas plasmatica e
acrossomal de cées (Csermak Jr., 2011; Ferreira, 2013), com a definicdo de quatro
populacdes espermaticas: espermatozoides com membranas plasmatica e acrossomal
integras (Il), com membrana plasmaética integra e acrossomal lesada (IL), com
membrana plasmatica lesada e acrossomal integra (LI) e com membranas plasmatica
e acrossomal lesadas (LL). Esta combinagdo, no entanto ainda ndo foi usada em

associacdo com a sonda FITC-PNA para esta espécie.
2.3.2. Teste de ligacéo

A interacdo entre os gametas envolve o reconhecimento de receptores presentes
na zona pellcida do ovdcito pelas proteinas de ligacdo correspondentes na superficie
do espermatozoide (Sinowatz et al., 2003; Rath et al., 2005). Esse contato inicial
induz a reacdo acrossomal permitindo a exposicdo dos receptores secundarios
presentes na membrana do espermatozoide e a liberacdo de enzimas contidas no

acrossoma para a digestdo e penetracdo na Zona Pelucida (Rath et al., 2005).

A capacidade do espermatozoide de se ligar a zona pelicida é um evento
critico que culmina na fertilizacdo (Mayenco-Aguirre & Pérez-Cortes, 1998). Este
evento é dependente de diversos fatores, dentre eles, a motilidade espermaética e
fluidez das membranas espermaéticas. Deste modo, os testes de interacdo entre
gametas sdo uma opcao para avaliar a qualidade espermaética. Neste tipo de ensaio

podem ser usados ovécitos homologos ou heter6logos.

A partir de ensaios realizados com humanos desde os anos 80, o teste de
ligagdo entre gametas homologos mostrou-se eficaz para distinguir individuos
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pertencentes a grupos férteis, inférteis e sub-férteis (Liu & Baker, 1993; Oehninger,
et al., 1997; Bastiaan et al., 2002). Mais tarde experimentacOes feitas em outras
espécies como, bovinos (Herrera et al., 2005), caprinos (Santos, 2010), equinos
(Meyers et al., 1996), e no cao (Strém Holst et al., 2000) mostraram a eficiéncia do

ensaio também para estas espécies.

Apesar da confiabilidade depositada no teste de ligacdo, a obtencdo dos
ovocitos, ou do numero adequado de animais, pode ser um fator limitante, bem como
seu custo mais elevado (Rota et al., 1999b; Tardif et al., 1999). Ainda em relacéo aos
ovécitos, a variagdo individual de qualidade pode gerar viés na interpretagdo dos
resultados (Eilts, 2005; Santos, 2010). Em outros casos, como na espécie humana, 0s
entraves sdo também de caréater ético. Todavia, uma das grandes vantagens deste tipo
de teste é que ele permite quantificar a ligacdo, que seria o ponto crucial mais
proximo a fecundacdo. Este cenario motivou pesquisadores a buscar uma maior

padronizacao das varidveis envolvidas com o uso de substratos alternativos.

Barbato et al. (1998) testaram a capacidade ligante de ejaculados de galo com
diferentes fertilidades a membrana perivitelina do ovo de galinha (MPOG), sendo
possivel detectar a populacdo de animais sub-férteis (Barbato et al., 1998). Outros
pesquisadores usaram a técnica em mamiferos, obtendo também resultados
promissores (Amorim, 2008; Santos, 2010; Csermak Jr., 2011; Araujo, 2012; Garay,
2012). O uso da membrana perivitelina tem algumas vantagens em relacdo aos
ovécitos uma vez que permite o teste de diferentes partidas de sémen sobre um
mesmo substrato, ou seja, diferentes fragmentos de uma mesma membrana,
minimizando a variagdo embutida ao teste pelo “efeito fémea”. Além disso, a

membrana é de obtencdo mais facil e menos dispendiosa que o ovocito.

A técnica descrita por Barbato et al. (1998) é usada como referéncia para o
desenvolvimento do teste de ligacdo a MPOG em espécies de mamiferos (Amorim,
2008; Santos, 2010). Resumidamente, a técnica consiste na lavagem da MPOG para
retirada da gema do ovo e na seccdo da mesma em fragmentos de lcm?® Cada
fragmento de MPOG ¢ entdo transferido para um tubo de cultura, onde € incubado,
em estufa com 95% de umidade e 5% de CO,, com amostra do sémen. Apés 0
periodo de incubacdo, o fragmento de MPOG € lavado para a retirada de
espermatozoides fracamente ligados, estendido em uma lamina de vidro e coberto

por laminula para contabilizacdo de seis campos aleatorios. No entanto esta
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metodologia ndo previne dobramentos da MPOG durante a incubacéo, e uma vez que
a ligacdo dos espermatozoides ndo é uniforme ao longo da MPOG, com o0 uso de

campos aleatdrios pode-se superestimar ou subestimar os resultados de ligacao.

Em vista destes entraves, pesquisadores buscaram desenvolver um dispositivo
que permita a padronizacdo de uma area estendida de MPOG (Csermak Jr., 2011;
Araujo, 2012; Garay, 2012). O material desenvolvido consiste em um halo de
silicone vazado com diametro interno de quatro milimetros e diametro externo de
seis milimetros, onde a MPOG ¢ depositada e sobre o qual outro halo, com diametro
interno de seis mm é encaixado. Desta forma, a membrana permaneceu fixa e com a
area a ser lida devidamente esticada e totalmente exposta, permitindo a contagem do

total de espermatozoides ligados & area de 12,56mm? de MPOG.

13



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Foram usados trés cdes machos adultos, sem raca definida, oriundos do canil
municipal de Vicosa-MG. Os cdes foram mantidos em baias individuais de 9m?

recebendo como alimentac&o ragdo para caes e com agua ad libitum.

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de Animais da
Universidade Federal de Vicosa (Processo: 84/2012).

3.2. Coleta e processamento do sémen

O sémen foi coletado por estimulacdo manual do pénis. Em dois dos animais
realizaram-se cinco coletas por animal enquanto que no terceiro realizaram-se seis

coletas, respeitando um intervalo de dois dias entre as coletas para cada céo.

Para a coleta de sémen foi usado um tubo plastico com base conica de 15 mL,
graduado e transparente (falcon®), mantido em banho-maria, constituido de um
recipiente de plastico transparente contendo agua a 38°C acoplado a um funil de
plastico. A primeira e a segunda fracbes do sémen foram coletadas juntas,

correspondendo a fracdo rica em espermatozoides (FR).

Imediatamente ap6s a coleta, retirou-se 50uL de sémen para diluicdo em um
tubo pléstico de 1,5mL (eppendorf®) contendo 200uL de solucdo fixadora karnovsky
(Karnovsky, 1965), aquecido a 37°C, para avaliacdo da morfologia espermatica. Para
tal, foram contabilizadas 100 células em aumento de 1000X, em microscopio de

contraste de fase, e classificadas em defeitos maiores e menores (Blom, 1973).

Em seguida, a FR foi diluida na proporcdo 1:1 no meio de manutencdo (MM;
24g/L de TRIS, 14 g/L de acido citrico, 8 g/L de glicose, 2 g/L de amicanina, 200
g/L de gema de ovo; Nutricell®, SP-Brasil) e uma aliquota de 10uL do sémen diluido
foi destinada a andlise de vigor e motilidade espermatica, em uma lamina sobreposta
por laminula, em microscopio de luz em aumento de 400X. O vigor foi classificado
em uma escala de zero a cinco, sendo zero imobilidade e cinco maior intensidade de
movimento e a motilidade espermaética foi estimada a partir do porcentual de

espermatozoides moveis.

Uma aliquota de 5ul. de sémen foi diluida em tubo plastico de 1,5mL
(eppendorf®) contendo 495ul. de &gua destilada (Propor¢do 1:100) e apds
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homogeneizacédo esta diluigdo foi usada para o célculo da concentracdo espermatica,
em camara de Neubauer. Para calcular a concentragdo de espermatozoides moveis
por mL multiplicou-se a concentracdo espermatica pela motilidade espermatica. O
sémen foi entdo padronizado para 100 x10° espermatozoides méveis por mL, por
diluicdo em MM. Dessa diluicdo foram retiradas as aliquotas para a quantificacéo da

concentracdo de calcio e para a realizacdo dos demais testes no sémen fresco.

Para o teste hiposmotico (HOST), retirou-se 20ul. do sémen diluido, que foi
adicionado a um tubo pléastico de 1,5mL (eppendorf®) contendo 250ul de solugdo
de sacarose, a 150 mOsmol./kg (Cunha, 2008). Essa solugéo foi incubada por 30
minutos a 37°C e posteriormente fixada com 50 upl. de solucdo karnovsky para
posterior avaliacdo em microscépio de contraste de fase. No teste hiposmético, foram
contados 100 espermatozoides, classificados em duas populacGes: cauda alterada
(englobando caudas enroladas, dobradas, fortemente enroladas e fortemente
dobradas) e cauda normal, indicando membrana plasmética integra ou lesada,
respectivamente (Kumi-Diaka, 1993). O total de espermatozoides reativos foi
corrigido excluindo-se da populacdo total a parcela com as mesmas caracteristicas

contabilizadas no teste de patologia (Melo & Henry, 1999).

A concentracdo de célcio foi determinada em espectrofotometro E-225D
(Celm®) a 370 nandmetros, usando o reagente de célcio InVitro®, no sémen fresco
(diluido em MM a 100 x10° espermatozoides mdveis por mL) e no sémen
descongelado, em cada uma dos tratamentos. Para isso, uma solucdo contendo 1mL
do Reagente 1 e 1ImL do Reagente 2 foi levada ao espectrofotdmetro para tarar a
leitura e posteriormente 20uL de sémen foi acrescentado a solucdo e levada ao

espectrofotbmetro para a leitura.
3.3. Criopreservacao

Para a criopreservacéo, o sémen na concentracdo de 100 x10° espermatozoides
moveis por mL foi dividido em trés aliquotas as quais foram rediluidas na proporcéao
1:1 (V:V) respectivamente no meio controle (TGE), no meio de congelamento
EDTA 0,3 e no meio de congelamento EDTA 0,5. Obteve-se, portanto concentragoes
finais de 50 x 10° espermatozoides méveis/mL, com 6% de glicerol e 0,5% de Equex
STM Paste® (TGE, EDTA 0,3 e EDTA 0,5), e com 0,3% de EDTA (EDTA 0,3) ou
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0,5% de EDTA (EDTA 0,5). O sémen foi diluido conforme descrito abaixo e
envasado em palhetas de 0,25mL.

TGE: TRIS-Glicerol-Equex (12% de glicerol, 1% de Equex STM Paste®
diluidos em MM);

EDTA 0,3: meio contendo 0,6% de EDTA (12% de glicerol, 1% de Equex
STM Paste®, 0,6% de EDTA diluidos em MM);

EDTA 0,5: meio contendo 1% de EDTA (12% de glicerol, 1% de Equex STM
Paste®, 1% de EDTA diluidos em MM).

Para o resfriamento foi usada a metodologia descrita por Bueno et al. (2001)
modificada (Deco-Souza et al., 2013). As palhetas foram acondicionadas em tubo de
ensaio rosqueado, imerso em um frasco de vidro com 500 mL de agua a 37°C,
envolto por gelo e agua na altura de 13 cm, dentro de caixa isotérmica fechada. Apos
esta etapa, a temperatura foi mantida a 4°C por uma hora e depois deste tempo de
equilibrio, as palhetas foram congeladas em vapor de nitrogénio liquido. Foi usado
um suporte onde as palhetas foram postas horizontalmente e permaneceram a uma
altura de 10 cm sobre uma lamina de 3 cm de nitrogénio liquido em caixa isotérmica,
por 15 minutos (Deco-Souza et al., 2013). Em seguida, as palhetas foram imersas em
nitrogénio liquido e armazenadas em botijdo de nitrogénio liquido.

Apds uma semana, as amostras foram descongeladas por imersdao em agua a
37°C, durante 7 segundos e acondicionadas em tubo plastico de 1,5mL
(eppendorf®), em banho-maria também a 37°C. As amostras de cada tratamento
foram avaliadas da mesma forma que o sémen fresco e pelos testes de
termorresisténcia, de ligacdo a membrana perivitelina de ovo de galinha (MPOG) e
quanto a integridade das membranas plasmatica e do acrossoma por coloracdo com

sondas fluorescentes.
3.4. Teste de termorresisténcia

Depois de descongelado, aguardou-se dois minutos de incubagdo a 37°C em
banho Maria para o inicio da avaliacdo espermatica pelo o teste de termorresisténcia.
Para tal, durante uma hora, a intervalos de 15 minutos, uma aliquota de sémen foi
retirada para avaliagdo do vigor e da motilidade espermatica, conforme descrito no

sémen fresco.
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3.5. Teste de ligagcdo a membrana perivitelina do ovo de galinha

Para o teste de ligacdo de espermatozoides & membrana perivitelina de ovo de
galinha (MPOG) o sémen descongelado foi diluido em meio de manutencdo para
uma concentracéo de 0,5 x 10° espermatozoides/mL. Para tal utilizou-se ovos frescos
(postura realizada no mesmo dia da experimentacéo) e ndo embrionados, conforme
descrito por Csermak Jr. (2011). A preparacdo da membrana perivitelina teve inicio
na separacao entre a clara e a gema do ovo. Apds este procedimento, a gema intacta
foi acondicionada em placa de Petri e seccionada com uma tesoura oftalmica. Por
esse orificio parte da gema foi succionada utilizando-se seringa de 10 mL, para entdo
ser lavada com soro fisioldgico até a completa remocéo de gema, restando somente a
membrana perivitelina. A membrana limpa foi entdo transferida para outra placa de
Petri contendo meio TALP modificado (Costa, 1997), onde se fez uma ultima
lavagem e a montagem da membrana em um suporte de silicone. A superficie interna
da membrana foi acondicionada sobre um halo de silicone vazado com diametro
interno de quatro milimetros e didmetro externo de seis milimetros, a superficie de
membrana que ultrapassava os limites do halo externo foi entdo cortada com uma
tesoura oftalmica. Posteriormente, outro halo, com didmetro interno de 6mm foi
encaixado sobre o primeiro, 0 que manteve a membrana fixa e com a érea a ser lida

devidamente esticada e totalmente exposta (Figura 1).
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Figura 1: Preparo da membrana perivitelina de ovo de galinha para teste de ligacédo
com espermatozoides. Suporte usado para a realizacdo do teste (A); membrana
sobreposta ao halo de 4 mm de didmetro interno (B); suporte pronto para ser
incubado com os espermatozoides (C); suportes dispostos em placa de cultivo (D).

Os suportes contendo a MPOG foram colocados em pocgos de placa de cultivo
com 500 pl. de meio de cultivo TCM 199 modificado (Costa 1994; Anexo 1), para
incubacdo em estufa a 38°C com pressdo atmosférica de 5% de CO, e 95% de
umidade relativa por 30 minutos, visando a estabilizacdo das células. Apos esse
periodo cada um dos pocos recebeu 20 uL de sémen a 0,5 x 10° espermatozoides/mL.
Para coloracdo dos espermatozoides, apds 30 minutos de incubacdo, foram
adicionados 100 pL da sonda fluorescente Hoechst 33342 e apds 50 minutos do
inicio da incubacdo 20 pL de Iodeto de Propidio, perfazendo 60 minutos de
incubacéo. Estes procedimentos foram realizados em ambiente escuro e sobre placa
aquecedora a 38 °C. Ao término de incubacgdo, as membranas foram lavadas quatro
vezes em meio Talp-Hepes modificado (Costa et al., 1997). Em seguida foi efetuada
a montagem das laminas para a visualizacdo em microscopio de epifluorescéncia
triplo DAPI/FITC/TEXAS - red (Motic®, Canadd). Todas as células espermaticas
ligadas a MPOG foram contadas.
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3.6. Avaliacao da integridade das membranas plasmatica e acrossomal

Para o teste de integridade de membrana plasmatica e acrossomal foram
utilizadas as sondas fluorescentes: Hoechst 33342 (H342; Molecular Probes H1399)
indicando membrana plasmatica integra, lodeto de Propidio (IP; Sigma P4170) como
indicador de membrana plasmatica lesada e isotiocianato de fluoresceina conjugado
com a lecitina Arachis hypogaea (Fit-C PNA; Sigma L7381) indicando membrana

acrossomal lesada.

Previamente a realizacdo das andlises, foram preparadas solugdes estogque para
cada uma das sondas usadas, a partir das quais foram preparadas as solucgdes de
trabalho a serem usadas para a avaliagdo dos espermatozoides (Anexo 2). As
solucdes estoque do iodeto de propideo (25 mg/mL) e do Hoechst 33342 (25 mg/mL)
foram preparadas pela diluicdo de 100 mg da sonda em 4 mL de DMSO (Sigma
F3510) e armazenadas a -20°C em frasco ambar (Celeguiini et al., 2010). A solugéo
de trabalho do iodeto de propideo foi preparada na concentracdo de 2 mg/mL por
diluicilo em DPBS (Sigma d8662) e armazenada a -20°C em frasco ambar
(Celeguiini et al., 2010). Para o preparo da solucédo de trabalho do H342, por sua vez,
dilui-se 8 pL da solugdo estoque em 992 pL de DPBS (200ug/mL), para ser
armazenada a -20°C em frasco ambar. Por fim, a solugéo estoque do FITC-PNA foi
preparada pela diluicdo de 1 mg FITC-PNA em 1 mL DPBS e a solucédo de trabalho
(10,31pg/mL) pela diluicdo de 10 pL da solucdo estoque em 960 pL solucdo de
citrato de sédio 3% em DPBS, ambas foram armazenadas a 4 °C em frasco ambar
(Adaptado de Queiroz, 2003).

Para a realizacdo do teste, em um tubo plastico ambar de 1,5mL (eppendorf®)
adicionou-se 5ul. de sémen descongelado, 30ul. de Hoechst e 20 pL FITC-PNA,
apos 10 minutos de incubacdo a 37°C adicionou-se 2 uL de lodeto de Propidio. Apos
13 minutos de incubagéo a 37°C montou-se a lamina com uma gota do sémen corado
sob laminula e avaliou-se imediatamente em Microscépio de Epifluorescéncia HBO
100W (Motic®, Canadd) equipado com filtro triplo DAPI/FITC/TEXAS - red no
aumento de 1000 vezes. Contaram-se 100 células em cada tratamento, as quais foram
divididas em quatro populacfes: membranas plasmatica e acrossomal integras (I1),
membrana plasmatica integra e acrossomal lesada (IL), membrana plasmatica lesada
e acrossomal integra (LI) e membranas plasmatica e acrossomal lesadas (LL) (Tabela
1).
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Tabela 1 - Populacgdes de espermatozoides de cées identificadas pela associagdo das
sondas Hoescht 33342 (H342), lodeto de Propideo (IP) e FitC — PNA (FitC).

Populagdes H342 IP  FitC
Membrana plasméatica e membrana acrossomal integras

(I o
Membrana plasmatica integra e membrana acrossomal

lesada (IL) * ) *
Membrana plasmatica lesada e acrossomal integra (L) - + -

Membrana plasmaética lesada membrana acrossomal
lesada (LL)

Adaptado de Csermak Jr, 2011.

3.7. Analises estatisticas

Usou-se o teste de Lillifors para verificar distribuicdo normal ou ndo das
varidveis. A homogeneidade das variancias foi avaliada por meio do teste de Cochran
e Bartlett. Os dados que ndo atenderam as premissas de normalidade e/ou
homogeneidade foram transformados e reavaliados. Para as varidveis que atenderam
as premissas para avaliacdo paramétrica (ANOVA), foi usado o teste Duncan a 5%
de significancia para a comparacdo das medias entre os tratamentos do sémen
descongelado e entre esses e 0 sémen fresco. Para variaveis que ndo permitiram
analise paramétrica e para o dado qualitativo vigor, foi usado o teste ndo paramétrico
de Kruskal Wallis a 5% de significAncia. As analises foram realizadas utilizando o
software SAEG 9.1 (2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente experimento, foram usados apenas os ejaculados com motilidade
espermatica maior que 70% e vigor maior que 3 (CBRA, 1998). No sémen fresco, a
média da motilidade espermatica foi de 85,3% (Tabela 2), menor que o verificado
por Uchoa et al. (2012) e por Santana et al. (2013) (97% e 93,4%, respectivamente),
porém maior que o verificado por Alhaider & Watson (2009), que observaram
motilidade média de aproximadamente 75%. A média do total das patologias
espermaticas no sémen fresco foi 33,3%, em grande parte relacionada com a
presenca de defeitos menores (24,8%; Tabela 2), que ndo estdo diretamente
relacionados com infertilidade (Blom, 1973). Neste sentido, considerou-se que as
amostras frescas usadas tiveram boa qualidade para serem processadas para

criopreservacao.

Tabela 2: Caracteristicas espermaticas (média + desvio padrdo) de sémen fresco de
céo.

Caracteristicas espermaticas Sémen fresco
Vigor 4305
Motilidade (%) 85.3+7.4
Patologias totais (%) 33,3+£22,6
Defeitos maiores (%) 85+9/4
Defeitos menores (%) 24,8 +179
Hiposmotico 68,0 + 21,1

No presente experimento, a concentracdo média de Ca®* no sémen diluido em
MM para uma concentracdo de 100 x 10° espermatozoides mdveis por ml, dos cées
foi de 23,0 mg/dL. No presente trabalho, 0 EDTA foi usado com o objetivo de quelar
o calcio livre no meio de manipulacdo e congelamento, indisponibilizando-o para o
espermatozoide. Ambas as concentragdes de EDTA testadas foram capazes de
reduzir a concentracdo de calcio extracelular livre (p<0,05), com média de 22,7
mg/dL no sémen diluido no meio TGE (sem adi¢do do quelante de calcio) e 1,5
mg/dL no sémen diluido no meio EDTA 0,3 (Tabela 3). Porém, somente quando
EDTA foi adicionado para a concentracao final de 0,5% foi possivel indisponibilizar
todo o calcio presente no meio (Tabela 3).
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Em condicBes fisiologicas, ap6s a ligagdo com a zona pellcida, o
espermatozoide sofre rea¢do acrossomal (RA), liberando as enzimas necessarias a
penetracdo espermatica (Breitbart 2002; Witte & Schafer-Somi, 2007; Costa et al.
2010). Este processo depende da mobilizacdo de reservatorios extra e intracelulares
do célcio (Hewitt & England, 1998; Széasz et al., 2000; Alhaider & Watson, 2009).
Desta forma, de acordo com Mahi & Yanagimachi (1978), a excluséo do Ca** no
meio de incubacdo inibe a ocorréncia de reacdo acrossomal em sémen canino. O
meio diluente usado para o congelamento de sémen contendo TRIS, Citrato e gema
de ovo € amplamente usado no congelamento de sémen de cdes (Futino et al., 2010;
Rota et al., 2010; Santana et al., 2013), porém, Ferreira (2013) observou que a
concentracdo de calcio no meio contendo estes componentes foi cerca de dez vezes

maior que a concentracao deste ion no ejaculado.

No presente experimento, a coloracdo pela sonda fluorescente FITC-PNA,
demonstrou uma média de 59,0% a 63,7% de espermatozoides com acrossoma
integro nos tratamentos (Il e LI; Figura 2). No entanto, apenas de 10 a 14% dos
espermatozoides tinham ambas as membranas, plasmatica e acrossomal, integras (lI;
Tabela 3). A criopreservacdo do sémen induz a capacitagdo prematura
(criocapacitacdo) dos espermatozoides e facilita a ocorréncia da reacdo acrossomal
(Cormier & Bailey, 2003). Embora 0 mecanismo que leve a criocapacitacdo
espermatica ndo seja bem elucidado, os processos de resfriamento e, em maior
escala, congelamento, promovem alteragcbes na capacidade do espermatozoide em
regular a entrada e saida de ions célcio, fator desencadeador da RA (MacLaughlin et
al., 1994; Bailey et al., 2000; Szész et al., 2000).

Tabela 3: Médias e desvios padrdo do vigor, motilidade espermaética, concentragdo de
calcio extracelular, Teste hiposmético, patologia, coloracdo por sondas fluorescentes
e Teste de ligacdo a membrana perivitelina do ovo de galinha, do sémen de cées
criopreservado em meio com EDTA (EDTA 0,3 e EDTA 0,5) e sem EDTA (TGE).

(n=18).
Meio de congelamento
TGE EDTAO0,3 EDTA0,5
Ca (mg/dL)= 22,7+31° 1,5+1,3° 0,00 +0,00°
Vigor (1-5)+ 30+0,5" 31+04° 2,4+0,6°
Motilidade (%)= 64,7 +14,2° 62,8 +19,2° 45,0 + 20,6°

Hiposmoético (%células integras)= 42,7 +19,8° 49,6 +19,8° 46,5+211°
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Patologia total (%)= 59,6 +18,2° 49,8 +23,0° 50,4 +20,2°
Defeitos maiores (%) 31,1+17,0° 22,3+17,6° 26,4 +19,8°
Defeitos menores (%)+ 28,50 +8,5° 27,4 +£15,3° 23,9 +10,0°
LI (%) 450+ 139° 52,1+21,3% 497 +24,6°
11 (%) 14,0 + 11,4° 10,8+ 9,6° 14,0 + 13,9°
LL (%) 40,7+10,6%  369+16,1%  36,3+21,3°
IL (%) 0,3+0,6° 0,3+0,6° 0,00 +0,00°
NMPOG~« 57,0+39,9° 51,7 +48,9° 419+376°

* Médias com letras diferentes sobrescritas ha mesma linha séo diferentes (p<0,05)
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

**Medias com letras diferentes sobrescritas na mesma linha séo diferentes (p<0,05)
pelo teste de Ducan.

LI: espermatozoides com membrana plasmatica (MP) lesionada e membrana
acrossomal (MA) integra; IlI: espermatozoides com MP e MA integras; LL:
espermatozoides com MP e MA lesionadas; IL: espermatozoides com MP integra e
MA lesionada; NMPOG: numero de espermatozoides ligados a membrana
perivitelina do ovo de galinha.

No presente experimento a reducdo (EDTA 0,3) ou a eliminacdo (EDTA 0,5)
do caélcio livre no meio ndo foram capazes de reduzir a quantidade de
espermatozoides descongelados com acrossoma lesado/reagido (LL e IL; p>0,05) em
relagdo ao grupo TGE (Tabela 3). Foi demonstrado que o célcio no meio reduz a
viabilidade espermatica e afeta a morfologia do acrossoma durante o resfriamento
(Bailey & Buhr, 1995). Porém ao usar o EDTA no meio de criopreservagdo, para
indisponibilizar este ion, pesquisadores ndo observaram aumento da quantidade de
espermatozoides com acrossoma integro (ndo reagido) apds o descongelamento
(Aisen et al., 2000; Bittencourt et al., 2008). Semelhantemente, Ferreira (2013) ao
testar as concentracdes de 0,1% e 0,25% do EDTA no meio de congelamento de
caes, ndo observou diferenca para a integridade acrossomal nos meios usados em

relacdo ao controle (sem EDTA).
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Figura 2: Populagdes de espermatozoides distintas em ejaculado de cdo doméstico
pela associacdo das sondas fluorescentes iodeto de propidio (IP), Hoechst 33342
(H342) e FITC-PNA. Espermatozoide com membrana plasméatica e acrossomal
integras (I1); espermatozoide com membrana plasmatica integra e acrossomal lesada
(IL); espermatozoide com membrana plasmaética lesada e acrossomal integra (LI);
espermatozoide com membrana plasmatica e acrossomal lesada (LL).

De acordo com o teste hiposmético, no presente trabalho ndo houve diferenca
(p>0,05) na quantidade de espermatozoides com integridade da membrana
plasmatica nos tratamentos EDTA 0,3 e EDTA 0,5 em relagdo ao grupo TGE (Tabela
3). Assim a diminuicédo ou a retirada do célcio livre do meio de congelamento n&o foi
capaz de prevenir leses na membrana plasmatica. O mecanismo de homeostase da
célula espermaética depende da integridade da membrana plasméatica (Amann &
Pickett, 1987). Assim, células com a membrana danificada tendem a perder
funcionalidade e ndo sobreviverem na fémea (Parks & Graham, 1992). Desta forma,
a funcionalidade normal da membrana é essencial para que ocorra a fertilizacao,
sendo um importante parametro seminal a ser avaliado. Por meio do teste
hiposmatico € possivel obter uma avaliacdo da integridade da membrana plasmatica.
A integridade da MP esta correlacionada com a taxa de prenhez e a porcentagem de
espermatozoides moveis e morfologicamente normais no ejaculado (Neildet al.,
2000).
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No presente experimento, ndo houve diferenca na quantidade de
espermatozoides ligados a MPOG, apds uma hora de incubagdo, entre o grupo TGE e
os tratamentos EDTA 0,3 e EDTA 0,5. Desta forma, possivelmente a reducdo ou a
retirada do calcio livre no meio ndo preveniu a ocorréncia de capacitagdo induzida
pelo processo de criopreservacdo. Depois de sofrerem capacitacdo 0s
espermatozoides estdo aptos para se ligar ao ovdcito (Gadella, 2008). Rota et al.
(1999a) e Pérez et al. (1996) observaram que no sémen fresco o pico de capacitagédo
ocorre mais lentamente que o sémen descongelado, indicando que este necessita de
menos tempo para se ligarem ao ovdcito. Neste sentido, é esperado que as amostras
de sémen com maior incidéncia de criocapacitacdo se liguem mais rapidamente em

relacdo a amostras em que esta rea¢do nao ocorreu.

No presente trabalho, ndo houve diferenca para os defeitos maiores, e para 0s
defeitos totais, entre o grupo TGE e os tratamentos EDTA 0,3 e EDTA 0,5 (Tabela
3), demonstrando que a presenca do EDTA no meio ndo provocou alteragoes
estruturais no espermatozoide, mesmo quando foi usado em concentraces acima das
testadas em outras espécies e no cdo. Ao avaliar o efeito da adicdo do EDTA a 0,1%
no meio de congelamento de sémen de caprino Bittencourt et al. (2004) observaram
aumento na quantidade de defeitos maiores em relacdo ao meio sem EDTA, porém
em outro trabalho com a mesma espécie esta diferenca nao foi detectada (Bittencourt
et al., 2008). Ferreira (2013) também ndo detectou aumento de patologias em sémen

de cdo congelado com meio contendo EDTA nas concentracfes de 0,1% e de 0,25%.

Como demonstrado da Tabela 3 n&o houve diferenga (p>0,05) para a
motilidade espermaética entre o grupo TGE e o tratamento EDTA 0,3 (64,7% e
62,8%, respectivamente). Houve, no entanto reducdo (p<0,05) da motilidade
espermatica no tratamento EDTA 0,5 (45,0%), em que o calcio foi totalmente
indisponibilizado, resultado ja esperado uma vez que o célcio é necessario para a
manutencdo da motilidade espermatica (Lee et al., 1996). Desta forma, séo
necessarias experimentacdes testando se a adicdo do calcio apds o descongelamento
nos meios contendo EDTA é capaz de reverter os efeitos causados a motilidade

espermatica pela indisponibilizacéo deste ion.

Ap0s sofrer capacitagdo os espermatozoides possuem viabilidade limitada,
uma vez gue sdo menos capazes de reagir ao estresse osmotico e possuem motilidade

alterada o que reduz sua longevidade (Flesch & Gadella, 2000). No presente
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experimento, a longevidade dos espermatozoides foi avaliada por meio da motilidade
espermatica observada ap6s 60 minutos de incubacdo (T60; Tabela 4). Por meio
deste teste, foi possivel verificar a ineficacia da retirada do célcio livre no meio de
congelamento em aumentar a sobrevida dos espermatozoides, uma vez que nédo
houve diferenca (p>0,05) na longevidade espermaética entre o grupo TGE e 0s
tratamentos EDTA 0,3 e EDTA 0,5 (Tabela 4).
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Tabela 4: Media + Desvio padrdo do vigor e da motilidade espermatica,
aferidos ap0s o descongelamento (TO) e a intervalos de 15 minutos, do sémen de caes
criopreservado em meio com EDTA (EDTA 0,3 e EDTA 0,5) e sem EDTA (TGE).

(n=18).

Tempo de incubacao TGE EO,3 E0,5
Vigor TO* 3,0+ 0,5 3,1 +0,44% 2,4+0,6°
Motilidade TO** 64,7 + 14,2° 62,8 + 19,3 45,00 + 20,7°
Vigor T15 min* 2,6 +0,6° 2,6 +0,6° 1,7+0,9°
Motilidade T15 min** 49,2 + 17,3 47,2 + 21,4° 28,1 + 20,5
Vigor T30 min* 2,00+0,72° 1,83+0,84° 1,25 + 0,942
Motilidade T30 min** 33,3+18,1° 34,7+24,0° 21,1+20,3°
Vigor T45 min* 1,3+1,07% 1,3+1,0° 0,8+0,9°
Motilidade T45 min* 20,6 +21,2° 19,4 +18,2° 11,1 £15,7°
Vigor T60 min* 09+1,0° 09+1,0° 0,4+0,8°?
Motilidade T60 min* 11,4 +13,7° 13,9+17,5° 50+12,0°

* Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma linha séo diferentes (p<0,05)
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

**Meédias com letras diferentes sobrescritas na mesma linha séo diferentes (p<0,05)
pelo teste de Ducan.

No presente trabalho, a quelagdo parcial ou total do célcio, por meio da adicéo
do EDTA, ndo foi capaz de prevenir a reagdo acrossomal causada pela
criopreservacao, com reducdo da motilidade espermatica no meio em que o calcio foi
totalmente indisponibilizado. Alguns testes foram conduzidos com a adicdo do
EDTA no meio de congelamento de sémen de mamiferos (Aisen et al., 2000;
Bittencourt et al., 2004; Bittencourt et al., 2008). Aisen et al. (2000) obtiveram
maiores porcentagens de espermatozoides de carneiro com acrossoma integro e
melhor motilidade espermatica, porém esta condicdo somente foi observada quando
o EDTA foi usado em associacdo com o dissacarideo trealose. Bittencourt et al.
(2004) observaram aumento na motilidade espermatica ap6s o descongelamento no
sémen caprino congelado com EDTA, vindo de encontro com os resultados em outro
trabalho para a mesma espécie, que ndo encontrou diferenca na motilidade

espermatica do meio contendo este quelante de calcio (Bittencourt et al., 2008).

As divergéncias encontradas na literatura a respeito do efeito da quelacdo do
calcio no meio de congelamento estdo relacionadas com as diferentes composi¢Ges
dos meios e dos processamentos de criopreservacdo, que afetam o espermatozoide de
maneiras distintas. Além disso, os demais trabalhos que usaram o EDTA no meio de

congelamento ndo mediram a quantidade de célcio apos o uso do quelante, desta
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forma ndo é possivel determinar ao certo se o efeito deletério ou benéfico encontrado
foi realmente devido a alteracdo na concentracdo do célcio no meio. Essas
divergéncias demonstram também que a indisponibilizacdo do célcio nem sempre é
desejavel para o espermatozoide. Na verdade, a auséncia deste ion é deletéria para
esta funcdo, uma vez que o calcio é essencial para a movimentacdo do
espermatozoide como demonstrado pela redugcdo da motilidade espermética apds o
descongelamento no sémen de cdo criopreservado no meio sem célcio (EDTA 0,5;
Tabela 3). Neste sentido, provavelmente ha outros fatores presentes no meio e/ou no
processamento usado no presente trabalho que estdo provocando lesdo ou
favorecendo a ocorréncia da capacitacdo e RA prematuras nos espermatozoides

criopreservados.
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5. CONCLUSOES

A indisponibilizacéo parcial e total do célcio, por meio da adi¢cdo do quelante
de célcio (EDTA), nas concentracdes de 0,3% e 0,5%, ndo previne a lesdo das
membranas acrossomal e plasmatica, assim como ndo favoreceu a longevidade
espermatica e a capacidade ligante dos espermatozoides & membrana perivitelina do
ovo de galinha. A indisponibilizagdo total do célcio reduz a motilidade espermatica

apos o descongelamento.
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ANEXOS
ANEXO I: Composicdo dos meios usados de manipulacéo e cultivo para o

teste de ligacdo a membrana perivitelina do ovo de galinha.

TCM-199
Componente Quantidade
TCM-HEPES 2,0mL
NaHCO; 2,0mL
BSA 800 L
Lactato de Calcio 500 pL
Piruvato 500 pL
PEN-Estrepto 200 pL
H,O tridestilada 14 mL
Fonte: Costa (1994)
TALP-HEPES
Componentes mM Quantidade
NaCl 114,0 1,6655 g
KCI 3,2 0,0596 g
NaHCO; 2,0 0,0420 g
NaH,PO, - 0,0120 g
Lactato de Sodio (60%) 10,0 0,219 mL
CeH1,06 (glicose) 50 0,2252 ¢
CaCl,. 2H,0 2,0 0,0735¢g
MgCl, . 6H,0 a 50% (ESTERIL) 0,5 51 pL
HEPES 10,0 0,5957 g
Vermelho Fenol - 0,0025 ¢
Pelicilina G sédica (1.659 UI/0,001) i 0’01503|§25'000
H,0 tridestilada (gsp) - 250 mL

Bavister et al., (1983), modificado por Costa, 1997
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ANEXO I1I: Diluigdes dos Fluoroforos para preparo das solugfes estoque e
de trabalho das sondas fluorescentes

lodeto de Propidio

Solucéo estogue

25 mg de Pl + 1 mL de DMSO (25 mg/mL)

Solucéo trabalho (2 mg/mL)

80 L da solucéo estoque de PI (25 mg/mL) + 920 uL de DPBS
Armazenar em freezer, no escuro.

Hoescht 33342

Solucéo estogue

100 mg H342 + 4 mL de DMSO (25 mg/mL)

Solucéo trabalho (200pg/mL)

8 UL da solugdo estoque (25 mg/mL) + 992 pL de DPBS
Armazenar a — 20°C no escuro
FITC-PNA

Solucéo de estoque (1mg/mL)

Img FITC-PNA + 1mL DPBS

Solucéo trabalho (10,31pg/mL)

10 pL da solucdo estogue + 960 UL de citrato de sédio 3% em DPBS

Armazenar a 4 °C, no escuro.
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