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RESUMO

OLIVEIRA, Renan Reis, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro
de 2010. Efeito in vitro da incorporacdo de colesterol a membrana
plasmatica de espermatozoides criopreservados de jumentos (Equus
asinus) da raca Péga. Orientador: Giovanni Ribeiro de Carvalho. Co-
orientadores: José Domingos Guimaraes e Ciro Alexandre Alves Torres.

A criopreservagao de sémen asinino vem apresentando limitacdes na
fertilidade que desestimulam sua utilizagdo como rotina para profissionais
que trabalham com a espécie. A incorporagcdo de colesterol associado a
ciclodextrina (CLC) tem se mostrado uma alternativa promissora por
melhorar a resisténcia espermatica ao processo de criopreservagao em
diversas espécies. Objetivou-se verificar os efeitos in vitro da adi¢cdo de
diferentes concentragbes de CLC na viabilidade de espermatozoéides
criopreservados de jumentos da ragca Péga. Vinte e cinco ejaculados de
cinco jumentos (cinco ejaculados por jumento) foram incubados a
temperatura de laboratério por 15 minutos com diferentes concentragdes de
CLC: 0 mg (controle - CT), 1 mg (T1), 2 mg (T2) e 3 mg (T3) / 120 x 10°
espermatozoides totais, antes do congelamento. As amostras foram
descongeladas e avaliadas quanto a integridade fisica da membrana
plasmatica (SV), integridade funcional (HOST), morfologia espermatica,
longevidade (TTR) e viabilidade da membrana plasmatica e do acrossoma
(teste com sondas fluorescentes - IP/FITC-PNA). Os parametros fisicos
foram avaliador de forma subjetiva e objetiva (CASA). As amostras tratadas
com CLC apresentaram maior integridade funcional e fisica (P<0,05) da
membrana plasmatica que as amostras do tratamento CT. A inclusdo de
CLC resultou em um aumento (P<0,05) nos valores de motilidade total e
progressiva (CASA) para os trés tratamentos quando comparado ao CT.
Nao foram observadas diferengas (P>0,05) na quantidade de células com a
membrana plasmatica e acrossoma intactos pelo testes de epifluorescéncia.
Também nao foi observada diferenca entre os tratamentos durante o TTR

para os parametros motilidade total e vigor espermatico (P>0,05). A

Xiv



utilizacdo de colesterol incorporado a ciclodextrina aumenta a resisténcia
espermatica aos processos de criopreservagao, aumentando o numero de
células com motilidade e membrana integra. Novos estudos devem ser

realizados para avaliar o efeito do CLC na fertilidade do sémen asinino.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Renan Reis, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2010. In vitro effect of plasma membrane cholesterol incorporation to
Péga donkey (Equus asinus) cryopreserved spermatozoa. Adviser:
Giovanni Ribeiro de Carvalho. Co-advisers: José Domingos Guimaraes and
Ciro Alexandre Alves Torres.

The cryopreservation of donkey semen has shown limitations on fertility that
discourages their use as routine for professionals working with this species.
Incorporation of cholesterol-loaded cyclodextrin (CLC) has proved a
promising alternative to improve the resistance of spermatozoa
cryopreservation in several species. The aim of this study was to determine
the effects of adding different CLC concentrations on in vitro viability of
frozen-thawed Péga donkey spermatozoa. Twenty-five ejaculates from five
donkeys (five ejaculates per animal) were submitted to different
concentrations of CLC: 0 mg (control), 1 mg (T1), 2 mg (T2) and 3 mg (T3) /
120 x 10° total spermatozoa for 15 minutes before freezing. Samples were
thawed and evaluated for physical integrity of sperm plasma membrane
(eosin-nigrosin), functional integrity (HOST), sperm morphology, longevity
(TTR), and viability of sperm plasma membrane and acrosome (tested with
fluorescent probes - IP/FITC-PNA). Physical parameters were measured by
subjective and objective (CASA) evaluation. Treated groups had higher
physical and functional integrity plasma membrane (P<0.05) than control.
Inclusion of CLC resulted either in higher total and progressive motile
(CASA) (P<0,05). There were no differences in the amount of cells with
plasmas membrane and acrossome intact by epifluorescence test (P>0.05).
No difference was observed for total motility and vigor between treatments
during TTR (P>0,05). The use of cholesterol-loaded cyclodextrin increases
the resistance of frozen-thawed process, number of cells with motility and
viable membranes (P<0,05). Futher studies should be conducted to evaluate

the influence of CLC cryopreserved donkey spermatozoa fertility.
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1- INTRODUCAO

O Brasil possui o terceiro maior rebanho equino do mundo com um numero
aproximado de 5,9 milhdes de animais. Estima-se que além dos equinos, o
rebanho equideo nacional seja constituido por 1,3 milhdo de muares e 1,2 milhao
de asininos (CNA, 2006).

A fim de produzir animais que conciliem a rusticidade dos jumentos (Equus
asinus) a estrutura fisica dos equinos (Equus caballus) diversos criadores tém
optado pela produgdo do hibrido (muar). Muares vém sendo cada vez mais
valorizados por criadores e trabalhadores rurais que optam por animais mais
resistentes para lida com gado nos sistemas extensivos de criagdo que
predominam no Brasil. O jumento Péga associa ao porte médio e a rusticidade, o
andamento marchado que confere maior conforto ao equitador. Tais
caracteristicas associada a tracos mais delicados fazem com que esta raca
possua a maior associagédo de criadores de jumentos do pais com mais de 7000
jumentos registrados e distribuidos em todas as regides do Brasil (NUNES, 2007).

A importancia econbmica, cultural e social exercida pelos equideos tém
levado ao desenvolvimento de estudos que visam aprimorar a eficiéncia
reprodutiva nestas espécies.

A inseminagao artificial com sémen congelado € uma importante
biotecnologia da reprodugcédo por apresentar uma série de vantagens, como:
acelerar o ganho genético (por maximizar a utilizagdo do macho), evitar a
necessidade do transporte de animais (em muitos casos viabilizando a
comercializagdo de material genético), propiciar o armazenamento do sémen por

longos periodos (garantindo ao proprietario um banco genético de animais que



venham a sofrer injurias ou venham a O&bito) e propiciar maior controle na
disseminagao de doencgas sexualmente transmissiveis. No entanto, os resultados
apresentados até o momento tém limitado a utilizagdo desta biotecnologia nas
espécies equina e, principalmente, na asinina, na proporcao em que € exercida na
espécie bovina.

O sucesso no processo de criopreservacdo de sémen depende da
qualidade do sémen fresco, de sua interacdo com os meios diluidores, dos
crioprotetores e da curva de resfriamento e descongelamento utilizados (PICKETT
& AMANN, 1992). Além destes fatores existe uma maior susceptibilidade de
algumas espécies a danos durante o processo de criopreservacao. Esta diferenca
de susceptibilidade se deve em parte a composicdo de lipideos na membrana
plasmatica, principalmente, a relacdo colesterol:fosfolipidio. Espécies com baixa
(suinos e equideos) intermediaria (bovinos e ovinos) e alta (homem e
camundongo) relagao variam nesta mesma ordem a susceptibilidade ao choque
térmico. Sabe-se que o colesterol presente na membrana plasmatica dos
espermatozoides tem a funcédo de estabiliza-la, protegendo a célula durante o
resfriamento (GRAHAM & FOOTE, 1987).

Perdas de colesterol da membrana plasmatica de células criopreservadas
tém sido observadas em suinos (50%) e garanhdes (28%) (CEROLINI et al.,
2001; MOORE et al.,, 2005). Esta perda de colesterol pode causar uma
capacitagao pré-matura destas células, reduzindo a viabilidade das mesmas nos
orgaos reprodutivos da fémea (WATSON, 1995). Uma maior concentragdao de
colesterol na membrana pode impedir que as células sofram maturacéo precoce e
capacitacdo, aumentando a sua viabilidade (MOORE et al., 2005).

Estudos tém demonstrado efeitos benéficos da adicido de colesterol na
integridade da membrana plasmatica e dos parametros fisicos de
espermatozoides criopreservados de garanhdes (ZAHN et al., 2002; MOORE et
al., 2005; AMORIM, 2008a; GRAZAR et al.,, 2009; OLIVEIRA et al., 2010;
SPIZZIRI et al., 2010), jumentos (ALVAREZ et al., 2006), bovinos (PURDY &
GRAHAM, 2004a, b; MOCE & GRAHAM, 2006; AMORIM et al., 2009; MORAES
et al, 2010), carneiros (MORRIER & BAILEY, 2005; MOCE et al., 2010) e suinos
(MAO et al.,, 2005; GALANTINO-HOMER et al., 2006; WALTERS et al., 2008;
MORAES et al., 2009).



Realizou-se este estudo objetivando verificar os efeitos in vitro da adigao
de diferentes concentracbes de colesterol a integridade e viabilidade da
membrana plasmatica, na longevidade, na morfologia e nos parametros fisicos de

espermatozoides criopreservados de jumentos da raga Péga.



2- REVISAO DE LITERATURA

Os equideos exerceram um importante papel na formacdo econdmica,
social e politica do Brasil. No aspecto econémico, desempenharam as fungdes de
sela (para o vaqueiro e o pedo, nas lidas comuns a pecuaria); de carga (nos
comboios ou comitivas); e, de tragao (“motor” de veiculos de carga e de moedas).
No aspecto social — englobando exibicionismo, vaidade, orgulho e diferenciagao
social — desempenharam também seu papel tanto na funcdo de sela quanto de
tracdo dos veiculos. A partir da segunda metade do século XIX, destacam-se no
aspecto social, as atividades de esportes e lazer, como corrida e salto (CNA,
2006). Hoje estes animais continuam presentes no cotidiano de pessoas
envolvidas no transporte de cargas, na lida com gado, no esporte e lazer, nas
cavalarias do exercito e da policia e em clinicas envolvidas com a equoterapia.

Os asininos (Equus asinus), assim como os cavalos (Equus caballus), sao
membros da Familia Equidae, e pertencem a ordem Perissodactyla (HAFEZ &
HAFEZ, 2004). Do cruzamento entre um equino que possui 64 cromossomos com
um asinino que possui 62 cromossomos obtém-se um hibrido, muar ou bardoto,
que geralmente possui 63 cromossomos e que geralmente € estéril (CHANDLEY,
1988).

Existem duas subespécies de asininos, Equus asinus africanus (jumento
africano) e Equus asinus europeus (jumento europeu). O jumento Péga possui
provavelmente seu tronco étnico originario no jumento egipcio ou nubiano (Equus

asinus africanus africanus), do qual muito se aproxima. Caracteristicas como a



ocorréncia de pelagem branca e sinais como estrela e extremidades brancas, nao
sdo observados nas outras variedades (Equus asinus europeus e Equus asinos

africanus) que nao do jumento egipcio (NUNES, 2007).

Com o intuito de aprimorar o ganho genético, possibilitar o armazenamento
de sémen de animais superiores e facilitar a comercializagdo deste material,
recentemente, a Associagcdo Brasileira de Criadores do Jumento Péga
(ABCJPéga) passou a permitir a utilizagcdo da criopreservagao de sémen. No
entanto, os baixos resultados de fertilidade verificados at¢é o momento na
inseminagao de éguas (VIEIRA et al., 1985; ARRUDA et al., 1986; PAPA et al.,
1999; OLIVEIRA et al, 2006; KER, 2009; VIDAMENT et al., 2009) e
principalmente, na utilizagdo do sémen congelado em jumentas (TRIMECHE et
al., 1998; OLIVEIRA, et al., 2006; VIDAMENT et al., 2009) tém limitado uma maior

difusdo desta biotecnologia.

2.1- Morfologia espermatica

Espermatozoides sao células haploides especializadas que tém habilidade
limitada para biossintese e regeneracgao celular (AMANN & GRAHAM, 1993).

Estes gametas sdo alongados, constituidos de cabecga, colo e cauda. A
cauda €& a porgcdo mais longa do espermatozoide que consiste da pecga
intermediaria, pega principal e pega terminal (DOTT, 1975). A cabeca apresenta
forma oval, é achatada e aloja o acrossoma, com suas enzimas hidroliticas. O
nucleo aloja a cromatina, altamente condensada a proteinas conhecidas como
protaminas (BARTH & OKO, 1989). O colo € um curto segmento que liga o flagelo
a cabeca do espermatozoéide. A peca intermediaria € envolta por uma bainha
mitocondrial que envolve nove fibras densas associadas ao axonema (estrutura
contratil dos flagelos). Esta estrutura é formada por nove pares de microtubulos
dispostos radialmente ao redor de dois filamentos. As duas principais proteinas
que participam da constituicdo do axonema sido ao tubulina e a dineina
(ALBERTS, 2004). A pecga principal da cauda & composta pelo axonema
associado a fibras densas e a peca terminal da cauda € composta apenas pelo
axonema (HAFEZ & HAFEZ, 2004).



O comprimento do espermatozéide € uma caracteristica espécie
especifica, variando nos animais domeésticos de 50 ym (varréo) a 90 pym (touro).
As caracteristicas morfolégicas espermaticas sdo semelhantes para jumentos e
garanhdes, apesar do espermatozdéide asinino possuir uma cauda um pouco mais
longa e a cabeca ligeiramente mais globosa (NISHIKAWA et al., 1952; MANN et
al., 1963).

2.2- A membrana plasmatica

A membrana plasmatica envolve o espermatozoide em sua totalidade. Esta
membrana € formada basicamente por uma bicamada lipidica entremeada por
proteinas integrais e periféricas, glicoproteinas de superficie e glicolipidios
organizados em um “mosaico fluido” (Figura 1) (SINGER & NICHOLSON, 1972).

, - Carboidratos
Proteina Periférica

Colesterol

; [ ]
Fosfolipidio / o l Proteina Periférica

Canal ou Poro

Figura 1: Organizacdo da membrana plasmatica, modelo “mosaico fluido” (ZAFIAN, 1984).

A composigao basica da bicamada lipidica é de 65 a 70% de fosfolipidios,
sendo o acido docosahexandico o principal acido graxo ligado a estes fosfolipidios
(HOLT, 2000). As diferengas no comprimento e na saturacéo da cauda de acidos

graxos sao importantes, pois influenciam na habilidade das moléculas de



fosfolipidios em se agrupar, afetando, consequentemente, a fluidez da membrana
(ALBERTS et al., 2004).

Quanto maior a propor¢do dos acidos graxos saturados, maior é a
temperatura de transi¢cao sélido-fluida da membrana (NELSON & COX, 2000). Os
lipidios predominantes na membrana plasmatica sao representados pelos
fosfolipidios, colesterol, esfingolipidios e gangliosideos (AMANN & PICKETT,
1987).

Durante a maturacédo epididimaria ocorrem modificacbes na composi¢cao
lipidica da membrana plasmatica dos espermatozéides que tém como objetivos:
promover a estabilizacdo da membrana dos espermatozdides para seu
armazenamento no epididimo e seu transporte nos tratos reprodutivos do macho
e da fémea, além de fornecer ao espermatozoide a capacidade fecundante por
meio do estabelecimento da organizagao molecular necessaria a capacitagéo e
fertilizacdo, no momento que entrarem em contato com os fluidos do sistema
reprodutivo da fémea (PARKS & HAMMERSTEDT, 1985).

As proteinas representam cerca de 50% do peso da membrana sendo que
as duas classes, integrais e periféricas, possuem funcgdes distintas. As proteinas
integrais atuam como poros, ou, canais idnicos e as periféricas na estabilizagao
da membrana (LEHNINGER et al., 2006).

Na membrana estdo presentes regides que se dividem em interagdes entre
lipidios e proteinas conhecidas como dominios de membrana. Estes dominios
podem ser mais bem subdivididos em regido acrossomal e pos acrossomal
(HAFEZ & HAFEZ, 2004). A manutencdo dos dominios de membrana é
importante para que ocorram os eventos altamente especificos de manutengao
das funcbes espermaticas, como, principalmente, a capacitacdo, reacao
acrossomal e fecundacao (PARKS & GRAHAM, 1992).

A membrana ndo é estatica. Geralmente todos os componentes estao
dispostos aleatoriamente e sao livres para movimentarem-se lateralmente. Isso
porque a membrana é fluida a temperatura ambiente, denominado estado liquido-
cristalino (PARKS & GRAHAM, 1992). A proporcéao colesterol : fosfolipidlos, assim
como a natureza dos fosfolipidlos e a temperatura, determinam a fluidez da
membrana. Em geral, quanto mais colesterol, menos fluida é a membrana
(AMANN & GRAHAM, 1993).



A medida que a temperatura das células diminui (19°C a 5°C), durante o
processo de resfriamento que antecede o congelamento, a membrana passa por
uma fase de transito do estado fluido para o estado liquido-cristalino (AMANN &
PICKETT, 1987). Com isso, as proteinas podem vir a se agregar ao longo da
membrana, fato que acarreta um aumento em sua permeabilidade e uma redugao
na atividade metabdlica dos espermatozéides. Os danos desta fase de transicao
sdo geralmente irreversiveis e sdo coletivamente conhecidos como choque
térmico (HOLT & NORTH, 1984; AMANN & GRAHAM, 1993). As principais
alteracbes observadas em espermatozoides que sofreram choque térmico sao:
aumento do movimento circular fechado, perda acelerada da motilidade, danos na
membrana plasmatica e acrossomal, decréscimo na produgdo de energia, perda
de moléculas e ions (GRAHAM, 1996; DAVIES MOREL, 1999).

Em geral, a criopreservacdo provoca lesbes a membrana celular,
principalmente, devido a alteragdes térmicas, mecanicas, quimicas e ao estresse
osmotico. Os prejuizos sofridos pela membrana plasmatica no processo de
criopreservagao sao atribuidos a desidratacao celular e formacao de cristais de
gelo (PARKS & GRAHAM, 1992).

2.3- Principios da criopreservacao

O processo de criopreservacado de sémen inclui todas as etapas — desde a
coleta de sémen, diluicdo, centrifugacao, resfriamento e congelamento — até a
manutencio da capacidade funcional do espermatozdide por determinado periodo
apos o descongelamento (WATSON, 1995). O sucesso no resultado final do
processo de criopreservacao depende de interacbes entre meios diluidores,
crioprotetores, curva de resfriamento e descongelamento. Agindo em conjunto,
estas etapas, sdo responsaveis por reduzir os danos causados pelo choque
térmico, reduzindo a formagao de cristais de gelo intercelulares e propiciando uma
adequada desidratagao celular (HOLT, 2000).

Existem pelo menos dois pontos de estresse pelos quais as células
espermaticas passam durante o congelamento e descongelamento. O primeiro
esta relacionado aos efeitos das mudangas na temperatura e o segundo aparece

por causa da formagao e dissolugao do gelo (WATSON, 1995).



Um fenémeno lesivo ao espermatozéide ocorre durante o resfriamento. A
medida que a temperatura é reduzida abaixo de 0°C, comega a ocorrer
cristalizacado do gelo no meio extracelular. Se ha um congelamento muito lento, as
células sao expostas por muito tempo aos chamados “efeitos de solugao”. Este
efeito inclui todas as caracteristicas de mudancgas da solugao extracelular como: a
cristalizacdo do gelo, a concentracdo de sal com elevagdo da osmolaridade, a
alteracdo do pH, as alteragdes na composicdo das solugdes em consequéncia
dos sais atingirem seu ponto de saturagdo e cristalizagdo, além de todas as
implicagdes celulares desses eventos (SENGER, 1986; WATSON, 1995).

Outro fendmeno observado é a formacao de cristais de gelo no interior das
células espermaticas que ocorre principalmente quando sdo usadas taxas de
resfriamento excessivamente rapidas (SENGER, 1986). Em taxas mais altas que
as ideais, ndo ha tempo suficiente para que a agua saia das células, levando a
um super-resfriamento e a uma crescente probabilidade da nucleagdo do gelo
intracelular, que pode ser letal. (DUNCAN & WATSON, 1992; WATSON, 1995).

A curva de descongelamento ideal depende da curva de congelamento
utilizada. Espermatozéides congelados numa curva lenta requerem uma curva
lenta de descongelamento, para permitir o descongelamento dos cristais de gelo
extracelulares. O descongelamento desses cristais provoca a diluicdo dos solutos
ocorrendo lentamente a rehidratagcdo das células. Caso os espermatozodides
sejam descongelados rapidamente, os cristais extracelulares descongelam mais
rapidos e a agua penetra nas células de forma brusca, causando ingurgitamento e
danos a membrana plasmatica (AMANN & PICKETT, 1987; HOLT, 2000). As
células congeladas numa 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 se recristalizar (Figura 2) (PICKETT &
AMANN, 1992; GRAHAM, 1996; SQUIRES et al., 1999).
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Figura 2: Representacdo esquematica das mudancas fisicas sofridas pelo espermatozéide
equino durante o congelamento e descongelamento (AMANN & PICKETT, 1987).

Quando a temperatura do meio atinge entre -5 °C e —10 °C, cristais de gelo
se formam, a partir da agua pura no meio extracelular, porém protegido pela
membrana plasmatica, o meio intracelular ndo se congela, (super refrigerado).
Segundo MAZUR (1984), o ponto de congelamento de uma solugdo é
determinado pela concentracdo de solutos que dela participa. Em decorréncia, a
agua do interior da célula flui por osmose para o meio externo e também se
congela. Os outros elementos do meio extracelular (sais, proteinas e gorduras),
permanecem na por¢do nao congelada (AMMAN & GRAHAM, 1993; HOLT,
2000). Com a temperatura diminuindo, mais moléculas de agua se cristalizam,
resultando em uma concentragdo maior de solutos na fragcdo nao congelada, que
formardo os “canais nao congelados” (Figura 3) (SQUIRES et al. 1999). MAZUR
(1984) verificou que ao congelar os espermatozéides em nitrogénio liquido (-196
°C), estes residem em canais de solugao nao congelados. Sendo que AMANN &
PICKETT (1987) afirmam que somente as células localizadas neste local

sobreviverao ao processo da criopreservacgao.
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Figura 3: Canais ndo congelados (SQUIRES, 1999).

ApOs atingir a temperatura de —196 °C as células cessam suas reagoes e
atividades metabdlicas, tornando-se dormentes. Nesta faixa de temperatura a
viabilidade ndo é mais alterada, independente do tempo de armazenamento
(MAZUR, 1980).

Diferentes teorias da crioinjuria divergem em apontar se a injuria ocorre
durante o resfriamento ou o aquecimento do espermatozoide. Ha alguma
evidéncia para sugerir que células congeladas sejam danificadas pelo
reaquecimento, o que tem sido considerado devido ao fenbmeno chamado de
recristalizacdo de cristais. Este fenbmeno consiste na transformacédo de varios
cristais microscopicos de gelo em cristais de gelo maiores, que sao reconhecidos
como prejudiciais (WATSON, 1995). Lesdes de membrana causadas por
transicdes da fase lipidica talvez possam também ser responsaveis por este efeito
negativo do aquecimento, uma vez que passar pelo processo de resfriamento e
reaquecimento significa atravessar pontos de transi¢cdo de fase por duas vezes
(HOLT et al., 1992).

Para que a criopreservagcdo tenha sucesso, € necessario que O
espermatozoide seja colocado em um ambiente apropriado (diluidor), que
minimize os danos as membranas, € ndo acione prematuramente os mecanismos
de capacitagdo espermatica e reagcdo acrossémica (LOOMIS, 2005). Com esse
intuito tém se produzido meios diluidores adicionados de uma série de

crioprotetores.
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Segundo KEITH (1998), um bom crioprotetor deve possuir baixo peso
molecular, com alta solubilidade em agua e baixa toxicidade celular. Observando
a literatura é possivel encontrar uma divisdo basica que agrega os crioprotetores
em penetrantes e nao penetrantes.

ASHWOOD-SMITH (1987) subdividiu uma série de compostos penetrantes,
da familia dos alcoois (etanol, etilenoglicol, glicerol, metanol, polietilenoglicol, e
propilenoglicol), das amidas (acetamida, formamida, lactamida entre outras) e o
dimetil sulfoxido (DMSO) com caracteristicas crioprotetoras. O glicerol é
atualmente o principal crioprotetor penetrante utilizado apesar de seus efeitos
deletérios, como: estresse osmotico, mudangcas na organizacao, fluidez e
permeabilidade da membrana, e na sua composigao lipidica (WATSON, 1995).
Ainda hoje, o mecanismo de agdo dos crioprotetores penetrantes ndo esta bem
compreendido, sugere-se (WATSON, 1981) que estas substancias atuem por
meio de propriedade coligativa com a agua reduzindo o ponto de congelagao da
solugdo. Estes compostos modificam as caracteristicas da molécula de agua,
reduzindo a formagao de cristais de gelo, atuando como solvente e diminuindo a
concentragao de solutos no meio externo. A presencga do glicerol em uma solugao
ira propiciar uma maior quantidade de agua nao congelada do que outra sem o
glicerol, aumentando o volume dos canais de solventes ndo congelados e
reduzindo a concentracdo de sais das porgdes nao congeladas (MAZUR, 1980;
DALIMATA et al.,, 1997). Além disto, estas substancias atuam na membrana
celular estabilizando o complexo: agua, lipideo e proteina (ROWE, 1966).

Entre os crioproterores ndo penetrantes estdo os agucares (lactose,
frutose, rafinose e threalose), os polimeros sintéticos (metil celulose), a gema de
ovo, o leite e alguns aminoacidos (glutamina, treonina, glicina, dentre outros).
Esta categoria protege as células basicamente por meio de efeitos osmaticos. As
células em suspensdo em um meio hipertdnico perdem seu conteudo de agua.
Desta forma, diminuem a possibilidade de formacao de cristais dentro da célula.
Estes componentes agem como solutos ou coléides, ndo servindo como solventes
(GRAHAM, 1998).
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2.4- Criopreservacao de sémen asinino

Devido as semelhancas existentes entre as caracteristicas seminais de
jumentos e garanhdes, tém-se utilizado das metodologias existentes para equinos

para criopreservar espermatozoides asininos.

2.4.1- Coleta de sémen

Para a realizacdo de coleta de sémen, ou, a cobertura em éguas, o
jumento deve ser condicionado (KREUCHAUF, 1984). Além da necessidade do
acondicionamento, existem grandes diferengas na manifestagdo de receptividade
sexual de éguas e jumentas e talvez este fato seja responsavel por alguns
insucessos obtidos no acasalamento e coletas de sémen utilizando éguas como
manequim (MORAIS et al., 1993, TIBARY, 2007).

Diversos estudos foram desenvolvidos envolvendo a coleta de sémen em
jumentos (HENRY et al., 1987; MORAIS, 1990; COSTA, 1991; GASTAL, 1991;
GEBERS, 1995; CANISSO et al.,, 2010), estas sado realizadas de forma
semelhante as coletas realizadas para garanhdes, com uso dos diversos modelos
de vaginas artificiais disponiveis para equinos, preenchida com agua aquecida
entre 42 e 50 °C.

Uma caracteristica peculiar a espécie asinina € a necessidade de um
tempo maior de preparacgao para cobertura/coleta que outras espécies (MORAIS,
1990, GASTAL, 1991, COSTA, 1991; GERBERS, 1995; TIBARY, 2007). Isso se
da devido ao maior tempo de reacio desta espécie. Tempo de reagao € o periodo
entre a exposicao do macho a uma fémea em cio até a realizacdo da monta com
erecao (SILVA FILHO et al., 1999). Para jumentos de varias ragas, independente
do tipo de manequim empregado, longos tempos de reagdo vém sendo
observados, em média de 10 a 50 minutos (KREUCHAUF, 1984; HENRY et al.,
1987; MORAIS, 1990, GASTAL, 1991, COSTA, 1991; GERBERS, 1995; TIBARY,
2007).
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2.4.2 Centrifugacao

A centrifugacao realizada durante a criopreservagéo do sémen de equideos
tem como objetivo reduzir o percentual do plasma seminal e aumentar a
concentragdo espermatica. Em equinos tem se demonstrado que a presencga do
plasma seminal em grande quantidade tem efeito nocivo aos espermatozoides,
como a reducdo da motilidade espermatica (LOVE et al., 2002; AURICH, 2008).

Na maior parte dos estudos com a criopreservacdo de sémen asinino, a
centrifugacéao € antecedida da diluigdo do sémen na propor¢ao 1:1 com um meio
diluidor (SERRES et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006; CANISSO, 2008a; FLORES
et al., 2008; KER, 2010). A maior parte dos diluidores utilizados na centrifugagao
de sémen asinino sdo aqueles utilizados para o resfriamento de sémen equideo,
principalmente, a base de leite em p6é desnatado (OLIVEIRA, et al.,, 2006;
CANISSO, 2008a; KER, 2010). No entanto, outros diluidores utilizados para
garanhdes, podem vir a ser utilizados para jumentos, dentre eles: solugdo de
sacarose 11% (PIAO et al.,, 1988), solucdo de glicose EDTA (MARTIM et al.,
1979), solugado de Ringer com lactato (PAPA et al., 1981), Stallion TALP media
(MOORE et al., 2005), dentre outros.

Para criopreservagao de sémen asinino tém se utilizado a forga centrifuga
relativa (400-660 g) e os tempos de centrifugagao (7-20 min.) recomendados para
equinos (SERRES et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006; CANISSO, 2008; FLORES
et al., 2008; KER, 2010). Com uma menor forga centrifuga e um tempo adequado,
os danos induzidos pelo processo de centrifugacdo, como a peroxidagao lipidica,
podem ser reduzidos (PARINAUD et al., 1997).

2.4.3- Resfriamento

A manutencgao de espermatozoides a temperatura de -196 °C, por si s6 ndo
impede a viabilidade espermatica, os principais danos sofridos pelas células
ocorrem durante os processos de resfriamento e descongelamento (AMANN &
PICKETT, 1987).

Uma curva de resfriamento inadequada imposta ao sémen é responsavel
por elevar o numero de lesdes celulares, principalmente devido a alteragdes na

propriedade fisica das membranas espermaticas (WATSON, 1981).
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O resfriamento do sémen inicia-se logo apds a coleta, quando o sémen é
resfriado da temperatura corporal (37°C) a temperatura do ambiente de
manipulagdo. Poucos danos sdo observados aos espermatozdides nesta fase,
quando estes se encontram diluidos em meio adequado (KEITH, 1998). Tal fato
foi ilustrado por KAYSER et al. (1992) que demonstraram que o sémen poderia
ser resfriado inclusive em taxas rapidas sem prejuizos para motilidade entre as
temperaturas de 37°C e 20°C. Contudo, na faixa entre 19°C e 8°C, as células se
apresentaram mais susceptiveis aos danos induzidos pelo resfriamento. Nesta
fase, uma taxa de resfriamento de -0,05 a -0,5°C pode aumentar a motilidade pés
resfriamento (MORAN, 1992; WATSON, 1995; GRAHAM, 1996; FURST, 2005).

DOUGLAS-HAMILTON et al. (1984), avaliando diferentes taxas de
resfriamento agrupadas dentro de trés categorias: lentas (<0,33°C/min); médias
(0,33°C/min a 1,0 °C/min) e rapidas (>1,0 °C/min), obserevaram que as taxas
lentas e rapidas causam maiores danos a célula espermatica que a taxa média.
Uma taxa de resfriamento intermediaria pode ser benéfica no sentido de diminuir,
de forma rapida e ordenada, o metabolismo celular do espermatozdide,
mantendo, com isso, as reservas energéticas dos mesmos, por maior tempo, sem
prejudicar a integridade morfofuncional da membrana plasmatica, uma vez que o

resfriamento repentino e desordenado induz ao choque térmico.

Estudos tém demonstrado o efeito benéfico do resfriamento, até 4-5 °C,
antes do congelamento de sémen equino (VIDAMENT et al., 1997; FURST et al.,
2005).

FURST (2002) desenvolveu um sistema de resfriamento artesanal no qual
0 sémen de garanhdes foi resfriado de 22 °C a 8 °C, durante 35 minutos,
proporcionando uma taxa média de queda de -0,5°C/min. O sémen entao
permaneceu por 25 minutos em geladeira para estabilizacdo prévia ao inicio do
congelamento. Esta curva foi utilizada para sémen de garanhdes da raga Bretdo e
Mangalarga Marchador, e para jumentos, apresentando bons resultados de
fertilidade em éguas inseminadas até seis horas apés a ovulagéo (FURST, 2006;
CANISSO, 2008a; KER, 2010).
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2.4.4- Congelamento

A curva de congelamento é de extrema importadncia na manutencdo da
integridade celular. Quando a taxa congelamento é adequada, a célula torna-se

progressivamente desidratada e permanece funcional apds o descongelamento.

Com a reducédo da temperatura, inicia-se a formagéo de cristais de gelo no
meio extracelular, com isso, comec¢a a acumular soluto neste compartimento que
por osmose atrai mais agua intracelular, desidratando o espermatozoide (MAZUR,
1984). No congelamento lento (-25 a -40°C/min.), o espermatozoide se desidrata
devido a alta concentragdo de solutos no meio extracelular. Consequentemente,
nao se formam grandes cristais de gelo intracelulares (AMANN & PICKETT,
1987). Devido a maior concentragdo de soluto, as células espermaticas podem
sofrer o efeito solugdo que é prejudicial a célula (WATSON, 1995). Por outro lado,
numa curva de congelamento muito rapida (> -60°C/min.), a agua nao tem tempo
de sair da célula e, em algum ponto abaixo de -10°C, esta congelara com a
formagdo de grandes cristais de gelo. Cristais maiores podem causar danos
mecanicos a célula, sendo uma das principais causas de morte celular durante o
congelamento (GRAHAM, 1992).

A curva ideal de congelamento vai depender do tipo e da concentragdo do
crioprotetor utilizado. Dado a grande variacdo de constituicdo dos meios de
congelamento, ndo foi ainda definida uma taxa de congelamento padréo
(HEITLAND et al., 1995).

Os danos sofridos pelo espermatozdide durante o congelamento e o
descongelamento ocorrem na faixa de temperatura entre -15 e -60°C (PARKS &
GRAHAM, 1992).

Na criopreservacédo de sémen asinino tem predominado curvas rapidas de
congelamento (CANISSO, 2008a; VIDAMENT et al, 2009; KER, 2010),
geralmente ocorrendo a 4 cm do nitrogénio liquido. No entanto, curvas mais
lentas também podem ser utilizadas (TRIMECHE et al., 1997; OLIVEIRA et al.,
2006).
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2.4.5- Descongelamento

A curva de descongelamento depende da curva de congelamento. Quando
0 congelamento é realizado com curva muito rapida, necessita-se para o
descongelamento, de uma velocidade também rapida, para que n&o ocorra a
recristalizacéo (fusédo de cristais de gelo) e, consequentemente, lesdo celular. Da
mesma forma, o congelamento lento exige um descongelamento lento. Neste
caso, a desidratacao celular € maior e necessita de um tempo maior para que
ocorra a rehidratacdo espermatica, para que a célula nao perca a sua viabilidade
morfofuncional (MAZUR, 1984; HOLT, 2000).

Outros fatores como o tipo de envase, espessura da parede da palheta e
condutividade de calor podem afetar o descongelamento (AMANN & PICKETT;
1987).

Dentre os principais métodos propostos para garanhdes e que vém sendo
utilizados para jumentos no descongelamento de palhetas de 0,5 mL estdo: o
descongelamento rapido (75°C / 7”) e o lento (37°C / 30”). VIDAMENT et al.
(2002), ao estudarem a motilidade espermatica do sémen descongelado de
garanhdes a diversas temperaturas e tempos de descongelamento (37°C/307,
50°C/10”, 50°C/20”, 60°C/10”, 75°C/5”, 75°C/10”, 75°C/15”), ndo observaram
diferencas entre os tratamentos, exceto para o descongelamento a 75°C/15”, cuja
motilidade foi zero. O método de descongelamento lento apresenta como
vantagens a facilidade e menor probabilidade de erros ao descongelamento, além
de maior agilidade no descongelamento de multiplas palhetas (SAMPER et al.,
2007).

2.5- Colesterol e a criopreservacao espermética

A composigdo em colesterol da membrana plasmatica, assim como de
outros constituintes, apresenta distribuicdo nao uniforme. Espermatozéides
bovinos, ovinos e de cobaias apresentam a regido apical da membrana
plasmatica com aproximadamente quatro vezes mais colesterol do que a regiao
pos acrossomal (HOLT & NORTH, 1984). Apesar da capacidade do colesterol de
se deslocar entre as membranas, a manutengcdo das proporcdes de distribuigcao

pode ser explicada por dois mecanismos: o primeiro seria devido a um equilibrio
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termodinamico com os outros constituintes da membrana (LANGE et al., 2004); o
segundo pelo fluxo continuo e organizado entre o local de sintese do colesterol
(figado, intestino, cortex da adrenal e gbnadas) e os diferentes dominios da
membrana (YEAGLE, 1985).

Pesquisadores observaram que bactérias que possuiam baixo teor de
colesterol nas membranas celulares apresentavam pequena tolerancia a baixas
temperaturas (ROTTEM et al., 1973). A partir deste fato, a quantidade de
colesterol nas membranas dos espermatozoides passou a ser relacionada com
sua susceptibilidade ao choque térmico (WHITE, 1993). Hoje, a relagcdo entre
niveis de colesterol da membrana plasmatica dos espermatozdides e
susceptibilidade ao choque térmico estd bem estabelecida. Espécies que
possuem altas proporcdes de colesterol em relacdo aos fosfolipidios, a exemplo
dos humanos (0,83), sdo mais resistentes ao choque térmico (MESEGUER et al.,
2004; MOCE & GRAHAM, 2006). Por outro lado, espécies com menor proporcao
de colesterol:fosfolipidio, como, suinos (0,20) e equinos (0,36), sdo menos
resistentes (CROSS, 1998).

Espermatozoides oriundos do testiculo e da cabega do epididimo de
carneiros sdo pouco afetados pelo choque térmico enquanto que aqueles da
cauda do epididimo e da ampola sdo muito mais susceptiveis (QUINN & WHITE,
1967). A perda de fosfolipidios e colesterol pelo espermatozdide durante o trajeto
pelo trato reprodutivo do macho pode ser responsabilizada pelo aumento na
susceptibilidade ao choque térmico (QUINN & WHITE, 1967).

O colesterol presente na membrana espermatica apresenta uma importante
funcédo de estabilizacdo das membranas. A remocao deste lipideo da membrana
promove sua desestabilizacdo e, consequentemente, a reorganizacdo dos
componentes da bicamada, incluindo redistribuicdo de proteinas integrais
(AMANN & GRAHAM, 1992; GADELLA et al., 2001) e aumento da capacidade de
fusdo (CROSS, 1998).

Os exatos mecanismos pelos quais os lipideos, como o colesterol,
conferem protecdo &s membranas espermaticas ndo é conhecido (MOCE &
GRAHAM, 2006). Sabe-se que o colesterol é responsavel pelo aumento da fluidez
da membrana quando esta é resfriada a temperaturas abaixo da fase de transicéo
(ROTTEM et al., 1973; CULLIS & HOPE, 1985). Portanto, a adicdo de colesterol

pode ajudar a minimizar ou eliminar a fase de transicdo durante o processo de
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resfriamento (GRAHAM & FOOTE, 1987). A maior estabilidade da membrana
espermatica propiciada pelo colesterol pode ter um papel ainda mais importante
nas ceélulas em que ha uma grande quantidade de &acidos graxos insaturados
(WHITE, 1993).

Devido a estes efeitos benéficos da agao do colesterol, foi sugerido que a
inclusdo de colesterol, ou, lipossomas contendo colesterol ao meio diluidor
poderia aumentar a viabilidade e a longevidade dos espermatozdides, por
aumentar o conteudo de colesterol incorporado a membrana espermatica
(WHITE, 1993; CROSS, 1998). Os resultados relativos a utilizagdo de lipossomas
para protecdo de espermatozoides s&o variados. Alguns estudos com ovinos
(HOLT & NORTH, 1986), bovinos (GRAHAM & FOOTE, 1987), varrbes (BUTLER
& ROBERTS, 1975) e garanhdes (HEITLAND et. al., 1995) demonstraram
resultados positivos para motilidade e/ou redugao das lesbes de membrana e/ou
até mesmo aumento na fertilidade. No entanto, outros estudos n&o relataram tais
resultados (HOLT & NORTH, 1988; WILHELM, et al., 1996; DENNISTON et al.,
1997).

Outra maneira de incorporar o colesterol a membrana de espermatozoéides
€ por meio do complexo de inclusdo com ciclodextrinas. Ciclodextrinas sao
oligossacarideos ciclicos, compostos de unidades glicosidicas, produtos da
degradagdo do amido, que sdo capazes de incorporar varias substancias sem a
formagao de ligagbes covalentes no centro do circulo que compde sua estrutura
(CHALLA et al., 2005). Desta forma, o colesterol pode ser colocado em um
formato que permite prontamente a sua incorporacdo a membrana plasmatica do
espermatozoide. As ciclodextrinas mostram-se um preciso e conveniente método
para alterar o conteudo de colesterol da célula (OHVO et al., 1997; ATGER et al.,
1997). Complexos de drogas e ciclodextrina foram usados durante anos na
industria quimica que utiliza as ciclodextrinas como uma droga veiculo, pois sado
amorfas, tém boa solubilidade, sdo atdxicas, e capazes de formar inclusao de
complexos cristalinos com drogas (PITHA et al., 1988).

Para sintese de complexos com substancias hidrossoluveis, estes podem
ser dissolvidos com a ciclodextrina diretamente em solugdes aquosas. Ja para
substancias insoluveis deve-se utilizar éter, cloroférmio, benzeno ou algum outro
solvente organico (SAENGER, 1980; HU et al., 2005).
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As formas mais comuns de ciclodextrina produzidas possuem 6, 7, ou 8
unidades glicosidicas, designadas respectivamente de a, B e y ciclodextrinas
(SAENGER, 1980). A extremidade externa da B-ciclodextrina é hidrofilica, sendo,
portanto, soluvel em agua. A extremidade interna do anel é hidrofobica. As
propriedades hidrofébicas permitem as ciclodextrinas encapsularem compostos
insoluveis (moléculas naturais e sintéticas como horménios, vitaminas e
compostos lipidicos) (CHALA et al., 2005), que se tornam soluveis em solugdes
aquosas. [(-ciclodextrinas tém maior afinidade, das trés formas citadas, por
compostos lipidicos, especialmente o colesterol (YANCEY et al., 1996; OHVO et
al., 1997; CHRISTIAN et al., 1997; CHOI & TOYODA, 1998; CROSS, 1999).

Existem também ciclodextrinas modificadas, sintetizadas a partirdaa, B ey
ciclodextrinas, por meio da substituicdo dos grupos hidroxila por grupos
hidroxipropila, metila e sulfobutila. Essas modificagdes melhoram sua
solubilidade, reduzem sua toxicidade e aprimoram sua habilidade de dissolver
esterdides em solugdo aquosa (CHALLA et al., 2005). O colesterol incorporado a
metil-B-ciclodextrina mantém maior o percentual de espermatozéides moveis e
viaveis apos a criopreservacdo quando comparado a células ndo tratadas com
CLC, ou, tratadas com outros tipos de ciclodextrinas (a, a-hidrato, B, B-hidrato
cyclodextrina) (COMBES et al., 1998; GRAHAM, 1998; PURDY & GRAHAM,
2004).

Quando em incubagao com células em cultura, sem a adigdo do colesterol,
a ciclodextrina transfere o colesterol abaixo de gradiente de concentragao, da
membrana plasmatica da célula para dentro da sua regido hidrofobica. Esta
retirada de colesterol causa alteragcdes da estrutura e funcionalidade da
membrana (OHVO et al., 1997; ATGER et al., 1997). Quando ciclodextrinas sao
incubadas com espermatozodides, elas medeiam a remogao de colesterol que
induz capacitagdo espermatica (CHOI & TOYODA, 1998; CROSS, 1999;
VISCONTI et al.,, 1999). Alternativamente, se as mesmas sdo carregadas com
colesterol, as ciclodextrinas transferem colesterol abaixo de gradiente de
concentragdo para a membrana plasmatica do espermatozoide, resultando num
aumento dos niveis de colesterol na membrana (KLEIN et al., 1995; PURDY &
GRAHAM, 2004; MOORE et al., 2005).

A associagao da ciclodextrinas com as diversas espécies quimicas é

conhecida como compostos de inclusdo. A agua parece ter papel importante na
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formacado destes compostos. Quando em solugdo, as moléculas de aguas
presentes na cavidade das ciclodextrinas estdo em um estado de alta energia e
baixa entropia. Na presenca de um terceiro componente, cuja polaridade seja
menor que da agua, ocorre a formagao de complexos supramoleculares, através
da entrada de moléculas, ou, grupos funcionais de moléculas na cavidade da
ciclodextrina, com subsequente exclusdo das moléculas de agua ali presentes
(SAENGER, 1980).

Um aspecto muito importante na utilizacido de CLC é que a incubagao com
espermatozoides deve ocorrer em um meio livre de lipideos. Ao relatar estudos
preliminares (ndo publicados) PURDY & GRAHAM (2004) citam que quando a
incubacéo foi realizada em meio contendo gema de ovo, ndo foram observados
efeitos benéficos para criopreservacao espermatica. Segundo os mesmo autores,
nestes casos de incubagdo em meios contendo a gema de ovo, grande parte de
colesterol incorporado a ciclodextrina, provavelmente, foi transferido para as gotas
de lipideo da gema de ovo.

Estudos recentes tém demonstrado efeitos benéficos da utilizagdo do
complexo CLC na criopreservagao de sémen de caprinos, bovinos, suinos, ovinos
e equinos, com melhora nos parametros de motilidade (BARRERA-COMPEAN et
al., 2005), viabilidade espermatica (COMBES et al., 2000; MOCE & GRAHAM,
2006; GALANTINO-HOMMER et al., 2006; AMORIM et al.,, 2009) e reagéao
acrossbmica (MAO, et al., 2005).

Alguns estudos demonstram que o conteudo elevado de colesterol pode
ser prejudicial ao espermatozoide (PARKS et al., 1981), por induzir um estado de
decapacitagao, inibindo a reagdo acrossdmica (DAVIS, 1978). No entanto, quando
em niveis adequados o CLC nao apresentou prejuizos a reagao acrossdmica e a
fertilidade. Sendo benéfico por aumentar o niumero de espermatozoéides que
sobreviveram ao processo de criopreservagao (PURDY & GRAHAM, 2004).

No unico estudo avaliando o efeito do colesterol na criopreservacéo de
sémen de jumentos Zamorano-Leonés, ALVAREZ et al. (2006), testaram quatro
concentracdes: 0 mg (controle), 1,5 mg, 2 mg, 2,5 mg, e 3 mg de CLC / 120 x 10°
espermatozoides. Melhores resultados para motilidade total e progressiva foram
observados entre 1,5 e 2,5 mg. Maior percentual de células vivas e com

acrossoma intacto foi observado para os tratamentos 2 e 2,5 mg. Com isso,
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concluiu-se que a concentracio ideal para espermatozdides asininos € de 2 mg
de CLC / 120 x 10° espermatozdides.

2.6- Avaliacdo espermaética

A qualidade do sémen e sua relacdo com fertilidade tém grande
importancia na produgdo animal. Testes laboratoriais s&o realizados para
determinar a qualidade do sémen para a sua aprovagao e utilizacdo em
inseminacgdes artificiais, o que torna de fundamental importadncia uma analise
precisa (PERIS et al., 2004).

Experimentalmente tém se buscado testes que correlacionem os resultados
de analises laboratoriais com a fertiidade de amostras de sémen. Além da
vantagem destas analises fornecerem uma informagao pontual sobre a qualidade
seminal, muitas vezes, elas viabilizam a pratica de experimentos com um numero
maior de tratamentos, reduzindo substancialmente os investimentos necessarios
na experimentacao animal. Apesar dos avancos atuais, ndo foi desenvolvido um
unico teste in vitro que fornega informacgdes sobre o potencial de fertilidade do
sémen, seja, fresco, resfriado, ou, congelado. Desta forma, tem-se optado por
realizar juntamente a avaliacdo androldgica de rotina e na pesquisa um conjunto

de testes complementares.

2.6.1- Morfologia espermatica

O ejaculado pode conter uma série de espermatozdides anormais porém,
se a proporcao é alta, esse sémen é considerado de baixa qualidade. O exame
morfolégico do sémen serve muito bem como um teste para ingresso e
acompanhamento de reprodutores em programas de inseminagao artificial e para
controle de qualidade das baterias de sémen processadas por elucidar alteragdes
induzidas por processos envolvidos na sua preservagao (EVANS & MAXWELL,
1990).

A avaliagdo morfologica de espermatozoides de equideos € similar a de
outras espécies de mamiferos domésticos, exceto pela assimetria de insercédo da
cauda. Tal insercéo é classificada como abaxial e é considerada normal (CBRA,

1998). Outra caracteristica importante € a presenca de um acrossoma pouco
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desenvolvido, fato que pode dificultar a visualizagao de patologias nesta estrutura
(MAGISTRINI, 2000).

Apenas a avaliagdo da morfologia espermatica ndo dever ser utilizada para
predizer se o potencial de fertiidade de um ejaculado é alto, no entanto, este
exame € razoavel para afirmar que o potencial de fertilidade € baixo quando na
presenca de uma alta proporgado de espermatozoides com anormalidades (DOTT,
1975).

Critérios para classificar defeitos na morfologia espermatica utilizados para
equideos véem sendo adaptados de bovinos (JASKO, 1992). Em um dos critérios
os defeitos sao classificados como primarios ou secundarios (BLOM, 1950). Os
primarios s&o aqueles que ocorrem durante a espermatogénese e os secundarios
aqueles defeitos que ocorrem durante o transito espermatico que antecede a
ejaculacao. A maior limitagdo desta classificacdo € que ndo se conhece a origem
de todos os defeitos espermaticos. Além disso, os defeitos primarios ndo sao
necessariamente mais deletérios a fertilidade que os defeitos secundarios, fato
que dificulta a interpretacao dos resultados. Outro sistema de classificagao divide
os defeitos em maiores e menores de acordo com a influéncia na fertilidade
(BLOM, 1973). Segundo as normas do Colégio Brasileiro de Reprodugao Animal
(CBRA, 1998), na classificagdo androlégica de todas as espécies, as
anormalidades espermaticas deve ser agrupada em defeitos maiores e menores.

Embora ensaios laboratoriais como o exame de morfologia espermatica
sejam utilizados na avaliagdo de amostras seminais, este teste nao permite
acesso a alteragdes que ocorrem em proporgdes subcelulares (KIRK et al., 2005).
Quando os defeitos morfoldégicos se expressam por alteracbes em escala
nanomeétrica, ocorrem falhas nos métodos tradicionais de avaliacdo, havendo a

necessidade do emprego da microscopia eletrénica (JOSHI et al., 2001).
2.6.2- Testes de integridade das membranas e viabilidade do espermatozoide

A anadlise laboratorial da integridade espermatica é fundamental na
pesquisa e tecnologia de sémen, visto que, € um requerimento essencial para a

funcéo celular como um todo (HARRISON & VICKERS, 1990; MEDINA, 1995;

PINTADO et al.,, 2000). Varios métodos para distinguir células viaveis e nao
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viaveis tém sido utilizados, tais como, a coloracdo por eosina-nigrosina

(HANCOCK, 1951), teste hiposmotico e as com sondas fluorescentes.

2.6.2.1- Coloracéao supravital

O teste de coloragdo supravital avalia a integridade fisica da membrana
plasmatica. Este teste consiste da utilizagdo de corantes derivados da
fluoresceina em combinagao ou ndo com outros corantes de fundo. A capacidade
destes corantes em penetrar o compartimento nuclear dos espermatozéides
depende da integridade das membranas (GARNER et al., 1986). Desta forma,
espermatozoides com a membrana lesada coram e com a membrana intacta nao.

MELO (1999) utilizando a técnica de coloracdo de eosina-nigrosina em
sémen equino resfriado com diferentes meios diluidores, verificou uma alta
correlagao (r=0,75) entre a porcentagem de vivos (ndo corados) e a motilidade

espermatica total.

2.6.2.2- Teste hiposmdtico

O teste hiposmotico, desenvolvido por JEYENDRAN et al. (1984) em
sémen humano, visa avaliar a integridade funcional da membrana espermatica.
Uma das propriedades da membrana plasmatica é sua capacidade de permitir
seletivamente o transporte de moléculas. Quando a célula espermatica € exposta
a um meio hipotdnico (abaixo de 290 mOsm.), ocorre a passagem de agua pela
membrana plasmatica para o interior da célula numa tentativa de restabelecer o
equilibrio osmotico entre o meio intra e extracelular. O aumento de volume, ou,
‘edemaciamento” do espermatozoide € particularmente visivel na cauda, pois, a
membrana plasmatica que a envolve parece ser mais frouxamente aderida que a
membrana que envolve a cabecga, por isso, a regido enrola-se com facilidade.
Segundo JEYENDRAN et al. (1984), pode-se relacionar o enrolamento da cauda
com uma boa funcionalidade da membrana da cabeca, ja que no seu trabalho
houve correlacdo positiva entre caudas enroladas e penetracdo do
espermatozoide em ovdcitos de hamster. Apds o trabalho inicial este teste tem
sido usado com sucesso na avaliagdo do sémen equino (NEILD et al, 1999;
FURST, 2002; MELO et al., 2005), caprino (FONSECA et al., 2005), bovino
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(ROTA et al., 2000) e asinino (TRIMECHE et al., 1996). E considerado um método
simples e acessivel, podendo ser utilizado em adicdo as avaliagbes rotineiras
(NEID et al., 1999).

TRIMECHE et al. (1998) incubaram espermatozdéides por uma hora em
solucédo a 150 mOsmol de citrato de sédio e frutose, registrando um percentual de
espermatozoides reativos variando de 47,6 a 64,8%, para sémen congelado, e
73,6 % para sémen fresco de animais da raga francesa Poitou. Ja SERRES et al.
(2002), seguindo metodologia de TRIMECHE et al. (1998), ao trabalhar com
sémen resfriado de jumentos da raga espanhola Zamorano Leonés, registraram
uma média de células reativas de 60% e de 20%, respectivamente, para o sémen
fresco e resfriado, a 15 °C e 4 °C por 96 horas.

MIRO et al. (2005) trabalhando com jumentos da raga Catal, utilizou o
HOST como teste complementar em um estudo sobre caracteristicas de
subpopulagdes espermaticas no ejaculado. Para isso, os autores diluiram o
sémen em uma solugdo base de frutose e citrato de sédio em duas etapas. A
primeira diluicdo isosmoética (solu¢cdo 300 mOsm) e a segunda solugdo
hiposmotica (150 mOsm). O tempo de incubagao foi de 20 minutos a 37 °C, ao
final obtiveram apenas 24% de células reativas ao teste, n&o registrando
correlagdes significativas entre o teste e a avaliagdo da motilidade subjetiva e
computadorizada. Concluiram que o HOST ndo foi capaz de prever
caracteristicas de viabilidade de membrana espermatica com a metodologia
empregada.

ALVAREZ et al. (2006) utilizaram o HOST para avaliagdo de sémen
congelado de jumentos da raca Zamorano Leonés. O sémen foi congelado apos a
adicao de colesterol ao meio diluidor pela incorporagcao com uso de ciclodextrina.
Concluiu-se que o HOST nao foi um bom teste para avaliagado da integridade de
membrana, para o tipo de metodologia empregada.

CANISSO (2008) utilizou o HOST para avaliar a funcionalidade da
membrana plasmatica apds a criopreservagdo do sémen de jumentos da racga
Péga em dois diluidores de congelamento, de MARTIM et al. (1979) e de
NAGASE & NIWA (1964). Para tal, utilizou metodologia descrita por MELO
(1999), ndo observando diferencas quanto a reatividade ao teste (42,5 % e
42,6%) para os dois diluidores. Foi observada correlagdo média com a motilidade

progressiva (r= 0,53 e r=0,51).
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2.6.2.3- Testes com sondas fluorescentes

A técnica que utiliza sondas fluorescentes vem ganhando importancia por
sua caracteristica de marcar estruturas especificas das células e de detectar
integridade estrutural e/ou a funcionalidade de forma clara (CELEGHINI, 2005).

Varias sondas fluorescentes podem ser utilizadas para a avaliagdo da
integridade da membrana plasmatica do espermatozoide, como o brometo de
etidio (HALANGK et al., 1984), corantes supravitais Hoechst 33258 (H258), 33342
(H342) (CASEY et al., 1993; MAXWELL et al., 1997), SYBR-14 (THOMAS et al.,
1998; GARNER et al., 1999) e diacetato de carboxifluoresceina (CFDA)
(HARRISON & VICKERS, 1990; PENA et al., 1998; SOUZA, 2001; VALCARCEL
et al., 1994). No entanto, o iodeto de propidio (Pl) vem se destacando em
pesquisas pela sua facilidade de preparacéo e aplicacdo da técnica, estabilidade
e eficiéncia na avaliacdo da integridade da membrana, seja isoladamente ou
associado a outro corante fluorescente para avaliar membrana plasmatica. Esta
sonda possui afinidade pelo DNA e cora em vermelho o nucleo de células com
membrana plasmatica lesada (GRAHAM et al., 1990; MAXWELL et al., 1997,
ARRUDA, 2000; ARRUDA, et al., 2003; CELEGHINI, 2005).

Isotiocianato de fluoresceina (FITC) é uma sonda fluorescente geralmente
utiizada para analisar o status acrossomal do espermatozdéide em muitas
espécies (CROSS et al., 1986; FARLIN et al., 1992; SUKARDI et al., 1997; PENA
et al., 1999). FITC é prendido a uma lectina, isolada da semente de plantas que
especificamente se liga aos residuos de acucar (TROWBRIDGE, 1974).
Aglutinina de Pisum sativum (PSA, aglutinina da ervilha) e aglutinina de Arachis
hypogaea (PNA, aglutinina do amendoim) s&o as principais aglutininas usadas
para determinar a integridade do acrossoma (GRAHAM, 2001). A lectina de
amendoim cora 0 acrossoma com uma maior intensidade e com uma ligagéo
menos especifica que outras lectinas como a PSA (GRAHAM, 1996).

FARLIN et al. (1992) investigaram o uso da FITC-PSA para avaliar a
integridade do acrossomo de células espermaticas eqlinas in natura ou
submetidas a crioinjuria. Para tanto, misturas de diferentes propor¢des de
espermatozoides com acrossomo intacto (sémen fresco) e espermatozoides com
acrossomo danificado (sémen criopreservado) foram avaliadas. Houve correlagéo

positiva entre a porcentagem de espermatozéides ligados ao FITC-PSA e a
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proporgao de espermatozoéides com acrossomo danificado nas amostras (r = 0,98;
P < 0,05), comprovando a eficiéncia de seu uso na determinagao da integridade
do acrossomo de espermatozoides (FARLIN et al., 1992).

Comprovando a eficiéncia e especificidade do FITC-PSA na avaliagao da
integridade de membrana acrossomal, SOUZA (2001) comparou quatro diferentes
técnicas para exame da membrana acrossomal: camara Uumida por microscopia
de contraste de fase e de interferéncia diferencial, coloracdo por Trypan
Blue/Giemsa e microscopia de epifluorescéncia, utilizando como marcador o
FITC-PSA para amostras de sémen equino pés descongelagdo. Neste trabalho,
verificou-se que a técnica de microscopia de epifluorescéncia com a sonda
fluorescente FITC-PSA é a mais eficiente em detectar lesdes de acrossoma.

A associagao de sondas fluorescentes, de forma a permitir a avaliagao
simultinea dos componentes celulares, € de fundamental importancia para
separar uma populacdo de células que apresente caracteristicas desejaveis
(CELEGHINI et al., 2007). Diversas associa¢cbes de sondas foram utilizadas por
diferentes pesquisadores nos ultimos anos (GRAHAM et al., 1990; HARRISON &
VICKERS, 1990; GARNER et al., 1997; THOMAS et al., 1998; SOUZA, 2001;
ARRUDA & CELEGHINI, 2003).

CELEGHINI et al. (2007) preconizando a avaliagdo simultdnea de uma
mesma célula espermatica bovina, de forma clara e facil, testaram e validaram
quatro técnicas de associagdo de sondas para bovinos, analisadas no
microscopio de epifluorescéncia. Dentre as técnicas validadas (PI, FITC-PSA e
MITOTRACKER GREEN FM; PI, FITC-PSA e CMXRos ou PI, FITC-PSA e JC-1),
a autora concluiu ser a associag¢ao das sondas PI, FITC-PSA e JC-1 é a melhor
para ser utilizada, ja que esta permite separar duas populagdes de células com
alto e baixo potencial de membrana mitocondrial de maneira mais clara.

A partir destes resultados, NASCIMENTO et al. (2005) utilizou com
sucesso a associacido do PIl, FITC-PSA e JC-1 para analise, por microscopia de

epifluorescéncia, do sémen equino criopreservado.
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2.6.3- Avaliagdo da cinética espermatica

O espermatozdide sofre maturagcdo durante o tréansito e estocagem no
epididimo, adquirindo competéncia funcional devido a uma série de mudancgas
morfoldgicas e fisioldgicas. A mudanca mais 6bvia com relacdo a maturacdo do
espermatozoide é a aquisicao da habilidade de se mover quando este entra em
contato com o plasma seminal e outros meios fisiolégicos. O espermatozoide
deve movimentar-se no muco cervical, atravessar o utero, entrar no oviduto e
alcancgar a porgao da ampola onde a fertilizagdo ocorre (MORTIMER, 1997).

Acredita-se que a motilidade seja uma das mais importantes caracteristicas
associadas a habilidade de fertilizacdo do espermatozdide. Esse parametro da
cinética tem sido reconhecido por muito tempo como sendo essencial para o
transporte do sémen no trato reprodutivo da fémea e para a fertilizacdo, sendo
considerado uma expressdo da viabilidade e integridade estrutural do
espermatozoide (VERSTEGEN et al., 2002).

2.6.3.1- Avaliacdo subjetiva da cinética espermatica

Usualmente a motilidade espermatica € estimada em analise do sémen por
microscopia Optica, entre Iamina e laminula. Entretanto, este tipo de analise
manual é impreciso, mesmo quando realizado por técnicos experientes as
analises sao influenciadas por uma alta variagdo entre observagdes e
observadores. Esta imprecisdo deriva, em parte, da natureza subjetiva do teste,
da variabilidade entre técnicos e das diferencas na implementagdo de padrdes
para a avaliagdo (ARRUDA et al., 2007).

2.6.3.2- Avaliagdo computadorizada da cinética espermatica (CASA — Computer-

assisted semen analyses)

Com o objetivo de aumentar a repetibilidade para avaliagdo do movimento
espermatico tem-se utilizado a analise computadorizada. Programas
computadorizados utilizados para a avaliagdo espermatica podem ser mais
objetivos e imprimir maior repetibilidade as avaliagdes do que a habilidade

humana em identificar padroes de movimento espermatico. O poder de analise
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deste tipo de teste é dado pela avaliagdo precisa e acurada dos espermatozoides
com alto grau de objetividade, podendo assim aperfeicoar o processo de
avaliacdo seminal em animais (ARRUDA, 2000).

Nesta avaliagdo, a trajetéria da cabeca de espermatozoides presentes na
amostra é reconstituida (MORTIMER & MAXWELL, 2004). A CASA proporciona a
oportunidade de acessar multiplas caracteristicas em uma unica amostra de
espermatozoides. Diferencas na motilidade de células espermaticas sao mais
visiveis pela CASA que em métodos subjetivos (FARREL et al., 1998).

Além da motilidade espermatica total (MT) e progressiva (MP) trés valores
para velocidade sdo comumente medidos pela CASA e usados para a descrigao
do movimento espermatico: a velocidade curvilinea (VCL), a velocidade em linha
reta ou progressiva (VSL) e a velocidade média do trajeto (VAP). Cada uma
dessas velocidades descreve um aspecto diferente da trajetdéria do
espermatozoide (Figura 4). O trajeto curvilineo € uma projecao bidimensional da
verdadeira trajetoria tridimensional. A VCL é calculada pela somatoria das
distancias ao longo da trajetoria curvilinea percorrida, corrigindo o tempo gasto. O
valor de VSL é determinado encontrando-se a distdncia em linha reta entre os
primeiros e os ultimos pontos da trajetoria em relagcdo ao tempo. Este valor
fornece o espago ganho dentro de um periodo. O valor de VAP fornece uma
indicagdo do comprimento da trajetoria geral do espermatozoide e é calculado
encontrando-se o comprimento do caminho médio em relagdo ao tempo gasto. A
amplitude do deslocamento lateral da cabega (ALH) é utilizada como uma
aproximagcdo da amplitude do batimento flagelar. A frequéncia do batimento
flagelar (BCF) foi desenvolvida baseada nos fatos de que cada ponto no vértice é
resultado da mudanga no batimento, e cada momento em que o caminho
curvilineo cruza o caminho médio é o resultado de um novo batimento flagelar. Os
valores de retilinearidade (STR), uma comparagao da linha reta com a média das
trajetdrias, fornecem uma indicagéo da relagéo entre o espago ganho e a trajetéria
geral do espermatozoéide, calculados como VSL x VAP x 100. Uma trajetéria com
pontos espagados de forma uniforme e com baixa amplitude, teria um valor alto
de STR, uma vez que o caminho médio seria proximo do caminho em linha reta.
Uma trilha circular teria um baixo STR. A linearidade (LIN), uma comparagao da
linha reta e as trajetorias curvilineas, € uma expressdo da relagdo entre a

projecao bi-dimensional do caminho tri-dimensional adotado pelo espermatozéide
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e seu ganho de espaco, calculado como VSL x VCL™" x 100. Uma trajetéria
circular teria uma baixa LIN, pois o caminho curvilineo seria muito maior do que o
espaco ganho. Uma alta LIN na trajetoria é aquela em que o espermatozoide
percorre um caminho curvilineo com uma amplitude relativamente baixa do ALH e
a direcao geral do movimento € a mesma do caminho em linha reta (MORTIMER,
1997).

Trajeto curvelinear

=— — —  Trajeto em linha reta
= =¥= = Trajeto médio

Figura 4: Caminhos utilizados no calculo da velocidade da cabeca dos espermatozoéides. O
comprimento de cada caminho em questao é corrigido (distancia/tempo) para dar
a velocidade. Por exemplo, a distacia percorrida ao longo do trajeto curvelinear
dividido pelo tempo é a velocidade curvelinear (VCL), etc. (MORTIMER, 1997).

Alguns valores dos parametros observados pela CASA tém sido
correlacionados com eventos fisiolégicos. O padrdo de cinética do
espermatozoide no sémen de humanos, caracterizado, por uma motilidade
altamente progressiva associada a um significativo movimento lateral de cabeca,
tem sido correlacionado com a habilidade de penetrar no muco cervical (SERRES
et al., 1984; AITKEN et al., 1985; FENEUX et al., 1985; MORTIMER et al., 1986).
O VCL e o VAP também tém sido utilizados para predizer resultados nos
processos de fertilizacao, visto que, ambos os parametros sdo aumentados apos
a capacitacédo espermatica (VERSTEGEN et al.,, 2002). JASKO et al. (1992)
verificaram por meio da analise computadorizada uma correlagéo entre algumas
caracteristicas do movimento espermatico, como, motilidade total (MOT),
motilidade progressiva (PROG) e velocidade média do trajeto (VAP) com
fertilidade.

Uma grande possibilidade foi criada com o uso de taxas de aquisicéo de
imagens de 60 Hz combinada ao aumento da resolucéo do sistema 6ptico e de
melhores computadores, que em conjunto, permitram a avaliagdo do

espermatozoide hiperativado (VERSTEGEN et al.,, 2002). Desta forma, varios
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autores tém investigado os padrées do movimento hiperativado dos
espermatozoides de varias espécies e utilizado esses valores na comparacao do
comportamento da cinética espermatica em diferentes condigdes fisioldgicas e
ambientes in vitro (MORTIMER, 1997).

2.6.4- Teste de termo resisténcia (TTR)

Os parametros avaliados no TTR sdo motilidade espermatica e vigor
espermatico, com as avaliagdes comegando no tempo zero (momento em que o
sémen é descongelado) e sendo realizadas em intervalos de 30 minutos, por
periodos que variam entre 90 minutos (COCHRAN et al., 1984), 180 minutos
(MATTOS et al., 1993) e 240 minutos (CBRA, 1998). Os resultados do TTR séo
influenciados por varios fatores, dentre eles: o efeito do ejaculado, método de
congelamento e efeito do tempo e temperatura de incubacdo, sendo esta ultima a

variavel mais importante para o sémen equino (FURST, 2006).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Local e periodo experimental

O experimento foi realizado no Setor de Equideocultura do Departamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, localizado no municipio de
Vicosa — MG, latitude 20°45°14"" sul e a uma longitude 42°52°55"" oeste; e no
haras Taruma, localizado no municipio de Guaraciaba — MG, latitude 20°34°15""
sul e a uma longitude 43°00°28°" oeste, durante os meses de junho de 2009 a

janeiro de 2010.

3.2- Manejo dos animais

Cinco jumentos da raga Péga comprovadamente férteis, conforme exame
androlégico e histérico reprodutivo, foram utilizados como doadores de sémen.
Estes foram mantidos em baias durante a noite e soltos durante o dia. Como
alimentos recebiam volumoso a base de capim napier picado (Pennisetum
purpureum) e concentrado farelado, nas quantidades que atendem as exigéncias

nutricionais da espécie (NRC, 2007).
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3.3- Coleta de sémen

Foram utilizados cinco jumentos com idade entre 2,5 e 7 anos como
doadores de sémen. Antes do inicio do periodo experimental os animais foram
submetidos ao processo de esgotamento das reservas espermaticas
extragonadais, realizando-se uma coleta diaria durante sete dias.

O sémen foi coletado em dias alternados, utilizando vagina artificial
(modelo Hannover), devidamente preparada com agua aquecida a temperatura de
45°C. Foram realizadas cinco coletas de cada animal, totalizando 25 ejaculados.
Apds a coleta, foi avaliado o volume sem gel do ejaculado, além das
caracteristicas de motilidade espermatica total (0-100%), vigor espermatico (0-5)
e concentragdo (camara de Neubauer, apés diluicdo de 1 parte de sémen para
100 partes de formol salino) por microscopia de contraste de fase em objetiva de
400 x. Foram colhidas amostras de 100 uL de sémen em tubos plasticos contendo
1 mL de solugéo de formol salino (HANCOCK, 1957) para posterior avaliagdo da
morfologia espermatica. Somente aqueles ejaculados que apresentaram
motilidade espermatica superior ou igual a 70% para o sémen fresco foram

empregados neste estudo.

3.4- Preparo da solucéo de ciclodextrina carreada com colesterol (CLC)

Metil-B-ciclodextrina foi carreada com colesterol adotando a metodologia
descrita por PURDY & GRAHAM (2004). Onde, 200 mg de colesterol (C3045;
Sigma) foram dissolvidos em 1 mL de cloroférmio (JT-Baker) em um tubo de
vidro. Em um becker foi dissolvido 1 g de metil-B-ciclodextrina (C4555; Sigma) em
2 mL de metanol (SYNTH). Em seguida, uma aliquota de 0,45 mL da solucéo de
colesterol + cloroférmio foi adicionada a solucdo de ciclodextrina, e a mistura
agitada até ficar clara. Depois, a mistura foi colocada em uma placa de Petri de
vidro e os solventes foram removidos por evaporagcao usando placa aquecedora a
temperatura de 40°C por um periodo de 48 horas. Os cristais resultantes foram
removidos da placa por raspagem, com auxilio de uma espatula, e estocados em
tubos de vidro a 22°C.

A solugao de trabalho de CLC foi preparada pela adigdo de 50 mg de CLC
em 1 mL de diluidor STALP (Anexo 1) a 37°C e homogeneizada por agitagcao
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com auxilio de um agitador vortex. Esta solugao foi mantida congelada -80°C até
sua utilizagdo, quando era aquecida a 37°C e homogeneizada antes da incubagéo

com sémen.

3.5- Tratamento com CLC e processamento do sémen

O sémen coletado e avaliado foi diluido com diluidor STALP para
concentracdo de 120 milhdes de espermatozédides totais por mL. As amostras
foram entdo divididas em 4 tubos cénicos de centrifuga de 15 mL, onde foram
submetidas aos seguintes tratamentos: tratamento 1 — T1 = adi¢ao de 1,0 mg de
CLC/120 milhdes espermatozoides totais; tratamento 2 — T2 = adigdo de 2,0 mg
de CLC/120 milhdes totais, tratamento 3 — T3 = adicdo de 3 mg de CLC/120
milhdes de espermatozodides totais e controle — CT = sem adic&o de colesterol.

As amostras de sémen foram incubadas a temperatura ambiente por 15
minutos. Apos o periodo de incubagao, o sémen diluido foi centrifugado a 600 g
durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, a concentragdo espermatica
no pellet remanescente foi determinada, e os espermatozoides foram
ressuspendidos para a concentragao final de 200 milhdes de espermatozoides/mL

com diluente a base de lactose-EDTA, contendo 5% de glicerol (Anexo 2).

3.6- Congelamento do sémen

ApOs a ressuspencgdo as amostras foram envasadas em palhetas francesas
de 0,5 mL. As palhetas foram resfriadas a uma taxa média de -0,5°C por minuto
até 5°C, seguindo metodologia descrita por FURST et al. (2005), sendo entdo
congeladas em vapor de nitrogénio apés manutengao por 15 minutos a 4 cm do
nitrogénio (-60 °C/min) (COCHRAN et al., 1984). As palhetas foram imersas em
nitrogénio liquido com o objetivo de armazenamento em botijées criogénicos para
posteriores analises (motilidade espermatica total, vigor espermatico, HOST, vivos

e mortos, morfologia, TTR, CASA, teste com sondas fluorescentes).
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3.7- Descongelamento do sémen

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30

segundos (CBRA, 1998) para posteriores analises.

3.8- Testes in vitro para avaliar a viabilidade espermatica do sémen

descongelado

3.8.1- Avaliacdo subjetiva do movimento espermatico:

As palhetas foram descongeladas e mantidas tubos plasticos de 1,5 mL, 6
ML de cada amostra foram colocados sobre lamina e sob laminula para avaliagao
da motilidade espermatica total (0-100%) e vigor espermatico (0-5) pelo método
de duplo cego. Todo material que entrou em contato com o sémen estava pré
aquecido a 37 °C. As leituras foram realizadas em microscopia de contraste de

fase com objetiva de 400x.

3.8.2- Avaliacdo computadorizada do movimento espermatico:

Cada amostra foi descongelada em banho-maria a 37 °C por 30 segundos.
Diluiu-se 100 pyL de sémen em 100 uL de STALP (pré-aquecido a 37°C) em tubos
plasticos, onde foi acrescido 100 pL do corante fluorescente HTM-Ident®
(Hoechst # 33258, 80 ug/mL) para posterior incubag¢ao a 37°C por 10 minutos. As
leituras foram realizadas em aparelho IVOS-Ultimate® da Hamilton-Thorn
Bioscience, sendo utilizado o programa Animal Motility para analise dos dados. O
aparelho foi previamente ajustado para analise do sémen equino, na versao ldent,
conforme anexo 3. As caracteristicas de movimento espermatico analisadas
foram: motilidade total (MOT, %) motilidade progressiva (PROG, %), velocidade
de trajeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear
(VCL, um/s), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH, uym), freqiéncia
de batimentos flagelares (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN,
%). Os exames foram realizados no Laboratério de Reprodugdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo,

campus Pirassununga-SP.
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3.8.3- Teste hiposmoético (HOST):

Foram diluidos 100 yL de sémen em 1 mL de solucdo de sacarose 100
mOsmol (Anexo 4), estes foram incubados a 37°C/60 min., sendo, posteriormente,
fixados com 0,5 mL de solugao de formol salino (HANCOCK, 1957) para posterior
leitura. As células foram classificadas pela presenca ou auséncia de cauda
enrolada, segundo padrdes descritos por NEILD et al. (2000). O calculo da reagéo
hiposmotica foi realizado por meio da seguinte formula: HOST= (% de caudas
enroladas apdés o HOST) — (% de caudas enroladas antes do HOST) conforme
descrito por MELO & HENRY (1999).

3.8.4- Coloracdo supravital (vivos e mortos):

A coloragao supravital foi realizada utilizando o corante eosina-nigrosina a
0,5%. Amostras de 10 pyL do sémen foram incubados com 10 yL do corante em
placa aquecedora a 37 °C por 3 min. Apds incubacdo confeccionou-se um
esfregagco para realizagdo da leitura. Foram classificados como vivos os
espermatozoides que nido se coraram e como mortos aqueles que apresentaram

0 nucleo corado de vermelho.

3.8.5- Teste com sondas fluorescentes:

Foi utilizado a associagdo de duas sondas fluorescentes, o iodeto de
propidio e o FITC-PNA (Anexo 5), para avaliagdo da membrana plasmatica e do
acrossoma dos espermatozdides descongelados. Uma amostra de 150 uL do
sémen descongelado foi colocado em um tubos plasticos de 1,5 mL onde foram
adicionados 3 pL de iodeto de propidio (0,5 mg/mL em DPBS) e 80 uL de FITC-
PNA (100 pyL/mL em DPBS). A amostra foi incubada a temperatura de laboratorio
por 8 minutos ao abrigo de luz. Apés a incubagédo, uma gota de 6 uL da solugao
foi utilizada para preparo da camara umida, entre lamina e laminula e a leitura foi
realizada em microscopia de epifluorescéncia, utilizando-se filtros de 480 a 610
nm (fluoresceina e rodamina, respectivamente) e aumento de 1.250 vezes por
objetiva de imersdo. As leituras foram realizadas identificando as células em

campo claro, quando a luz era reduzida para avaliar a fluorescéncia emitida ou
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nao. O padrao de emissao de fluorescéncia foi: membrana plasmatica lesadas —
vermelho fluorescente; membrana plasmatica intacta — ndo corada; acrossoma
lesado — verde fluorescente; acrossoma intacto — ndo corado. As células foram
entdo classificadas em 4 grupos:

- MIAIL: membrana plasmatica intacta e acrossoma intacto .

- MIAL: membrana plasmatica intacta e acrossoma lesado.

- MLAI: membrana plasmatica lesada e acrossoma intacto.

- MLAL: membrana plasmatica lesada acrossoma lesado.

3.8.6- Teste de termo resisténcia (TTR):

A longevidade dos espermatozoides congelados/descongelados foi
avaliada por meio do teste de termo resisténcia. Apds o descongelamento, uma
aliquota de 200 pyL do sémen foi incubado em tubos plasticos de 1,5 mL em
banho-maria a 37°C por 120 minutos. Foram realizadas avaliagbes subjetivas, por
método de duplo cego (dois avaliadores), em microscopia de contraste de fase,
da motilidade e do vigor. Utilizou-se preparo em camara umida, com lamina e
laminula (pré-aquecidas a 37°C), sendo as leituras realizadas nos tempos 0, 30,

60, 90 e 120 minutos de incubagao.

3.8.7- Morfologia espermatica:

Uma amostra de 100 puL do sémen foi acondicionada em tubos plasticos de
1,5 mL contendo 1,0 mL de solugdo de formol salino (HANCOCK, 1957) pré
aquecido a 37°C. A analise da morfologia foi realizada por preparo de camara
umida em microscopia de contraste de fase, com aumento de 1000 x, seguindo
classificagado descrita por BLOM (1973), onde as anormalidades foram divididas
em defeitos maiores, defeitos menores e defeitos totais.

A figura 5 ilustra de forma simplificada o processamento de sémen durante

a criopreservacao.
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COLHEITA DO SEMEN
(vagina artificial)

|

Diluicdo com STALP
(120 x 10° sptz./mL)

N

CT-0mg Tl1-1mg T2-2mg T3-3mg
CLC/120 x 10° CLC/120 x 10° CLC/120 x 10° CLC/120 x 10°
sptz sptz sptz sptz
INCUBACAO
(15 min.)

|

CENTRIFUGACAO
(600 g / 10 min.)

}

DILUICAO PARA CRIOPRESRVACAO
(MARTIN et al., 1979) — (200 x 10° sptz/mL)

|

ENVASE
(palhetas 0,5 mL)

}

RESFRIAMENTO / CONGELAMENTO
(FURST et al., 2005)

—

N

Descongelamento

a37°C/30s.
Avaliacao Avaliacao Avaliagéo da CASA
subjetiva do da membrana
sémen: morfologia plasmatica +
motilidade e espermatica F(I'_"U%SRE CSE\{\I
vigor. CIA). TTR

Figura 5: Esquema simplificado do processamento do sémen para

criopreservacgao.
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3.9- Andlise estatistica

Para as variaveis quantitativas, efetuaram-se os testes de Lilliefors para
verificar normalidade dos dados, e Cochran (numeros iguais de repeti¢gdes dentro
de cada nivel) e Bartllet (nUumeros desiguais de repeticbes) para verificar a
homogenicidade das variancias dos grupos. Aqueles dados que nao atenderam a
premissa da ANOVA, foram submetidos a analise ndo paramétrica e as médias
comparadas pelos testes de Kruskal-Wallis com probabilidade de erro de 5%. As
variaveis que atenderam as premissas, foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK) com 5% de
probabilidade de erro.

A Correlagado Simples de Pearson foi testada entre as variaveis (motilidade
espermatica progressiva — MOT e PROG (CASA), reativos ao HOST, integros
pelo teste de epifluorescéncia e nao corados pelo teste de vivos e mortos) para
verificar possiveis relagdes entre as caracteristicas estudadas.

Foi utilizado o programa estatistico SAEG-UFV 9.1 (UFV, 2007).

39



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios para as principais caracteristicas fisicas do sémen
fresco dos cinco jumentos (volume, concentragdo espermatica, numero total de
espermatozoides, motilidade espermatica total e vigor espermatico) estédo
sumarizados na TABELA 1.

Tabela 1- Valores médios e desvios padrdao das caracteristicas fisicas do sémen
fresco de jumentos da raca Péga.

Jumento Volume de Concentragéo Numero total de  Motilidade  Vigor (0-5)
sémen sem gel (espermatozdide espermatozoides total (%)
(mL) s x 10° /mL) (x10°)
J1 43,0+13,6°°  405,0+230,9" 15,5+3,7" 82+27"° 40"
J2 62,9+32" 305,4 + 109,7 * 19,2+6,9" 83+2,7" 40"
J3 53,3+9,1"8 278,0+67,5" 14,6 + 3,7 " 85,0 40"
J4 37,4+10,8° 417,0 £ 109,9* 15,5+59" 80,0 ° 3,9+02"
J5 14,4 +8,6° 4270 + 146,1 " 51+1,0° 85,0 % 39+0,2"
Geral 422 +18,9 366,5 + 145,7 14,0 £ 6,4 830+25 3,9%0,1

Valores seguidos por letras diferentes (A, B, C, D) sobrescritas na mesma coluna diferem (P<0,05) pelo teste
SNK.

O volume de sémen sem gel, assim como a concentragdo espermatica séo
caracteristicas que mais sofrem variacbes com a idade, frequéncia de coletas,
estimulo sexual, raga, estacdo de ano e a propria variagao individual (PAPA,
1987). Os valores observados para o volume dos diferentes ejaculados e animais
estdo dentro do relatado para a espécie que tem variado de 10 a 158 mL
(MORAIS, 1990; LEITE, 1994, GEBERS, 1995; CANISSO et al., 2008b). No
entanto, a média geral do volume livre de gel obtido nas 25 coletas (42,2 £ 18,9
mL) foi inferior ao observado por outros autores para animais da raca Péga
(MORAIS, 1990; COSTA, 1991; GEBERS, 1995). Tal fato pode ser justificado pelo
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maior intervalo (> 48 hrs.) entre coletas praticadas por estes autores. Realizando
coletas em jumentos da raga Péga em intensidade semelhante a realizado no
presente estudo, CANISSO (2008a), obteve média de 47,3 £ 28,7 mL de volume.

A concentracdo espermatica média foi de 366,5 + 1457 x 10°
espermatozoides por mL. Esta concentragdo se encontra dentro do estabelecido
como normal para espécie, que varia de 100 a 800 milhdes de espermatozoide
por mL (KREUCHAUF, 1984). Segundo o mesmo autor a média do numero de
espermatozoides totais no ejaculado de jumentos é de 20 a 30 bilhdes, estando
os extremos entre 2 e 44 bilhdes. Os valores obtidos no presente estudo para J1,
J2, J3 e J4 estdo um pouco abaixo da média para espécie (TABELA 1). Tal fato,
pode também ter se dado pela freqliéncia de coletas de sémen a que os animais
foram submetidos no presente estudo, com intervalo de 48 horas. O quinto
jumento (J5) apresentou uma menor produgdo espermatica total, provavelmente
devido a um menor desenvolvimento testicular, uma vez que este animal era mais
jovem (2,5 anos).

Os valores médios de motilidade espermatica total (83,0 £ 2,5%) e vigor
espermatico (3,9 £ 0,1) observados no presente estudo encontram-se dentro dos
valores citados na literatura, onde a motilidade varia de 70-100% e o vigor de 3-5
(FERRERIA, 1993; LEITE, 1994; GEBERS, 1995; CANISSO, 2008b;). Fato
importante foi a baixa variacdo entre animais e entre coletas de um mesmo
animal. Tais caracteristicas demonstram que a freqléncia de coletas utilizada nao
afetou os parametros motilidade e vigor, e que os animais apresentavam alta
homogeneidade com relacdo a estes parametros, diminuindo a variagdo na
avaliagcao experimental.

Os valores médios registrados para anormalidades espermaticas do sémen
fresco foram de 5,9 + 2,3% de defeitos maiores, 2,3 + 1,5% de defeitos menores e
8,2 + 2,7% de defeitos totais (TABELA 2).
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Tabela 2 - Valores médios e desvios padrdo dos percentuais das anormalidades
espermaticas do sémen fresco de jumentos da raga Péga.

Jumento Defeitos maiores (%) Defeitos menores (%) Defeitos totais (%)
J1 6,2 +2,1"° 28+08" 9,0+25"
J2 6,8+2,3"8 34+24" 10,2 £ 3,7
J3 361,18 22+11"° 58+1,3"
J4 50+1,2"8 22+16" 72+13%
J5 80+21" 1,2+0,8" 92+20"
Geral 59+23 23+15 82+27

Valores seguidos por letras diferentes (A, B) sobrescritas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo
teste SNK.

Jumentos de uma forma geral apresentam quantidade reduzida de defeitos
espermaticos. GEBERS (1995) registrou uma média 8,6% de defeitos totais apos
diferentes frequéncias de coleta de sémen de 6 jumentos da raca Péga. Estas
médias sdo semelhantes as registradas por ARRUDA et al. (1989) — raca
brasileira e KREUCHAUF — jumento africano (1984), com valores de 7,46 e
6,15%, respectivamente. Outros autores tém relado valores mais altos de defeitos
espermaticos para jumentos, como, HENRY et al. (1987) — ragca nordestina,
13,35%, MORAIS (1990) e CANISSO (2008a) — raca Pega, com 15,6% e 14,77%,
respectivamente. Além das caracteristicas inerentes ao animal (idade, genética) e
seu manejo, a realizagdo de coletas para esgotamento das reservas
extragonadais pode influenciar o percentual de defeitos espermaticos no
ejaculado (GEBERS, 1995). Todos os resultados obtidos e relatos estao dentro
dos padrdes normais para equinos (CBRA, 1998)

Os valores médios da motilidade espermatica total e vigor espermatico
apos a incubacgao (por 15 min.) com as diferentes concentragbes de colesterol
incorporado a ciclodextrina - CLC (1, 2 e 3 mg / 120 x 10° de espermatozéides por
mL), pés — ressuspenséo e resfriamento encontram-se sumarizados na TABELA
3.

Tabela 3 — Motilidade espermatica total (MOT) e vigor espermatico durante as diferentes etapas
do processo de congelamento de sémen de jumentos da raca Péga para as
diferentes concentragbdes de CLC (médias + desvios padrao).

Tratamento Pés - incubacéo Pés - ressuspenséao Pés - resfriamento
CLC* MOT (%) Vigor** MOT (%)** Vigor** MOT (%)** Vigor
0mg 78,0+4,1" 3,9%0.2° 748+6,77 35x0,1° 69,9+ 154° 32+0,25"
1 mg 78,8+35" 38+0,2° 770+4,1° 3602 740+45 33+03"
2mg 790+32% 35+0,1° 772+41° 36+0,2° 758+2,8 34+02°
3 mg 790+25" 35+01° 76,6 +34° 35+02° 722+48 32+03"
Geral 787+34 37072 764+48 35+02 73,0+ 87 3,303

* Tratamentos: CLC 120 x 10° espermatozoides totais.

Valores seguidos por letras diferentes (A, B) sobrescritas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo
teste SNK.

** Valores seguidos por letras diferentes (a, b) sobrescritas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo
teste Kruskal-Wallis.
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Apos a incubacgao foi observada uma queda no vigor espermatico para as
concentragdes 2 e 3 mg de CLC. Este fato se deu principalmente devido a uma
maior aglutinagdo dos espermatozoides quando aumentava a concentragdo de
CLC. MEIRELLES et al. (1998) trabalhando com sémen resfriado de garanhdes
em leite em p6 e UHT observou maior aglutinagdo de espermatozdides em
marcas de leite que continham maior quantidade de gordura. A presenga de maior
quantidade de colesterol pode ter contribuido para maior aglutinagdo nos
tratamentos 2 e 3 mg. As aglutinagbes foram ausentes para o controle e
aumentavam a medida que aumentava a concentracdo de ciclodextrina. O
colesterol quando diluido com STALP ndo forma uma solugdo homogénea,
formando duas fases apds um periodo de repouso, estas fases sdao compostas
por grandes particulas de associagbes entre colesterol e ciclodextrina. Os
espermatozoides tendiam a se agrupar ao redor destas particulas reduzindo sua
velocidade de movimentacgao, logo o vigor. Apds a centrifugacao e ressuspensao
dos pellets de espermatozoides, as aglutinagbes se desfaziam justificando a ndo
variagcéo do vigor entre os tratamentos para as amostras apds a ressuspensao e
apos o resfriamento. A ndo variagdo da motilidade espermatica e do vigor
espermatico entre os tratamentos apds os momentos acima citados ilustram a nao
influencia do colesterol incorporado a ciclodextrina para estas etapas durante o
congelamento de sémen. TORRES et al. (2006) relatou um aumento na
motilidade total e na integridade da membrana plasmatica de espermatozdides de
garanhdes resfriados apdés a adicao de ciclodextrina ao meio diluidor. Estes
resultados corroboram aos de ALVAREZ et al. (2005) que observou o0 mesmo
efeito ao trabalhar com sémen de jumentos resfriados por 24 e 48 horas. O tempo
de resfriamento realizados no presente estudo (1 hora) pode ter sido insuficiente
para demonstrar o efeito da incorporacdo de CLC nos parametros fisicos do
sémen asinino resfriado.

Na TABELA 4 ¢ ilustrado a influéncia da incorporagdao de colesterol
conjugado a ciclodextrina nos parametros fisicos do sémen de jumentos
criopreservados apo6s avaliacdo subjetiva do movimento espermatico (motilidade

total e vigor) e na morfologia espermatica.
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Tabela 4 — Médias e desvios padrédo da avaliagdo da motilidade espermatica total (MOT)
e vigor espermatico; e das alteragdes percentuais na morfologia espermatica
(Dma - defeitos maiores, Dme - defeitos menores, Dtot - defeitos totais) de
espermatozéides descongelados de jumentos da raga Péga apds o tratamento
com diferentes concentragdes de colesterol incorporado a ciclodextrina (CLC).

Tratamento Avaliacao subjetiva Morfologia espermatica
CLC* MOT (%) Vigor Dma (%) Dme (%) Dtot (%)
0 mg 650+17,4° 30+02" 6,8 +2,6" 2,4+16° 9,2 +25"
1 mg 72,4 £9,8° 2,9+0.2" 6,0+3,2"° 44 +23" 10,5 + 3,1*
2mg 72,2 +9,1° 3,0+02" 52+23" 2,6+22° 7.8+32°
3 mg 700+16,3° 29+02" 5+23" 3,2+2,0° 8,3+32°
Geral 69,9 + 13,8 29402 58+28 32+22 9,0+3,0

* Tratamentos: CLC / 120 x 10° espermatozdides totais.

Valores seguidos por letras diferentes (A, B) sobrescritas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo
teste SNK.

** Valores seguidos por letras diferentes (a, b) sobrescritas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo
teste Kruskal-Wallis.

Nao foi observada diferenca para os parametros fisicos do sémen
(motilidade espermatica total e vigor espermatico) entre os tratamentos pela
avaliacdo subjetiva, com média geral de 699 + 13,8% e 29 = 0,2%,
respectivamente. OLIVEIRA et al. (2010) apds criopreservarem sémen de
garanhdes por metodologia semelhante a utilizada no presente estudo, nao
observaram diferenga entre o grupo tratado com CLC e o grupo controle na
avaliacdo da motilidade progressiva (CLC - 20,4 + 13,7% e CT- 20,0 £ 10,0%). Os
mesmos autores observaram um aumento no vigor das células tratadas com CLC
quando comparado ao controle, 2,6 + 0,5 e 2,3 £ 1,0, respectivamente.

Poucos estudos tém utilizado a morfologia espermatica como critério para
avaliar o sémen congelado de jumentos. Os resultados obtidos no presente
estudo foram inferiores aos observados por SILVA et al. (1997), que relatou 24%
e 24,2% de defeitos totais para o sémen de jumento congelado em macrotubos e
tubo de aluminio, respectivamente. CANISSO (2008a), ao trabalhar com jumentos
da raca Péga, relatou 16,9% e 17,14% de defeitos totais apds criopreservar
sémen asinino em dois meios diluidores de congelamento.

Apesar da pequena diferenga observada entre os tratamentos, todos os
valores de defeitos maiores e menores estao dentro dos observados na literatura
como normal para a espécie (GEBERS, 1995; SILVA, 1995; CANISSO, 2008a;
KER, 2010). As variagdes observadas, sempre menores que 3%, ndo foram
consideradas representativas.

Os resultados provenientes da avaliagdo computadorizada do movimento
espermatico, para o sémen congelado/descongelado, encontram-se sumarizados
na TABELA 5.
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As médias da motilidade total (CT: 64,2 + 20,2%; T1: 74,8 £+ 16,9%; T2:
80,0 + 11,8%; T3 : 81,1 £ 14,5%) e progressiva (CT: 35,7 + 16,4%; T1: 46,5
15,3%; T2: 47,9 + 14,2%; T3: 49,2 + 13,5%) foram superiores para os tratamentos
quando comparadas ao grupo controle (P<0,05), nado diferindo entre tratamentos
(P>0,05). Tal fato corrobora as observagdes de COMBES et al. (2000), PURDY &
GRAHAM (2004) e MORRIER & BAILEY (2005) que ao trabalharem com
garanhdes, touros e carneiros, respectivamente, observaram um aumento da
motilidade apds criopreservar espermatozdéides com adicdo da CLC. Este
aumento na motilidade se deve provavelmente a uma maior estabilidade da
membrana plasmatica, em baixas temperaturas, quando da adi¢do do colesterol.
Esta maior estabilidade garante menos alteragbes a membrana mantendo a
motilidade mais alta. OLIVEIRA et al. (2010) ndo observaram aumento da
motilidade apds criopreservar espermatozoéides de garanhdes acrescidos de CLC.
Estes autores realizaram apenas avaliagao subjetiva do movimento espermatico,
podendo pequenas diferengcas ndo terem sido perceptiveis, uma vez que foi
demonstrado uma redugdo no percentual de lesbes de membrana para o

tratamento com CLC.

Tabela 5 - Médias e desvios padrdao dos parametros MOT (motilidade total), PROG
(motilidade progressiva), VAP (velocidade de trajeto), VCL (velocidade
curvilinear), VSL (velocidade progressiva), ALH (amplitude de deslocamento
lateral da cabeca), BCF (frequiéncia de batimento flagelar), STR (retilinearidade),
LIN (linearidade) do sémen asinino acrescido de diferentes concentragbes de
CLC.

Parametros CLC dose (mg/120 x 10° espermatozéides totais) Geral
0 1 2 3

MOT (%) 64,2+20,2° 748+169" 80,0+118" 811+145" 750+173
PROG (%) 357+164° 465+153" 479+142" 492+135" 448+156
VAP (u/s) 88,4 +9,8" 851+85" 843+10,7°% 89,6+11,7% 86,8+103
VCL (u/s) 134,5+12,8" 1289+127% 126,2+16,0° 132,9+16,4" 1306 14,7
VSL (u/s) 79,2 +97" 76,7+83" 759+103" 808+11,1"  78,1+10,0
ALH (um) 4,7 +0,4" 4,6 +0,5" 4,7+0,5" 4,8 +0,5" 4,7+0,5
*BCF (Hz)  41,3+24* 401+1,9® 386+32® 366t6,6° 39,1+4,3
STR (%) 85,1+ 2,6" 87,0+2,8" 86,8 + 2,8" 86,9 + 3,1" 86,4 +3,0
LIN (%) 57,8 +3,8" 59,9 + 4,6" 59,9 + 34" 60,4 + 52" 59,5 + 4.4

Valores seguidos por letras diferentes (A, B) sobrescritas na mesma linha diferem entre si (P<0,05) pelo teste
SNK.

** Valores seguidos por letras diferentes (a, b) sobrescritas na mesma linha diferem entre si (P<0,05) pelo
teste Kruskal-Wallis.

ALVAREZ et al. (2006) ao criopreservarem espermatozéides de jumentos
da raca Zamorano-Leonés avaliaram diferentes concentragées de CLC / 120 x 10°

espermatozoides: 0 mg, 1,5 mg, 2,0 mg, 25 mg e 3 mg. As motilidade
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espermatica total e progressiva registradas foram respectivamente, 30, 41, 45, 42,
34% e 22, 33, 37, 33%. Os resultados de MOT e PROG obtidos no presente
estudo foram superiores aos relatados pelos autores acima citado. Nao foi
observada uma queda nos parametros da motilidade com a adicdo de 3 mg de
CLC, como relatado neste outro estudo. Segundo PURDY & GRAHAM (2004), o
limite superior de adicdo de CLC para espermatozoides bovinos € de 6 mg / 120 x
10° de células, a partir desta quantidade o efeito passa a ser negativo para
sobrevivéncia espermatica (fungdo da membrana é afetada). Possivelmente este
valor limite para jumentos esta acima de 3 mg / 120 x 10° de espermatozdides.

Para os valores de VAP, VCL, VSL e ALH nado foram observadas
diferencas entre tratamentos (p>0,05). Estes valores foram inferiores aos
registrados por ALVAREZ et al. (2006) e FLORES et al. (2008) apds
criopreservarem sémen de jumentos de ragas européias. No entanto, estes
valores foram semelhantes aos registrados por OLIVEIRA et al. (2006) ao
trabalhar na criopreservacado de sémen de jumento da raga Péga. Tal fato sugere
um efeito da raga nas caracteristicas ligadas a velocidade e amplitude de
deslocamento de cabega (ALH) dos espermatozdides asininos criopreservados.

A variagao na frequéncia do batimento flagelar (BCF) observada entre o
grupo controle e o tratamento 3 pode estar ligada ao maior conteudo de colesterol
das células tratadas com 3 mg de CLC. Durante o processo de congelamento e
descongelamento de sémen as células espermaticas perdem quantidades de
colesterol, fato que reduz a estabilidade das membranas, acelerando a
capacitacédo espermatica (IBORRA, et al., 2000; MOORE et al., 2005). Durante a
capacitacao ocorre a hiperativagcao espermatica com aumento na freqiéncia de
batimento flagelar (THIBAULT et al., 1993).

Os tratamentos nao variaram quanto a retilinearidade (STR) e linearidade
(LIN), n&o havendo influencia da incorporagdo de colesterol para estes
parametros.

Os valores médios e desvios padrao para o percentual de espermatozoéides
asininos criopreservados reativos ao teste hiposmoético e supravital, para os

diferentes tratamentos propostos, encontram-se sumariados na TABELA 6.
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Tabela 6 — Médias e desvios padrao dos percentuais de espermatozdéides asininos
criopreservados reativos aos testes hiposmético (HOST) e supravital (SV), em
funcao dos tratamentos com diferentes quantidades de CLC.

Tratamento* HOST (%) Teste supravital (%)
0mg 17,8+9,1° 32,5+ 13,1°
1 mg 32,6 +£12,7" 49,9 + 12,5"
2mg 31,7+ 137" 55,6 + 12,3"
3mg 32,9 +14,3" 50,2 + 15,6"
Geral 28,7 + 14,0 471+158

* Tratamentos: CLC /120 x 10° espermatozdides totais.
Valores seguidos por letras diferentes (A, B) sobrescritas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo
teste SNK.

A média de espermatozdides reativos ao HOST foi superior (P<0,05) para
todos os tratamentos quando comparados ao grupo controle, nao diferindo entre
tratamentos. ALVAREZ et al. (2006) obtiveram médias de células reativas ao teste
hiposmotico, apds o descongelamento de espermatozdides asininos, semelhantes
as do presente estudo, apenas para os tratamentos (0 mg CLC: 24%, 1,5 mg
CLC: 31%, 2,0 mg CLC: 30% ,2,5 mg CLC: 28%, 3,0 mg CLC: 28%). Estes
autores nao observaram diferenca (P>0,05) entre os grupos tratados com CLC e o
grupo controle. OLIVEIRA et al. (2010) ndo observaram diferenca entre células
reativas ao HOST para grupos tratados ou ndo com CLC na criopreservagao
sémen equino.

Os resultados do presente estudo sugerem que o uso de CLC mantém a
funcionalidade da membrana plasmatica, provavelmente por conservar melhor
sua integridade durante procedimentos de criopreservagao. Tais informagdes
corroboram os achados de MOORE et al. (2005), que relataram um aumento na
tolerancia osmoética do espermatozoide equino criopreservados apos adicdo de
CLC.

As médias de espermatozdides ndo corados ao teste de coloragao supra
vital foram: 32,5%, 49,9%, 55,6% e 50,2%, para 0, 1, 2, 3 mg de CLC / 120 x 10°
de espermatozoides, respectivamente. Todos os tratamentos foram superiores ao
controle (P<0,05) na manutengdo da integridade da membrana plasmatica.
FLORES et al. (2008), trabalhando com sémen congelado de jumento obtiveram
uma média de 49,3% de células viaveis pelo SV. O sémen fresco possuia uma
meédia de 86,7% de células viaveis, sendo observado uma queda semelhante para
a motilidade total.

Poucos estudos avaliaram o sémen de jumento congelado pelo teste

supravital. No presente estudo o SV se mostrou um teste eficiente na avaliagéao
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da integridade da membrana plasmatica, uma vez que as diferengcas observadas
para este teste foram confirmadas por outras avaliagdes como HOST e avaliagao
computadorizada da cinética espermatica.

A TABELA 7 contempla as médias e desvios padrdo percentuais de
espermatozoides asininos criopreservados, tratado com diferentes concentragdes

de CLC, e submetidos a analise por sondas fluorescentes FITC-PNA/IP.

Tabela 7 — Médias e desvios padrao dos percentuais de espermatozoides
criopreservados, apés adicdo de diferentes concentracbes de CLC, que
apresentavam MIAI (membrana plasmaética intacta e acrossoma intacto), MIAL
(membrana plasmatica intacta e acrossoma lesado), MLAI (membrana
plasmatica lesada e acrossoma intacto), MLAL (membrana plasmatica lesada
e acrossoma lesado) em teste com sondas fluorescentes do sémen de
jumentos raca Péga.

Tratamento MIAI ** MIAL ** MLAI MLAL **
0mg 17,7+ 9,8° 0,4 +0,2° 70,1 £122" 12,1 +13,1°
1 mg 34,4 +14,3° 0,3+1,4° 59,2+13,08 6,1+4,5°
2mg 31,8 + 18,5° 0,0 £ 0,0° 62,6 £ 16,58 5,6 + 4,0°
3mg 36,1+ 13,5° 0,2+0,5° 54,9 +14,6 8 8,7 +14,0°
Geral 30,0 + 15,9 0,1+0,7 61,7 + 15,0 8,1+ 10,2

Valores seguidos por letras diferentes (A, B) sobrescritas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo
teste SNK.

** Valores seguidos por letras diferentes (a, b) sobrescritas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelo
teste Kruskal-Wallis.

As médias e desvios padrao de MIAI registrados no presente estudo foram
17,7 £ 9,8%, 34,4 + 14,3%, 31,8 £ 18,5%, 36,1 £ 13,5% para os tratamentos com
0,1,2e 3 mgde CLC/120 x 10° de células, respectivamente. Nao foi observada
diferenca (P>0,05) para MIAI entre os tratamentos. As médias registradas no
presente estudo foram semelhantes as relatadas por ALVAREZ et al. (2006) em
estudo do efeito de diferentes concentragcdes de CLC. No entanto, estes autores
observaram diferengas entre os grupos avaliados (P<0,05), onde os tratamentos
com 2 e 2,5 mg de CLC para 120 x 10° células foram superiores ao controle.
Apesar da semelhanca entre os valores, ao se avaliar os desvios padrao,
observa-se menor variagao experimental para o estudo destes autores, fato que
pode ter contribuido para verificacdo de efeito entre tratamentos. A utilizacdo de 3
jumentos, o numero maior de coletas de cada jumento (9 coletas) e a utilizagéo de
sistemas de resfriamento automatizados podem ter contribuido para esta menor
variacao experimental.

Outros estudos tém observado aumento na integridade da membrana
plasmatica e/ou do acrossoma quando da utilizagdo de CLC em garanhdes
(COMBES et al., 2000; ZAHN et al., 2002; MOORE et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
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2010; SPIZZIRI, et al., 2010), bovinos (PURDY & GRAHAM, 2004; MOCE &
GRAHAM, 2006; MORAES et. al., 2010) e suinos (GALANTINO-HOMER et al.,
2006).

A figura 6 ilustra a variagdo da motilidade total de espermatozodides
asininos tratados com diferentes concentracées de CLC, durante incubacgado a
37°C para o teste de termo resisténcia (TTR).

As médias e desvios padrao da motilidade total observada para os tempos
0, 30, 60, 90 e 120 min. foram, respectivamente, 50,4 + 13,1%, 44,8 + 13,9%, 41,4
+ 13,2%, 32,6 + 14,5% e 26,8 + 16,1% para o grupo controle (0 mg CLC / 120 x
10° de sptzs.); 54,6 + 7,6%, 50,8 + 9,5%, 45,6 + 12,9%, 39,8 + 15,2% e 33,4 +
17,2 para o tratamento 1 (1 mg CLC / 120 x 10° de sptzs.); 56,8 + 9,1%, 53,0 +
10,1%, 46,6 £ 11,7%, 41,4 + 14,0% e 36,0 £ 13,4% para o tratamento 2 (2 mg
CLC /120 x 10° de sptzs.); 55,0 + 10,3%, 50,6 + 8,8%, 47,3 + 9,3%; 40,0 + 11,6%
e 35,2 + 11,3% para o tratamento 3 (3 mg CLC / 120 x 10° de sptzs.).

100
90
80
70
60
50 -+
40 -
30 A
20 -
10

O = T T T T
0 30 60 90 120
Tempo (min.)

BOmg B1mg 0O2mg 0O3mg

Motilidade total (%)
]

CLC /120 x 10° espermatozdides por mL.

Figura 6: Motilidade total em diferentes tempos do
sémen de jumentos da ragca Péga
descongelado e incubado a 37°C por 120
minutos, para os diferentes tratamentos com
CLC (P>0,05).

A figura 7 ilustra a variagdo no vigor de espermatozoides asininos tratados

com diferentes concentracdes de CLC, durante incubacéo a 37°C para TTR.
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As médias e desvios padrao do vigor observado para os tempos 0, 30, 60,
90 e 120 min. foram, respectivamente, 2,9 + 0,2, 2,8 £0,3,2,8 +0,3,25+ 04 e
2,2 + 0,6 para o grupo controle (0 mg CLC / 120 x 10° de sptzs.); 2,9 + 0,2, 2,7 +
0,3,2,6+0,4,2,4+0,5e2,1+0,4 para o tratamento 1 (1 mg CLC / 120 x 10° de
sptzs.); 3,0+£0,2,29+£0,3,2,7+0,3,2,5+0,3 e 2,2+ 0,4 para o tratamento 2 (2
mg CLC / 120 x 10° de sptzs.); 2,9+ 0,2,2,8+0,3,2,6 +0,3,25+ 04 e 2,3 +0,4
para o tratamento 3 (3 mg CLC / 120 x 10° de sptzs.)

Vigor
]

O = T T T T

0 30 60 90 120
Tempo (min.)

B0 mg @1 mg O2mg O3mg

CLC /120 x 10° espermatozdides por mL.

Figura 7: Vigor em diferentes tempos do sémen de
jumentos da raca Péga descongelado e
incubado a 37°C por 120 minutos, para os
diferentes tratamentos com CLC (P>0,05).

Nao foi observada diferenca (P>0,05) entre os tratamentos para os
parametros motilidade total e vigor do sémen asinino descongelado, apds 120
min. de incubagdo a 37°C. O TTR vem sendo recomendado pelo Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998) como teste complementar para
avaliar o sémen das diferentes espécies de animais. A falta de padronizacao
deste teste para espécie equina e a caréncia de resultados na literatura para
sémen congelado de jumentos limita a comparagdo com outros estudos.

Ao avaliar a longevidade do sémen de um jumento da raga Péga pelo TTR,
KER et al. (2010) observaram uma queda lenta da motilidade. A motilidade inicial
(0O min.) média foi 36,1 £ 6,5% e final (90 min.) foi 30,0 £ 7,1%. Queda semelhante

foi observada no presente estudo, sendo justificada pelas lesdes oriundas do
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congelamento-descongelamento e/ou pelo efeito das altas concentragdes de
glicerol no meio diluidor cujo sémen permaneceu incubado. Apesar dos efeitos
benéficos do glicerol durante a criopreservagao, este, apresenta certa toxicidade
para espermatozoides asininos (VIDAMENT et al., 2009). A queda nos
parametros fisicos observada durante o TTR para jumentos € mais lenta que para
garanhdes, provavelmente devido as caracteristicas estruturais inerentes a cada
especie (MANN et al., 1963).

SILVA et al. (1997) observaram motilidade progressiva de 20,9% e 21,6%
apés 120 min. do TTR (P>0,05), para espermatozéides de jumentos
criopreservados em macrotubos e tubos de aluminio, respectivamente.

MOCE et al. (2010) avaliaram diferentes tipos de ciclodextrinas
(concentragao x 10° espermatozdides por mL) para preservar espermatozoides de
carneiros. Foi observada maior motilidade total para espermatozéides
criopreservados apds a incorporagao de 2 mg de colesterol a 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina (45%), quando comparado ao grupo que néo recebeu CLC (26%) e
ao grupo criopreservado com 2 mg de colesterol incorporado a metil-B-
ciclodextrina (29%). As células foram incubadas a 38,5°C por 3 horas.

VIANA (2004) nao observou correlagdo entre a porcentagem de
espermatozoides moveis pos-teste de termo resisténcia rapido e lento com os
indices de fertilidade pds inseminacgao artificial em bovinos. Tais achados podem
estar relacionados a propria metodologia empregada na realizagdo do TTR,
submetendo as amostras seminais a condi¢cdes “antifisioldgicas”, representadas
pelo estresse térmico (46°C) e osmotico (osmolaridade acima de 1000mOsm/L
determinada pelo uso do crioprotetor glicerol) ndo representativos das reais
condicdes encontradas pelas células espermaticas no trato reprodutor feminino.

A natureza subjetiva da avaliagdo adotada para o teste no presente estudo,
somado as condigdes nao fisioldgicas do teste, podem ter limitado a observagéo
de diferencgas entre os tratamentos. Tal fato foi observado no presente estudo na
avaliacdo subjetiva da motilidade total do sémen descongelado. Variagdes
provenientes da avaliagédo subjetiva podem limitar a visualizacdo de respostas
experimentais (VERSTEGEN et al., 2002).
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Tabela 8: Correlagdo Simples de Pearson entre a MOT (motilidade total — CASA), PROG
(motilidade progressiva — CASA), HOST (células reativas ao teste hiposmético,
SV (células ndo coradas ao teste supravital) e MIAI (células com membrana
intacta e acrossoma intacto por teste com sondas fluorescentes) do sémen
congelado/descongelado de jumentos da raca Péga.

Paradmetros PROG HOST SV MIAI
MOT 0,88** 0,25** 0,32** 0,35**
PROG 1 0,21* 0,39** 0,41*
HOST - 1 0,41* 0,28**
SV - - 1 0,37**
MIAI - ; ] 1

*(P<0,05) **(P<0,01),.

Os resultados da correlagao entre os testes avaliados foram de alta, média
ou baixa magnitude, e foram positivas. Para correlagdo alta, consideraram-se
valores de 0,66 a 0,99; para média, valores de 0,33 a 0,65 e para baixa, menos
de 0,33. Foi observado correlagdo (P<0,05) entre todas as caracteristicas
avaliadas.

A alta correlagao positiva observada entre motilidade total e progressiva
era um fato esperado. A PROG faz parte da MOT, logo a redugédo ou aumento de
PROG influencia reduzindo ou aumentando, respectivamente, a MOT.

Houve baixa correlacdo observada entre MOT e PROG, e HOST.
Trabalhando com a mesma metodologia do HOST que a utilizada no presente
estudo, CANISSO (2008a) verificou correlagdo media (r = 0,52), com motilidade
progressiva, para sémen congelado de jumentos da ragca Péga. Ao avaliar o
sémen asinino em diferentes etapas do processo de criopreservacao este autor
concluiu que devido a inconstancia de resultados o HOST ndo é um teste
adequado para avaliar o sémen congelado de jumentos.

MELO (1999) ao avaliar diferentes osmolaridades e solutos na realizagc&o
do HOST para garanhdes, relatou alta repetibilidade inter ensaio quando da
utilizagcao de solucado de sacarose 100 mOsmol/L. Esta autora relatou uma alta
correlacao (0,68) entre HOST e a motilidade total.

Outros estudos tém variado no tipo de solucdo utilizada e no tempo de
incubagao com o sémen. Existe a necessidade de padronizar o teste para espécie
asinina. A correlagao positiva com os demais testes utilizados no presente estudo

e o0s resultados obtidos mantém o teste hiposmoético como uma ferramenta
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complementar que pode somar informagdes na avaliagdo do sémen asinino. A
correlacdo entre o teste de coloracdo supravital com PROG e HOST foram
consideradas meédias (r = 0,39 e r = 0,41). FURST (2002) relatou maior
quantidade de células vivas (ndo coradas) ao SV que na motilidade total na
avaliagdo do sémen congelado de garanhdes. Em estudo que correlaciona a
coloracéo supravital com PROG, CANISSO (2008a) relata uma baixa correlagéo
(r = 0,12) entre estes parametros. Este autor credita a estes resultados uma falha
na metodologia empregada para o teste na avaliagdo do sémen asinino
criopreservado, nao sendo possivel utilizar a correlacdo deste autor entre HOST e
SV para comparar com os resultados obtidos no presente estudo. FLORES et al.
(2008) apesar de nado correlacionarem os valores de MOT e SV, obtiveram
valores de queda semelhantes para do sémen fresco para o sémen congelado-
descongelado de jumentos. A MOT foi de 83,6% para 48,4%, apoés o
descongelamento e as células nao coradas foram de 86,7% para 49,3%. MELO &
HENRY (1999) evidenciaram uma alta correlagéo (r = 0,75, P<0,05) para o sémen
equino fresco entre a motilidade total e o percentual de espermatozoides nao
corados (vivos) pela SV. JOHANSSON et al. relataram valores semelhantes para
o0 sémen fresco de garanhdes (r = 0,72, P<0,01).

O teste de coloracdo supravital se mostrou um teste de facil realizagao,
podendo ser realizado para analises seminais. As correlagdes entre a integridade
da membrana plasmatica e acrossomal com MOT e PROG e SV foram médias.
Nao foram encontrados estudos que correlacionassem estes parametros para
especie asinina.

LOVE et al. (2003) utilizaram o iodeto de propidio, e 0 SYBR-14 em
associagdao com o JC-1 (avalia funcionalidade mitocondrial), para avaliagdo da
integridade de membrana do sémen de garanhdes diluidos com o EZ-Mixin® e
resfriados no Equitainer® por 24 horas. Esses autores adicionaram diversas
proporcoes de espermatozéides mortos para a avaliagcdo e comprovacao destas
duas técnicas e verificaram alta correlagao (r=0,98); entre a motilidade total
avaliada pelo sistema CASA e a integridade de membrana avaliada por auxilio da
citometria de fluxo. KUISMA et al. (2006) também verificaram correlacdo entre a
técnica do CFDA/PlI e a de motilidade progressiva. PUGLIESI (2009) néao

observou correlagdo entre motilidade total e espermatozdides integros na
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avaliacado em microscopia de epifluorescéncia de espermatozoéides de garanhdes
resfriados em dois diluidores.

Os testes complementares, mesmo que avaliem a mesma estrutura, como
no caso do HOST, SV e teste com sondas fluorescentes, que avaliam a
membrana plasmatica, as avaliagbes se dao por diferentes interagcdes entre
reagentes e células. Desta forma, cada teste avalia uma resposta caracteristica,
nao necessariamente se correlacionando de forma alta com outro teste. A
importancia dos testes complementares esta no carater somatério de
informacdes, sendo necessario apenas uma maior padronizagao dos testes para
comparagoes mais fidedignas.

Nao foram encontrados estudos que verifiquem o efeito da incorporacéo de
CLC na fertilidade do sémen asinino criopreservado. A presenca de poucos
estudos, inclusive para outras espécies (PURDY & GRAHAM, 2004; ZAHN et al.,
2005; SPIZZIRI et al., 2010) e os resultados contraditérios impedem conclusdes

sobre o0 assunto, sendo um importante tema a ser pesquisado.
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5- CONCLUSOES

A incorporagao de colesterol a membrana plasmatica de espermatozoides
asininos aumenta resisténcia desta estrutura ao processo de
criopreservagao, mantendo sua viabilidade e integridade funcional apds o

congelamento/descongelamento.

A concentracdo de 1 mg de colesterol incorporado a ciclodextrina para 120
x 10° espermatozoides totais se mostrou a mais adequada do ponto de

vista econémico.

A incorporagao de colesterol a membrana plasmatica aumenta o percentual

de células apresentando motilidade total e progressiva.

Os testes de viabilidade pds-descongelamento, apresentam carater
complementar na avaliagdo do sémen asinino congelado, e devido a
inexisténcia de um teste para predicdo da fertilidade, é possivel que um
maior numero de testes complementares possa representar melhor a

resposta pontual sobre a qualidade de amostras seminais.
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e A avaliagdo computadorizada do movimento espermatico € uma importante
ferramenta na experimentacdo animal, reduzindo erros provenientes de

variag¢des individuais que ocorrem na avaliagdo subjetiva.
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7- ANEXOS

7.1- ANEXO A

STALLION MEDIA — STALP (DILUENTE STALP)

Hepes Buffered Saline (STALP) 1000 mL
NaCl 2,16 g
KCI 0,75¢g
KH2PO4 0,16 g
NaHCO; 3049
MgSO4 0,29 g
HEPES 2449
CaCly . 2H,0 0,25¢g
Frutose 15,2 g
Glucose 109
Na Pyruvate 0,02 ¢
Na Lactate 3,7 mL
Bovine Serum Albumin (BSA) 3,09

* Osm. (300-310 mOsmol/kg) e pH (7.2-7.4)
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DILUIDOR DE MARTIM et al. (1979)

SOLUCAO |
Reagente Quantidade
D(+) glicose monohidratada 6,09
Citrato de sddio 0,375¢g
EDTA 0,370 g
Bicarbonato de sddio 0,125¢
Penicilina procaina 50 UI
H20 bidestilada deionizada (q.s.p) 100 mL
SOLUCAO II
Reagente Quantidade
Solugao de lactose a 11% 50 mL
Solugao | 25 mL
Gema de ovo de galinha 20 mL
Orvus-Es-Paste 0,08 mL
Glicerol 5mL
Volume final 100,08 mL
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SETUP — HAMILTON THORNE BIOSCIENCES
(Ultimate — Sperm Analyzer)

CARACTERISTICA AJUSTE
Numero de imagens adquiridas (Image capture:frames) 30
Taxa de aquisi¢do das imagens (Image capture:frames per sec) 60 Hz
Contraste minimo da célula (Cell detection:minimum contrast ) 80
Tamanho minimo da célula (Cell detection:minimum size ) 3 pixels
Tamanho para células imoveis (Defauts:cell size) 6 pixels
Intensidade para células iméveis (Defauts:cell intensity) 60
Referéncia de VAP para células progressivas (Progressive cells: VAP) 30,0 um/s
Referéncia de VAP para células lentas (Slow cells: VAP cut-off) 20,0 um/s
Referéncia de VSL para células lentas (Slow cells: VSL cut-off) 0 um/s
Limite superior de tamanho da célula (Qc plots: Static size gates-Max) 2,48 pixels
Limite inferior de tamanho da célula (Qc plots: Static size gates-Min) 0,29 pixels
Limite superior de intensidade da célula (Qc plots: Static intensity gates- 1,51
Max)

Limite inferior de intensidade da célula (Qc plots: Static intensity gates-Min) 0,46
Limite superior de alongamento da célula (Qc plots: Cell elongation-Max) 98%
Limite inferior de alongamento da célula (Qc plots: Cell elongation-Min) 0%
Aumento (Optics: Magnification) 1,89
Temperatura (Stage:Set stage temperature) 37 °C
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SOLUCAO HIPOSMOTICA
(100 mOsmol/kg)

Solucéo I: Sacarose 300 mOsmol/kg

Reagente Quantidade
Sacarose 10,269 g
H20 bidestilidade deionizada (q.s.p) 100 mL
Solugéo II: Sacarose 100 mOsmol/kg
Reagente Quantidade
Solucgao | 100 mL
H20 bidestilidade deionizada (q.s.p) 200 mL
Volume final 300 mL

* Osm. (100 mosmol/kg)
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DILUICOES E PREPARO DAS SONDAS FLUORESCENTES

IODETO DE PROPIDIO (Sigma-Aldrich, 28,707-5 - 25 mg)

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

Solucéo trabalho (0,5 mg/mL)
20 uL da solugéao estoque de PI (25 mg/mL) + 980 uL de DPBS

Armazenar em freezer, no escuro.

FITC-PNA (FITC-PNA, Sigma, L-7381 — 2 mg)

Solucéo Trabalho (100 pg/mL)
2 mg de FITC-PNA + 20 mL de DPBS + 10% de solu¢ao de azida de sédio 10%.
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7.2- ANEXO B: Anélise estatistica

Analise do sémen fresco:

Motilidade
Fontes de Soma de Quadrado oo
Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Jumento 4 90.00000 22.50000 7.500 0.00073
Residuo 20 60.00000 3.000000
Coeficiente de Variagdo= 2.087
NEWMAN KEULS
Variavel = MOT ( 3.000000 )
JUMENTO  Descricéao Dados Médias Comparacdes
5%
3 5 85.0000 A
5 5 85.0000 A
2 5 83.0000 A
1 5 82.0000 AB
4 5 80.0000 B
Vigor
Fontes de Soma de Quadrado I
Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Jumento 4 0.06000000 0.01500000 0.750 ek
Residuo 20 0.40000000 0.02000000
Coeficiente de Variagao= 3.571
Concentracao
Fontes de Soma de Quadrado I
Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Jumento 4 96291.04 24072.76 1.164 0.35622
Residuo 20 413618.2 20680.91

Coeficiente de Variagdo= 39.241
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Volume

Fontes de Soma de Quadrado oo
Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Jumento 4 6729.986 1682.497 17.830 0.00000
Residuo 20 1887.272 94.36360
Coeficiente de Variagdo= 23.015
NEWMAN KEULS
Variavel = VOL ( 94.36360 )
JUMENTO  Descricéao Dados Médias Comparacdes
5%
2 5 62.9000 A
3 5 53.3000 AB
1 5 43.0000 BC
4 5 37.4000 C
5 5 14.4400 D
NUumero total de espermatozéides
Fontes de Soma de Quadrado I
Variacado G.L Quadrado Médio F Signif.
Jumento 4 0.5515309E+09 0.1378827E+09 6.069 0.00229
Residuo 20 0.4543891E+09 0.2271946E+08
Coeficiente de Variacdo= 33.999
NEWMAN KEULS
Variavel = TOTALSPE ( 0.2271946E+08)
JUMENTO  Descricéao Dados Médias Comparacdes
5%
2 5 19267 .0000 A
4 5 15519.0000 A
1 5 15499.5000 A
3 5 14622 .0000 A
5 5 5189.5498 B
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Defeitos maiores

Fontes de Soma de Quadrado

Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Jumento 4 57.04000 14.26000 4.028 0.01482
Residuo 20 70.80000 3.540000
Coeficiente de Variagdo= 31.782
NEWMAN KEULS

Variavel = TDMAIOR ( 3.540000 )
JUMENTO  Descricéao Dados Médias Comparacdes
5%

5 5 8.0000 A

2 5 6.8000 AB

1 5 6.2000 AB

4 5 5.0000 AB

3 5 3.6000 B
Defeitos menores

Fontes de Soma de Quadrado I

Variacado G.L Quadrado Médio F Signif.
Jumento 4 13.36000 3.340000 1.505 0.23866
Residuo 20 44.40000 2.220000
Coeficiente de Variagdo= 63.134
Defeitos totais

Fontes de Soma de Quadrado I

Variacado G.L Quadrado Médio F Signif.
Jumento 4 61.84000 15.46000 2.781 0.05493
Residuo 20 111.2000 5.560000
Coeficiente de Variagdo= 28.478
Analise do sémen incubado:

Motilidade

Fontes de Soma de Quadrado I

Variacao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 17.00000 5.666667 0,488 Bl
Residuo 96 1114.000 11.60417

Coeficiente de Variagdo= 4.328
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Vigor

Procedimento = Analise Nao-paramétrica

Objetivo = Analise de variancia nao-parametrica
Dependentes = VIGOR

Independentes = TRATAMEN

Teste de Kruskal-Wallis
Variavel = VIGOR
TRATAMEN Descricéao Média dos Média das
Dados
Dados Ordens

0 ——— 3.88000 69.0000 25

1l e 3.82000 63.0000
25

2 e 3.54000 35.0000
25

3 3.54000 35.0000
25
Valor do Teste = 29.079 (P=0.05) = 7.810 (P=0.01) =
11.340

Comparacbdbes Multiplas

Classe Classe Diferenca

Diferenca Minima Significativa

Observada (P=0.05) (P=0.01)
0 1 6.00000 21.07975 25.54752
0 2 34.00000 21.07975 25.54752
0 3 34.00000 21.07975 25.54752
1 2 28.00000 21.07975 25.54752
1 3 28.00000 21.07975 25.54752
2 3 0.00000 21.07975 25.54752
Analise do sémen pos ressuspensio:
Motilidade
Procedimento = Analise Nao-paramétrica
Objetivo = Analise de variancia ndo-parametrica
Dependentes = MOTILIDA VIGOR
Independentes = TRATAMEN

Teste de Kruska

I-wall
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Variavel MOTILIDA

TRATAMEN Descricao Média dos
Dados
Dados

O — 74.80000
25

1 @ 77.00000
25

D __ 77.20000
25

R 76.60000
25
Valor do Teste = 1.444 (P=0.05) = 7.810

11.340

Média das
Ordens
44 _.9400
53.3200
53.6000

50.1400

(P=0.01) =

Comparacodes Mualtiplas

Classe Classe Diferenca Diferenca Minima Significativa
Observada (P=0.05) (P=0.01)
0 1 8.38000 21.07975 25.54752
0 2 8.66000 21.07975 25.54752
0 3 5.20000 21.07975 25.54752
1 2 0.28000 21.07975 25.54752
1 3 3.18000 21.07975 25.54752
2 3 3.46000 21.07975 25.54752
Vigor
Variavel = VIGOR
TRATAMEN Descricao Média dos Média das
Dados
Dados Ordens
0O - —————————————— 3.50000 46.5000
25
1 3.60000 56.2600
25
2 ——————————— 3.58000 54.3400
25
3 ———_———————————— 3.48000 44 9000
25
Valor do Teste = 2.830 (P=0.05) = 7.810 (P=0.01) =

11.340
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Comparacodes Mualtiplas

Classe Classe Diferenca Diferenca Minima Significativa

Observada (P=0.05) (P=0.01)
0 1 9.76000 21.07975 25.54752
0 2 7.84000 21.07975 25.54752
0 3 1.60000 21.07975 25.54752
1 2 1.92000 21.07975 25.54752
1 3 11.36000 21.07975 25.54752
2 3 9.44000 21.07975 25.54752

Analise do sémen resfriado:

Motilidade

Procedimento = Analise Nao-paramétrica

Objetivo = Analise de variancia nao-parametrica
Dependentes = MOTILIDA

Independentes = TRATAMEN

Teste de Kruskal-Wallis

Variavel = MOTILIDA

TRATAMEN Descricéao Média dos Média das
Dados
Dados Ordens

0 - 69.88000 46.9600
25

1 74.00000 51.4000
25

2 75.80000 62.2000
25

3 72.20000 41.4400
25
Valor do Teste = 6.900 (P=0.05) = 7.810 (P=0.01) =
11.340
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Comparacod6es Multiplas

Classe Classe Diferenca Diferenca Minima Significativa

Observada (P=0.05) (P=0.01)
0 1 4.44000 21.07975 25.54752
0 2 15.24000 21.07975 25.54752
0 3 5.52000 21.07975 25.54752
1 2 10.80000 21.07975 25.54752
1 3 9.96000 21.07975 25.54752
2 3 20.76000 21.07975 25.54752
Vigor
Fontes de Soma de Quadrado I
Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 0.490000 0.1633333 2.119 0.10287
Residuo 96 7.400000 0.0770833
Coeficiente de Variacdo= 8.388
Analise do sémen congelado:
Motilidade subjetivo
Procedimento = Analise Nao-paramétrica
Objetivo = Analise de variancia nao-parametrica
Dependentes = MOTMARTI
Independentes = TRAT
Teste de Kruskal-WwWallis
Variavel = MOTMARTI
TRAT Descricao Média dos Média das
Dados
Dados Ordens
0 mm 65.00000 43.4800
25
1 - 72.40000 53.2400
25
e 72.20000 51.0600
25
3 70.00000 54.2200
25
Valor do Teste = 2.107 (P=0.05) = 7.810 (P=0.01) =
11.340
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Comparacbdbes Multiplas

Classe Classe Diferenca Diferenca Minima Significativa

Observada (P=0.05) (P=0.01)
0 1 9.76000 21.07975 25.54752
0 2 7 .58000 21.07975 25.54752
0 3 10.74000 21.07975 25.54752
1 2 2.18000 21.07975 25.54752
1 3 0.98000 21.07975 25.54752
2 3 3.16000 21.07975 25.54752
Vigor
Fontes de Soma de Quadrado -
Variacao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 0.1031463E-01 0.3438209E-02 0.068 ialaialaialel
Residuo 94 4.734583 0.5036791E-01
Coeficiente de Variagdo= 7.610
Motilidade total - CASA
Fontes de Soma de Quadrado -
Variacao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 4477 .840 1492 .613 5.715 0.00122
Residuo 96 25072 .00 261.1667
Coeficiente de Variagdo= 21.536
NEWMAN KEULS
Variavel = MOTILE_P ( 261.1667 )
TRAT Descricao Dados Médias Comparacobes
5%
3 25 81.1200 A
2 25 80.0000 A
1 25 74.8400 A
0 25 64 .2000 B
Motilidade progressiva - CASA
Fontes de Soma de Quadrado I
Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 2868.510 956.1700 4.329 0.00660
Residuo 96 220.8633 220.8633

Coeficiente de Variacdo= 33.166
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NEWMAN KEULS

Variavel = PROGRESS ( 220.8633 )
TRAT Descricao Dados Médias Comparacdes
5%
3 25 49.1600 A
2 25 47.9200 A
1 25 46.4800 A
0 25 35.6800 B
VAP
Fontes de Soma de Quadrado -
Variacao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 481.6499 160.5500 1.533 0.21087
Residuo 96 10052.64 104.7150
Coeficiente de Variagdo= 11.784
VCL
Fontes de Soma de Quadrado -
Variacao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 1074 .815 358.2716 1.681 0.17631
Residuo 96 20465.83 213.1857
Coeficiente de Variagdo= 11.178
VSL
Fontes de Soma de Quadrado -
Variacao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 383.6675 127.8892 1.304 0.27764
Residuo 96 9414 .942 98.07232
Coeficiente de Variacdo= 12.672
ALH
Fontes de Soma de Quadrado -
Variacao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 0.5115000 0.1705000 0.705 ok kkkk
Residuo 96 23.20960 0.2417667

Coeficiente de Variagdo= 10.500
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Fontes de Soma de Quadrado -
Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 95.40000 31.80000 1.710 0.17016
Residuo 96 1785.600 18.60000
Coeficiente de Variagdo= 7.248
STR
Fontes de Soma de Quadrado -
Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 58.40000 19.46667 2.203 0.09268
Residuo 96 848.2400 8.835833
Coeficiente de Variacdo= 3.439
BCF
Variavel = BCF
TRAT Descricao Média dos Média das
Dados
Dados Ordens
e 40.19000 28.6000
10
1 39.41000 22.4500
10
e 37.89000 17.8000
10
5 33.78000 13.1500
10
Valor do Teste = 9.565 (P=0.05) = 7.810 (P=0.01) =

11.340

Comparacobes Multip

Il as

Classe Classe Diferenca Diferenca Minima Significativa

Observada (P=0.05) (P
0 1 6.15000 13.43064 16.
0 2 10.80000 13.43064 16.
0 3 15.45000 13.43064 16.
1 2 4.65000 13.43064 16.
1 3 9.30000 13.43064 16.
2 3 4.65000 13.43064 16.

=0.01)

27721
27721
27721
27721
27721
27721
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Motilidade TTRO

Fontes de Soma de Quadrado _
Variagao G.L. Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 549 .3535 183.1178 742 0.16364
Residuo 95 9986.000 105.1158
Coeficiente de Variacdo= 18.919
Vigor TTRO
Fontes de Soma de Quadrado _
Variagao G.L. Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 0.1122475E-01 0.3741582E-02 .075 i
Residuo 95 4.736250 0.4985526E-01
Coeficiente de Variagdo= 7.570
Motilidade TTR30
Fontes de Soma de Quadrado _—
Variagao G.L. Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 922.3346 307.4449 .650 0.05327
Residuo 95 11023.63 116.0382
Coeficiente de Variagdo= 21.632
Vigor TTR30
Fontes de Soma de Quadrado _—
Variagao G.L. Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 0.3595076 0.1198359 .332 0.26874
Residuo 95 8.549583 0.8999561E-01
Coeficiente de Variagdo= 10.702
Motilidade TTR60
Fontes de Soma de Quadrado _—
Variagao G.L. Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 519.0013 173.0004 .224 0.30532
Residuo 95 13426.96 141.3364
Coeficiente de Variagdo= 26.301
Vigor TTR60
Fontes de Soma de Quadrado _—
Variagao G.L. Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 0.7569823 0.2523274 .305 0.08175
Residuo 95 10.39958 0.1094693
Coeficiente de Variagdo= 12.360
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Motilidade TTR90

Fontes de Soma de Quadrado _
Variagao G.L. Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 1170.422 390.1406 2.017 0.11682
Residuo 95 18379.76 193.4712
Coeficiente de Variagdo= 36.200
Vigor TTR90
Fontes de Soma de Quadrado _
Variagao G.L. Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 0.3295076 0.1098359 0.692 ok kkdk
Residuo 95 15.07958 0.1587325
Coeficiente de Variacdo= 16.132
Motilidade TTR120
Fontes de Soma de Quadrado _—
Variagao G.L. Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 1304.122 434.7075 1.898 0.13511
Residuo 95 21753.96 228.9890
Coeficiente de Variacdo= 46.096
Vigor TTR120
Fontes de Soma de Quadrado _—
Variagao G.L. Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 0.5792045 0.1930682 0.875 Fkkk kK
Residuo 95 20.96625 0.2206974
Coeficiente de Variagao= 21.237
Reativo (HOST)
Fontes de Soma de Quadrado .
Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 3933.347 1311.116 8.242 0.00007
Residuo 94 14952 .65 159.0708
Coeficiente de Variacdo= 44.143
NEWMAN KEULS
Variavel = HOSTF ( 159.0708 )
TRAT Descricao Dados Médias Comparacobes
5%
1 25 32.6400 A
3 24 32.4167 A
2 24 31.7500 A
0 25 17.7600 B
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N&o corado (SV)

Fontes de Soma de Quadrado -
Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 7565.870 2521 .957 14.002 0.00000
Residuo 96 17290.64 180.1108
Coeficiente de Variacdo= 28.512
NEWMAN KEULS
Variavel = SV ( 180.1108 )
TRAT Descricao Dados Médias Comparacotes
5%
2 25 55.6000 A
3 25 50.2400 A
1 25 49.9200 A
0 25 32.5200 B
Defeitos maiores
Fontes de Soma de Quadrado -
Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 46.93935 15.64645 2.098 0.10575
Residuo 94 701.1117 7.458635
Coeficiente de Variagdo= 46.873
Defeitos menores
Fontes de Soma de Quadrado -
Variagao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 68.55364 22.85121 5.694 0.00126
Residuo 94 377.2117 4.012890
Coeficiente de Variagdo= 64.366
NEWMAN KEULS
Variavel = TDMENOR ( 4.012890 )
TRAT Descricao Dados Médias Comparacotes
5%
1 25 4.4400 A
3 24 3.1667 B
2 24 2.4583 B
0 25 2.3600 B
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Defeitos totais

Fontes de Soma de Quadrado E

Variagao G.L Quadrado Médio Signif.
Tratamento 3 106.3927 35.46422 4.289 0.00698
Residuo 94 777 .2400 8.268511
Coeficiente de Variacdo= 32.169
NEWMAN KEULS

Variavel = DTOTAIS ( 8.268511 )
TRAT Descricao Dados Médias Comparacdes
5%

1 25 10.4800 A

0 25 9.2000 AB

3 24 8.2500 B

2 24 7.7500 B
Membrana lesada, acrossoma intacto (MLAI)

Fontes de Soma de Quadrado oo

Variacao G.L Quadrado Médio F Signif.
Tratamento 3 3104.162 1034.721 5.153 0.00241
Residuo 96 19278.02 200.8127
Coeficiente de Variagdo= 22.955
NEWMAN KEULS

Variavel = MLAI ( 200.8127 )
TRATAMEN Descricéao Dados Médias Comparacotes
5%
0 25 70.1600 A
2 25 62.5920 AB
1 25 59.2400 B
3 25 54.9360 B
Procedimento = Analise Nao-paramétrica
Objetivo = Analise de variancia ndo-parametrica
Dependentes = MIAI MIAL MLAL

Independentes = TRATAMEN

90



MIAI (membrana intacta, acrossoma intacto)
Teste de Kruskal-wallis

Variavel = MIAI

TRATAMEN Descricéao Média dos Média das
Dados
Dados Ordens

0 - 18.66000 13.5000
10

1 - 32.68000 23.0000
10

2 32.33000 21.5000
10

3 35.22000 24 .0000
10
Valor do Teste = 5.012 (P=0.05) = 7.810 (P=0.01) =
11.340

MIAL (membrana intacta, acrossoma lesado)
Comparacdes Multiplas

Classe Classe Diferenca Diferenca Minima Significativa

Observada (P=0.05) (P=0.01)
0 1 9.50000 13.43064 16.27721
0 2 8.00000 13.43064 16.27721
0 3 10.50000 13.43064 16.27721
1 2 1.50000 13.43064 16.27721
1 3 1.00000 13.43064 16.27721
2 3 2.50000 13.43064 16.27721
Variavel =
TRATAMEN Descricéo Média dos Média das
Dados
Dados Ordens
0 ———— 0.10000 18.8500
10
1 - 0.70000 19.2000
10
2 0.00000 17.0000
10
3 7 .68000 26.9500
10
Valor do Teste = 4.263 (P=0.05) = 7.810 (P=0.01) =
11.340
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a

Comparacod6es Multiplas

Classe Classe Diferenca Diferenca Minima Significativa

Observada (P=0.05) (P=0.01)
0 1 0.35000 13.43064 16.27721
0 2 1.85000 13.43064 16.27721
0 3 8.10000 13.43064 16.27721
1 2 2.20000 13.43064 16.27721
1 3 7.75000 13.43064 16.27721
2 3 9.95000 13.43064 16.27721

MLAL (Membrana lesada, acrossoma lesado)

Variavel = MLAL (Membrana lesada, acrossoma lesado)

TRATAMEN Descricao Média dos Média das
Dados
Dados Ordens

0O - 11.03000 24_.2000
10

1l 5.62000 19.0500
10

2 e 5.49000 18.5000
10

3 6.82000 20.2500
10
Valor do Teste = 1.453 (P=0.05) = 7.810 (P=0.01) =
11.340

Comparacbdbes Multiplas

Classe Classe Diferenca Diferenca Minima Significativa

Observada (P=0.05) (P=0.01)
0 1 5.15000 13.43064 16.27721
0 2 5.70000 13.43064 16.27721
0 3 3.95000 13.43064 16.27721
1 2 0.55000 13.43064 16.27721
1 3 1.20000 13.43064 16.27721
2 3 1.75000 13.43064 16.27721
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