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RESUMO

RATES, Daniel Macédo, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2015. Membrana plasmatica: criopreservagao e capacitacao de
espermatozoéides equinos. Orientador: Giovanni Ribeiro de Carvalho.

Esta tese compreende quatro capitulos. Todos os estudos aqui relatados foram
executados na Colorado State University (CSU), em Fort Collins-CO/USA. Foram
utilizados sémen de seis garanhdes com idade entre 15 e 21 anos, das ragas
Puro-Sangue Inglés, Quarto de Milha e Arabe; estabulados no Laboratério de

Reproducao Equina da CSU. Capitulo 1: dividido em trés experimentos.

Experimento 1: objetivou-se avaliar efeito do tratamento com 2 mg de ciclodextrina
carregada com colesterol e estigmastanol (CCC , CCE); 1, 2 e 3 mg de
ciclodextrina carregada com 6leo de salmao (S1, S2 e S3) e com 6leo de semente
de linho (L1, L2 e L3) nas motilidades total (MT) e progressiva (MP) dos
espermatozoides apds descongelamento. Nao foram observadas diferengas entre

os tratamentos (p>0,05). Experimento 2: objetivou-se avaliar MT e MP do sémen

tratado com diferentes fontes de lipideos sonicados em meio Whitten’s Modificado
(MW), apos congelamento convencional e congelamento precedido por choque
pelo frio; e avaliar efeito do tratamento com 2 mg de CCC e CCE sobre
motilidades apds choque pelo frio. Os tratamentos usando lipideos foram: 3 e 6
mg de 6leo de salméo (S3 e S6), de 6leo de semente de linho (L3 e L6), de gema
de ovo de galinha (G3 e G6), de d6leo figado de bacalhau (B3 e B6) e de dleo de
acafrdao (A3 e A6). Nenhum dos tratamentos utilizando lipideos melhorou
motilidade apds congelamento convencional (p>0,05). Para o sémen submetido a
0 °C por 30 minutos, os tratamentos G6, CCC e CCE melhoraram MT e MP

(p<0,05). Experimento 3: utilizou-se cromatografia gasosa para avaliar eficiéncia

dos tratamentos em alterar o perfil de acidos graxos da membrana espermatica.
Os tratamentos foram: 6 ug de éleo de semente de linho diluido em etanol (L1); 2
mg de ciclodextrina carregada com 6leo de semente de linho (L2) e 6 mg de 6leo
de semente de linho sonicado em MW (L3). Nenhum dos tratamentos foi capaz de
alterar o perfil de acidos graxos da membrana espermatica (p>0,05). Capitulo 2:

xii



objetivou-se mensurar quantidade de colesterol e estabelecer a relagao
colesterol:fosfolipideos na membrana plasmatica de células espermaticas tratadas
com diferentes quantidades de CCC (0, 2, 4, 6 e 8 mg). Foram utilizados kit
comercial (Cholesterol Liquicolor, Stanbio Laboratory, Boerne, TX, USA) para
mensuragao do colesterol e ensaio de ferrotiocianato de amonio para mensuragao
dos fosfolipideos totais. A quantidade de colesterol encontrada nas células
tratadas com 0, 2, 4, 6 e 8 mg de CCC foram respectivamente 0,22; 0,58; 0,77;
0,91 e 1,07 pg/106 de espermatozdides, e a relagdo colesterol:fosfolipideos para
os mesmos tratamentos foram 0,39; 0,72; 1,0; 1,16 e 1,36. A quantidade de
colesterol na membrana foi maior a partir do uso de 2 mg de CCC (p<0,05), e a
relacdo colesterol:fosfolipideos a partir do tratamento com 4 mg de CCC (p<0,05).
Capitulo 3: neste estudo o obijetivo foi avaliar o comportamento do sémen sem
tratamento (CT) ou tratado com 20% de plasma seminal (PS) e 40 yM de PC-12
(PC) em eventos ligados a capacitagdo espermatica durante incubagédo por 30
minutos (avaliagdes foram feitas no tempo 0 — TO, 5 — T5, 15 — T15 e 30 minutos —
T30). Para isso cada um dos tratamentos foi submetido a quatro diferentes
corantes: 1- CoroNa Green, que quantifica sédio intracelular (CG); 2- Fluo-3, que
quantifica calcio intracelular (Fluo); 3- FITC-PNA, que quantifica reagéo
acrossbmica (FP) e 4- Merocianina, que caracteriza fluidez/desorganizagado da
membrana plasmatica (Mero). Yo-Pro-1 ou iodeto de propideo foram utilizados
para avaliar integridade de membrana plasmatica. As amostras foram lidas em
citometria de fluxo. O tratamento com PC-12 aumentou o percentual de células
com acrossoma reagido, detectada na avaliagdo aos 30 minutos. Este percentual,
de 33%, foi maior que o dos demais tratamentos no mesmo tempo (CT: 13% e PS:
4%) e superior aos percentuais para o proprio PC-12 nos tempos 0 (7%), 5 (9%) e
15 minutos (16%). Com relacdo a fluidez da membrana plasmatica ndo houve
diferenga no percentual de células com merocianina elevada entre os diferentes
tratamentos, nem entre um mesmo tratamento ao longo do tempo (p>0,05). O
estudo revelou efluxo de soédio das células espermaticas equinas viaveis apés 15
minutos de incubacado, sendo que nos tempos 15 e 30 minutos o percentual de

celulas positivas para CG foram menores para tratamento com plasma seminal
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(8,8 e 4,8%) e maiores para tratamento com PC-12 (36 e 15,4%), em relagdo ao
controle (23,6 e 11,8%, p<0,05). Apds 15 minutos de incubagdo o sémen dos trés
tratamentos apresentou percentual de células positivas para Fluo superior ao
tempo 0, porém o plasma seminal retardou a entrada deste ion nas células, visto
que, no T15 percentual de células Fluo+ foi menor que nos outros tratamentos
(CT: 87%; PS: 59% e PC: 95%, p<0,05), voltando a se igualar no tempo 30
minutos (CT: 98%%; PS: 85% e PC: 97%, p>0,05). O meio MW utilizado foi capaz
de induzir efluxo de sédio e influxo de calcio, alteragbes que caracterizam
capacitacao espermatica. Capitulo 4: os objetivos aqui foram avaliar eficiéncia de
diluidores a base de gema de ovo (Lactose-EDTA) ou gema de ovo associada a
leite em po (FR5 modificado — FR5M) e eficiéncia do glicerol (GLI) ou da
combinagdo deste com metilformamida (MF) em manter MT e MP dos
espermatozoides apds congelamento usando diferentes protocolos (O:
congelamento sem resfriamento; 20: resfriamento em palhetas por 20 minutos a 5
°C antes do congelamento; 120T: resfriamento do sémen em tubos por 120
minutos a 5 °C; 120P: resfriamento do sémen em palhetas por 120 minutos a 5
°C). O FR5M preservou melhor a MP de células espermaticas em todos os
protocolos de congelamento utilizados, mostrando beneficio da combinagao da
gema de ovo com leite em pd no diluente de congelamento (15%, 21%, 26% e
25% para 0, 20, 120T e 120P, respectivamente, vs. 9%, 14%, 19% e 17%, para
lactose-EDTA, p<0,05). A utilizagdo de Lactose-EDTA 5%GLI apresentou
resultados superiores para MT e MP se comparado ao mesmo diluidor com 3%MF
+ 2%GLI, o que mostra que o glicerol é um crioprotetor que pode ser utilizado em
diferentes protocolos de congelamento (MT para Lactose-EDTA 5%GLI = 33%,
45%, 56% e 53% para 0, 20, 120T e 120P vs. 20%, 30% 35% e 36% para
Lactose-EDTA 3%MF+ 2%GLlI, p<0,05; MP para Lactose-EDTA 5%GLI = 19% e
17% para 120T e 120P vs. 11% e 10% para Lactose-EDTA 3%MF+ 2%GLlI,
p<0,05). O resfriamento do sémen antes do congelamento pode ser realizado
tanto em tubos quanto em palhetas de 0,5 mL, sem prejuizos as motilidades total

e progressiva do sémen apds congelamento.
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ABSTRACT

RATES, Daniel Macédo, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2015.
Plasmatic membrane: cryopreservation and capacitation of equine sperm.
Adviser: Giovanni Ribeiro de Carvalho.

This thesis is compounded by four chapters. All work reported here were
performed at Colorado State University (CSU), located in Fort Collins, CO / USA.
Six stallions between 15 and 21 years old (Thoroughbred, Quarter Horse and

Arabian breeds) and stabled at Equine Reproduction Laboratory at CSU were used

in all experiments. Chapter 1: comprised by three experiments. Experiment 1:

aimed to evaluate the effects on total motility (TM) and progressive motility (PM)
after semen thawing from treatments with 2 mg of cyclodextrin-loaded-cholesterol
and 2 mg of cyclodextrin-loaded-stigmastanol (CLC, CLS); 1, 2 and 3 mg of
cyclodextrin-loaded-salmon oil (S1, S2 and S3); and 1, 2 and 3 mg of cyclodextrin-
loaded-flax seed oil (F1, F2, and F3). No differences among treatments were
detected (p>0.05). Experiment 2: aimed to evaluate TM and PM of semen treated
with different sonicated lipids into Modified Whitten’'s Medium (MW), after
conventional freezing and freezing preceded by cold shock, and assess the effect
of treatment with 2 mg of CLC and CLS on motility after cold shock. Treatments
using lipids were: 3 and 6 mg of salmon oil (S3 and S6); 3 and 6 mg of flax seed oil
(F3, F6); 3 and 6 mg of egg yolk (E3 and E6); 3 and 6 mg of cod liver oil (C3 and
C6), 3 and 6 mg of safflower oil (SF3 and SF6). None of the lipid treatments
improved motility after conventional freezing (p>0.05). For semen subjected to 0 °C
for 30 minutes, TM and PM increased in semen treated with E6, CLC and CLS
(p<0.05). Experiment 3: gas chromatography was used to evaluate effectiveness of
treatments in altering the sperm membrane fatty acid profile. The treatments were:
6 pg of flax seed oil diluted with ethanol (F1); 2 mg of cyclodextrin-loaded- flax
seed oil (F2) and 6 mg of flax seed oil sonicated in MW (F3). None of the
treatments was able to change fatty acid profile in the sperm membrane (p>0.05).
Chapter 2: aimed to measure the amount of cholesterol and to establish the

cholesterol:phospholipids ratio in plasma membrane of fresh equine sperm cells
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treated with different amounts of CLC (0, 2, 4, 6 and 8 mg). A commercial kit was
used to measure cholesterol (Cholesterol Liquicolor, Stanbio Laboratory, Boerne,
TX, USA) and an ammonium ferrothiocyanate assay for total phospholipids
measurement. Amount of cholesterol found for cells treated with 0, 2, 4, 6 and 8
mg CLC were, respectively, 0.22; 0.58; 0.77; 0.91 and 1.07 micrograms/10° sperm,
and cholesterol:phospholipids ratios to the same treatments were 0.39; 0.72; 1.0;
1.16 and 1.36, respectively. Increase in cholesterol amount was observed when 2
mg of CLC was used (p<0.05), and cholesterol:phospholipids ratio was higher with
4 mg of CLC (p<0.05). Chapter 3: in this study the objective was to evaluate the
response of fresh equine semen without treatment (CT) or treated with 20% of
seminal plasma (SP) and 40 pM PC-12 (PC) in events related to sperm
capacitation during incubation for 30 minutes (evaluations made at time 0 - TO, 5 -
T5, 15 - T15 and 30 minutes - T30). Each treatment was subjected to four different
dyes: 1- CoroNa Green, which measures intracellular sodium (CG); 2- Fluo-3,
which measures intracellular calcium (Fluo); 3- FITC-PNA, which measures
acrosome reaction (FP) and 4- Merocyanine, which characterizes plasma
membrane fluidity/destabilization (Mero). Yo-Pro-1 or propidium iodide were used
to assess cell membrane integrity. Samples were read in flow cytometry. An
increased percentage of cells with reacted acrosome was observed in semen
treated with PC-12 at T30. This proportion (33%) was higher than the other
treatments at the same time (CT: 13% and SP: 4%) and higher than the proportion
for PC-12 at TO (7%), T5 (9%) and T15 (16%). There was no difference in the
percentage of cells with high merocyanine between different treatments or between
the same treatment over time (p>0.05). The study showed sodium efflux after 15
minutes incubation, and at times 15 and 30 minutes the percentage of positive
cells for GC were lower in SP treatment (8.8 and 4.8%) and higher for PC-12 (36
and 15.4%) compared to the CT (23.6 and 11.8%, p <0.05). At T15 the semen of
all treatments showed higher proportion of Fluo positive cells than TO, but seminal
plasma delayed entry of the ion into the cells, since at T15 Fluo proportion of
positive cells was lower than the other treatments (CT: 87%; SP: 59% and PC:
95%, p<0.05) and became similar at T30 (CT = 98%, SP= 85% and PC=97%, p>
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0.05). The semen extender used was able to inducing sodium efflux and calcium
influx, changes characterizing sperm capacitation. Chapter 4: the objectives were
to evaluate efficiency of an egg yolk—based medium (lactose-EDTA) or egg yolk
associated with powdered milk (modified FR5 - MFRS), and efficiency of glycerol
(GLY) or a combination between GLY and dimethylformamide (MF) to maintain TM
and PM sperm after freezing using different protocols (0: no cooling; 20: cooling
straws for 20 minutes at 5 °C before freezing; 120T: cooling in tubes for 120
minutes at 5 °C; and 120P: cooling in straws for 120 minutes at 5 °C). MFR5
preserved PM in all freezing protocols, showing the benefit of the combination of
egg yolk with powdered milk for freezing diluent (15%, 21%, 26% and 25% for O,
20, 120T and 120P, respectively, vs. 9%, 14%, 19% and 17% for lactose-EDTA,
p<0.05). The use of lactose-EDTA 5%GLY showed superior results for TM and PM
if compared to the same medium with 3%MF + 2%GLY, indicating that glycerol is a
cryoprotectant that can be used in several different freezing protocols (TM for
Lactose-EDTA 5%GLY = 33%, 45%, 56% and 53% for 0, 20, 120T and 120P vs.
20% 30% 35% and 36% for LactoseEDTA 3%MF + 2%GLY, p <0.05; MP for
Lactose-EDTA 5%GLY = 19% and 17% at 120T and 120P vs. 11% and 10% for
Lactose-EDTA 3%MF + 2%GLY, p<0.05). The cooling before freezing can be
performed either in tubes as in 0.5 mL straws for 120 minutes, without damage to

total and progressive motility of thawed semen.
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1. INTRODUGAO GERAL

Segundo a Divisdo de Estatistica da FAO - Food and Agriculture
Organization of the United Nations (2013), o Brasil possui 5.312.076 de cabecas
de equinos, que corresponde a 8,9% da populagao equina mundial (59.769.280) e
39% da pupulagdo equina da América do Sul (13.570.252).

Em 2010, a CNA (Confederagao de Agricultura e Pecuaria do Brasil) fez um
levantamento da real importancia da equideocultura dentro de varios aspectos no
Brasil, e revelou que o setor da equinocultura gera aproximadamente 642 mil
empregos diretos e 2,6 milhdes de empregos indiretos. Boa parte destes
empregos interfere no aspecto social da manutengdo de familias no ambiente
rural. Com uma movimentacao financeira de R$ 7,5 bilhdes por ano, que supera
movimentagdo gerada por produtos amplamente divulgados no pais, como a
cachaca e o café torrado, a equideocultura nacional vem demonstrando sua
importancia econémica.

Cavalgadas, exposicdes, feiras, leildes, competicdes equestres, dentre
outros eventos, ressaltam o contexto cultural do cavalo no Brasil. Cada regido
apresenta suas caracteristicas e particularidades em relacdo a utilizagdo dos
cavalos e eventos equestres, mas é fato que em todos os pontos do pais os
cavalos sao estimados, e fazem parte da histéria, das diferentes manifestacoes
culturais e do lazer dos brasileiros.

Assim sendo, as biotécnicas de reproducdo como inseminagao artificial,
transferéncia de embrido e criopreservagcdo de gametas e embrides tém valor e
papel fundamental para dar apoio ao melhoramento genético na espécie equina,
independente da raca e das fungbes propostas para esses animais.

A reducao da fertilidade com utilizacdo do sémen criopreservado equino é
atribuida a eventos ocorridos durante o congelamento/descongelamento das
células espermaticas, onde cerca de 10 a 50% dos espermatozdides do ejaculado
nao resistem e morrem. Os procedimentos de congelamento/descongelamento do

sémen ocasionam danos celulares devido a mudanga na temperatura, formacéao
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de cristais de gelo, injurias oxidativas, alteragbes na membrana do
espermatozoide, lesdes no DNA, estresse osmatico, além da toxicidade de alguns
crioprotetores. Muitos desses danos sdo decorrentes de alteracbes da membrana,
que passa por uma fase de transicdo do estado liquido-cristalino para o estado gel
durante o processo de refrigeragao (Graham, 1996; Watson, 2000; Ball & Vo,
2001).

Os objetivos dos trabalhos realizados foram incorporar lipideos a
membrana espermativa, por diferentes métodos, para melhorar a motilidade
espermatica pés-descongelamento; avaliar o efeito de diferentes meios diluidores
de congelamento e curvas de resfriamento na motilidade espermatica pos-
descongelamento; quantificar o teor de colesterol incorporado a membrana
plasmatica de espermatdzides a fresco, tratados com diferentes concentragbes de
ciclodextrina carregada com colesterol e avaliar diferentes eventos que ocorrem
durante a capacitacdo espermatica no sémen a fresco tratado com plasma

seminal ou dilauroilfosfatidilcolina.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Eventos da criopreservagao na célula espermatica

A temperatura corporal, os lipideos e as proteinas de membrana
permanecem em estado de fluidez, onde s&o capazes de se moverem uns entre
os outros bilateralmente (Amann & Pickett, 1987). No processo de
criopreservagdo, o sémen deve ser primeiramente resfriado da temperatura
corporea (37 °C) a temperatura ambiente (cerca de 20 °C, em um laborat6rio
climatizado). Este resfriamento aparentemente n&o causa danos aos
espermatozoides, desde que estes estejam diluidos em meio adequado.

Existe, porém, uma faixa critica de temperatura no processo de refrigeragao,
entre 19 e 8 °C, em que o espermatozdide pode ser severamente lesionado
(Moran et al., 1992). O resfriamento nesta faixa de temperatura faz com que os
lipideos da membrana plasmatica passem por uma fase de transicdo do estado
liquido-cristalino para o estado gel (Graham, 1996). Neste ponto as cadeias de
acidos graxos que estavam aleatoriamente distribuidas ordenam-se
paralelamente, produzindo uma estrutura rigida e tornando essas areas fracas e
suscetiveis a rupturas e a fusdes, como também permeaveis a ions (Hammerstedt
et al., 1990).

Se esse resfriamento for realizado de maneira inadequada, pode ocorrer um
choque térmico, que causa prejuizos irreversiveis aos espermatozoides, como a
rapida perda de motilidade; movimento circular; reducdo do metabolismo; danos a
membrana plasmatica devido ao aumento da permeabilidade, o que leva a perda
de ions e moléculas intracelulares; e danos acrossdbmicos, como edemaciamento
e irregularidades do acrossoma (Amann & Pickett, 1987; Watson, 1995, 2000).

Quando o sémen é resfriado abaixo de 5 °C o meio que circunda os
espermatozoides e os proprios sofrem um super-resfriamento (Amann & Pickett,
1987). De -6 °C a -15 °C, a agua no meio extracelular comecga a cristalizar e a
concentracao de soluto na fragdo descongelada aumenta, aumentando a pressao

osmotica no espacgo extracelular com consequente desidratagao celular (Amann &
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Pickett, 1987; Amann & Graham, 1993). Neste ponto, a queda de temperatura
deve ser lenta para evitar o congelamento da agua intracelular e rapida o
suficiente para evitar o contato prolongado da célula desidratada com o meio
hiperosmético. Uma desidratagcdo severa promove desnaturagcdo das
macromoléculas e encolhimento excessivo da célula até ocorrer um colapso da
membrana (Medeiros et al., 2002).

Quando alcangam a temperatura critica de -60 °C os espermatozoéides ficam
relativamente inertes e 0 sémen pode ser imerso em nitrogénio liquido, para seu
armazenamento (Parks & Graham, 1992; Graham, 1996). Mesmo a temperatura
de -196 °C no nitrogénio liquido, ainda existem canais de agua descongelada,
contendo concentragcbes de sais extremamente altas. A concentracdo de sais
numa solucdo salina dita fisiolégica (NaCl), que é em torno de 0,15 M em
temperatura ambiente, pode aumentar para até 2,6 M quando a temperatura &
reduzida para -10 °C. Somente espermatozoides que residem nesses canais
sobrevivem a criopreservacao (Mazur, 1977; Amann & Pickett, 1987).

De acordo com Amann & Pickett (1987), as lesdes causadas pelo frio podem
ser agrupadas em duas categorias: 1) lesdes diretas, evidenciadas apds curto
periodo de armazenamento a baixas temperaturas, sendo esta dependente
principalmente das taxas de resfriamento (maiores lesdes sdo induzidas pelo
rapido resfriamento se comparado ao resfriamento a taxas mais lentas); e 2)
lesdes indiretas ou latentes, que sao evidentes somente apds tempo mais
prolongado de armazenamento, e sao independentes da taxa de resfriamento. Os
autores concluem que ambos os danos diretos e indiretos sdo manifestacoes
diferentes do mesmo espectro de alteragdes.

Segundo bases fisico-quimicas, a lesdo celular causada durante os
processos de congelamento e descongelamento € devida a formagéo de cristais
de gelo no interior do espermatozoide, que afetam a estrutura da célula. Ainda, as
altas concentragdes de sais no meio durante o congelamento podem desidratar
excessivamente o espermatozoide, levando a deformacdes celulares, danos a
estrutura da membrana, deslocamento e desnaturacdo de suas proteinas, e

desarranjo de estruturas do citoesqueleto (Amann & Pickett, 1987; Graham, 1996;
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Watson, 2000). Por isso é importante levar em consideracdo a curva de
congelamento para se minimizar esses danos e eventos que sao inevitaveis
durante a criopreservagao.

Com relagao a curva de congelamento, no resfriamento lento (-25 °C a -40
°C/min), o espermatozoide tem tempo suficiente para se desidratar devido a alta
concentracdo de solutos no meio extracelular, e ndo se formam grandes cristais
de gelo intracelulares. Esta desidratacdo pode resultar em altas concentragdes
intracelulares de soluto, provocando o chamado efeito solugdo, prejudicial as
células espermaticas (Amann & Pickett, 1987; Watson, 1995).

Por outro lado, numa curva de resfriamento rapida (> -60 °C/min), a agua nao
tem tempo suficiente para sair da célula, e em algum ponto abaixo de -10 °C a
célula sofrera o congelamento interno. A extensdo dos danos causados pelos
cristais de gelo intracelulares dependera do grau de formacédo de gelo e do
tamanho dos cristais. Grandes cristais podem causar danos mecanicos as células,
sendo uma das principais causas de morte celular durante o congelamento,
enquanto os pequenos cristais podem n&o ser deletérios.

Congeladores programaveis sao convenientes para o congelamento de
grandes quantidades de palhetas de sémen, e ainda programam e controlam a
curva de congelamento. Por exemplo: de 4 a 5 °C por 4 min.; de -5 a -110 °C por
25 min.; de -110 a -140 °C por 35 min.; e somente entdo as palhetas de sémen
sao mergulhadas em nitrogénio liquido (Purdy, 2006).

Realizado o congelamento do sémen, agora se deve pensar no seu
descongelamento, e a curva de descongelamento € importante para minimizar os
danos causados aos espermatozdides, sendo dependente da curva de
congelamento utilizada.

Espermatozdides congelados em curva lenta requerem uma curva de
descongelamento lenta, para permitir o descongelamento dos cristais de gelo
extracelulares e a diluicdo dos solutos no meio, e, lentamente, reidratacdo das
células. Se o sémen for descongelado muito rapido, os cristais extracelulares

descongelam-se rapidamente e a agua do meio invade bruscamente as células,



causando engurgitamento e danos a membrana plasmatica (Amann & Pickett,
1987; Holt, 2000).

Ja as células congeladas em curva rapida necessitam de uma curva rapida
de descongelamento, de modo que o gelo intracelular que se formou durante o
congelamento ndo tenha tempo para recristalizar-se, evitando que pequenos
cristais cresgcam e causem danos severos (Mazur, 1984; Amann & Pickett, 1987;
Pickett & Amann, 1992; Graham, 1996).

Dentre os fatores que afetam o descongelamento estdo o tipo de envase,
espessura da parede da palheta, condutividade de calor da mesma e a

temperatura utilizada (Amann & Pickett, 1987).

2.2. Crioprotetores

Na criopreservacdo de sémen equino, o0s crioprotetores devem ser
adicionados ao meio para que haja protecdo ao espermatozoide durante o
congelamento e descongelamento. Estas substancias s&do importantes para
minimizar a formagdo de gelo intracelular, reduzir o estresse osmoético pela
reposicao de agua necessaria para manutengcao do volume celular, interagir com
ions e macromoléculas, reduzir o ponto de congelamento da agua, assim como
servir como tampao, ajustando as altera¢des de pH (Squires et al., 1999; Medeiros
et al., 2002).

Os sistemas tampdes devem ser um dos constituintes dos diluidores, pois o
metabolismo dos espermatozoides resulta em producéo de catabdlitos toxicos que
contribuem para o aumento do acido latico no meio extracelular, tornando o meio
acido e reduzindo a longevidade e capacidade de fertilizagdo dos
espermatozdoides. O pH o6timo para os espermatozdoides € proximo da
neutralidade, portanto a maioria dos diluidores é tamponado com pH entre 6,9 e
7,1 (Oliveira, 2003).

A estrutura molecular € um parametro importante para determinar a eficiéncia
dos crioprotetores, visto que devem possuir grupamentos amina e hidroxila em

sua composicao para apresentarem afinidade pela agua e favorecerem a
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formacdo de pontes de hidrogénio. Estas ligagdes alteram a orientagdo das
moléculas de agua dos cristais de gelo, criando ambiente menos prejudicial as
células (Dalimata & Graham, 1997; Baudot et al., 2002).

Embora a concentragao de crioprotetor seja elevada no meio, sua difuséo é
30 a 60 vezes menor do que a da agua. Dessa forma, estas moléculas atravessam
a membrana até atingir o equilibrio numa velocidade menor que a agua,
ocasionando o enrugamento da célula devido a rapida saida de agua para diluir a
elevada concentragao externa, e somente com o passar do tempo o crioprotetor
penetra e equilibra as concentragdes intra e extracelulares. Nessas condig¢oes, a
agua retorna ao interior da célula até atingir o equilibrio, resultando na retomada
do seu tamanho normal (Graham, 1996; Seidel, 1996).

Embora imprescindiveis para a sobrevivéncia dos espermatozoides no
processo de congelamento, algumas substancias crioprotetoras utilizadas na
criopreservacao de outros tipos celulares sdo impréprias para a célula espermatica
e podem apresentar efeitos toxicos. Ainda, quando em elevadas concentracoes,
os crioprotetores podem reduzir a capacidade fertilizante deste gameta devido a

lesdo por danos osmoticos (Graham, 1996; Watson, 2000).

2.2.1. Classificagao

Os crioprotetores podem ser divididos em duas classes: crioprotetores
penetrantes e ndo penetrantes.

Os penetrantes sao aqueles que tém a capacidade de atravessar a
membrana plasmatica do espermatozoide devido a seu pequeno tamanho
molecular, atuando, assim, nos meios intra e extracelular. Sdo: o glicerol, o
propilenoglicol, o etilenoglicol, a acetamida, dimetilformamida e outras amidas, o
1,2- propanodiol e o dimetilsulfoxido.

Os nao penetrantes ndao tém a capacidade de atravessar a membrana
plasmatica devido ao seu maior tamanho molecular. Sdo: as proteinas presentes

no leite e na gema de ovo, os agucares nao penetrantes como lactose, sacarose,



manose, rafinose e trealose, os polimeros sintéticos, como polivinilpirrolidona e

metilcelulose, e albumina sérica bovina (Amann & Pickett, 1987).

2.2.1.1. Crioprotetores penetrantes

Os crioprotetores penetrantes, ou permeantes, atuam por suas propriedades
coligativas, reduzindo a temperatura de congelamento intracelular. Desta forma,
maior quantidade de agua vai permanecer no estado liquido quando a célula
espermatica for submetida a baixas temperaturas, diminuindo a concentragcio
intracelular de solutos e proporcionando, assim, um ambiente menos deletério
durante o congelamento (Watson, 1995).

O glicerol vem sendo utilizado com maior frequéncia no congelamento de
sémen equino, sendo sua adi¢gao executada a 37 °C ou a 5 °C, fracionada ou nao.
Apesar de seu mecanismo de agdo nao se encontrar perfeitamente esclarecido,
sabe-se que este crioprotetor penetra na membrana celular por difusdo passiva,
permanecendo na membrana e no citoplasma, visto que, semelhante aos agentes
nao penetrantes, proporciona desidratacdo celular por seu efeito osmotico
extracelular (Leboeuf et al., 2000).

Em uma solugdo contendo glicerol, no momento em que ocorrer o
congelamento, restara mais agua descongelada do que naquela que nao contenha
glicerol, resultando no aumento do volume dos canais de solventes n&o
congelados e na menor concentragcao de sais nesses canais (Baudot et al., 2002).

Além do seu efeito osmotico, o glicerol parece atuar diretamente na
membrana plasmatica, havendo evidéncias de que se liga a fosfolipideos e reduz
a fluidez da membrana, interagindo com ligagdes protéicas e glicoprotéicas da
membrana (Parks & Graham, 1992).

O efeito toxico do glicerol tem sido relatado por muitos autores, sendo
responsavel por desnaturagao de proteinas, por alteragao nas intera¢des de actina
no citoesqueleto, por eventos citoplasmaticos devido ao aumento da viscosidade

pelo glicerol intracelular, pela polimerizacdo da tubulina, associagcdo de



microtubulos, além de alteragdes no glicocalix e nas proteinas da superficie celular
(Alvarenga et al., 2000b).

Curry (2000) sugere que uma proteina canal, a Aquaporina 7 (AQP7),
presente na membrana de células espermaticas, pode ser responsavel por uma
possivel rota pelo qual o glicerol atravessa a membrana espermatica. Assim, uma
quantidade maior ou menor, ou a falta dessa proteina explicaria, em parte, as
diferencas na sensibilidade entre espécies e individuos frente ao glicerol como
crioprotetor.

Ao estudar o efeito de diferentes crioprotetores em ejaculados de garanhdes,
Alvarenga et al. (2000b) demonstraram semelhanga no efeito da adigdo de
etilenoglicol e glicerol, apesar de relatarem que, quando utilizados em conjunto,
possibilitam a redugdo da concentracdo de glicerol e, consequentemente,
diminuem os danos causados pelo efeito toxico.

O dimetilsufoxido também €& muito usado como crioprotetor, visto que,
penetra rapidamente na membrana plasmatica. Para que um soluto atue desta
maneira, € necessario que seja soluvel a membrana, assim como em agua. Este
crioprotetor apresenta como inconveniente a capacidade de causar alteragdes na
membrana, as quais danificam e inviabilizam as células, tornando os demais
crioprotetores penetrantes toxicos para as células (Wolfe & Bryant, 2001).

Alvarenga et al. (2000a) constataram equivaléncia de resultados com uso de
glicerol, etilenoglicol e dimetilformamida, sendo que o dimetilsuféxido proporcionou
resultado inferior aos demais.

Segundo alguns pesquisadores, o uso das amidas como crioprotetores
penetrantes nos diluidores seminais para o sémen de equinos melhora a
motilidade espermatica pos-descongelamento e preserva melhor a integridade da
membrana plasmatica, em relacdo ao uso do glicerol como crioprotetor. Além
disto, permite 0 uso de sémen de garanhdes que tém resultados de baixa
congelabilidade com o glicerol como crioprotetor (Alvarenga et al., 2005; Vidament
et al., 2009).

A dimetilformamida e a metilformamida sao crioprotetores que vém sendo

utilizados com grande sucesso. Todavia, seu uso para congelamento de sémen de
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garanhdes com boa congelabilidade nao proporciona aumento da motilidade, mas
resultados semelhantes aos do glicerol. Assim, levando em consideragao a grande
variagdo que temos entre animais, a utilizagdo desses agentes para sémen de
garanhdes com baixa resisténcia ao processo de criopreservagdo manifesta
melhores resultados quando comparados aos do glicerol (Gomes et al.,2002a).

Gibb et al. (2013) observaram aumento na motilidade total e diminuicdo da
fragmentacdo do DNA quando se utilizou a dimetilformamida em substituicdo ao
glicerol. Ainda, observaram viabilidade espermatica decrescente com utilizagéo de
2, 3 e 4% tanto da dimetilformamida quanto do glicerol.

Papa et al. (2002), associando dimetilformamida e glicerol (diluidor MP50),
proporcionaram uma melhora na protegcdo da célula espermatica durante o
congelamento. Ressalta-se que o uso combinado de crioprotetores confere maior
protecdo do que o uso isolado (Dalimata & Graham, 1997), e as combinagdes
qualitativas e quantitativas sao inumeras, dadas a quantidade de compostos
utilizados como crioprotetores.

Hoffmann et al (2010) trabalhando com glicerol, etilenoglicol,
dimetilformamida e metilformamida isoladamente como crioprotetores concluiram
que 2 ou 3% (600-950 mOsm) foram as melhores concentragdes para se manter
motilidade progressiva, e 2% (600-750mOsm) foi a melhor concentragao para se
manter a viabilidade da célula espermatica. Quando na concentragédo de 2% o
glicerol preservou melhor os espermatozoéides que os demais agentes. Os autores
sugeriram ao final do estudo que quando se quer comparar crioprotetores
diferentes, isoladamente, deve-se levar em conta a melhor concentragdo de cada

um para se evitarem falsos resultados.

2.2.1.2. Crioprotetores nao penetrantes

O uso de gema de ovo em diluentes para criopreservacdo de sémen foi
relatado primeiramente por Phillips, em 1939, por proporcionar efeitos benéficos

em sémen bovino. A partir dai se adotou a gema de ovo como um agente de
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protecao para ajudar os espermatozdéides de varias espécies a resistir a queda de
temperatura, inclusive de equinos (Lardy & Phillips,1939; Martin et al., 1979).

Os lipideos sdao os componentes primarios da gema de ovo, correspondendo
a 65% da matéria seca. Sdo compostos de 65% de triglicerideos, 29% de
fosfolipideos (sendo 86% fosfatidilcolina e 14% fosfatidiletanolamina), 5% de
colesterol, e menos de 1% de acidos graxos livres (Anton et al., 2007).

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) s&o consideradas responsaveis
pelo efeito crioprotetor da gema do ovo, aderem a superficie da membrana celular
durante o processo de criopreservagao, restaurando a perda de fosfolipideos e,
aparentemente, induzindo alteragao transitéria de sua composig¢ao, o que previne
a ruptura da mesma (Farstard, 1996; Moussa et al., 2002). Os diluentes usados na
criopreservagao de sémen equino possuem entre 2 e 20 % de gema de ovo.

Atualmente existe uma tendéncia em se substituir a gema de ovo pelo
plasma da gema de ovo (obtido pela centrifugacdo da gema), pois o plasma pode
ser esterilizado por raios gama, € mais pratico e ndo contém alguns compostos
que podem ser deletérios ao sémen que estdo presentes na gema integral (Pillet
etal., 2011).

No mesmo sentido, Papa et al. (2010) substituiram a gema de ovo por
lecitina de soja (10,0; 12,5; 15,0; 17,5 e 20,0 g/L). A lecitina manteve a viabilidade
dos espermatozoides, porém as taxas de prenhez foram maiores com uso do
diluidor Botu-Crio com a gema de ovo. Isto é provavelmente relacionado a
diferenca entre a composigdo de gema de ovo e da lecitina de soja. Talvez haja
uma ligagao irreversivel dos lipideos da lecitina com a membrana plasmatica, que
mantém a motilidade e viabilidade, mas reduzem a fertilidade por alguma falha na
capacitagao espermatica, que nao foi avaliada pelos autores.

Além do ovo, o leite € utilizado rotineiramente em diluidores para armazenar
o sémen, refrigera-lo, ou para centrifugar o sémen pré-congelamento. As
lipoproteinas do leite tém a capacidade de estabilizar elementos protéicos da
membrana do espermatozoide. Essa estabilizacdo € fundamental nos processos

de congelamento e descongelamento (Watson, 1981).
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Segundo Purdy (2006), a escolha do acucar a ser incluido no diluidor de
congelamento deve ser baseada na sua funcionalidade e propriedades quimicas.
Dentre os agucares utilizados nos meios diluidores para criopreservagao de
sémen estdo os agucares simples, como a frutose e a glicose (principais fontes de
energia para a célula espermatica), e os agucares nao penetrantes (citados
anteriormente).

Além de atuarem como crioprotetores, os agucares atuam como substrato
energético para o espermatozéide durante o periodo de incubacdo, e conferem
protecdo a membrana plasmatica durante o congelamento / descongelamento por
interagbes diretas com a membrana, as quais envolvem ligagdes de hidrogénio
dos grupos hidroxil dos agucares com os grupos fosfatos localizados na cabecga
dos fosfolipideos (Yildiz et al., 2000).

Geralmente os dissacarideos sao mais efetivos em estabilizar a bicamada da
membrana que os monossacarideos, mantendo sua capacidade de transporte de
calcio, inibindo a fusdo de membranas e mantendo lipideos numa fase fluida na
auséncia de agua (Anchordoguy et al., 1987; Crowe et al., 1987; De Leeuw et al.,
1993).

A rafinose (galactose-frutose-glicose) tem sido o agucar mais utilizado na
criopreservacdo de sémen de ratos, visando promover a hipertonicidade
necessaria a desidratacdo da célula antes do congelamento. A trealose (glicose-
glicose) confere protecao pelo efeito osmotico e das interagbes especificas com os
fosfolipideos de membrana. Além disso, atua na reposi¢gdo de agua da interface
membrana-solu¢do e na interagédo direta com os grupos polares dos fosfolipideos
durante as fases de desidratagao e congelamento (Storey et al., 1998; Aisen et al.,
2002).

Em equinos, desde que proposto por Martin et al. (1979), a lactose é o
agucar mais utilizado em meios diluidores para congelamento. Também foram
realizados testes com metilcelulose e rafinose associadas a acetamida, sendo que
houve queda na motilidade progressiva e aumento de anormalidades morfoldgicas

quando utilizado a combinagéo desses trés compostos (Juliani & Henry, 2008).
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2.3. Aditivos

2.3.1. Emulsificantes

A adicao de substancias com propriedades detergentes em diluentes a base
de gema de ovo melhora a motilidade pdés-descongelamento, integridade
acrossomal e sobrevivéncia espermatica.

O surfactante mais empregado para sémen equino € o lauril trietanolamina
sulfato de sodio, conhecido como orvus-es-paste (OEP) que é adicionado ao
diluente em fragdes de 0,5 a 1,5% (Martin et al., 1979; Holt, 2000).

O dodecil sulfato de sodio (SDS), detergente anibnico, pode ser também
empregado com tal finalidade. Porém uma exposicdo prolongada dos
espermatozoides ao SDS poderia conferir um excesso de fluidez a sua membrana
plasmatica, ocasionando um prejuizo a qualidade espermatica (Pefia & Linde-
Forsberg, 2000).

Ambos tém propriedade emulsificante e aumentam a disponibilidade dos
fosfolipideos da gema de ovo em diluidores, e acredita-se que sejam capazes de
melhorar a interagdo destes com a superficie da membrana plasmatica, o que
explicaria os melhores resultados de motilidade e integridade acrossomal obtidos
com sua utilizagdo. Ainda, poderiam favorecer a formacéo de micro-cristais de
gelo de formato angular durante o congelamento, minimizando os danos causados

a membrana espermatica (Johnson et al., 2000).

2.3.2. EDTA

A reducdo da temperatura tem como uma consequéncia aumento da
permeabilidade da membrana, ocorrendo entao influxo de ions célcio para o meio
intracelular. Este elemento é importante na capacitagao espermatica, na reacao
acrossOmica e hiperativacdo da motilidade espermatica, entretanto o influxo de
ions calcio prematuramente precipita esse momento, diminuindo a capacidade

fertilizante das células espermaticas criopreservadas (criocapacitagao).
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Neste sentido se utiliza aditivos quelantes de calcio com a finalidade de inibir
ou minimizar o influxo de ions calcio precocemente durante a criopreservagao
(Holt, 2000).

O quelante mais utilizado em meio diluidor de sémen de equinos € o acido
etileno-diamino-tetracético (EDTA), que possui propriedades de se ligar fortemente
a ions metalicos bivalentes como o Ca*? e Mg*?, deixando-os indisponiveis no
meio extracelular. Assim, ndo ha influxo de ions e o inicio da capacitacédo
espermatica e da reagao acrossémica é prevenido / retardado, mantendo os

espermatozoides viaveis por mais tempo (Johnson et al., 2000).

2.4. Meios diluidores para sémen equino

Existe uma diversidade grande de diluidores que s&o utilizados para o
congelamento de sémen equino. Dentre eles, o diluidor proposto por Martin et al.
(1979), formulado com lactose-EDTA-gema de ovo; o diluidor proposto por Kenney
et al. (1975) acrescido de gema de ovo e glicerol (Burns, 1992; Burns & Reasner,
1995); o diluidor Naumienkov & Romankova (Tischner, 1979); o INRA 82, com
varias concentragdes de gema de ovo e glicerol (Palmer, 1984); e o Botu-crio
(Botupharma, Botucatu, Brasil).

Outros meios de congelamento incluem o Caceres, a base de leite
desnatado com 1,5% de glicerol e 1,5% de dimetilformamida (Morillo Rodriguez et
al., 2011); meio Gent, a base de acgucares, leite, tampdes, 5% de gema de ovo e
5% de glicerol; o INRA Freeze®, que € o meio INRA 96 acrescido de plasma de
gema de ovo; o meio MP-50, constituido de gema de ovo, leite desnatado,
Dulbeccos Basal Medium Eagle (BME) e uma associacdo de glicerol e
dimetilformamida (Gomes et al., 2002b; Papa et al., 2002); o meio glicina gema de
ovo (Papa et al.,, 1993); e o meio BME—adaptado, formulado a partir de uma
associagcao de meios: Merk-gema (33%), Kenney (31,7%) e Dulbeccos Basal
Medium Eagle (31,7%, Neves Neto et al., 1999).
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2.5. Avaliagao computadorizada da motilidade espermatica

Uma vez realizado o congelamento, chegara o momento do seu
descongelamento e avaliagdo. A avaliagdo automatizada da motilidade dos
espermatozoides é importante devido ao fato da cinética espermatica ter
relevancia na determinagcdo do potencial de fertilidade dos espermatozdéides
(Arruda, 2000; Verstegen et al., 2002; Matos et al., 2008).

Em 1992, surgiu o HTM-IVOS Sperm Analyzer®, um sistema integrado de
computador e microscopio que permitia a aquisigdo de imagens digitalizadas,
fornecendo classificacdo automatica dos movimentos espermaticos, informando
porcentagem de ceélulas modveis, média de velocidade e porcentagem de
progressivos (Ilguer-Ouada & Verstegen, 2001). Diversos sistemas de analises
computadorizadas da motilidade espermatica (Computer Assisted Sperm Analyses
- CASA) tém sido propostos e aplicados na tentativa de minimizar os efeitos
negativos da avaliagcdo convencional do sémen (Malmgren, 1997; Tardif et al.,
1997; Verstegen et al., 2002; Amann & Katz, 2004; Matos et al., 2008).

Segundo Amann e Katz (2004), CASA refere-se a um sistema automatizado
(Hardware e Software) para visualizar e digitalizar imagens sucessivas dos
espermatozoides, processando, analisando e fornecendo informagdes acuradas,
precisas e significativas da cinética individual das células, e também valores
estatisticos médios sumarizados da populagao global.

Os espermatozoides moveis observados sdo identificados em imagens
sucessivas, que permitem estabelecer suas trajetorias. Finalmente as trajetorias
obtidas sao matematicamente processadas permitindo a definicdo dessas
trajetérias de forma numérica. Os resultados desses processamentos sao
refletidos em uma série de parametros que definem precisamente o exato
movimento de cada espermatozodide.

Os equipamentos utilizados no sistema CASA variam largamente no que diz
respeito as maquinas, Opticas e softwares usados (Verstegen et al, 2002).
Atualmente varios sistemas de analises computadorizadas das células

espermaticas (CASA) estdo disponiveis comercialmente, como: Hamilton Thorn
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(Hamilton Thorn Research, Bervely, USA); IMAGESP® (Vimas IMAGESP®,
Barcelona, Espanha); Hobson Sperm Tracker (Hobson Tracking Systems Ltda.,
Sheffield, Inglaterra), Sperm Class Analyzer® (Microptic SL, Barcelona, Espanha),
SM-CMATM  (MTM  Medical Technologies, @ Montreaux, Switzerland),
QualiSpermTM, 1.3 (Biophos, Pfaffikon, Switzerland), entre outros.

Os parametros gerados da motilidade espermatica pelo sistema s&o:
Motilidade Total (MT, %), referente a populacdo de células que estdo se movendo
com uma velocidade minima determinada no setup; Motilidade Progressiva (MP,
%), referente a porcentagem de células movendo-se progressivamente;
Velocidade de Trajeto (VAP, um/s), € a velocidade média ininterrupta do trajeto da
célula; Velocidade Progressiva (VSL, um/s), € a velocidade média percorrida em
linha reta entre o ponto inicial e final do trajeto; Velocidade Curvilinear (VCL,
pm/s), velocidade média mensurada de ponto a ponto do trajeto percorrido pela
célula; Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeg¢a (ALH, um), € a largura
média da oscilacdo da cabeca conforme a célula se move; Frequéncia de
Batimentos (BCF, Hz), é a frequéncia com que a cabeca do espermatozéide
move-se para tras e para frente durante um trajeto percorrido; Retilinearidade
(STR, %), é o valor médio da propor¢ao entre VSL/VAP; Linearidade (LIN, %), é o
valor médio da proporgao entre VSL/VCL; e Velocidade Rapida (%; Arruda, 2000).

Ainda nao esta bem claro qual das caracteristicas do movimento espermatico
determinada pelo sistema CASA é capaz de predizer a fertilidade. Apesar da
grande controvérsia existente a respeito da correlagdo dos padrdes de movimento
espermatico com os indices de fertilidade in vivo, sdo observadas diferencas no
padrao de movimento desempenhado por espermatozdides que alcangam altas e
baixas taxas de fertilizacdo. Nesse sentido, algumas variaveis geradas pela
técnica CASA, como a linearidade espermatica, parecem apresentar maior
correlacdo com fertilidade. Ainda, a associacdo de multiplas variaveis de
movimento geradas pela técnica CASA mostra maior correlagao com fertilidade in
vivo em relagao a utilizacdo de apenas uma caracteristica de movimento (Farrel et
al., 1996; Ferreira et al., 1997; Zhang et al., 1999; Verstegen et al., 2002; Matos et
al., 2008).
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O grande desafio para se trabalhar com o sistema CASA é padronizar os
procedimentos laboratoriais adotados para a andlise objetiva do sémen. E
fundamental manter a concentragdo espermatica baixa (entre 5 e 50 x 10°
espermatozoides/mL) no momento da avaliagao; utilizar meios diluidores que nao
interfiram nas avaliagbes (como por exemplo tampéao fosfato PBS, meios Talp,
MW - Modified Whitten’'s Medium, dentre outros) e causem diminuigdo da
motilidade, seja por depressdo do sistema gerador de ATP da célula, ou por
formacao de debris (diluentes contendo gema de ovo ndao sao recomendados
nestes casos, por exemplo).

Quando existem particulas de tamanho semelhante ao da cabeca dos
espermatozoides, o sistema reconhece essas particulas como uma célula imovel,
subestimando, com isso, a motilidade. Com o uso da ferramenta IDENT contida
em alguns aparelhos é possivel reduzir erros de contagem do sistema para menos
de 2%. O sistema IDENT baseia-se no uso de sonda fluorescente (Hoeschst
33342), que cora DNA das células. Dessa forma somente células emitindo uma
quantidade previamente padronizada de absorbancia sao reconhecidas pelo

aparelho, eliminando da contagem de possiveis debris (Arruda et al., 2011).

2.6. Fertilidade do sémen congelado equino

Existe uma grande variacdo na metodologia de congelamento do sémen
equino (meios diluidores, crioprotetores utilizados, concentracdo do sémen
envasado, curvas de resfriamento, congelamento e descongelamento), e isto se
reflete nas taxas de prenhez das éguas inseminadas.

Outro fator responsavel pelas taxas de prenhez alcancadas € a propria
inseminagao artificial, no que diz respeito a dose inseminante, ao volume
depositado, ao local e técnica para deposicdo do sémen e momento da
inseminacgao (intervalo ovulagao-inseminagao ou inseminagao-ovulagao).

A dose inseminante geralmente varia de 5 a 800 milhdes de
espermatozoides dependendo do tipo de sémen (sexado ou ndo; ou de baixa,

média ou 6tima qualidade) e técnica para deposicao.
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O volume inseminante pode variar de 250uL (palheta de 0,25 mL) até
quantidades maiores, quando se acrescenta algum diluidor ao sémen apos
descongelamento, o que vem sendo bastante pesquisado e parece melhorar as
taxas de fertilidade p6s-descongelamento.

Quanto a técnica e local de deposicédo, o sémen pode ser depositado no
corpo uterino, no corno uterino, no apice do corno uterino ou na jungao utero-
tubarica (JUT, com auxilio de endoscopio). O desenvolvimento do método de
inseminagao histeroscépica em éguas com baixo numero de espermatozdides se
mostra interessante quando se tem poucas doses de um garanh&o ja falecido, por
exemplo. Porém alguns trabalhos mostram similaridade entre inseminagbes com
utilizacado de pipeta flexivel no apice do corno e endoscopio na JUT, quando se
utiliza doses maiores (Lindsey et al., 2002ab).

Quanto ao momento da inseminagao, esta pode ser realizada apos a
ovulagdo, ou antes, da ovulagdo da égua. Um trabalho publicado em 2011
(Newcombe et al., 2011), envolvendo 867 inseminagdes realizadas em éguas com
sémen equino congelado pos-ovulagdo, chegou a conclusdao que reduzir o
intervalo de controle folicular para menos de 12 horas ndo aumenta a taxa de
gestacdo. Os autores nao obtiveram diferenga quando o intervalo controle-
inseminagao variou de 0-3 (43,2%, n=44), 3-6 (44,7%, n=150), 6-9 (45,1%, n=
432), 9-12 (55,8%, n=190) e 12-15 horas (54,9%, n=51).

Visto que o0 sémen congelado € invariavelmente caro e muitas vezes vendido
em doses, sO se pode garantir que o sémen nao sera desperdicado quando a
inseminacgao for realizada apds deteccdo da ovulacdo. Porém existem protocolos
de inseminagdo pré-ovulagdo que exigem administragdo de um indutor de
ovulagao (hCG e deslorelina sdo os mais utilizados), que garante cerca de 95% de
éguas ovulando. Nesses protocolos geralmente se faz uma inseminagéo 24-36
horas apds a administragdo do indutor e uma segunda inseminagao se necessario

(40 horas apo6s aplicagéo do indutor).
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2.7. Colesterol e a membrana plasmatica

Para desempenhar suas fungdes a membrana plasmatica deve se
apresentar em estado de fluidez, sendo este estado afetado principalmente pela
composicao relativa entre o colesterol e os fosfolipideos, e pela temperatura a qual
a membrana é exposta.

Trabalhando com bactérias, Rottem et al. (1973) observaram que aquelas
que possuiam baixo teor de colesterol nas membranas celulares apresentavam
pequena tolerancia a baixas temperaturas. A partir dai, a quantidade de colesterol
nas membranas dos espermatozdides passou a ser relacionada com a
susceptibilidade desta célula ao choque térmico (White, 1993).

Atualmente a relagdo entre os niveis de colesterol da membrana plasmatica
dos espermatozoides e esta susceptibilidade esta bem estabelecida. Espécies que
possuem altas proporcdes de colesterol em relagcdo aos fosfolipideos, a exemplo
dos humanos e coelhos (0,99 e 0,88, respectivamente;), sdo mais resistentes ao
choque térmico. Por outro lado, espécies com menor propor¢cao de colesterol,
como suinos (0,26) e equinos (0,36), sdo menos resistentes (Watson, 1981;
Cross, 1998; Meseguer et al., 2004; Mocé & Graham, 2006).

O colesterol tem multiplos efeitos nas membranas, incluindo sua
estabilizacdo; reducdo da sua permeabilidade; melhoria de suas caracteristicas
morfoldgicas e possibilidade de interagdes célula-célula, influenciando na fase de
transicdo da membrana, fornecendo microambiente adequado para as proteinas
integrais e periféricas da membrana e servindo como antioxidante (Crockett,
1998).

A remocéao deste lipideo da membrana promove desestabilizagdo da mesma
devido a reorganizagdo dos componentes da bicamada, incluindo redistribuigdo de
proteinas integrais, com aumento da capacidade de fusdo e permeabilidade da
membrana (Amann & Graham, 1993; Cross, 1998; Gadella et al., 2001).

Ainda, quando o espermatozdide perde colesterol, pode sofrer uma
capacitacao prematura, reduzindo sua viabilidade nos 6rgaos reprodutivos da

fémea (Watson, 1995). Perdas de colesterol da membrana plasmatica de células
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criopreservadas tém sido observadas em suinos (50%) e garanhdes (28%,
Cerolini et al., 2001; Moore et al., 2005a). Uma maior concentragao de colesterol
na membrana pode impedir que as células sofram capacitagdo precoce,
aumentando a sua viabilidade apos a criopreservagao.

Quinn & White (1967), trabalhando com espermatozéides de caprinos,
concluiram que aquelas células espermaticas oriundas do testiculo e da cabeca
do epididimo sao pouco afetadas pelo choque térmico, enquanto aquelas da
cauda do epididimo e da ampola sdo muito mais susceptiveis. Isso pode ser
explicado pela perda de fosfolipideos e de colesterol pelo espermatozoide durante

o trajeto pelos 6rgéos reprodutivos do macho.

2.7.1. Incorporagao de colesterol a membrana plasmatica

Uma maneira de incorporar o colesterol a membrana dos espermatozoides é
por meio do complexo de inclusdo com ciclodextrinas (Purdy & Graham, 2004a).
Ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos, compostos de unidades glicosidicas,
que possuem uma face externa hidrofilica € um nucleo interno hidrofébico
(Dobziuk, 2006), sendo este capaz de encapsular compostos hidrofébicos, como o
colesterol e outros lipideos (Challa et al., 2005).

O tratamento do sémen com metil-B-ciclodextrina carregada com colesterol
(CCC) mantém maior o percentual de espermatozéides moveis e viaveis apos a
criopreservacao quando comparado a células n&o tratadas ou tratadas com outros
tipos de ciclodextrinas (a, a-hidrato, B, B-hidrato) (Combes et al., 2000; Graham,
1998; Purdy & Graham, 2004a).

Ciclodextrinas podem ser carregadas com colesterol adicionando as duas
substancias em um diluente aquoso e procedendo a sonicagado (Zeng & Terada,
2000; Galantino-Homer et al., 2006; Movassaghi et al., 2009) ou pela diluicao
destes numa mistura de metanol : cloroférmio seguida de secagem para obtencao
de cristais (Purdy & Graham, 2004a).
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Quando carregadas com colesterol, as ciclodextrinas o transferem para a
membrana plasmatica de varios tipos de células que tém seu gradiente de
concentracado baixo, incluindo o espermatozéide, o que resulta num aumento das
concentracbes de colesterol na membrana tanto de células a fresco como apds
criopreservacéao (Klein et al., 1995; Christian et al., 1997; Purdy & Graham, 2004a;
Moore et al., 2005a) (Figura 1).

O tratamento dos espermatozdides com CCC aumenta o conteudo de
colesterol de 2 a 3 vezes em bovinos, trutas, caprinos e garanhdes, e este
colesterol adicional aumenta a relagdo colesterol:fosfolipideos da membrana
desses espermatozoides para taxas similares a de espécies nao sensiveis ou
menos sensiveis ao choque pelo frio (> 0,80). Portanto, o tratamento com CCC
pode minimizar os danos sofridos pelas células espermaticas durante a queda de
temperatura na criopreservagao (Purdy & Graham, 2004a; Moore et al., 2005a;

Mdller et al., 2008; Mocé et al., 2010a).
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Figura 1: Concentragdo de colesterol (pg/‘IO6 espermatozdides) na membrana plasmatica de
células tratadas com 0 ou 1,5 mg de CCC/120 x 10° espermatozoéides. A concentragido foi
determinada antes (colunas brancas) e apds (colunas pretas) o congelamento (n=14). abed) otras
diferentes denotam diferencas entre tratamentos (p<0,05). (Fonte: Moore et al., 2005a).

Colesterol (ug)

Estudos recentes tém demonstrado efeitos benéficos da utilizacdo do
complexo metil-B-ciclodextrina carregada com colesterol na criopreservacao de
sémen de asininos, equinos, caprinos, bovinos, suinos, ovinos, camundongos e
coelhos com melhora nos parametros de motilidade, viabilidade espermatica e

reagao acrossdmica (Combes et al., 2000; Barrera-Compean et al., 2005; Mao et
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al., 2005; Mocé & Graham, 2006; Galantino-Hommer et al., 2006; Amorim et al.,
2009; Oliveira et al., 2014; Moraes et al., 2015).

2.7.2. Efeito do tratamento com colesterol na qualidade do sémen
descongelado

De forma geral, o tratamento com CCC antes do congelamento de sémen
aumenta a motilidade total e/ou integridade de membrana. Esse beneficio pode
ser em pequena escala, com melhoria em poucos pontos percentuais, ou
consideravel, em torno de 25%. A maioria dos estudos reporta taxas de aumento
de 10 a 20% (Tabela 1). No entanto, o beneficio do tratamento com CCC varia
para espermatozoides de diferentes espécies, diferentes linhagens dentro de uma
mesma especie, de individuo para individuo e espermatozoides tratados de
diferentes maneiras.

Tem se notado que o tratamento com CCC beneficia 0 sémen de espécies
cujos espermatozoides sao sensiveis ao choque pelo frio, mas o0 mesmo nao
parece ter nenhum efeito em espécies cujos espermatozoéides ndo sdo sensiveis
ao choque pelo frio, como coelho e truta arco-iris. Esta falta de beneficio pode ser
esperada, pois o coelho, por exemplo, ja apresenta naturalmente uma alta relagao
colesterol:fosfolipideos (0,88), sendo improvavel que o tratamento com CCC
possa aumentar o teor de colesterol dos espermatozoides.

Além da diferenca na forma como os espermatozdides de diferentes
espécies sao afetadas pelo tratamento com CCC, ha também uma variacédo entre
individuos e linhagens dentro de uma mesma espécie. Por exemplo, os
espermatozoides de garanhdes que normalmente nao congelam bem
(classificados como "maus congeladores") se beneficiam mais quando tratados
com CCC que espermatozoéides de garanhdes que normalmente congelam bem
(“bons congeladores”; Moore et al. 2005a).

E importante ressaltar que os efeitos benéficos observados apés
criopreservacao sdo devidos ao aumento do teor de colesterol celular e ndo as

ciclodextrinas por si s, visto que, espermatozéides de carneiro tratados apenas
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com ciclodextrinas antes da criopreservagao (com intuito de remover o colesterol
das células) tendem a ter taxas de sobrevivéncia baixas apds descongelamento
(Mocé et al., 2010a).

Por outro lado, os espermatozdides de coelho e truta arco-iris tratados
apenas com ciclodextrina apresentaram taxas semelhantes de sobrevivéncia aos
nao tratados, apds descongelamento (Mocé & Graham, 2005; Mdller et al., 2008)
(Tabela 1). Isso pode ser devido a retirada de colesterol da membrana
espermatica destas espécies nao ser tdo intensa ao ponto de prejudicar a
habilidade da célula em resistir ao choque pelo frio.

Oliveira et al. (2014), trabalhando com diferentes teores de incorporacao de
CCC ao sémen de jumentos Péga antes da criopreservagéo (0 mg, 1 mg, 2 mg, e
3 mg), chegaram a conclusado de que todos os tratamentos foram superiores ao
sémen néo tratado apds as avaliagdes in vitro (teste com IP/FITC-PNA, motilidade
computadorizada, HOST, morfologia espermatica e supravital).

Como dito anteriormente, durante a criopreservacao as células sio primeiro,
expostas a solugbes hiperosmoéticas contendo crioprotetores, o que provoca
entrada inicial de agua intracelular, seguida de um influxo de crioprotetores
permeantes e agua, levando a um posterior equilibrio. A tolerdncia osmética
observada no sémen tratado com colesterol indica que o espermatozoide,
possivelmente, pode ser mais resistente ao dano da membrana durante a

criopreservagao.
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Tabela 1: Concentragdes de colesterol utilizadas para tratamento de espermatozéides e qualidade espermatica observada ap6s descongelamento

para algumas espécies.

Motilidade total (%)

Integridade membrana (%)

Espécies Autores Concentragao
Contr. + Col. Contr. + Col.
Bovino Purdy & Graham (2004a) 1,5 mg CCC /120 x 10° sptz 42 60 46 55
Purdy et al. (2005) 1,5mg CCC /120 x 10° sptz - - 60 76
Mocé & Graham (2006) 2 mg CCC /120 x 10° sptz 58 58 45 62
Amorim et al. (2009) 1,5 mg / 120 x 10° sptz 40 54 30 50
Moraes et al. (2010) 1,5 mg / 120 x 10° sptz 32 56 - -
Equino Combes et al. (2000) 0,125 mmol colesterol / L 43-52 63-67 36-40 53-61
Zahn et al. (2002) 0,125 mM 69 67 44 49
Moore et al. (2005a) 1,5 mg CCC /120 x 10° sptz 62 72 47 56
Spizziri et al. (2010a) 1,5 mg CCC / 120 x 10° sptz 37 51 - -
Oliveira et al. (2010) 1,5 mg CCC /120 x 10° sptz Motilidade similar 20 34
Moraes et al. (2015) 1,5 mg CCC /120 x 10° sptz 55 69 28 47
0,75 mg CCC / 120 x 10° sptz 55 68 28 46
Asinino Alvarez et al. (2006) 2 mg CCC /120 x 10° sptz 30 45 23 (MIAI) 31 (MIAI)
Oliveira et al. (2014) 1 mg CCC /120 x 10° sptz 64 75 18 (MIAI) 34 (MIAI)
2 mg CCC /120 x 10° sptz 64 80 18 (MIAI) 32 (MIAI)
3 mg CCC /120 x 10° sptz 64 81 18 (MIAI) 36 (MIAI)
Rates (2011) 1 mg CCC /120 x 10° sptz 37 44 33 37
51 53 50 53
Ovino Barrera-Compean et al. (2005) 2,5mg CCC /120 x 10° sptz 42 52 53 57
Tomas et al. (2009a) 1 mg CCC /120 x 10° sptz 42 48 40 49
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Caprino de Graaf et al. (2007)
Mocé et al. (2010b)
Purdy et al. (2010)

Suino Zeng & Terada (2000)
Zeng & Terada (2001)
Torres et al. (2009)

Camundongo Loomis & Graham (2008)
Movassaghi et al. (2009)

Coelho Mocé & Graham (2005)

Truta Mdiller et al. (2008)

1,8 mg CCC / 120 x 10° sptz sexados
2 mg CCC /120 x 10° sptz
2 mg CCC /120 x 10° sptz

20 mM HBC+5 mM col. a 500 x 10° sptz/mL
20 mM MBC+10 mM col. a 500 x 10° sptz/ mL
1,5 mg CCC /120 x 10° sptz

1 mg CCC /120 x 10° sptz

2 mg CCC /120 x 10° sptz
1-2 mg CCC sonicada / mL de sémen

5mg CCC /120 x 10° sptz

0,4 umol col. (5 pmol MBC / 10° sptz)

80
28
36

35
31
37
57

9-52
29

14

3-15

70
45-46
38

52
31
46
63

38-55
66-71

17

3-15

24
41

33

45-47
49

13

31

Contr.:sémen sem tratamento. + Col.: sémen tratado com ciclodextrina carregada com colesterol (CCC) antes do congelamento. MIAI: membrana
plasmatica integra e acrossomo integro. HBC: 2-hidroxipropil-3-ciclodextrina. MBC: metil-B-ciclodextrina. Sptz: espermatozoides. (Adaptado de

Mocé et al., 2010a).
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2.8. Colesterol e fosfolipideos insaturados na capacitagao
espermatica e fertilidade do sémen criopreservado

De modo geral, o conteudo de lipideos em espermatozéides maduros é de
aproximadamente 6 a 7%, e os fosfolipideos representam aproximadamente 60%
desse total (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e esfingomielina).
O colesterol € o segundo principal componente da membrana plasmatica e ocorre
principalmente nas formas nao esterificadas. Os fosfolipideos sdo as principais
fontes de substrato energético, a partir da oxidagao intracelular, para respiragao
do espermatozoéide (Mann, 1964; Scott, 1973).

Veenheuvel (1971) citado por Scott (1973) observou que o aumento na
propor¢ao de acidos graxos poliinsaturados no espermatozoide, durante a
maturacdo no epididimo, melhorou as propriedades fisicas e quimicas da
membrana celular. Por outro lado, os fosfolipideos e ésteres de colesterol com alta
proporg¢ao de acidos graxos saturados tendem a ser mais rigidos ou menos fluidos
que os componentes de membrana similares com elevadas propor¢oes de
poliinsaturados (McDowell, 1989).

Sendo assim, a fluidez da membrana € modulada pelo nivel de colesterol,
grau de insaturagao da cadeia acil dos fosfolipideos, composi¢céao dos fosfolipideos
e pelas proteinas de membrana (Darin-Bennett & White, 1977). Portanto, a
adaptacdo da membrana aos efeitos danosos do congelamento e
descongelamento é melhor nos espermatozdides com elevada fluidez de
membrana (Giraud et al., 2001).

Lipideos como o colesterol (Zahn et al., 2002; Purdy & Graham, 2004b;
Moore et al., 2005a), colestanol (Amorim et al., 2007) e desmosterol (Nimmo &
Cross, 2003; Moce & Graham, 2006; Amorim et al., 2008), e acidos graxos
poliinsaturados (Paulenz et al., 1999; Cerolini et al., 2001; Mitre et al., 2004) foram
testados, apresentando beneficios na manutencdo da viabilidade e status de
acrossoma dos espermatozdides criopreservados.

Durante o processo de capacitagdo espermatica ocorrem varias alteragdes
nos componentes da membrana, que podem ser modificados ou removidos por

secregcbes dos 6rgaos reprodutivos femininos, provocando a desestabilizagdo da
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bicamada lipidica. Dentre essas alteracdes estdo a perda de proteinas ou reducao
de seu peso molecular, reducéo da proporcao de colesterol:fosfolipideo pela perda
de colesterol e aumento da mobilidade lateral de lipideos e proteinas, o que
permite abertura dos canais de calcio (importante para o inicio do processo de
capacitagcao) e fusdao da membrana plasmatica com a membrana acrossémica
externa, iniciando-se a reagédo acrossémica (Amann & Graham, 1993; Delpech &
Thibault, 1993; Bazer et al., 1995; Gadella et al., 2001).

O efluxo de colesterol ocorre devido sua transferéncia para albuminas e
lipoproteinas de alta densidade da tuba uterina e desestabiliza a membrana,
promovendo a reorganizagdo dos componentes da bicamada como redistribuicdo
de proteinas integrais.

Com relacdo a incorporacdo de colesterol, alguns autores relataram que
tratamento com CCC tem a habilidade de atrasar a capacidade de sofrer reagao
acrossObmica de espermatozoéides humanos (Khorasani et al., 2000), equinos
(Zahn et al., 2002; Spizziri et al., 2010b), bovinos (Purdy & Graham, 2004a) e de
coelhos (Aksoy et al., 2010), o que pode garantir células viaveis por um periodo
maior de tempo nos 6rgaos reprodutivos femininos.

Segundo Spizziri et al. (2010b), espermatozéides equinos tratados com CCC
mantém os niveis de colesterol elevados mesmo apos o tratamento para induzir
a capacitagao, obtiveram, ainda em 2010 (Spizziri et al., 2010a), taxas de prenhez
de 15% (3/20) para o sémen tratado (1,5 mg de CCC/120 x 10° de
espermatozoides) e 28,6% (6/21) para o sémen sem adicdo de CCC com
inseminagdes realizadas 30 horas apds indugcdo da ovulacdo com hCG. No
mesmo sentido, também trabalhando com equinos, Zahn et al. (2002) obtiveram
taxas de gestacdo de 25% (3/12) e 75% (9/12) em inseminagbes com sémen
tratado com CCC e sem adigao de colesterol, respectivamente, em inseminagdes
pos-ovulagao.

Como o tratamento com CCC aumenta o teor de colesterol da membrana
espermatica, o processo de capacitagao de células tratadas como um todo leva
um tempo maior para ocorrer. Em se tratando da inseminagdo pds-ovulagcao

(protocolo mais utilizado para inseminagdo em éguas com sémen congelado de
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garanhdes), este fato parece ser prejudicial, visto que, os espermatozoides levam
um tempo maior para se tornarem capazes de fertilizar o ovécito ja presente na
tuba uterina da fémea, sendo que quando as células espermaticas se tornassem
capacitadas a fertilizagdo o ovdcito poderia ja ndo se encontrar mais viavel.

Discute-se entre os pesquisadores a maneira como se deve testar a
eficiéncia da adicdo de colesterol a membrana plasmatica. Moore et al. (2005a),
utilizando mesmo numero de espermatozoides totais para realizar o ensaio
(fixando-se o numero de palhetas e favorecendo aquele tratamento com melhor
motilidade e viabilidade), relataram que os espermatozdéides de equinos tratados
com CCC apresentaram maior capacidade fecundante. O mesmo resultado foi
encontrado por Tomas et al. (2009ab) quando a motilidade e viabilidade foram
semelhantes entre o grupo tratado ou nao para realizagdo dos ensaios com sémen
de caprino.

Outros estudos, porém, relatam taxas similares de fertilizacédo in vitro (Purdy
& Graham, 2004b) e ligagdo a zona pelucida (Spizziri et al., 2010a) para
espermatozoides tratados e nado tratados, quando mesmo numero de
espermatozoides maoveis foi utilizado no ensaio para ambos os grupos.

Na Tabela 2 estd sumarizada a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides tratados com CCC quando utilizados ensaios in vitro. Na maioria
dos estudos, os espermatozoéides tratados com CCC apresentaram maior taxa de
penetracdo de ovdcitos e/ou maior numero de espermatozoides ligados a zona
pelucida ou membranas perivitelinas da gema de ovo.

Resultados para testes de fertilidade in vivo estao resumidos na Tabela 3.
Embora a qualidade do sémen em geral seja melhor para os espermatozdides
tratados com CCC apéds a criopreservagao, isto ndo tem se traduzido em uma
maior capacidade de fertilizagao in vivo. Embora taxas de fertilidade mais baixas
de espermatozoides tratados com CCC em relagdo ao controle tenham sido
relatadas em garanhdes (Zahn et al.,, 2002), na maioria dos estudos 0 sémen

tratado com CCC e o controle tém mostrado taxas de fertilidade semelhantes.
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Tabela 2: Efeito da ciclodextrina carregada com colesterol (CCC) na fertilidade in vitro.

Espécies Teste Parametro Avaliado Controle leéag ° Trcaitca::o
Bovino ™ MPVGO N° sptz ligados/MPVGO 62° 115° -
85° 157° -
Bovino ° FIV-bov Clivagem 48% 46% -
Blastocistos/ovécito clivado 25% 26% -
Equino * ELZP-bov N° sptz ligados/ZP 15¢ 48° -
13,4 ° 21° -
N° sptz ligados a ZP/ motilidade 0,23 ¢ 0,64 ¢ -
espermatica
13,4 ° 21° -
Equino’ MPVGO N° sptz ligados/MPVGO 61 110 -
Caprino® ELZP-bov N° sptz ligados/ZPb 4,6 12 -
ELZP-ovi N° sptz ligados/ZPo 9,3 27,3 -
Suino " FIV-suino Taxa de penetracao 1,8% - 46,3%
Suino' EPE-suino Ovacitos penetrados 51,47% 69,27% 52,66%
N° sptz/ovécito penetrado 3,35 4,97 3,66

Controle: sémen sem adigdo de colesterol; Tratado CCC: sémen tratado com ciclodextrina
carregada com colesterol; Tratado Ciclo: espermatozéides tratados com ciclodextrina; MPVGO:
membrana perivitelinica da gema de ovo de galinha; FIV-bov: fertilizag&o in vitro de ovdcitos bovinos
maturados in vitro ; ELZP-bov: ensaio de ligagcdo a zona pelicida de ovdécitos bovinos imaturos;
ELZP-ovi: ensaio de ligacdo a zona pelucida de ovdcitos ovinos imaturos; ZPb: zona pelucida
bovina; ZPo: zona pelucida ovina; FIV-suino: fertilizagdo in vitro de ovécitos suinos maturados in
vitro; EPE-suino: ensaio de penetragdo espermatica em ovocitos imaturos de suinos. Sptz:
espermatozoides.

2 Amorim et al. (2009); ® Moraes et al. (2010); © Purdy & Graham (2004b); ® Moore et al. (2005a); ©
Spizziri et al. (2010a); "Moraes et al. (2015); ® Mocé et al. (2010b); "Mao et al. (2005); ' Tomas et al.
(2009b). (Adaptado de Mocé et al.,2010a).
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Tabela 3: Efeito do tratamento do sémen com CCC sobre a fertilidade dos espermatozodides in

vivo.

Espécies Dose Inseminate Controle Tratado CCC Tratado Ciclo
Bovino ® 750.000 sptz totais/IA 50% (16/32) 59% (19/32) -
Equino ° 800 x 10° sptz méveis/IA 75% (9/12) 25% (3/12) -
Equino © 400 x 10° sptz totais/IA 28,6% (6/21) 15% (3/20) -

Truta ¢ 1 x 10° sptz/200 ovos >40% >40% = 20%
Caprino © 100 x 10° sptz totais/IA 45,3% (13/29) 41% (15/36) -
Asinino f 300 x 10° sptz moveis/IA 10% (3/30) 3,3% (1/30) -
Asinino ¢ 300 x 10° sptz moveis/IA 6,25% (1/15) - 58,5% (14/24)

Controle: sémen sem adigdo de colesterol; Tratado CCC: sémen tratado com ciclodextrina
carregada com colesterol; Tratado Ciclo: espermatozoides tratados com ciclodextrina. Sptz:
espermatozoides.

? Purdy & Graham (2004b); ® Zahn et al. (2002); © Spizziri et al. (2010a); ¢ Miiller et al. (2008); ©
Purdy et al. (2010); * Oliveira et al.(2014);  Jepsen et al. (2010). (Adaptado de Mocé et al., 2010a).
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3. CAPITULO 1

FONTES DE OLEOS PARA MODIFICAR A COMPOSIGAO DA MEMBRANA
PLASMATICA DE ESPERMATOZOIDES EQUINOS E MELHORAR SUA
MOTILIDADE APOS CRIOPRESERVAGAO

3.1. Introducao

Diferenca na composi¢do lipidica da membrana plasmatica do
espermatozoide € um fator chave na habilidade de criopreservagao desta célula.
Em espécies mamiferas até 60% dos acidos graxos totais sdo poliinsaturados de
cadeia longa da série n-3, sendo o mais abundante o acido docosahexaendico
(DHA; C22-6, n-3). Esta composicao lipidica especifica confere fluidez e
flexibilidade a membrana devido a presenca de ligagbes duplas, que da as
membranas uma resisténcia melhor aos danos causados pela criopreservagao,
melhora a mobilidade da cauda do espermatozdoide e garante eventos
relacionados a fusao, envolvidos na fertilizagao (Poulos et al., 1973; Bwanga,
1991; Lenzi et al., 1996; Flesch & Gadella, 2000; Maldjian et al., 2005; Tavilani et
al., 2007).

A concentracdo do acido docosahexaendico no plasma seminal e na
membrana espermatica pode ser associada positivamente com motilidade
espermatica em seres humanos, tendo espermatozoides de homens
astenozoospérmicos niveis inferiores de DHA quando comparado com células
espermaticas de homens normozoospérmicos (Poulos et al., 1973).

Quanto a capacidade de criopreservacao, espermatozoides coletados de
elefantes africanos (Loxodontia africana) tiveram niveis mais elevados de acidos
docosahexaendico e docosapentaendico (DPA; C22:5, n-3 e n-6), se comparados
aos coletados de elefantes asiaticos (Elephas maximus). Conhecidamente, o
sémen de elefantes africanos pode ser congelado com protocolos que nao

apresentam resultados satisfatérios em elefantes asiaticos (Swain & Miller, 2000).
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Os acidos graxos de cadeia longa eicosapentaendico (EPA; C20:5, n-3),
docosapentaendico (DPA; C22:5, n-3) e docosahexaendico (DHA; C22-6, n-3) séo
especificamente abundantes em fontes naturais como peixes, sendo seus teores
influenciados pela espécie (espécies de aguas frias, salmao e bacalhau, por
exemplo, alimentam-se de zooplancton rico em n-3), estado fisiolégico e época da
pesca (Nettleton, 1991; Briz, 1997).

Outros acidos graxos como o a-linolénico (ALA; C18:3, n-3), linoleico (LA
C18:2, n-6) e oleico (OA; C18:1, n-9) sdo encontrados em abundancia em 6leos
vegetais, como 6leos de semente de linho (Linum usitatissimum) e de agafrao-
bastardo (Carthamus tinctorius). Os acidos graxos a-linolénico e linoleico séo
considerados essenciais por ndo serem sintetizados no organismo animal
(McDowell, 1989).

A adig¢ao de alguns desses lipideos parece ser benéfica ao espermatozoide,
conferindo maior protecao durante o processo de criopreservagcdo. A melhora na
congelabilidade pode ser observada com a adicdo do composto acido oleico-
linoleico, o que confere maior motilidade e viabilidade apés descongelamento do
sémen de carneiros (Pérez-Pé et al., 2001; Marti et al., 2008). Ainda, a adicédo de
acido linoleico ao diluidor de congelamento de bovinos proporcionou uma melhora
das variaveis seminais apds a incubagao por 30 horas a 4 °C (Takahashi et al.,
2012).

O colesterol presente na membrana espermatica tem multiplos efeitos
nesta, incluindo sua estabilizagdo, reducdo da sua permeabilidade, melhoria de
suas caracteristicas morfolégicas e possibilidade de interagdes célula-célula,
influenciando na fase de transicdo da membrana, fornecendo microambiente
adequado (quimico e/ou fisico) para as proteinas integrais e periféricas da
membrana e servindo como antioxidante (Crockett, 1998).

A adicdo de colesterol ao diluidor seminal aumenta a proporgao
colesterol:fosfolipideo bem como a tolerancia osmdética, conferindo maior
permeabilidade aos crioprotetores e aumento da longevidade do espermatozdide.

A adigdo de um analogo vegetal do colesterol (B-sitosterol) mostrou efeitos
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similares ao do colesterol na inibicdo da reacdo acrossbmica induzida em
espermatozoides humanos (Khorasani et al., 2000; Mocé et al., 2010a).

Os fitoesterdis, que compreendem esterdis e estanois, sdo compostos
semelhantes ao colesterol, encontrados em vegetais, que variam apenas em
cadeias laterais de carbono e/ou presenga ou auséncia de dupla ligagdo. Os
estanois sdo saturados, ndo apresentando dupla ligacdo na estrutura do anel
esterol. Mais de 200 esterdis e compostos relacionados foram identificados.
Fitoesterois livres extraidos a partir de Oleos sao insoluveis em agua,
relativamente soluveis em 6leos e soluveis em alcoois (Akhisa & Kokke, 1991). O
estigmastanol (sitostanol) € um exemplo de fitosterol encontrado em varios

vegetais (Figura 2).

HO

Figura 2: Férmula estrutural do colesterol (a) e do estigmastanol (b). (Fonte: Sigma—AIdrich®)

3.2. Experimento 1: Utilizagdo de diferentes fontes de lipideos
incorporados a metil-B-ciclodextrina para melhorar motilidade de
células espermaticas criopreservadas.

3.2.1. Objetivo
- Avaliar efeito do colesterol, estigmastanol, 6leo de salméo e 6leo de
semente de linho carreados por metil-B-ciclodextrina na motilidade do sémen apdés

descongelamento.
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3.2.2. Material e métodos

3.2.21. Incorporagao a metil-B-ciclodextrina

Para incorporar colesterol (C8667, 5g / Sigma) e estigmastanol (S4297, 1g /
Sigma) a metil-B-ciclodextrina (C4555, 10g / Sigma), 200 mg de cada composto
foram adicionados a 1 mL de cloroférmio (4440-08, 4L / Mallinckrodt Chemicals)
em um tubo de vidro (12 x 75 mm). Em outro tubo de vidro, 1g de metil-3-
ciclodextrina foi adicionada a 2 mL de metanol (A412-4, 4L / Fisher Scientific).
Quatrocentos e cinquenta microlitros da primeira solugao foram adicionados a
segunda, e o tubo agitado em vortex até a solugdo ficar translucida. A solugéo foi
entdo colocada em uma placa de Petri de vidro para secagem em fluxo de
nitrogénio por 24 horas. O conteudo da placa foi entdo raspado com espatula e
armazenado em tubos de plastico a cerca de 22 °C. A solugao trabalho foi feita
adicionando 50 mg do conteudo desidratado a 1 mL de meio MW (Modified
Whitten’s Medium, Anexo 8.1) a 37 °C e agitando-a em vortex até completa
dissolucgao. A solugao foi mantida a 5 °C entre as utilizagbes, e sempre aquecida a
37 °C e agitada vigorosamente antes da adicdo ao sémen.

Mesma metodologia foi utilizada para incorporar 6leos de salmao (Cold
Water Salmon Oil - 1000 mg, Nature’s Bounty, Inc. Bohemia, NY — USA) e de
semente de linho (Natural Cold Pressed Flaxseed oil - 1200 mg, Nature’s Bounty,
Inc. Bohemia, NY — USA) a metil-B-ciclodextrina (C4555, 10g / Sigma). Porém
apenas 120 mg destes foram dissolvidos em cloroférmio (e nédo 200 mg como no

caso do colesterol e do estigmastanol).

3.2.2.2. Coleta e preparagao do sémen

Sémen de cinco garanhdes com idade entre 15 e 21 anos, das racas Puro-
Sangue Inglés, Quarto de Milha e Arabe; estabulados no Laboratério de

Reproducao Equina da Universidade Estadual do Colorado (CSU, Fort Collins-CO,
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USA) foram utilizados neste estudo, estando os animais em regime de coleta
rotineiro trés vezes por semana, e mantidos sob diretrizes impostas pelo Comité
de Utilizacdo e Cuidados dos Animais da CSU.

Os ejaculados foram coletados com vagina artificial modelo CSU (Animal
Reproduction Systems, Inc., Chino, CA). Uma pequena amostra foi diluida a 50 x
10° de espermatozdides/mL em EZ-Mixin® Basic Formula Extender (Animal
Reproduction Systems, Inc., Chino, CA) e as motilidades total e progressiva foram
determinadas utilizando CASA (Computer Assisted Sperm Analysis; IVOS,
Hamilton Thorne Bioscences, Beverly, MA, USA). Ejaculados com motilidade total
superior a 60% foram diluidos 1:1 em MW e transportados até o laboratério para
processamento.

Passados no maximo 45 minutos apds a coleta e diluigdo, o sémen foi
centrifugado a 400 g / 7,5 minutos em tubos conicos de 15 mL e ressuspendido
para concentracdo de 120 x 10° espermatozoides / mL em MW, sendo 2 mL
colocados em diferentes tubos de vidro (13 x 100 mm) e utilizados para cada um

dos nove tratamentos:

1- CT: sémen sem nenhum aditivo;

2- CCC: adicao de 2 mg de ciclodextrina carregada com colesterol / mL de
sémen,;

3- CCE: adicdo de 2 mg de ciclodextrina carregada com estigmastanol /
mL de sémen;

4- S1: adicdo de 1 mg de ciclodextrina carregada com 6leo de salmao / mL
de sémen;

5- S2: adicdo de 2 mg de ciclodextrina carregada com 6leo de salmé&o / mL
de sémen;

6- S3: adicdo de 3 mg de ciclodextrina carregada com 6leo de salmao / mL
de sémen;

7- L1: adicdo de 1 mg de ciclodextrina carregada com éleo de semente de
linho / mL de sémen;

8- L2: adicdo de 2 mg de ciclodextrina carregada com 6leo de semente de

linho / mL de sémen;
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9- L3: adicao de 3 mg de ciclodextrina carregada com éleo de semente de

linho / mL de sémen.

As amostras foram mantidas por 15 minutos a aproximadamente 22 °C e
entdo diluidas a 40 x 10° espermatozoides / mL em meio de congelamento
Sacarose-EDTA (Anexo 8.4). Os tubos foram vedados com parafiime e inseridos
em um becker de 150 mL contendo 100 mL de agua nanopure a
aproximadamente 22 °C.

O conjunto foi entdo mantido em sala refrigerada a 5 °C por 2 horas, de
forma a permitir manutencdo da temperatura durante o envase do sémen em
palhetas de 0,5 mL. O congelamento foi realizado no interior da sala refrigerada,
em caixa de isopor, colocando-se as palhetas a 7 cm do nivel do nitrogénio em
rampa flutuante por 15 minutos (-60 °C/min; Cochran et al., 1984; Cristanelli et al.,
1985; Pickett et al., 1987), quando entdo foram imergidas em nitrogénio liquido

para armazenamento nos botijdes de nitrogénio até avaliagao.

3.2.2.3. Analise da motilidade espermatica

Duas palhetas de cada tratamento foram descongeladas a 37 °C por 30
segundos e seus conteudos misturados em um tubo de vidro para avaliagao da
motilidade utilizando CASA (Computer Assisted Sperm Analysis; IVOS, Hamilton
Thorne Bioscences, Beverly, MA, USA).

As caracteristicas foram ajustadas da seguinte maneira no Animal Motility:
30 imagens adquiridas (image capture: n° of frames); 60 imagens / seg (image
capture: frames per sec.); contraste minimo da célula: 80 (cell detection: minimum
contrast); tamanho minimo da célula: 3 pixels (cell detection: minimum cell size);
tamanho para células imoveis: 5 pixels (defaults: cell size); intensidade para
células imoveis : 110 (defaults: cell intensity); referéncia de VAP para células
progressivas: 50,0 um/seg (progressive cells: path velocity — VAP); referéncia de
STR para células progressivas: 75,0% (progressive cells: straightness — STR);

referéncia de velocidade de trajeto - VAP para células lentas: 20,0 um/seg (slow
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cells: VAP cutoff); referéncia de velocidade progressiva - VSL para células lentas:
0 um/seg (slow cells: VSL cutoff).

Uma gota de 6,5 pL do sémen de cada tratamento foi colocada em uma
lamina para microscopia Cell-Vu (Millennium Sciences, Inc., New York) a 37 °C, e

pelo menos 400 espermatozoéides foram analisados por amostra.

3.2.2.4. Analise estatistica

As variaveis-dependentes consideradas foram motilidade total e motilidade
progressiva do sémen apds descongelamento. Os dados foram analisados pela
analise de variancia (ANOVA). Diferencas entre tratamentos foram checadas pelo
teste Student-Newman-Keuls (SNK) com 5% de probabilidade de erro (Statistical
Analysis Systems; Cary NC, USA).

3.2.3. Resultados e discussao

Nao houve diferenga entre os tratamentos no que se refere as motilidades
total e progressiva dos espermatozoéides apos descongelamento (p>0,05, Tabela
4). Ndo houve interagdo entre os fatores.

Nenhum dos tratamentos realizados aqui se mostrou capaz de melhorar
motilidades total e/ou progressiva das células apds congelamento /
descongelamento.

Os lipideos séo extremamente sensiveis a oxidagao e tém uma solubilidade
muito limitada em &gua, fatores que limitam consideravelmente as suas
utilizagdes. Os antioxidantes sao agentes bem conhecidos que podem ser usados
para retardar a oxidagao deste. As ciclodextrinas ganharam atencao consideravel
para retardar a oxidagao por formacado de complexos de inclusdo. A caracteristica
do complexo com a ciclodextrina depende tanto da natureza destas (a, 3, y ou um
derivado) como do numero de ligagées duplas e do comprimento da cadeia do
acido graxo utilizado.
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Tabela 4: Percentual de motilidade total (MT) e progressiva (MP) de espermatozéides equinos sem
tratamento (CT), tratados com 2 mg de ciclodextrina carregada com colesterol (CCC), 2 mg de
ciclodextrina carregada com estigmastanol (CCE), 1, 2 e 3 mg de ciclodextrina carregada com 6leo
de salméo (S1, S2 e S3) e 1, 2 e 3 mg de ciclodextrina carregada com 6leo de semente de linho
(L1, L2 e L3) por 120 x 10° espermatozoides.

TRAT CT CCC CCE S1 S2 S3 L1 L2 L3 EPM
MT (%) 65 65 66 66 66 61 66 70 65 4,5
MP (%) 31 32 33 32 34 30 32 37 34 3.4

(p>0,05, n =12, 5 garanhdes - 5,3,2,1,1 ejaculados).

Ao testar os efeitos de complexos com ciclodextrinas, um experimento
realizado em 2011 revelou diferenca significativa quando se compara a oxidagao
do &acido linoleico conjugado com B-ciclodextrina. Sem antioxidantes presentes,
cerca de 97% do acido linoleico foi oxidado aos 40 minutos, em comparagdo com
menos de 1% no complexo. Ainda, depois de 250 horas, cerca de 35% do &cido
permaneciam sem oxidacao (Ying et al., 2011).

Quanto ao tipo de ciclodextrina utilizado, Szente et al. (1993) néao
encontraram diferencas entre os efeitos estabilizadores de a e B ciclodextrinas
quando estudando oxidagdo. Porém Na et al. (2011) revelaram que a y-
ciclodextrina foi mais eficiente que a B-ciclodextrina quanto a estabilidade de
emulsdo e eficiéncia de encapsulagcao quando da utilizagdo com complexo com
oleo de peixe (28% EPA; C20:5 e 31% DHA; C22-6).

O aumento da solubilidade dos &acidos graxos com inclusdo as
ciclodextrinas € proporcionalmente maior para acidos graxos mais longos (C12) do
que para aqueles que sao mais curtos (C6), embora a sua solubilidade em agua
ainda seja muito baixo quando comparado a acidos graxos mais curtos.

Quando se formam complexos de inclusdo com ciclodextrina, foi
demonstrado que a a-ciclodextrina tem a afinidade mais elevada para acidos
graxos de cadeia longa (=C12) e curta (<C8). Isto pode ser explicado pelo fato de
que uma distancia menor entre atomos de moléculas hospedeiras e hdspedes
resultam numa interagdo mais forte.

Para os acidos graxos com 16-18 atomos de carbono, a y-ciclodextrina foi

superior a a e B em melhorar estabilizagdo contra a auto-oxidagao (Regiert et al.,
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1996). Ja para acidos graxos com 18-22 atomos de carbono, a utilizagdo dos
derivados metil e hidroxipropil B-ciclodextrinas mostrou que o aumento do numero
de ligagdes duplas nos acidos graxos resulta num complexo de inclusdo mais
estavel. Isto pode ser devido a geometria mais compacta e estrutura nao linear do
acido graxo, que proporciona um melhor encaixe na cavidade dessas
ciclodextrinas (Szente et al., 1993).

Embora tenha sido utilizado a metil-B-ciclodextrina no presente estudo
(ciclodextrina de eleicao para os acidos graxos aqui utilizados), ndo se avaliou a
capacidade da mesma em incorporar os acidos graxos presentes nos oOleo de
salméo e de semente de linho.

Moore et al. (2005a), trabalhando com 15 garanhbées nao encontraram
diferenca nas motilidades total e progressiva para sémen tratado com 0,5; 1,5, 3,0;
4,5; 6,0 e 7,5 mg de CCC. Porém, quando agruparam esses garanhdes em dois
grupos (“bons” congeladores — motilidade progressiva = 40% e “maus’
congeladores - motilidade progressiva < 40%), obtiveram melhor motilidade total
com utilizagao de 1,5 mg de CCC no segundo grupo.

Porém nem mesmo o tratamento com 2 mg de CCC foi capaz de melhorar
as motilidades do sémen apds descongelamento, nos animais aqui avaliados, que

podem ser incluidos no grupo de “maus” congeladores.

3.2.4. Conclusoes

- O tratamento do sémen com metil-B-ciclodextrina carregada com
colesterol, estigmastanol, 6leo de salmao e 6leo de semente de linho ndo é capaz
de alterar os parametros de motilidade total e progressiva de espermatozdides

equinos, apds descongelamento.
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3.3. Experimento 2: Utilizacdo de sonicacdo de diferentes fontes de
lipideos para melhorar motilidade de células espermaticas criopreservadas.

3.3.1. Objetivos

- Avaliar efeito da sonicacado de 6leo de salmao, 6leo de semente de linho,
oleo de agafrdo-bastardo, 6leo de figado de bacalhau e gema de ovo de galinha
na motilidade do sémen apds congelamento convencional e apds choque por
baixa temperatura.

- Avaliar efeito da metil-B-ciclodextrina carregada com colesterol e

estigmastanol na motilidade do sémen apds choque por baixa temperatura.

3.3.2. Material e métodos

3.3.2.1. Sonicagao

Foram utilizados 6leo de semente de linho (Natural Cold Pressed Flaxseed
Oil - 1200 mg, Nature’s Bounty, Inc. Bohemia, NY — USA), 6leo de acafrao-
bastardo (High Heat Safflower Oil, Celestial Group, Inc., Melville, NY — USA), 6leo
de salmao (Cold Water Salmon Oil - 1000 mg, Nature’s Bounty, Inc. Bohemia, NY
— USA), d6leo de figado de bacalhau (Norwegian Cod Liver Qil, J. R. Carlson
Laboratories, Inc., Arlington Hts., IL — USA) e gema de ovo de galinha.

Foram elaboradas solu¢des a uma concentragdo de 150 mg / mL com cada
um dos compostos. Para isso 1,5 g de cada uma das fontes de lipideos citadas
acima foram adicionados a 8,5 mL de meio MW (Modified Whitten’s Medium,
Anexo 8.1) em tubos de vidro 18 x 150 mm (1,5 g foram considerados como 1,5
mL).

A solugéo foi sonicada em aparelho Brason Sonifier 450 (output 20% e ciclo
constante) por 3 minutos. Apds sonicagao o tubo foi colocado em banho-maria em

agua com gelo para resfriar.
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As amostras foram aliquotadas em tubos de vidro de 1 mL e congeladas a -
20 °C até utilizagdo. Antes da utilizagdo, as amostras foram descongeladas,

aquecidas a 37 °C e agitadas em vortex em velocidade maxima por 10 segundos.

3.3.2.2. Incorporagao a metil-B-ciclodextrina

Colesterol e estigmastanol incorporados a ciclodextrina também foram
utilizados. Para incorporar colesterol (C8667, 5g / Sigma) e estigmastanol (S4297,
1g / Sigma) a metil-B-ciclodextrina (C4555, 10g / Sigma), 200 mg de cada
composto foram adicionados a 1 mL de Cloroférmio (4440-08, 4L / Mallinckrodt
Chemicals) em um tubo de vidro (12 x 75 mm). Em outro tubo de vidro, 1g de
metil-B-ciclodextrina foi adicionada a 2 mL de metanol (A412-4, 4L / Fisher
Scientific). Quatrocentos e cinquenta microlitros da primeira solugdo foram
adicionados a segunda, e o tubo agitado em vortex até a solucéo ficar translucida
(quando necessario foi adicionado um pouco mais de metanol). A solugao foi
entdo colocada em uma placa de Petri de vidro para secagem em fluxo de
nitrogénio por 24 horas. O conteudo da placa foi entdo raspado com espatula e
armazenado em tubos de plastico a cerca de 22 °C. A solugao trabalho foi feita
adicionando 50 mg do conteudo desidratado a 1 mL de meio MW a 37 °C e
agitando-a em vortex até completa dissolugao. A solugao foi mantida a 5 °C entre
as utilizagbes, e sempre aquecida a 37 °C e agitada vigorosamente antes da

adicdo ao sémen.

3.3.2.3. Coleta e preparacao do sémen

Sémen de seis garanhdes com idade entre 15 e 21 anos, das ragas Puro-
Sangue Inglés, Quarto de Milha e Arabe; estabulados no Laboratério de
Reproducao Equina da Universidade Estadual do Colorado (CSU, Fort Collins-CO,

USA) foram utilizados neste estudo, estando os animais em regime de coleta
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rotineiro trés vezes por semana, e mantidos sob diretrizes impostas pelo Comité
de Utilizacdo e Cuidados dos Animais da CSU.

Os ejaculados foram coletados com utilizagdo de vagina artificial modelo
CSU (Animal Reproduction Systems, Inc., Chino, CA). Uma pequena amostra foi
diluida a 50 x 10° de espermatozoides/mL em EZ-Mixin® Basic Formula Extender
(Animal Reproduction Systems, Inc., Chino, CA) e as motilidades total e
progressiva foram determinadas utilizando CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis; IVOS, Hamilton Thorne Bioscences, Beverly, MA, USA). Se o ejaculado
apresentasse motilidade total superior a 60% era entdo diluido 1:1 em MW e

transportado até o laboratério para processamento.
Congelamento convencional

Passados no maximo 45 minutos apds a coleta e diluicdo o sémen foi
centrifugado a 400 g / 7,5 minutos em tubos conicos de 15 mL e ressuspendido
para 120 x 10° espermatozéides / mL em MW, sendo 2 mL colocados em
diferentes tubos de vidro (13 x 100 mm) e utilizados para cada um dos onze

tratamentos:

1- CT: sémen sem nenhum aditivo;

2- S3: adigdo de 3 mg de 6leo de salmao / mL de sémen,;

3- S6: adigcao de 6 mg de 6leo de salmao / mL de sémen,;

4- L3: adicao de 3 mg de 6leo de semente de linho / mL de sémen;
5- L6: adigdo de 6 mg de 6leo de semente de linho / mL de sémen;
6- G3: adicdo de 3 mg de gema de ovo de galinha / mL de sémen;

7- G6: adicdo de 6 mg de gema de ovo de galinha / mL de sémen;

8- B3: adicao de 3 mg de ¢6leo de figado de bacalhau / mL de sémen;
9- B6: adicao de 6 mg de 6leo de figado de bacalhau / mL de sémen;
10- A3: adicéo de 3 mg de d6leo de agafrao-bastardo / mL de sémen;

11- AG6: adicdo de 6 mg de d6leo de agafrao-bastrado / mL de sémen.
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As amostras foram mantidas por 15 minutos a aproximadamente 22 °C e
entdo diluidas a 40 x 10° espermatozdides / mL em meio de congelamento
Sacarose-EDTA (Anexo 8.4). Os tubos foram vedados com parafiime e inseridos
em um becker de 150 mL contendo 100 mL de agua nanopure a
aproximadamente 22 °C.

O conjunto foi entdo mantido em sala refrigerada a 5 °C por 2 horas, de
forma a permitir manutencdo da temperatura durante o envase do sémen em
palhetas de 0,5 mL. O congelamento foi realizado no interior da sala refrigerada,
em caixa de isopor, colocando-se as palhetas a 7 cm do nivel do nitrogénio em
rampa flutuante por 15 minutos (-60 °C/min; Cochran et al., 1984; Cristanelli et al.,
1985; Pickett et al., 1987), quando entdo foram imergidas em nitrogénio liquido

para armazenamento nos botijdes até avaliagao.
Choque por baixa temperatura

Passados no maximo 45 minutos apds a coleta e diluicdo o sémen foi
centrifugado a 400 g / 7,5 minutos em tubos conicos de 15 mL e ressuspendido
para concentracdo de 120 x 10° espermatozodides / mL em MW, sendo 2,5 mL
colocados em diferentes tubos de vidro (13 x 100 mm) e utilizados para cada um

dos oito tratamentos:

1- CT: sémen sem nenhum aditivo;

2- S6: adicao de 6 mg de 6leo de salmao / mL de sémen,;

3- L6: adigdo de 6 mg de oleo de semente de linho / mL de sémen;

4- G6: adigdo de 6 mg de gema de ovo de galinha / mL de sémen,;

5- B6: adigdo de 6 mg de dleo figado de bacalhau / mL de sémen;

6- A6: adicdo de 6 mg de 6leo de agafrao-bastardo / mL de sémen;

7- CCE: adicao de 2 mg de ciclodextrina carregada com estigmastanol /
mL sémen;

8- CCC: adigao de 2 mg de ciclodextrina carregada com colesterol / mL

sémen.
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As amostras foram mantidas por 15 minutos a aproximadamente 22 °C.
Quinhentos microlitros foram retirados de cada amostra para avaliacdo da
motilidade total e progressiva ap6s o periodo de incubagdo (Tempo 1 —T1).

Os tubos com os 2 mL restantes foram vedados com parafilme e colocados
em banho-maria a 0 °C (agua + gelo) e ai mantidos em uma sala refrigerada a 5
°C por 30 minutos. Apds incubacgéo a 0 °C, 0,5 mL foi pipetado em outro tubo (55 x
12 mm) e este mantido em banho-maria a 37 °C / 5 minutos antes da avaliagdo da
motilidade total e progressiva (Tempo 2 — T2). Os 1,5 mL restantes foram diluidos
em Sacarose-EDTA para concentragdo de 40 x 108 espermatozoides / mL e
envasados em palhetas de 0,5 mL dentro da sala a 5 °C.

O congelamento foi realizado colocando-se as palhetas a 7 cm do nivel de
nitrogénio em rampa flutuante por 15 minutos (-60 °C/min; Cochran et al., 1984;
Cristanelli et al., 1985; Pickett et al., 1987), quando entdo foram imergidas em
nitrogénio liquido para armazenamento nos botijdes e futura avaliagdo (Tempo 3 —
T3).

3.3.2.4. Analise estatistica

As variaveis-dependentes consideradas foram motilidade total e
progressiva do sémen. Os dados foram analisados pela analise de varidncia
(ANOVA). Diferencas entre tratamentos foram checadas pelo teste Student-
Newman-Keuls (SNK) com 5% de probabilidade de erro (Statistical Analysis
Systems (SAS); Cary NC, USA).

3.3.3. Resultados e discussao

Nao houve diferenga entre os tratamentos no que se refere as motilidades
total e progressiva dos espermatozdides apos descongelamento, quando se
utilizou congelamento convencional (p>0,05, Tabela 5). Nao houve interacéo entre
os fatores.
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Tabela 5: Percentual de motilidade total (MT) e progressiva (MP) de espermatozdides equinos sem
tratamento (CT) ou tratados com 3 e 6 mg de 6leos de salmao (S3 e S6), de semente de linho (L3
e L6), de figado de bacalhau (B3 e B6), de agafrdo-bastardo (A3 e A6) e de gema de ovo de
galinha (G3 e G6) sonicados em meio MW antes da utilizagdo na criopreservagao convencional.

Trat CT S3 S6 L3 L6 G3 G6 B3 B6 A3 A6 EPM

MT (%) 68 69 63 67 65 66 64 65 64 71 70 3,9
MP (%) 36 35 32 36 32 35 33 32 30 39 38 23

(p>0,05, n=15, 4 garanhdes - 6,4,3,2 ejaculados).

Consideram-se choque térmico as mudangcas que ocorrem nos
espermatozoides quando sao rapidamente resfriados da temperatura corporal
para a temperatura de zero grau (Jasko, 1994). No presente estudo, quando se
submeteu os espermatozodides a 0 °C, algumas diferengas foram notadas entre os
tratamentos.

Analisando as motilidades total e progressiva, nenhum dos tratamentos
afetou essas variaveis apos o periodo de incubacao (T1). Porém apds incubagao
do sémen a 0 °C por 30 minutos (T2) e apdés o congelamento (T3), os
espermatozoides tratados com gema de ovo, estigmastanol e colesterol
apresentaram melhores motilidades total e progressiva.

Ainda analisando os tratamentos com gema de ovo, estigmastanol e
colesterol, nota-se que a motilidade progressiva foi preservada ao longo do
processamento do sémen, nado havendo diferencas entre as motilidades
progressivas entre os diferentes tempos para estes tratamentos (p<0,05, Tabela
6).

Grady et al. (2009), suplementando garanhdes por 84 dias com 60 g/dia de
mistura de linhaga+algas ou 150 g/dia de mistura peletizada a base de peixe
(ambas baseadas em acidos graxos 6mega-3) nao observaram melhora nas
motilidades total e progressiva e na morfologia espermatica do sémen fresco,

resfriado por 24 ou 48 horas ou congelado ao longo do tratamento.
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Tabela 6: Percentual de motilidade total (MT) e progressiva (MP) de espermatozdides equinos sem
tratamento (CT), ou tratados com 6 mg de 6leos de salmao (S6), de semente de linho (L6), de
figado de bacalhau (B6), de agafrao-bastardo (A6) e gema de ovo de galinha (G6) sonicados em
meio MW, e com 2 mg de ciclodextrina carregada com colesterol (CCC) e estigmastanol (CCE)
apos incubacgao (T1), apds choque por baixa temperatura (T2) e apds congelamento precedido por
choque por baixa temperatura (T3).

TRATAMENTO % T T2 T3 EPM
o MT A83? B37¢ ®36° 2,9
MP A29° B12° B15° 2,3

s6 MT A78° B41° B40" 3,4
MP A312 B14° B17%° 2,6

MT A76° B44% Bg1Pe 3,6

Lo MP A25° B140° By7° 2,1
6 MT A78° B570° B5320 3,1
MP Aog? A21% 26° 2,1

MT A76° B45% B39 3,6

8o MP Ao7? B15% B14° 2,1
MT A78° B45% B410° 3,9

A MP A30° B150° B1g8%° 2,6
cCE MT Ag2° B8 C58° 3,0
MP Aog? A3 A25° 2,2

cce MT ~g2° A79° 5612 3,3
MP A23? A21%P Ap3e® 1,9

AB sobrescritos na mesma linha indicam diferencas no tratamento entre tempos diferentes

(p<0,05). abed sobrescritos na mesma coluna indicam diferencas entre tratamentos no mesmo
tempo (p<0,05, n = 13, 6 garanhdes - 5,3,2,1,1,1 ejaculados).

Kandelousi et al. (2013) trataram sémen bovino com acidos graxos 6mega
3, 6 e 9 apo6s sonicagdo em meio de congelamento contendo polietilenoglicol para
melhor dissolugdo do dleo utilizado. Os autores relataram piora nas motilidades
total e progressiva e na viabilidade espermatica apds congelamento.

Estudos de Maldjian et al. (2005) mostraram que a adicao de DHA na gema
de ovo do diluidor de sémen ndao melhorou a qualidade seminal de suinos apds a
criopreservacao.

Com relagao a gema de ovo, as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sao
consideradas responsaveis pelo seu efeito crioprotetor. Aderem a superficie da

membrana celular durante o processo de criopreservacao, restaurando a perda de
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fosfolipideos e, aparentemente, induzindo alteracao transitoria de sua composicao,
0 que previne a ruptura da mesma, melhorando a qualidade seminal (Farstard,
1996; Moussa et al., 2002).

Como dito anteriormente, espécies com alto teor de colesterol na
membrana plasmatica dos espermatozdides sao mais resistentes ao choque por
baixa temperatura, o que foi comprovado neste estudo.

Moraes et al. (2010), trabalhando com colestanol e desmosterol (esterois
semelhantes ao colesterol e estigmastanol) concluiram que estes tém efeito
benéfico nas motilidades total e progressiva, assim como o colesterol, na
viabilidade seminal apés congelamento do sémen de touros.

No presente estudo o estigmastanol também apresentou efeito benéfico na
sobrevivéncia espermatica apds exposicdo dos espermatozdides a baixa

temperatura, o que sugere modo de atuagao semelhante ao colesterol.

3.3.4. Conclusoes

- O tratamento do sémen com 6leo de salmao, 6leo de semente de linho,
Oleo de acafrao-bastardo, 6leo de figado de bacalhau e gema de ovo de galinha
sonicados em meio MW nao € capaz de melhorar parametros de motilidade total e
progressiva de espermatozdides equinos, apos congelamento convencional.

- O tratamento do sémen com gema de ovo de galinha sonicada em meio
MW mantem a motilidade progressiva das células durante o choque térmico e
posterior congelamento e melhora as motilidades total e progressiva dessas
células apos o choque térmico.

- O tratamento com metil-B-ciclodextrina carregada com colesterol e
estigmastanol mantem a motilidade progressiva das células durante o choque
térmico e posterior congelamento e melhora as motilidades total e progressiva
dessas células apds o choque térmico.
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3.4. Experimento 3: Utilizacdo da Cromatografia Gasosa para avaliar
diferentes métodos de incorporacéo de lipideos a membrana plasmatica.

3.4.1. Objetivos

- Avaliar capacidade do etanol, da metil-B-ciclodextrina e da sonicagao em
alterar o perfil de acidos graxos da membrana de espermatozdides quando

utilizados como carreadores do 6leo de semente de linho.

3.4.2. Material e métodos

3.4.2.1. Dissolugao em etanol

A solucao trabalho foi feita adicionando 6leo de semente de linho (Natural
Cold Pressed Flaxseed Oil - 1200 mg, Nature’s Bounty, Inc. Bohemia, NY — USA)
em etanol absoluto (Pharmaco-AAPER) para concentracédo de 1,5 mg / mL. A

solugao foi mantida em tubos de vidro a 5 °C até utilizagao.

3.4.2.2. Incorporagao a metil-B-ciclodextrina

Para incorporar 6leo de semente de linho (Natural Cold Pressed Flaxseed
oil - 1200 mg, Nature’s Bounty, Inc. Bohemia, NY — USA) a ciclodextrina, 120 mg
deste foram dissolvidos em 1 mL de Cloroférmio (4440-08, 4L / Mallinckrodt
Chemicals) em um tubo de vidro (12 x 75 mm). Em outro tubo de vidro, 1g de
metil-B-ciclodextrina foi adicionada a 2 mL de metanol (A412-4, 4L / Fisher
Scientific). Quatrocentos e cinquenta microlitros da primeira solugdo foram
adicionados a segunda e o tubo agitado em vortex até a solugao ficar translucida
(quando necessario foi adicionado um pouco mais de metanol). A solugao foi
entdo colocada em uma placa de Petri de vidro para secagem em fluxo de

nitrogénio por 24 horas. O conteudo da placa foi entdo raspado com espatula e
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armazenado em tubos de plastico a cerca de 22 °C. A solucao trabalho foi feita
adicionando 50 mg do conteudo desidratado a 1 mL de meio MW (Modified
Whitten’s Medium, Anexo 8.1) a 37 °C e agitando-a em vortex até completa
dissolugdo. A solugao foi mantida a 5 °C entre as utilizagdes, e sempre aquecida a

37 °C e agitada vigorosamente antes da adicdo ao sémen.

3.4.2.3. Sonicagao

Foi elaborada solugdo de oleo de semente de linho (Natural Cold Pressed
Flaxseed Oil - 1200 mg, Nature’s Bounty, Inc. Bohemia, NY — USA) em meio MW
a uma concentracdo de 150 mg / mL. Para isso 1,5 g deste 6leo foram
adicionados a 8,5 mL de meio MW em tubos de vidro 18 x 150 mm.

A solucéo foi sonicada em aparelho Brason Sonifier 450 (output 20% e ciclo
constante) por 3 minutos. Apds sonicacao o tubo foi colocado em banho-maria em
agua com gelo para resfriar.

Amostras foram aliquotadas em tubos de vidro de 1 mL e congeladas a -20
°C até utilizagdo. Antes da utilizagdo as amostras eram descongeladas, aquecidas

a 37 °C e agitadas em vortex em velocidade maxima por 10 segundos.

3.4.2.4. Coleta e preparagao do sémen para analise por cromatografia
gasosa

Sémen de quatro garanhdes com idade entre 15 e 21 anos, das ragas Puro-
Sangue Inglés, Quarto de Milha e Arabe; estabulados no Laboratério de
Reproducao Equina da Universidade Estadual do Colorado (CSU, Fort Collins-CO,
USA) foram utilizados neste estudo, estando os animais em regime de coleta
rotineiro trés vezes por semana e mantidos sob diretrizes impostas pelo Comité de
Utilizacdo e Cuidados dos Animais da CSU.

Os ejaculados foram coletados com vagina artificial modelo CSU (Animal

Reproduction Systems, Inc., Chino, CA). Uma pequena amostra foi diluida a 50 x
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10° de espermatozodides/mL em EZ-Mixin® Basic Formula Extender (Animal
Reproduction Systems, Inc., Chino, CA) e as motilidades total e progressiva foram
determinadas utilizando CASA (Computer Assisted Sperm Analysis; IVOS,
Hamilton Thorne Bioscences, Beverly, MA, USA). Ejaculados com motilidade total
superior a 60% foram entdo diluidos 1:1 em MW e transportados até o laboratério
para processamento.

Passados no maximo 45 minutos apds a coleta e diluicdo o sémen foi
centrifugado a 400 g / 7,5 minutos em tubos conicos de 15 mL e ressuspendido
para 120 x 108 espermatozoides / mL em MW, sendo 5 mL colocados em tubos de

vidro (13 x 100 mm) e utilizados para cada um dos quatro tratamentos:

1- CT: sémen sem aditivo;

2- L1: adicdo de 6 pg de 6leo de semente de linho em etanol / mL de
sémen,;

3- L2: adigcdo de 2 mg ciclodextrina carregada com o6leo de semente de
linho / mL de sémen,;

4- L3: adigdo de 6 mg de 6leo de semente de linho sonicado em MW / mL

de sémen.

As amostras foram mantidas por 15 minutos a aproximadamente 22 °C e
entado centrifugadas em tubos conicos de 15 mL a 400 g / 10 minutos através de
1,5 mL de Percoll 30 % em PBS (Anexo 8.5) para remogao dos lipideos nao
incorporados aos espermatozdides. O sobrenadante foi aspirado e o pellet
contendo espermatozoides transferido para outro tubo de 15 mL contendo 1 mL de
PBS para ressuspensdo. Uma segunda centrifugagcao foi feita a 800 g / 10
minutos. O sobrenadante foi aspirado e 1,5 mL de PBS foram adicionados ao
pellet para ressuspensao. A concentragdo de cada amostra foi mensurada num
densimetro (5690a, Animal Reproduction Systems) e anotada. Cada amostra foi
pesada em um tudo de vidro (18 x 150 mm), previamente identificado e pesado.
Os tubos com as amostras foram mantidos em estufa a 100 °C por dois dias para

secagem.

50



Apods este periodo os tubos contendo o material desidratado foram pesados
novamente. Quatro mililitros de uma mistura 2:1 (cloroférmio:metanol) foram
adicionados aos tubos, que entdo foram sonicados em banho-maria (Bransonic
Ultrasonic Cleaner Bath, Model Branson 1210, Danbury, CT-USA) por 30
segundos e agitados por 20 minutos em agitador orbital a 100 RPM (IKA-Vibrax-
VXR, Janke & Kunkel GMBH & Co., Staufen, Germany).

Para auxiliar na ressuspensao do material foi utilizado espatula de metal
para raspagem dos tubos. Os tubos foram invertidos duas vezes para
homogeinizar o conteudo, que foi filtrado para um segundo tubo através de filtros
de papel (GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire — UK, Model Whatman 54,
retencao de particulas = 22 ym). A cada tubo foi adicionado 0,8 mL de solugéo de
NaCl 0,59% (0,2 volume para cada 1 volume cloroférmio-metanol). Os tubos foram
vedados com parafilme e mantidos a 5 °C por aproximadamente 18 horas.

A solucéo foi colocada em temperatura de laboratério e se apresentava em
duas fases, estando os lipideos na fase inferior. Esta fracdo foi entdo removida
com uma pipeta de Pasteur de vidro longa (22 cm) e colocada em tubo de vidro de
20 mL previamente identificado e pesado. Os tubos foram colocados em fluxo de
gas nitrogénio em banho-maria a 37 °C até a secagem. Apds secagem foram
mantidos por mais 2 horas em capela de fluxo de ar para completa evaporacao do
solvente e entdo colocada em estufa a 100 °C por 24 horas (Folch et al., 1957;
modificado por Bligh & Dyer, 1959).

Para saponificagdo e metilacdo de lipideos, os tubos foram retirados da
estufa e colocados em dessecador para resfriamento por 3 horas. Os tubos foram
pesados e seus pesos anotados. Um mililitro de solugdo KOH 0,5 N em metanol
(2,81 g de KOH em 100 mL de metanol) foi adicionado em cada tubo, que
permaneceu por 10 minutos em banho-maria a 70 °C para permitir saponificagéo.
As amostras foram retiradas do banho-maria e 1 mL de BFj; (trifluoreto de boro) a
14% em metanol foi adicionado a cada tubo (transformacédo do acido graxo em
éster metilico), que foi tampado e colocado em banho-maria a 70 °C por 30
minutos. Os tubos foram retirados do banho-maria para resfriamento a

tamperatura do laboratério (~22 °C). Dois mililitros de hexano grau-HPLC e dois
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mililitros de solucédo saturada de NaCl (31,7 g de NaCl em 100 mL de agua
nanopure) foram adicionados aos tubos. Cada amostra foi agitada em vortex por 1
minuto em velocidade maxima.

Duas fases se encontravam destintas novamente. A camada superior
contendo ésteres metilicos em hexano foi pipetada e transferida para um tubo de
vidro (18 x 150 mm) contendo 800 mg de Na,SO4, que foi agitado em vortex
brevemente. O hexano liquido foi pipetado deste tubo e transferido para um tubo
de vidro de 20 mL. Um mililitro de hexano foi adicionado ao tubo contendo
Na,SOq4, que foi novamente agitado em vortex brevemente. Todo o hexano liquido
restante foi transferido para o tubo de 20 mL. Os tubos foram colocados em fluxo
de gas nitrogénio em banho-maria a 37 °C para evaporagdo do hexano. Apds
secagem completa, 500 uL de hexano foram adicionados em cada amostra para
reconstituicdo dos lipideos, e 250 pyL da solugcdo foram pipetados em um tubo
amostrador automatico de 300 uL, que permaneceu congelado a -80 °C até a
leitura por Cromatografia Gasosa (Park & Goins, 1994; modificado por Phillips et
al., 2010).

3.4.2.5. Analise estatistica

Os dados foram analisados pela analise de varidncia (ANOVA).
Comparacédo das médias foi analisada pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK)
com 5% de probabilidade de erro (Statistical Analysis Systems (SAS); Cary NC,
USA).

3.4.3. Resultados e discussao

Os valores percentuais encontrados para os diferentes acidos graxos
analisados (14:0, 14:1, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 20:0, 20:2, 22:00, 22:1, 22:2,
22:4, 22:5 e 22:6) para os diferentes tratamentos foram respectivamente 3,6; 0,5;
17,4; 4,2; 10,7; 6,6; 0,8; 3,1; 2,4; 3,0; 0,0; 1,2; 1,9; 3,7 e 1,4 para o sémen sem
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tratamento; 3,3; 0,5; 17,6; 4,0; 11,6; 6,9; 0,6; 3,2; 2,6; 1,9; 0,0; 1,3; 2,5; 1,5 e 0,9
para o sémen tratado com 6 ug de déleo de semente de linho em etanol; 3,7; 0,5;
19,1; 4,5; 11,8; 6,5; 1,1; 3,0; 2,5; 2,1; 0,0; 1,7; 3,1; 2,8 e 1,4 para e sémen tratado
com 2 mg de 6leo de semente de linho-ligado-ciclodextrina e 4,0; 0,5; 19,2; 3,9;
10,6; 7,1; 1,0; 2,8; 2,3; 2,0; 0,0; 2,0; 3,6; 3,0 e 3,5 para o sémen tratado com 6 mg
de oleo de semente de linho sonicado em MW (Figura 3).

Nenhum dos métodos utilizados na tentativa de incorporar 6leo de semente
de linho aos espermatozoides foi eficiente. Nao houve diferenca entre os valores
percentuais encontrados para cada um dos acidos graxos nos diferentes
tratamentos (p>0,05). Esses resultados justificam em parte os resultados
encontrados nos experimentos 1 e 2, onde n&o se observou melhora na motilidade
do sémen apos tratamento com 6leo de semente de linho. Nao houve interagao
entre os fatores.

O oleo de semente de linho utilizado neste estudo € rico em acido a-
linolénico (18:3 — bmega 3 - 45% dos lipideos), acido linoleico (18:2 — dmega 6 -
11% do lipideos) e acido oleico (18:1 — 6mega 9 — 11% dos lipideos), contendo
ainda 5% de outros acido graxos. Durante a leitura das amostras tratadas com
oleo de semente de linho pela cromatografia gasosa nao foram observados picos
que correspondessem a esses acidos graxos que diferissem dos picos para o
sémen nao tratado.

Com relacao ao perfil lipidico da membrana dos espermatozoides equinos,
os resultados encontrados corroboram com as analises de Parks & Lynch (1992),
com excessdo dos valores encontrados para o acido docosapentaendico (DPA;
22:5, n-3 e n-6). Segundo estes autores este acido graxo representa cerca de 45-
70% dos acidos graxos ligados a colina, etanolamina e esfingomielina, que sao as
classes de fosfolipideos mais abundantes nas células espermaticas de mamiferos.
No presente estudo este percentual foi de aproximadamente 3%. Os autores
acima citados nao relataram a raca dos garanhdes utilizados, sendo utilizados
quatro ejaculados para as referidas analises.
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Figura 3: Perfil dos acidos graxos da membrana plasmatica de células espermaticas equinas sem
tratamento (CT) ou tratadas com 6leo de semente de linho dissolvido em etanol (L1), incorporado a

metil-B-ciclodextrina (L2) ou sonicado em meio MW (L3). (p>0,05, n=6, 6 garanhdes — 1 ejaculado
de cada garanhao).

3.4.4.Conclusoes

- O tratamento do sémen equino com d6leo de semente de linho diluido em
etanol, ligado a metil-B-ciclodextrina ou sonicado em meio MW nao é capaz de

incorporar os acidos graxos insaturados presentes nesse 6leo a membrana dos
espermatozoides.

54



4, CAPIiTULO 2

COLESTEROL E FOSFOLIPIDEOS NA MEMBRANA
ESPERMATICA DE GARANHOES

4.1. Introdugao

Espécies que possuem altas propor¢coes de colesterol em relacdo aos
fosfolipideos, a exemplo dos humanos e coelhos (0,99 e 0,88, respectivamente;
Watson, 1981), sdao mais resistentes ao choque por baixas temperaturas
(Meseguer et al., 2004; Mocé & Graham, 2006). O contrario ocorre em espécies
com menor propor¢ao de colesterol, como suinos (0,26) e equinos (0,36; Parks &
Lynch, 1992).

O colesterol tem multiplos efeitos nas membranas, incluindo sua
estabilizacdo, reducdo da sua permeabilidade, melhoria de suas caracteristicas
morfolégicas e possibilidade de interagdes célula-célula, influenciando na fase de
transicdo da membrana, fornecendo microambiente adequado para as proteinas
integrais e periféricas da membrana e servindo como antioxidante (Crockett,
1998).

A remocgdo deste lipideo da membrana promove desestabilizacdo da
mesma devido a reorganizacdo dos componentes da bicamada (Amann &
Graham, 1993; Gadella et al., 2001) e pode induzir capacitagdo espermatrica
prematura, reduzindo sua viabilidade nos 6rgaos reprodutivos da fémea (Watson,
1995).

Sabe-se que perdas de colesterol da membrana plasmatica em células
criopreservadas ocorrem, tendo sido observadas perdas de 50% em suinos e 28%
em garanhdes (Cerolini et al., 2001; Moore et al., 2005a). Desta forma, a
incorporacdo de colesterol ou outros compostos que também atuem na
estabilizacdo da membrana espermatica antes do processo de criopreservacao

seriam benéficos para os espermatozoides apds o descongelamento.
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Objetivou-se com este estudo determinar a quantidade de colesterol na
membrana plasmatica de células espermaticas equinas a fresco tratadas com
diferentes quantidades de CCC, e estabelecer a relagdo colesterol:fosfolipideos

presente nas membranas.

4.2. Material e métodos

4.2.1. Incorporacgao a metil-B-ciclodextrina

Para incorporar colesterol (C8667, 5g / Sigma) e estigmastanol (S4297, 1g /
Sigma) a metil-B-ciclodextrina (C4555, 10g / Sigma), 200 mg de cada um foram
adicionados a 1 mL de Cloroférmio (4440-08, 4L / Mallinckrodt Chemicals) em um
tubo de vidro (12 x 75 mm). Em outro tubo de vidro 1g de metil-B-ciclodextrina foi
adicionado a 2 mL de metanol (A412-4, 4L / Fisher Scientific). Quatrocentos e
cinquenta microlitros da primeira solugdo foram adicionados a segunda e o tubo
agitado em vortex até a solugdo ficar translucida (quando necessario foi
adicionado um pouco mais de metanol). A solugdo foi entdo colocada em uma
placa de Petri de vidro para secagem em fluxo de nitrogénio por 24 horas. O
conteudo da placa foi entdo raspado com spatula e armazenado em tubos de
plastico a cerca de 22 °C. A solugéo trabalho foi feita adicionando 50 mg do
conteudo desidratado a 1 mL de MW (Modified Whitten’s Medium, Anexo 8.1) a 37
°C e agitando-a em vortex até completa dissolugao. A solugao foi mantida a 5 °C
até a préxima utilizagdo, e sempre aquecida a 37 °C e agitada vigorosamente

antes da utilizagao.

4.2.2. Coleta e preparagcao do sémen para analise de colesterol e
fosfolipideos

Sémen de cinco garanhdes com idade entre 15 e 21 anos, das racas Puro-
Sangue Inglés, Quarto de Milha e Arabe; estabulados no Laboratério de
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Reproducao Equina da Universidade Estadual do Colorado (CSU, Fort Collins-CO,
USA) foram utilizados neste estudo, estando os animais em regime de coleta
rotineiro trés vezes por semana e mantidos sob diretrizes impostas pelo Comité de
Utilizacdo e Cuidados dos Animais da CSU.

Os ejaculados foram coletados com utilizagdo de vagina artificial modelo
CSU (Animal Reproduction Systems, Inc., Chino, CA). Uma pequena amostra foi
diluida a 50 x 10° de espermatozdides/mL em EZ-Mixin® Basic Formula Extender
(Animal Reproduction Systems, Inc., Chino, CA) e as motilidades total e
progressiva foram determinadas utilizando CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis; IVOS, Hamilton Thorne Bioscences, Beverly, MA, USA). Se o ejaculado
apresentasse motilidade total superior a 60% era entdo diluido 1:1 em MW e
transportado até o laboratério para processamento.

Passados no maximo 45 minutos apdés a coleta e diluigdo, o sémen foi
centrifugado a 400 g / 7,5 minutos em tubos cdnicos de 15 mL e ressuspendido
em MW para concentracdo aproximada de 500 x 10° espermatozoides/mL. Para

cada um dos tratamentos abaixo foram utilizados 500 x 10° espermatozoides:

1- CT: sémen sem aditivo;

2- CCE: adicdo de 2 mg de ciclodextrina carregada com estigmastanol /
120 x 10° de espermatzoides;

3- CCC2: adicado de 2 mg de ciclodextrina carregada com colesterol / 120 x
10° de espermatozéides;

4- CCC4: adigao de 4 mg de ciclodextrina carregada com colesterol / 120 x
10° de espermatozides;

5- CCC6: adicdo de 6 mg de ciclodextrina carregada com colesterol / 120 x
10° de espermatozdides;

6- CCC8: adicao de 8 mg de ciclodextrina carregada com colesterol / 120 x
10° de espermatozéides.

As amostras foram mantidas por 15 minutos a aproximadamente 22 °C e
entdo centrifugadas em tubos coénicos de 15 mL a 400 g / 10 minutos via 1,5 mL

de Percoll 30 % em PBS. O sobrenadante foi aspirado e o pelet ressuspendido em
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3 mL de PBS. Uma segunda centrifugagao foi feita a 400 g / 10 minutos. O
sobrenadante foi aspirado e 0,7 mL de PBS foram adicionados ao pellet para
ressuspensio. A concentragdo de cada amostra foi mensurada num densimetro
(590a, Animal Reproduction Systems) e anotada.

A quantificacdo de colesterol foi determinada com utilizagdo de Kit de
ensaio enzimatico Cholesterol Liquicolor (Stanbio Laboratory, Boerne, TX, USA),
que combina colesterol oxidase e colesterol esterase (Navratil et al., 2003; Moore
et al., 2005a). Para isso o sémen de cada tratamento foi diluido 1:1 (v:iv) em
solugado 0,4% TritonX-100 em PBS para lisar as membranas espermaticas por
uma hora. Cento e cinquenta microlitros de cada amostra foram diluidos em 1 mL
do reagente e incubados por 25 minutos a 37 °C. As amostras foram centrifugadas
para sedimentacdo dos debris e o sobrenadante analisado por espectrofotémetro
(Spectronic 20D, Milton Roy Company) em comprimento de onda ajustado para
500 nm. As absorbancias das amostras foram anotadas e comparadas com uma
curva padrao de absorbancias, criada a partir de solugbes com quantidades

conhecidas de colesterol que acompanha o kit.

4.2.3. Extracao total de fosfolipideos

Um mililitro do sémen diluido em solugdo 0,4% TritonX-100 (mesmo
preparado para analise de colesterol pelo Kit) foi colocado em tubo de vidro (13 x
100 mm). Trés mililitros de mistura cloroférfio:metanol (2:1, v:v) e mais 2 mL de
metanol foram adicionados as amostras para que se apresentasse em fase unica,
onde as proteinas comecam a se precipitar. As amostras foram agitadas em
vortex por 15 segundos, tampadas com papel aluminio e mantidas a 5 °C por 24
horas.

As amostras foram entao filtradas em filtro de papel (Whatman 2; 90 mm @)
em funis de vidro em tubos de vidro (18 x 150 mm). Seiscentos microlitros de
solucdo NaCl 0,59% foram adicionados as amostras para dividir a solucdo em

duas fases. Os tubos foram tampados com papel aluminio e mantidos a 5 °C até a
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realizagao do ensaio, quando as amostras se apresentavam em duas fases, sendo
a fase inferior a que continha os lipideos.

A concentragdo de fosfolipideos das amostras foi determinada segundo
Stewart (1980), pelo método rapido baseado na formagcdo de um complexo entre
ferrotiocianato de amoénio e fosfolipideos, que permite quantificagcdo dos ultimos
em transmiténcia ajustada para comprimento de onda de 488 nm em solugéo de
cloroférmio. Na Figura 4 € mostrado o esquema de preparagdo das amostras para

realizacao do ensaio.

0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 Amostra
Solugao Padrao 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL
Cloroférmio 2 mL 1,95mL | 1,9mL 1,8 mL 1,6 mL 1,4 mL 1,2 mL 1,9 mL
Solugao Controle 0 mL 0,05mL | 0,1 mL 0,2 mL 0,4 mL 0,6 mL 0,8 mL 0mL
Amostras 0mL 0mL 0OmL 0 mL 0OmL O0mL O0mL 0,1 mL

Figura 4: Esquema da preparacgéo dos tubos para ensaio de ferrotiocianato de aménio e leitura por
espectrofotometria. Solugdo Padrao: 27,03g FeCl36H,0; 30,4g NH;SCN em 1L de agua deionizada.
Solugéo Controle: 10 mg de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina em 100 mL de Cloroférmio.

ApOs preparagao, cada tubo foi agitado em vortex por 1 minuto, depois
centrifugado por 1 minuto a 15 g para melhor separagcao das fases. A solugao
superior foi pipetada e descartada e a camada inferior foi pipetada com pipeta de
Pasteur de vidro longa (22 cm) e colocada em cuveta para mensuragao da
transmiténcia a comprimento de onda ajustado para 488 nm.

Os valores para os tubos de 0 a 0,8 (prova e contraprova) com quantidades
conhecidas de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-phosphocholine (18:1, Avanti Polar-Lipids,
Inc., Alabaster, AL/USA) foram usados para elaboragdo de uma férmula por
regressao linear, sendo esta usada para se estabelecer as concentragdes das

amostras.
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4.2.4. Analise estatistica

As variaveis-dependentes consideradas foram quantidade de colesterol e
relagdo colesterol : fosfolipideos. Os dados foram analisados pela analise de
variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo teste Student-Newman-Keuls
(SNK) com 5% de probabilidade de erro (Statistical Analysis Systems (SAS); Cary
NC, USA).

4.3. Resultados e discussao

As quantidades de colesterol das amostras dos diferentes tratamentos
foram 0,22; 0,19; 0,58; 0,77; 091 e 1,07 microgramas por 10° de
espermatozoides, para o sémen sem tratamento, tratado com 2 mg de
ciclodextrina carregada com estigmastanol e tratado com 2, 4, 6 e 8 mg de
ciclodextrina carregada com colesterol, respectivamente (Figura 5).

Tratamentos com 2 mg ou mais de CCC foram capazes de aumentar o teor
de colesterol nas células espermaticas, ndo sendo o estigmastanol detectado pelo
teste aqui realizado para dosagem do colesterol.

Moore et al. (2005a) também tratando sémen fresco de equino com CCC
(0,0,5,1,5, 3,0, 4,5, 6,0, ou 7,5 mg) relataram 0,23, 0,34, 0,56, 0,86, 1,03, 1,14, e
1,26 microgramas por 10° de espermatozoides, respectivamente. Quando 1,5 mg
ou mais de CCC foi adicionado, a quantidade de colesterol nos espermatozoides
foi maior do que o controle. Resultados estes que corroboram com os encontrados
aqui.

Para estabelecer a relacdo colesterol:fosfolipideos em espermatozoides
equinos, cinco ejaculados de diferentes garanhdes foram analisados pelo Kit
Cholesterol Liquicolor (Stanbio Laboratory, Boerne, TX, USA) e pelo ensaio
utilizando ferrotiocianato de aménio. A relacdao colesterol:fosfolipideos para o
sémen nao tratado e tratado com 2, 4, 6 e 8 mg de CCC foram respectivamente
0,39; 0,72; 1,0; 1,16 e 1,36 (Figura 6).
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Figura 5: Concentragdo de colesterol (pg/10‘5 espermatozoides) na membrana plasmatica de

celulas sem aditivo (CT), tratadas com 2 mg de ciclodextrina carregada com estigmastanol/120 x

10° de espermatozoides (CCE), com 2 mg (CCC2) 4 mg (CCC4), 6 mg (CCC6) e 8 mg (CCC8) de

ciclodextrina carregada com colesterol/120 x 10° de espermatozéides. *® nas diferentes colunas
1,21

indicam diferencgas entre os tratamentos (n=16, p<0,05).
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Figura 6: Relagio colesterol:fosfolipideos na membrana plasmética de espermatozoides equinos
sem tratamento (CT), ou tratados com 2 mg (CCCZ) 4 mg (CCC4), g (CCC6) e 8 mg (CCC8)
de ciclodextrina carregada com colesterol/120 x 10° de espermatozmdes nas diferentes colunas
indicam diferengas entre os tratamentos (n=5, 5 garanhdes — 1 ejaculado de cada garanhao,
p<0,05).
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O valor encontrado para fosfolipideos totais nas cinco amostras analisados,
em microgramas por 10° de espermatozdides foram 0,7; 1,0; 0,7; 1,0 e 0,6.

A relagao colesterol:fosfolipideo aqui encontrada estda de acordo com o
relatado por Parks & Lynch (1992), que relataram 0,36.

O kit comercial utilizado na mensuragcao de colesterol e o ensaio de
ferrotiocianato de amdnio sdo ferramentas bastante simples e uteis, podendo ser
utilizados como rotina em laboratérios de reprodugdo animal, para investigar, por
exemplo, a relagéo colesterol:fosfolipideos da membrana de espermatozoéides de

garanhdes “maus congeladores”.

44. Conclusoes

- O tratamento do sémen equino com diferentes quantidades de metil-3-
ciclodextrina carregada com colesterol € capaz de incorporar colesterol a
membrana  plasmatica dos espermatozoides, elevando a relacéo

colesterol:fosfolipideos das mesmas.
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5. CAPITULO 3

ALGUNS ASPECTOS SOBRE CAPACITAGAO DO SEMEN EQUINO

5.1. Introducgao

A capacitacido espermatica € um processo essencial para que ocorra a
reacao acrossdmica e a fertilizagcdo. Entretanto a diferenciagdo entre uma célula
capacitada e uma nao capacitada permanece como uma ciéncia nao exata,
apesar deste fendmeno ter sido relatado a mais de 60 anos por Chang (1951) e
Austin (1952). Chang trabalhou com coelhos em Massachusetts/EUA e Austin
trabalhou com ratos em Sidney/Australia, e descobriram que a maturagéo final da
célula espermatica levava de 2 a 6 horas para ocorrer. Porém, passados todos
esses anos, esse processo ainda nao se encontra completamente elucidado
(Hunter, 2001).

Sabe-se, no entanto, que a capacitacdo envolve complexos eventos
moleculares e bioquimicos, como efluxo de colesterol da membrana plasmatica e
de sédio da célula, influxo de calcio para o interior da célula, aumento da
concentracado de bicarbonato e pH intracelular, aumento da fluidez da membrana
plasmatica, mudancas no padrao da motilidade, reagao acrossomal e ativacédo da
via da adenosina-monofosfato ciclica (cCAMP) que resulta na fosforilagdo da
tirosina e proteinas (Cross, 1993; Visconti & Kopf, 1998; Urner & Sakkas, 2003;
Escoffier et al., 2012).

Sabendo-se de alguns desses mecanismos, foram desenvolvidas técnicas
que permitissem o acompanhamento deste evento que compde a maturagao
extratesticular da célula espermatica por uso de sondas fluorescentes.

A Merocianina 540 é uma sonda hidrofobica que cora mais intensamente as
membranas que possuem maior estado de desordem de seus componentes, como
€ 0 caso dos espermatozoides capacitados. Uma das vantagens da Merocianina
540 é que esta pode ser combinada a um corante impermeavel a membrana
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plasmatica que se liga ao DNA da célula (Yo-Pro-1), permitindo uma analise da
viabilidade da célula em conjunto ao estado de sua membrana lipidica. Esta
associacao de corantes é passivel de ser analisada pela técnica de citometria de
fluxo (Harrison et al., 1996; Rathi et al., 2001; Thomas et al., 2006).

A reacao acrossomal, evento requerido para penetragao do espermatozoide
no ovécito, pode ser avaliada pelo isotiocianato de fluoresceina (FITC), que € uma
sonda fluorescente geralmente utilizada para analisar o status acrossomal dos
espermatozoides em muitas espécies (Cross et al., 1986; Farlin et al., 1992;
Sukardi et al., 1997; Pefa et al., 1999). FITC é ligado a uma lectina isolada da
semente de plantas que especificamente liga aos residuos de agucar (Trowbridge,
1974). Aglutinina de Pisum sativum (PSA, aglutinina da ervilha) e aglutinina de
Arachis hypogaea (PNA, aglutinina do amendoim) s&o usadas para determinar a
integridade do acrossoma (Graham, 2001).

O CoroNa Green é um indicador de ions de sédio permeaveis a membrana
celular que exibe aumento em intensidade de emissdo de fluorescéncia verde
quando se liga ao ion Na*. Tal como outros indicadores de sédio (SBFI e Sodium
Green, por exemplo), o indicador CoroNa Green permite resolucdo espacial e
temporal de amplas concentracbes de Na® na presenca de concentragbes
fisiologicas de outros cations monovalentes.

Fluo-3 € um indicador de fluorescéncia de calcio utilizado para medir Ca?*
dentro de células vivas em citometria de fluxo e microscopia confocal de
varrimento a laser usando excitagcao da luz visivel. Fluo-3 é essencialmente um
composto ndo fluorescente, mas apos sua ligagdo com ions Ca®* ha aumento
nitido na sua fluorescéncia, com maximo de emissdao a 525 nm, podendo ser
captada por detectores utilizados convencionalmente para medicbes de FITC.
Esta grande mudancga na fluorescéncia juntamente com bom rendimento de fétons
fornece um contraste muito alto, que permite a deteccédo de eventos intracelulares
de liberagdo de Ca**, chamados de "faiscas de calcio" (Cheng et al., 1993).

O iodeto de propidio (Pl) € uma sonda que possui afinidade pelo DNA e
cora em vermelho o nucleo de células com membrana plasmatica lesada, e vem

se destacando em pesquisas pela sua facilidade de preparacdo e aplicacdo da
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técnica, estabilidade e eficiéncia na avaliagao da integridade da membrana, seja
isoladamente ou associado a outro corante fluorescente para avaliar membrana
plasmatica ou dindmica de ions (Graham et al., 1990; Maxwell et al., 1997; Arruda,
2000; Arruda, et al., 2003; Celeguini, 2005).

Falando em capacitacao espermatica nédo se pode deixar de mencionar o
plasma seminal, que é uma mistura de secre¢des produzidas nos testiculos,
epididimos e pelas glandulas sexuais acessorias, e tem multiplas fungbes que
envolvem os eventos que precedem a fertilizagdo (Kareskoski & Katila, 2008).

Os fluidos epididimarios e seminal tém sido considerados como inibidores
da capacitagao por inserirem fatores decapacitantes na superficie espermatica, os
quais previnem que os espermatozodides respondam adequadamente ao estimulo
da capacitagao.

Por outro lado, se o plasma seminal tem agentes decapacitantes, é intensa
a busca por compostos que tornem as células espermaticas capazes de
fertilizarem ovadcitos in vitro.

Graham et al (1986), testaram dicaproilfosfatidilcolina (PC-10),
dilaurilfosfatidilcolina (PC-12), dimiristoilfosfatidilcolina (PC-14),
dipalmitoilfosfatidilcolina (PC-16), distearoilfosfatidilcolina (PC-18) e
diaracidoilfosfatidilcolina (PC-20) como indutores de reagdo acrossOmica em
espermatozoides bovinos, e demonstraram que o tratamento com lipossomos
compostos de dilauroilfosfatidilcolina (PC-12) foi capaz de induzir reagao
acrossOmica e tornar as células espermaticas capazes de se ligarem a ovaocitos de
hamster.

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento de ions sodio e calcio
intracelular, organizacdo de membrana plasmatica e reagdo acrossbmica de
espermatozoides nos tempos 0, 5, 15 e 30 minutos de incubagao, tratados ou nao

com plasma seminal ou PC-12.
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5.2. Material e métodos

5.2.1. Preparacgao do dilauroilfosfatidilcolina (PC-12)

Lipossomos compostos de dilauroilfosfatidilcolina (PC-12) foram preparados
segundo descrito por Nolan et al. (1992). Para isto, solu¢do de PC-12 (Sigma
P1534) a 10 mg/mL em cloroférmio foi adicionada a um tubo de vidro (18 x 150
mm), e o solvente removido por corrente de gas nitrogénio até completa secagem.
Doze mililitros de MW foram adicionados ao tubo, e os lipossomos formados por
sonicacgao por 5 minutos (Brason Ultrasonics Corporation, Danbury, CT, equipado
com conversor CE 102C).

A solugéo foi entdo aliquotada (0,5 mL em criotubos de 1 mL) e estocada a
-20 °C até utilizagao. A concentracao de fosfolipideos da solugéo foi determinada
utilizando-se ensaio de ferrotiocianato de aménio (Stewart, 1980), como descrito
no Capitulo 2. Sabendo-se que o peso molecular do PC-12 é 622 se converte o
valor encontrado na unidade mg/mL para pM (divide-se o valor encontrado em
mg/mL por 622 e chega-se ao valor em M, que multiplicado por 10° converte-se

para uM).

5.2.2. Coleta e preparacao do sémen

Sémen de cinco garanhdes com idade entre 15 e 21 anos, das ragas Puro-
Sangue Inglés, Quarto de Milha e Arabe; estabulados no Laboratério de
Reproducao Equina da Universidade Estadual do Colorado (CSU, Fort Collins-CO,
USA) foram utilizados neste estudo, estando os animais em regime de coleta
rotineiro trés vezes por semana e mantidos sob diretrizes impostas pelo Comité de
Utilizagao e Cuidados dos Animais da CSU.

Os ejaculados foram coletados com utilizacdo de vagina artificial modelo
CSU (Animal Reproduction Systems, Inc., Chino, CA). Uma pequena amostra foi

diluida a 50 x 10° de espermatozdides/mL em EZ-Mixin® Basic Formula Extender
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(Animal Reproduction Systems, Inc., Chino, CA), e as motilidades espermaticas
total e progressiva foram determinadas utilizando CASA (Computer Assisted
Sperm Analysis; IVOS, Hamilton Thorne Bioscences, Beverly, MA, USA).
Ejaculados apresentando motilidade total superior a 60% foram diluidos 1:1, em
meio MW, e transportado até o laboratoério para processamento.

Passado no maximo 45 minutos apos a coleta e diluicdo, o sémen foi
centrifugado a 400 g / 7,5 minutos em tubos cdnicos de 15 mL e ressuspendido
para aproximadamente 600 x 108 espermatozoides / mL em MW.

O sémen foi dividido em trés tratamentos:

1- Controle (CT): sémen sem aditivos;

2- Plasma Seminal (PS): adicdo de 20% de plasma seminal equino
previamente adquirido por centrifugagao vigorosa de sémen sem adicao
de diluidor (1000 x g / 30 min) e estocado a -20 °C;

3- PC-12 (PC): adicéo de 40 uM de PC-12.

Cada um dos tratamentos acima citados foi submetido a quatro diferentes

corantes:

1- Corona Green (CG; CoroNa" Green, Molecular Probes®), que
quantifica sédio intracelular;

2- Fluo-3 (Fluo), que quantifica calcio intracelular;

3- FITC-PNA (FP); que quantifica reagao acrossdmica;

4- Merocianina (Mero); que caracteriza fuidez / desorganizagdo da

membrana plasmatica.

Para isso foram preparados quatro diferentes tubos com 2 mL de meio MW
para uma primeira diluicdo, onde as células foram coradas (com excecédo da
Merocianina, que foi adicionado na segunda diluicéo):

1- CG: 2,5 uL de CoroNa Green + 2,5 uL de lodeto de Propideo;

2- Fluo: 2,5 uL de Fluo-3 + 2,5 uL de lodeto de Propideo;

3- FP: 2,5 yL de FITC-PNA + 2,5 uL de lodeto de Propideo;

4

Mero: somente MW
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Em cada tubo foram colocados 50 x 10° espermatozoides, resultando numa
concentracdo bem proxima a 25 x 10° espermatozdides/mL. A partir dai o tempo
foi cronometrado e em 15 minutos (Tempo 0 - T0), 0,4 mL de cada amostra foram
transferidos para um segundo tubo contendo 1 mL de MW (concentracao final
préxima a 7 x 10° espermatozoides/mL), sendo que o tubo para avaliagdo de Mero
continha além de MW, 1 pL de Merocianina + 1 yL de Yo-Pro-1.

A adicdo de plasma seminal e PC-12 ao sémen foi realizada no TO, e ai
entdo o sémen foi transferido para o segundo tubo. As amostras alocadas no
segundo tubo foram entdo analisadas em citometria de fluxo para quantificagdo
dos corantes no interior dos espermatozodides, sendo as amostras para Mero lidas
exatos 75 segundos apds a adigao do sémen ao corante. As amostras do primeiro
tubo foram encubadas a 37 °C e o mesmo procedimento citado foi repetido nos
tempos 5 (T5), 15 (T15) e 30 (T30) minutos.

5.2.3. Analise estatistica

Os dados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA), e as
médias comparadas pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK) com 5% de
probabilidade de erro (Statistical Analysis Systems (SAS); Cary NC, USA).

5.3. Resultados e discussao

O processo de capacitacdo espermatica € um processo complexo, e uma
melhor compreensdo de como a membrana plasmatica € organizada e se
comporta durante este fenbmeno é importante na compreensdao de como o
espermatozoide e o ovécito normalmente se interagem antes da fertilizagao.

Nao houve diferenga no percentual de células viaveis entre os diferentes

tratamentos, nem entre um mesmo tratamento ao longo do tempo. Isso mostra

68



que as etapas decorridas ao longo da incubacédo e das avaliagbes das amostras
ndo causaram danos @ membrana dos espermatozoides (Figura 7).

Com relagdo a reagao acrossOmica, o tratamento com PC-12 aumentou o
percentual de células com acrossoma reagido, detectada na avaliagdo aos 30
minutos. Este percentual, de 33,4%, foi maior que o dos demais tratamentos no
mesmo tempo (CT: 13% e PS: 4,2%) e foi superior aos percentuais para o proprio
PC-12 nos tempos 0 (7%), 5 (9%) e 15 (16,2%, Figura 8).
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Figura 7: Percentual de células viaveis para sémen equino fresco sem tratamento (CT), tratado
com 20% de plasma seminal (PS) ou com PC-12 40 yM (PC) ao longo do periodo de incubagéo
(p>0,05, n=5, 5 garanhdes - 1 ejaculado de cada garanhao).

Spizziri et al. (2010b) também relataram indugdo de reacdo acrossémica
em sémen equino congelado apds incubagao por 25 minutos em meio com PC-12
a 54 pM. O PC-12 é um lipideo fusogénico que desestabiliza a membrana
plasmatica por induzir rearranjos de colesterol na membrana, e em concentragdes
suficientemente altas é capaz de induzir reacdo acrossdmica em espermatozoides
de varias espécies, criando condi¢cdes para capacitagao (Graham et al., 1987;
Nolan et al., 1992; Graham, 1996,2001; Landim-Alvarenga et al., 2001,2004;
Spizziri et al., 2010b).

Com relagao a fluidez da membrana plasmatica ndo houve diferenca no

percentual de células com merocianina elevada entre os diferentes tratamentos,
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nem entre um mesmo tratamento ao longo do tempo. O comportamento
demonstrado pelo sémen sem tratamento seria esperado no sémen tratado com
PC-12, pelo fato deste agir diretamente sobre a membrana, desorganizando-a,
mas o comportamento do sémen tratado com PC-12 e plasma seminal foram

semelhantes (Figura 9)..
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Figura 8: Percentual de células viaveis com acrossoma reagido para sémen equino fresco sem
tratamento (CT), tratado com 20% de plasma seminal (PS) ou com PC-12 40 uM (PC) ao longo do
periodo de incubagédo. * indica diferenga entre tratamentos e o controle num mesmo tempo
(p<0,05). Ponto de dado em branco indica diferenga com tempo 0 dentro de um mesmo tratamento
(p<0,05, n=5, 5 garanhdes - 1 ejaculado de cada garanhao).

No presente estudo foi caracterizado o efluxo de sddio das células
espermaticas equinas viaveis apos 15 minutos de incubacido, sendo que nos
tempos 15 e 30 minutos o percentual de celulas positivas para CG foram menores
para tratamento com plasma seminal (8,8 e 4,8 %) e maiores para tratamento com
PC-12 (36 e 15,4%), em relagdo ao controle (23,6 e 11,8%, p<0,05, Figura 10).
Isso demonstra que apesar do sémen dos diferentes tratamentos apresentarem o
mesmo comportamento em relagdo ao CG, o tratamento com plasma seminal
permitiu uma saida mais rapida de sodio das células, e o PC-12 retardou esse
evento.

Escoffier et al. (2012), trabalhando com camundongos, relataram

diminuicdo na fluorescéncia de CoroNa Red, que também se liga ao ion Na*, em
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espermatozoides capacitados, se comparado a espermatozoides nao capacitados.
Estes autores utilizaram dois diferentes meios de incubacdo, um sem adi¢cdo de
BSA e HCOg3™ (que ndo proporciona capacitagdo) e outro contendo BSA e HCO3'
(que proporciona capacitacdo, semelhante ao aqui utilizado), e relataram efluxo de

sodio em células integras incubadas por 1 hora em meio para capacitagao.
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Figura 9: Percentual de células viaveis com merocianina elevada para sémen equino fresco sem
tratamento (CT), tratado com 20% de plasma seminal (PS) ou com PC-12 40 uM (PC) ao longo do
periodo de incubagédo (p>0,05, n=5, 5 garanhdes - 1 ejaculado de cada garanh&o).

Outro resultado da capacitacdo € o aumento na permeabilidade da
membrana ao calcio, o que permite a rapida circulacdo de calcio no citoplasma do
espermatozoide. Este influxo de calcio € necessario para que haja fusdo da
membrana plasmatica com a membrana acrossomal externa, dando inicio a
reagao acrossdmica (Yanagimachi & Usui, 1974; Talbot et al., 1976;. Singh et al.,
1978;. Triana et al., 1980). O caélcio entra no espermatozdides de um modo
bifasico, com pequena elevagao inicial do calcio intracelular durante a
capacitagao, seguido por elevagdao maior, que ocorre no momento da reagao
acrossémica (DasGupta et al., 1993; Adeoya-Osifuwa & Fraser , 1993; Florman,
1994).
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No presente estudo, apés 15 minutos de incubacdo o sémen dos trés
tratamentos apresentou percentual de células positivas para Fluo superior ao
tempo 0, porém o plasma seminal retardou um pouco a entrada deste ion nas
células, visto que, no T15 percentual de células positivas para Fluo foi menor que

nos outros tratamentos, voltando a se igualar no tempo 30 minutos (Figura 11).

~
o

e

S
+ 60
3 \\\ ——CT
2 40 TN\ # —=—PS
3 a0 NN —e—PC

20 \\x

10 }—&D *

0 : : : .
0 5 15 30
Tempo

Figura 10: Percentual de células viaveis positivas para CoroNa Green no sémen equino fresco
sem tratamento (CT), tratado com 20% de plasma seminal (PS) ou com PC-12 40 uyM (PC) ao
longo do periodo de incubagéo. * indica diferenga entre tratamentos e o controle num mesmo
tempo (p<0,05). Pontos de dados em branco indicam diferenga com tempo 0 dentro de um mesmo
tratamento (p<0,05, n=5, 5 garanhdes - 1 ejaculado de cada garanh&o).

Landim-Alvarenga et al. (2004), também utilizando Fluo-3 para avaliar
entrada de calcio em células espermaticas equinas antes e apds congelamento,
nao detectaram aumento no percentual de células com calcio elevado no sémen
sem tratamento ou tratado com 100 yM de PC-12 durante incubacdo por 30
minutos. Porém relataram aumento nesse percentual em sémen tratado com 100
nM de caélcio ion6foro A23187 ja no primeiro minuto de incubacao, tanto para
sémen fresco quanto para sémen apds descongelamento.

McPartlin et al. (2008) trabalhando com incubacdo de espermatozéides
equinos no mesmo meio diluidor aqui utilizado, por 4-6 horas, concluiram que as

condigdes proporcionadas pelo meio induziram altas taxas de reagao acrossémica
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apos tratamento com progesterona (45%) ou calcio ionéforo (52%), se comparado
a espermatozéides incubados no mesmo meio, sem adicdo de BSA e NaHCO:s.

O meio MW aqui utilizado foi capaz por si sO, de causar efluxo de sdédio e
influxo de calcio, alteragdes que caracterizam capacitagdo espermatica. Com
relacdo ao plasma seminal, Makler et al. (1984) e Jasko et al. (1991) relataram
diminuicdo na motilidade espermatica quando espermatozdoides humanos e
equinos foram incubados com altas propor¢des de plasma seminal por até 24 h.
Ja Aurich et al. (1996) e Katila et al. (2002) n&o relataram qualquer efeito
prejudicial do plasma seminal na sobrevivénvia espermatica apos
descongelamento. Analisaram a motilidade apenas 10 minutos apds o
descongelamento e, portanto, quaisquer efeitos prejudiciais em longo prazo do

plasma seminal podem n&o ter sido observados.
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Figura 11: Percentual de células viaveis positivas para Fluo no sémen equino fresco sem
tratamento (CT), tratado com 20% de plasma seminal (PS) ou com PC-12 40 uM (PC) ao longo do
periodo de incubagéo. * indica diferenga entre tratamentos e o controle nhum mesmo tempo
(p<0,05). Pontos de dados em branco indicam diferenca com tempo 0 dentro de um mesmo
tratamento (p<0,05, n=5, 5 garanhdes - 1 ejaculado de cada garanh&o).

No mesmo sentido, Moore et al. (2005b) avaliaram presenca de 5% e 20%

de plasma seminal no meio de congelamento para garanhdes, e ndo observaram

efeitos prejudiciais 10 minutos apds o descongelamento, mas as amostras com
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maior proporgao de plasma seminal (20%) apresentaram percentagens inferiores
de células moveis 90 minutos apds o descongelamento.

No presente estudo ndo se avaliou motilidade espermatica ao longo da
incubacao por 30 minutos, mas este tempo foi suficiente para demonstrar algumas
diferengas no comportamento do calcio, sédio e reagdo acrossébmica durante
incubacdo do sémen tratado com plasma seminal a 20%, como descrito

anteriormente.

5.4. Conclusoes

- Tratamento com PC-12 (40 uM) é capaz de induzir reagao acrossdmica
em espermatozodides equinos incubados por 30 minutos em meio MW.

- A incubagdo do sémen equino em meio MW é capaz de induzir efluxo de
sodio e influxo de calcio nas células espermaticas, alteracbes que caracterizam a
capacitagao.

- O plasma seminal em concentracdo de 20% retarda o influxo de calcio e

acelera o efluxo de sddio em células espermaticas incubadas em meio MW.
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6. CAPITULO 4

UTILIZAGAO DE DIFERENTES MEIOS DILUIDORES E TEMPOS DE
RESFRIAMENTO NO CONGELAMENTO DE SEMEN EQUINO

6.1. Introducao

Quando os espermatozodides equinos sao resfriados de aproximadamente
20 °C até 5-8 °C sua membrana plasmatica passa por uma fase de transicao, de
estado fluido para estado gel (Hammerstedt et al., 1990). Se esse resfriamento for
realizado de forma rapida pode induzir “choque pelo frio”, um dano parcialmente
irreversivel ao espermatozoide que se caracteriza por rapida perda de motilidade,
movimento circular anormal, redugdo do metabolismo, perda de moléculas
intracelulares e danos acrossomais (Watson, 1981; Amann & Graham, 1993).

Para minimizar os efeitos do choque pelo frio, lipideos (gema de ovo ou
leite integral) e/ou lipoproteinas (leite desnatado) sdo adicionados ao sémen antes
do resfriamento, e os espermatozoéides sao resfriados lentamente durante a faixa
de temperatura em que a membrana lipidica passa pela fase de transicdo (Moran
et al., 1992; Graham, 1996).

Outros crioprotetores (penetrantes e nao penetrantes) sao adicionados ao
diluidor de congelamento. Os penetrantes sdo aqueles que tém a capacidade de
atravessar a membrana plasmatica dos espermatozdides devido a seu peso
molecular, atuando, assim, nos meios intra e extracelular. Estes atuam por de
suas propriedades coligativas, reduzindo a temperatura de congelamento
intracelular. Desta forma, maior quantidade de agua vai permanecer no estado
liqguido quando a célula espermatica for submetida a baixas temperaturas,
diminuindo a concentragao intracelular de solutos e proporcionando, assim,
ambiente menos deletério durante o congelamento e desidratacdo mais lenta da

célula espermatica (Watson, 1995).
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O glicerol é o crioprotetor penetrante mais comumente utilizado nos meios
de congelamento de sémen de garanhdes desde o nascimento do primeiro potro
resultado do uso de sémen congelado com glicerol (concentracao final de 10%)
em abril de 1956 (Barker & Gandier, 1957). As concentragdes mais utilizadas
variam de 2 a 5% (Keith, 1998; Vidament et al., 2000).

Na presquisa por outros crioprotetores alternativos para o congelamento do
sémen equino, varias amidas (formamida, metilformamida, dimetilformamida,
acetamida e metilacetamida) foram avaliadas como agentes crioprotetores
isolados ou em associagdo com o glicerol. Em geral as amidas possuem peso
molecular menor que o glicerol (92 g/mol) e induzem menos danos osméticos aos
espermatozoides (Ashwood-Smith, 1987).

Hoffmann et al. (2010) trabalhando com (glicerol, etilenoglicol,
dimetilformamida e metilformamida isoladamente como crioprotetores concluiram
que 2 ou 3% (600-950 mOsm) foram as melhores concentragbes desses
crioprotetores para se manter motilidade progressiva, e 2% (600-750mOsm) foi a
melhor concentragao para se manter a viabilidade da célula espermatica.

Segundo Gomes et al. (2002) em sémen de garanhdes da raga Mangalarga
Marchador, resultados superiores de motilidade total e integridade de membrana
foram alcancados com a utilizacdo da metilformamida e dimetilformamida em
comparagao ao glicerol (todos a 5%).

Gibb et al. (2013) observaram aumento na motilidade espermatica total e
diminuicdo da fragmentacdo do DNA quando se utilizou a dimetilformamida em
substituicdo ao glicerol. Ainda, observaram viabilidade espermatica decrescente
com utilizagao de 2, 3 e 4% tanto da dimetilformamida quanto do glicerol.

Papa et al. (2002), associando dimetilformamida e glicerol (diluidor MP50),
proporcionaram melhora na protecdo da célula espermatica durante o
congelamento. Dalimata & Graham (1997) ressaltam que o uso combinado de
crioprotetores confere maior protecdo do que o uso isolado, e as combinacdes
qualitativas e quantitativas sao inumeras, dadas a quantidade de compostos

utilizados como crioprotetores.
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Comparando-se o0s pesos moleculares da dimetilformamida e da
metilformamida, a ultima apresenta menor peso molecular (73 g/mol vs. 59 g/mol),
e teoricamente seria menos nociva aos espermatozoides.

O diluidor lactose-EDTA (Martin et al, 1979; Cochran et al., 1984; Cristanelli
et al., 1985) é comumente utilizado no congelamento de sémen equino. Uma das
razdoes dessa popularidade € o protocolo utilizado, sem necessidade de
resfriamento lento do sémen de 20 °C a 5 °C, sendo os espermatozoides
envasados em palhetas a temperatura proxima a 20 °C e congelados
imediatamente, tanto no vapor de nitrogénio em caixas de isopor como em
congeladores automaticos programaveis.

Assim sendo, os objetivos neste trabalho foram: 1- avaliar eficiéncia de
diluidores a base de gema de ovo e gema de ovo associada a leite desnatado,
ambos contendo 5% de glicerol; 2- avaliar eficiéncia da combinagdo da
metilformamida com glicerol e 3- avaliar diferentes métodos de resfriamento antes

do congelamento sobre motilidades total e progressiva.

6.2. Material e métodos

6.2.1. Coleta e preparagao do sémen

Sémen de cinco garanhdes com idade entre 15 e 21 anos, das ragas Puro-
Sangue Inglés, Quarto de Milha e Arabe; estabulados no Laboratério de
Reproducao Equina da Universidade Estadual do Colorado (CSU) foram utilizados
neste estudo, estando os animais em regime de coleta rotineiro trés vezes por
semana e mantidos sob diretrizes impostas pelo Comité de Utilizagcdo e Cuidados
dos Animais da CSU.

Os ejaculados foram coletados com utilizagédo de vagina artificial modelo
CSU (Animal Reproduction Systems, Inc., Chino, CA). Uma pequena amostra foi
diluida a 50 x 10° de espermatozdides/mL em EZ-Mixin® Basic Formula Extender

(Animal Reproduction Systems, Inc., Chino, CA) e a motilidade total e progressiva
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foram determinadas utilizando CASA (Computer Assisted Sperm Analysis; IVOS,
Hamilton Thorne Bioscences, Beverly, MA, USA). Ejaculados apresentando
motilidade total superior a 60% foram diluidos 1:1 em meio MW (diluidor de
Whitten modificado; Anexo 8.1) e transportado até o laboratério para
processamento.

Passado no maximo 45 minutos apds a coleta e diluigdo o sémen foi
centrifugado a 400 g / 7,5 minutos em tubos cdnicos de 15 mL e ressuspendido
para 50 x 108 espermatozoides / mL em trés diferentes diluidores de
congelamento: 1- FR5 modificado (FR5M 5% glicerol, Anexo 8.2); 2- Lactose-
EDTA (5% glicerol) e 3- Lactose-EDTA (3% metilformamida + 2% glicerol, Anexo
8.3). Para cada um dos diluidores o sémen foi fracionado e submetido a diferentes
tratamentos antes do congelamento:

1- 0: envase do sémen em palhetas de 0,5 mL a 22 °C e congelamento sem
resfriamento;

2- 20: envase do sémen em palhetas de 0,5 mL a 22 °C e resfriamento das
palhetas por 20 minutos a 5 °C em rampa de congelamento antes da
criopreservagao;

3- 120T: resfriamento do sémen em tubos de vidro 13 x 100 mm (selados com
parafilme) inseridos em becker de 150 mL contendo 100 mL de agua a 22
°C por 120 minutos a 5 °C;

4- 120P: resfriamento do sémen em palhetas de 0,5 mL inseridas em

recipiente contendo 300 mL de agua a 22 °C por 120 minutos a 5 °C.

O resfriamento a 5 °C foi realizado em sala refrigerada, de forma a permitir
manutencao da temperatura durante o envase do sémen resfriado em tubos ou
colocagao das palhetas resfriadas por 120 minutos na rampa de congelamento.

O congelamento foi realizado colocando-se as palhetas a 7 cm do nivel de
nitrogénio em rampa flutuante por 15 minutos (-60 °C/min; Cochran et al., 1984;
Cristanelli et al., 1985; Pickett et al., 1987), quando entdo foram imergidas em
nitrogénio liquido, raqueadas e colocadas em canisters para armazenamento nos
botijoes.
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6.2.2. Analise da motilidade espermatica

Duas palhetas de cada tratamento foram descongeladas a 37 °C por 30
segundos e seus conteudos homogeneizados em um tubo de vidro para avaliagao
da motilidade espermatica utilizando CASA (Computer Assisted Sperm Analysis;
IVOS, Hamilton Thorne Bioscences, Beverly, MA, USA).

Uma gota de 6,5 yL do sémen de cada tratamento foi colocada em uma
ldmina para microscopia Cell-Vu (Millennium Sciences, Inc., New York) a 37 °C, e
pelo menos 400 espermatozoides foram analisados por amostra.

As caracteristicas foram ajustadas da seguinte maneira no Animal Motility:
30 imagens adquiridas (image capture: n° of frames); 60 imagens / seg (image
capture: frames per sec.); contraste minimo da célula: 80 (cell detection: minimum
contrast); tamanho minimo da célula: 3 pixels (cell detection: minimum cell size);
tamanho para células iméveis: 5 pixels (defaults: cell size); intensidade para
células imoveis : 110 (defaults: cell intensity); referéncia de VAP para células
progressivas: 50,0 ym/seg (progressive cells: path velocity — VAP); referéncia de
STR para células progressivas: 75,0% (progressive cells: straightness — STR);
referéncia de velocidade de trajeto - VAP para células lentas: 20,0 um/seg (slow
cells: VAP cutoff); referéncia de velocidade progressiva - VSL para células lentas:

0 um/seg (slow cells: VSL cutoff).

6.2.3. Analise estatistica

Os dados foram analisados pela andlise de variancia (ANOVA), e as
médias foram comparadas pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK) com 5% de
probabilidade de erro (Statistical Analysis Systems-SAS; Cary NC, USA).
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6.3. Resultados e discussao

FR5M e lactose-EDTA com 5% de glicerol apresentaram motilidade
espermatica total superiores a lactose-EDTA com 3% metilformamida + 2%
glicerol (p<0,05) e iguais entre si (p>0,05) em todos os diferentes métodos de
resfriamento. Quanto a motilidade espermatica progressiva, o FR5M foi superior a
lactose-EDTA (independente do crioprotetor; p<0,05) em todos os diferentes
meétodos de resfriamento (Tabelas 7 e 8).

Se comparado o efeito do crioprotetor utilizado nas amostras de sémen, a
utilizacdo de 5% de glicerol preservou melhor a motilidade espermatica
progressiva que a combinacgao de metilformamida e glicerol em sémen resfriado a
5 °C por 120 minutos (seja em tubos ou em palhetas; p<0,05). Porém esses
valores foram semelhantes (p>0,05) para sémen sem resfriamento e também para
o sémen resfriado por 20 minutos a 5 °C (Tabelas 7 e 8).

Avaliando os diferentes métodos de resfriamento, a motilidade espermatica
total foi superior quando se resfriou 0 sémem por 20 min a 5 °C se comparado ao
sémen congelado sem resfriamento prévio, tanto para o FR5 quanto para lactose-
EDTA com 5% glicerol (p<0,05). Para lactose-EDTA com metilformamida + glicerol
nao houve diferenca entre os dois métodos (p>0,05). Com relagdo a motilidade
espermatica progressiva houve diferenga (p<0,05) apenas quando da utilizagao da
lactose-EDTA com 5% glicerol (Tabela 7).

Tabela 7: Percentual de motilidade total (MT) e progressiva (MP) de espermatozéides
criopreservados em trés diferentes diluidores (FR5M 5% glicerol, Lactose-EDTA 5% glicerol e
Lactose-EDTA 3% metilformamida + 2% glicerol) resfriados por 0 ou 20 minutos a 5 °C antes do
congelamento.

FR5M (5%GLlI) Lactose (5%GLlI) Lactose (3%MF + 2% GLI)
Tempo MT (%) MP (%) MT (%) MP (%) MT (%) MP (%)
0 39" 15" 33" 9° 20° 58
20 49" 214 45~ 14% 30° 9®
EPM 3,6 2,1 3,2 1,3 3,2 1,3

"B sobrescritos na mesma linha indicam diferengas entre diluidores (p<0,05). * sobrescrito na

mesma coluna indica diferenga entre tempos de resfriamento (p<0,05, n=14, 5 garanhdes -
4,3,3,2,2 ejaculados).
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Com relacao ao resfriamento por 120 minutos a 5 °C, nao houve diferenca
(p>0,05) entre os dois métodos utilizados em nenhum dos meios diluidores
testados, sendo os valores aqui encontrados bem superiores, se comparados aos
do sémen sem resfriamento. Por exemplo, a motilidade total foi cerca de 20%
superior para FR5M e lactose-EDTA 5% glicerol e 15% superior quando se utilizou

lactose-EDTA com metilformamida + glicerol (comparando-se 0 com 120 minutos).

Tabela 8: Percentual de motilidade total (MT) e progressiva (MP) de espermatozoides
criopreservados em ftrés diferentes diluidores (FR5M 5% glicerol, Lactose-EDTA 5% glicerol e
Lactose-EDTA 3% metilformamida + 2% glicerol) resfriados por 120 minutos a 5 °C em tubos
(120T) ou palhetas (120P) antes do congelamento.

FR5M (5%GLlI) Lactose (5%GLlI) Lactose (3%MF + 2% GLI)
Tempo MT (%) MP (%) MT (%) MP (%) MT (%) MP (%)
120T 61" 26" 56" 198 35° 11°¢
120P 58" 25" 53" 178 36° 10°
EPM 3,5 2,3 3,8 1,8 4,0 1,7

ABC sobrescritos na mesma linha indicam diferencas entre tratamentos (P<0,05). (n=18; 5

garanhdes - 6,5,4,2,1 ejaculados).

Isso mostra que o resfriamento em palhetas de 0,5 mL também pode ser
utilizado sem prejuizo as motilidades espermaticas total e progressiva em
laboratérios que utilizam resfriamento de sémen em tubos, com posterior
envasamento do sémen no interior de uma sala refrigerada. Isso diminui o tempo
de permanéncia do profissional a temperatura de 5°C, uma vez que o
envazamento do sémen nas palhetas pode ser realizado a temperatura ambiente.

Moore et al. (2006) também trabalharam com diluidor de congelamento a
base de leite em p6 e gema de ovo (EZ-Freezin' “FR5M,” Animal Reproduction
Systems) e testaram diferentes crioprotetores a 4% (glicerol, etilenoglicol e
dimetilformamida). Os autores resfriaram as palhetas em banho-maria com 100
mL por 2 horas em sala refrigerada e depois submeteram o sémen a diferentes
taxas de congelamento dos 5 °C a -120 °C (-5°C/min; =10°C/min; —-15°C/min;
-20°C/min; -25°C/min; -30°C/min; -35°C/min; -40°C/min; -45°C/min ou

-50°C/min) e concluiram que o glicerol foi mais eficiente na manutecdo de
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motilidades espermaticas total e progressiva em todas as diferentes taxas de
congelamento.

Garcia et al. (2012), avaliando efeito de 0; 0,5; 1,5; 2,5; 3,5 e 5% de glicerol
na integridade de membrana plasmatica, no citoesqueleto, na peroxidagao de
lipideos, no potencial de membrana mitocondrial e volume celular, concluiram que
apods incubagao por 60 minutos, concentracdo de 5% foi capaz de aumentar o
volume celular, diminuir integridade de membrana e presenga de actina-F no
citoesqueleto. Os autores recomendaram utilizagédo de no maximo 2,5% de glicerol
para evitar esses danos aos espermatozoides equinos.

No presente estudo a utilizagdo de 2% de glicerol em associagao a 3% de
metilformamida n&o mostrou melhora nas motilidades espermaticas total e
progressiva. Trabalhando com amidas sem associagado ao glicerol, Medeiros et al.
(2002) observaram melhora na motilidade espermatica total com a utilizacdo de
dimetilformamida a 5% e metilformamida a 5%, quando comparado ao glicerol a
5%. No mesmo sentido, Gomes et al. (2002) relataram, trabalhando com sémen
de garanhdes da raga Mangalarga Marchador, resultados superiores de motilidade
espermatica total e integridade de membrana com a utilizagdo da metilformamida
e dimetilformamida a 5% em comparacgao ao glicerol. Alvarenga (2003) estudou as
variagcdes de congelabilidade entre 55 garanhdes de diferentes ragas (Mangalarga
Marchador, Campolina, Puro-Sangue-Inglés, Quarto-de-Milha, Arabe e Lusitano)
utilizando os crioprotetores dimetilformamida e glicerol (ambos a 5%), e constatou
que os parametros de motilidade total e progressiva foram superiores com uso de
dimetilformamida, na maioria dos garanhdes (40 dos 55 animais).

A utilizacdo da metilformamida e outros crioprotetores pode ser uma
alternativa para aqueles garanhdes que apresentam resultados insatisfatérios com

uso do glicerol, mas ndao mostrou beneficios nas motilidades no presente estudo.
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6.4. Conclusoes

- O meio de congelamento FR5M modificado preserva melhor a motilidade
espermatica progressiva apos descongelamento, mostrando beneficio da
combinagdo da gema de ovo de galinha com leite em p6 no diluente de
congelamento.

- A utilizacédo de lactose-EDTA com 5% de glicerol preserva motilidades
espermaticas total e progressiva se comparado ao mesmo diluidor com 3% de
metilformamida + 2% de glicerol, o que mostra que o glicerol € um crioprotetor que
pode ser utilizado em diferentes protocolos de congelamento.

- O resfriamento do sémen por 120 minutos antes do congelamento em si
pode ser realizado tanto em tubos quanto em palhetas de 0,5 mL, sem prejuizos
as motilidades espermaticas total e progressiva apos congelamento.

- O resfriamento do sémen por 120 minutos é eficaz em manter as

motilidades espermaticas total e progressiva apos descongelamento.
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8. Anexos

8.1. MW (Modified Whitten’s Medium)

MW Cédigo Sigma mM Quantidade em 1L
NaCl S9625 100 5,849
KCI P3911 4,78 0,357 g
CaCl, 4225 2,5 0,275¢g
KH,PO, P0662 1,19 0,207 g
MgSO, x 7 H,O M2393 1,19 0,293
NaHCO; S6014 25,07 2,106 g
Piruvato de Sodio P2256 1 0,022 g
Lactato de Sédio L1375 4.8 3,68 mL
Glicose G8270 55 0,991g¢g
HEPES H3375 22 5,236 g
BSA A9647 - 79
Agua Destilada - - Completar para 1000 mL

(Modificado de Whitten and Biggers, 1968; por McPartlin et al., 2008)

8.2. FR5 Modificado

Solugao 1: FR1

Agua Destilada 100 mL 250 mL 500 mL 1000 mL
Glicose 5¢ 12,59 25¢g 50g
Lactose 0,3g 0,75¢ 1,59 39
Rafinose 0,3g 0,75¢ 159 39
Citrato de Sodio 0,05¢g 0,125¢g 0,25¢ 0,59
Citrato de Potassio 0,082 g 0,2054¢ 0,419 0,82¢
HEPES 1,429 3,55¢ 7149 14,2 g
300 -310 mOsm /pH7,2-7,4
Cada 100 mL dessa solugao faz 250 mL do FR5

Solugao 2: Leite em po6 - Glicose
Agua Destilada 100 mL 250 mL 500 mL 1000 mL
Leite em po desnatado 14,4 g 3649 729 144 g
Glicose 0,8g 29 44 849

300 -310mOsm/pH7,2-7,4

Solugao 3: FR4

Adicionar volumes iguas da solugéo 1 e solugéo 2

Adicionar 3% de gema de ovo ao volume final

Centrifugar a 7000 g por 30 minutos

Filtrar o sobrenadante em filtros de papel 8 microns a vacuo

Solugao 4: FR5

Adicionar Crioprotetor (5% glicerol)
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8.3. Lactose-EDTA

Solucao 1: Glicose — EDTA

Glicose (D8270, 1KG / Sigma) 15¢
Citrato de Sodio Diidratado (S4641, 500 g / Sigma) 0,0925¢g
EDTA disédio diidratado (E6635, 100 g / Sigma) 0,0925
Bicarbonato de Sédio (S5761, 500 g / Sigma) 0,03
Volume final em agua destilada 250 mL
pH = 6,89 /290 mOsmol
Solucgao 2: Lactose 11%

Lactose monoidratada (61340, 1 Kg / Fluka BioChemika) 33g
Volume final em agua destilada 300 mL

Solucao 3: Lactose-EDTA
Solugao 1 125 mL
Solugao 2 275 mL
Gema de ovo 100 mL
Sadio dodecil sulfato - SDS (L4390, 25 g / Sigma) 0,2g
HEPES (H3375, 250 g / Sigma) 1,199
Centrifugagao: 10000 g / 30 min
Filtragem a vacuo em filtro de papel 25 um
Adicao do Crioprotetor
(Martin et al., 1979)

8.4. Sacarose-EDTA

Solugao 1: Glicose - EDTA
Glicose (D8270, 1KG / Sigma) 15¢
Citrato de Sddio Diidratado (S4641, 500 g / Sigma) 0,0925¢
EDTA disédio (E6635, 100 g / Sigma) 0,0925
Bicarbonato de Sédio (S5761, 500 g / Sigma) 0,03
Volume final em agua destilada 250 mL
pH = 6,89
290 mOsmol

Solugao 2: Sacarose

Sacarose (S9378, 500 g / Sigma) 31,35¢
Volume final em agua destilada 300 mL

Solucao 3: Sacarose-EDTA
Solucao 1 125 mL
Solucéao 2 275 mL
Gema de ovo 100 mL
SDS (L4390, 25 g/ Sigma) 0,2g
HEPES (H3375, 250 g / Sigma) 1,199

Centrifugacao: 10000 g / 30 min

Filtragem em filtro de papel 25 um

Adigao de Crioprotetor (Glicerol 5%)

105




8.5. PBS

NaCl 5¢

KCI 0,12g

NazHPO4 0,71 g

KH2P04 0,136 g

Agua Destilada Completar para 500 mL
pH 7,4

(Dulbecco & Vogt, 1954)

8.6. Composicao dos oleos utilizados

- Oleo de semente de linho (Natural Cold Pressed Flaxseed oil - 1200 mg,
Nature’s Bounty, Inc. Bohemia, NY — USA)

Acido a-Linolénico (18:3, 6mega-3) 45%
Acido Linoleico (18:2, 6mega-6) 1%
Acido Oleico (18:1, 6mega-9) 1%
Outros acidos graxos 5%

- Oleo de agafrdo-bastardo (High Heat Safflower Oil, Celestial Group, Inc.,
Melville, NY — USA)

Acidos graxos saturados 7%
Acidos graxos poliinsaturados 14%
Acidos graxos monoinsaturados 79%

- Oleo de salmdo (Cold Water Salmon Oil - 1000 mg, Nature’s Bounty, Inc.
Bohemia, NY — USA)

11%: Acido Docosahexaenoico (DHA, 22:6, dmega-3)

Acidos graxos 6mega-3 (20%)

9%: Acido Eicosapentaenoico (EPA, 20:5, dmega-3)

- Oleo de figado de bacalhau (Norwegian Cod Liver QOil, J. R. Carlson
Laboratories, Inc., Arlington Hts., IL — USA)

45%: Acido Docosahexaenodico (DHA, 22:6, dmega-3)

Acidos graxos 6mega-3

36%: Acido Eicosapentaenosico (EPA, 20:5, 6mega-3)
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