UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ZOOTECNIA E ENGENHARIA DE ALIMENTOS

JULIANA NASCIMENTO

Efeitos da concentracéo espermatica e volume sobre as caracteristicas do
movimento espermatico e sobre membranas plasmatica, acrossomal e

mitocondrial de espermatozdides equinos criopreservados

Pirassununga
2006



JULIANA NASCIMENTO

Efeitos da concentragdo espermatica e volume sobre as caracteristicas do
movimento espermatico e sobre membranas plasmatica, acrossomal e

mitocondrial de espermatozdides equinos criopreservados

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos da
Universidade de Sdo Paulo para a obtencdo do
titulo de Mestre.

Pos-graduacdo da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos

Area de Concentragio:

Qualidade e Produtividade Animal

Orientador:
Prof. Dr. Rubens Paes de Arruda

Pirassununga
2006



FICHA CATALOGRAFICA
preparada pela
Biblioteca da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de S&o Paulo

Nascimento, Juliana
N244e Efeitos da concentracdo espermatica e volume sobre as

caracteristicas do movimento espermatico (CASA) e sobre
membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial (microscopia
de epifluorescéncia) de espermatozéides eqliinos criopreservados
Juliana Nascimento — Pirassununga, 2006.

107 f.

Dissertacdo (Mestrado) -- Faculdade de Zootecnia e Engenharia
de Alimentos — Universidade de S&o Paulo.

Departamento de Zootecnia.

Area de Concentragdo: Qualidade e Produtividade Animal.

Orientador: Prof. Dr. Rubens Paes de Arruda.

Unitermos: 1. Eqliino 2. Espermatozoides
3. Criopreservacdo 4. Concentracdo 5. Volume I. Titulo.




FOLHA DE APROVACAO

Juliana Nascimento
Reproducéo de eqtiinos

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos da
Universidade de Sdo Paulo para a obtencéo do
titulo de Mestre.

Area de Concentracio: Qualidade e

Produtividade Animal

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Dr.:
Instituicéo: Assinatura:
Prof. Dr.:
Instituicéo: Assinatura:
Prof. Dr.:

Instituicdo: Assinatura:




A minha mae Ana Alcina Nascimento, que nunca mediu esforgos para me proporcionar o

melhor estudo e que sempre apoiou minhas decisdes.

A minha tia, Beatriz Ramos Nascimento, que sempre foi o alicerce da minha familia e da

minha vida, mas sem perder a ternura.

Ao meu noivo, Mauricio José Bittar, meu exemplo e estimulador da profissdo de medicina

veterinaria eqliina, companheiro, amigo e amor.

Dedico, com muito amor e carinho!




AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Rubens Paes de Arruda, agradeco toda a dedicacao e profissionalismo, como

educador e orientador, e todo o carinho, como amigo, dedicados a mim.




AGRADECIMENTOS

Aos meus amigos, “irmdos” e colegas de laboratério André Cesar Furugem de Andrade e
Claudia Fernandes Raphael, que me acompanharam durante todo o meu mestrado e
ajudaram na realizacdo deste experimento.

A minha amiga e “professora” Dr® Eneiva Carla Carvalho Celeghini pela amizade, paciéncia
e ensinamentos laboratoriais.

Aos colegas poés-graduandos e companheiros de casa do VRA Zé Rodrigo, Dr® Karen Peres,
Vagner, Patricia, Norma, Pauline, Gutinho, Alexandre, Vanessa, Dr* Claudia Bertan,
André Granito, Marcelo, André Freire, Fernando Pardo, Filipe e Fernandinho por todo
apoio, amizade e respeito.

A todos os estagiarios e graduandos da FMVZ-USP que, de alguma forma, ajudaram na
elaboracdo da minha dissertacdo, em especial a Lucas Bianconi, Thais e Neto, que
participaram diretamente durante a fase experimental.

Ao professor Dr Rogério Chaves Vieira, da Universidade Federal de Uberlandia, pelos
primeiros ensinamentos sobre reproducdo eqina e pela indireta ajuda no meu ingresso a pos-
graduacédo da Universidade de S&o Paulo.

Aos professores do Departamento de Reproducdo Animal da USP Dr. Ed Hoffmann
Madureira, Dr Mario Binelli, Dr® Anneliese de Souza Traldi, Dr José Antonio Visintin, Dr
Pietro Sampaio Basurelli e Dr* Mayra Helena Ortiz D"Avila Assumpcédo pela excelente
convivéncia e pelos ensinamentos sobre a reproducdo animal.

Ao professor do Departamento de Nutricdo Animal da USP Dr. Paulo Henrique Mazza
Rodriguez pelos ensinamentos e auxilio sobre estatistica.

Aos funcionarios do CBRA da USP-Pirassununga Bel, Creusa, Marcio e Zé pela presteza e
respeito ao meu trabalho.

Aos funcionéarios do Setor de Equideocultura da Prefeitura do Campus Administrativo da
USP-Pirassununga Valdir, Maico e Sr. Jorge, pelo carinho e dedicacdo aos animais e pelo
respeito ao meu trabalho.

A secretaria da pés-graduacdo da FZEA-USP Maria Conceicdo Rolddo, sempre muito
prestativa, educada e eficiente em atender minhas necessidades e davidas burocraticas.

A todos os meus familiares e aos do meu noivo, que em siléncio torceram para terminasse
meu mestrado com sucesso.

Agradeco de coracao!




LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ug micrograma

uL microlitro

uM micromolar

pum micrémetro

Aym potencial de membrana mitocondrial

ApH gradiente de préton de hidrogénio

ADP adenosinadifosfato

Acro defeito de acrossoma

ALH amplitude lateral da cabeca

ANOVA anélise de variancia

APM alto potencial de membrana mitocondrial
ASMA avaliacdo automatizada da morfometria espermatica
ATP adenosinatrifosfato

BaEst base da cabeca espermatica estreita

BCF freqliéncia de batimentos

C100 100 milhdes de espermatozdides por mililitro
C200 200 milhdes de espermatozoéides por mililitro
C400 400 milhdes de espermatozoides por mililitro
Ca?* fon calcio

CASA Computer-Assisted Semen Analisys — Analise Computadorizada do Sémen
CDE cauda espermatica dobrada ou enrolada

CDGPD cauda espermatica dobrada com gota protoplasmatica distal anexa



CEC
CFDA
CFDE
CGCLP
CIN
CIP

CMXRos

CO,
CoA
CoAn
GPD
Csub
DIC
DM
Dmen
DMSO
DNA

DPBS

FADH,

FITC

GPP

cauda espermatica enrolada na cabeca

diacetato de carboxifluoresceina

cauda espermatica fortemente dobrada ou enrolada

cabeca espermatica gigante, curta, larga ou pequena normal
cabeca espermatica isolada normal

cabeca espermatica isolada patoldgica

cloreto de  8-(4'-clorometil)  fenil-2,3,5,6,11,12,14,15
1H,4H,10H,13H-diquinolizino-8H-xantilio (MitoTracker red®)
gas carbbnico

coenzima A

cabeca espermatica de contorno anormal

gota protoplasmaética distal

cabeca espermatica subdesenvolvida

contraste de interferéncia e diferencial

total de defeitos esperméaticos maiores

total de defeitos esperméaticos menores

dimetilsulfoxido

acido desoxirribonucléico

solucéo tamponada salina de Dulbecco

elétron

flavina adenina dinucleotideo reduzido

isotiocianato de fluoresceina

grama

gravidade

gota protoplasmaética proximal

octahidro-



H* fon de hidrogénio

H258 Hoechst 33258

H,O molécula de dgua

H342 Hoechst 33342

Hz Hertz

Interm defeito de peca intermediaria do espermatozdide
JC-1 lodeto de 5,5°,6,6°-tetracloro-1,1,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina
kDa quilodalton

LIN linearidade

MAI membrana acrossomal intacta

MPI membrana palsmatica intacta

mg miligrama

min minuto

mL mililitro

mm milimetro

mM milimolar

MTCA motilidade total pelo CASA
MPRO motilidade progressiva pelo CASA
mV milivolt

nm nanémetro

NADH nicotina adenina dinucleotideo
NRC National Reseach Concil

NH3 amonia

O, gas oxigénio

OH" hidroxila



PeAn

pH

Pi

Pl

PIAIA

PIAIB

PIALA

PIALB

Piri

PLAIA

PLAIB

PLALA

PLALB

Pouch

PSA

nivel de significancia

cabeca espermatica pequena e anormal
concentracdo de ions de Hidrogénio
fésforo inorgénico

iodeto de propidio

Membrana Plasmética Intacta, Acrossomo Intacto e Com Alto Potencial de

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasmatica Intacta, Acrossomo Intacto e Com Baixo Potencial de

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasmatica Intacta, Acrossomo Lesado e Com Alto Potencial de

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasmatica Intacta, Acrossomo Lesado e Com Baixo Potencial de

Membrana Mitocondrial
cabeca espermatica de formato piriforme

Membrana Plasmatica Lesada, Acrossomo Intacto e Com Alto Potencial de

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasmatica Lesada, Acrossomo Intacto e Com Baixo Potencial de

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasmatica Lesada, Acrossomo Lesado e Com Alto Potencial de

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasmatica Lesada, Acrossomo Lesado e Com Baixo Potencial de

Membrana Mitocondrial

Pouch Formation

aglutinina de Pisum sativum



R123

Retro

SAS
SNK
sptz
STR
TALP
TD
Terato
VAP
VCL

VSL

coeficiente de correlacao

Rodamina 123

insercdo retroaxial ou obliqua da cauda espermatica
segundos

Statistical Analysis System (Sistema de Anélise Estatistica)
Student-Newman-Keuls

espermatozoéides

retilinearidade

meio de Tyrode com albumina, lactato e piruvato

total de defeitos espermaticos

formas espermaticas teratologicas
velocidade do trajeto
velocidade curvilinear

velocidade progressiva



°C

%

108

mOsm

graus Celsius
percentagem
vezes

milhdes

menor que
maior que

mais ou menos
menos / negativo
igual

marca registrada
para (1:100)

miliosmol

LISTA DE SIMBOLOS



RESUMO

NASCIMENTO, J. Efeitos da concentracdo espermatica e volume sobre as caracteristicas do
movimento espermatico (CASA) e sobre membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial
(microscopia de epifluorescéncia) de espermatozdides equinos criopreservados. [Effects of
spermatic concentration and volume in motion characteristics (CASA) and plasmatic,
acrosomal and mitochondrial membranes (epifluorescence microscopy) of equine
cryopreserved spermatozoa]. 2006. 107 f. Dissertacdo (Mestrado em Qualidade e
Produtividade Animal) - Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de
Sdo Paulo, Pirassununga, 2006.

E sabido das vantagens da utilizacdo do sémen criopreservado na reproducio eqilina,
mas também é de conhecimento que o entendimento desta biotecnologia ainda é carente. Nao
se tem concordancia quanto a dose e concentracdo espermaticas ideais para se obter bons
resultados de fertilidade. Assim, este experimento teve o intuito de avaliar 0 movimento
espermatico pelo sistema computadorizado (CASA), a morfologia espermatica, além da
integridade das membranas plasmatica e acrossomal e o potencial de membrana mitocondrial,
com sondas fluorescentes, em espermatozoides equinos criopreservados nas concentracoes de
100, 200, e 400x10°sptz/mL e nos volumes 0,50 e 0,25mL. Foram utilizados quatro garanhdes
sendo oito colheitas de cada animal, através de vagina artificial. Apos a colheita, o sémen foi
diluido em extensor a base de leite desnatado (1:1), centrifugado 500xg por 10 minutos, 0
sobrenadante retirado, e o pellet ressuspendido em diluidor Botu-Crio® nas concentracdes de
100 (C100), 200 (C200) e 400x10°sptz./mL (C400). Em seguida, envasado em palhetas de
0,50 e 0,25mL. Para criopreservacao do sémen utilizou—se aparelho automatizado (TK3000%),
com curvas de resfriamento -0,25°C/min e de congelac¢do -15°C/min até -80°C e -10°C/min,
até atingir -120°C, quando as palhetas foram mergulhadas em N, liquido (-196 °C) e
armazenadas em botijoes criogénicos. Foram descongeladas duas palhetas de cada tratamento
em banho-maria (37°C por 30s). Uma amostra do sémen foi diluida em formol salino para
avaliacdo da morfologia espermética e outra em TALP sperm a concentracdo de
25x10°sptz/mL. Logo apds, uma amostra desta solugdo foi submetida a anélise
computadorizada do movimento espermatico. As caracteristicas analisadas foram: motilidade
total (MTCA, %), motilidade progressiva (MPRO, %), velocidade progressiva (VSL, pm/s),
velocidade curvilinear (VCL, um/s), deslocamento lateral de cabeca (ALH, um) e freqiéncia
de batimento flagelar (BCF, Hz). Em seguida, uma outra amostra foi avaliada quanto a
integridade das membranas plasmatica e acrossomal e o potencial de membrana mitocondrial,
utilizando PI, JC-1 e FITC-PSA, por microscopia de epifluorescéncia. Foram determinados 0s
percentuais de espermatozdides com membranas plasmaticas intactas (MPI), acrossomais
intactas (MAI) e mitocondriais de alto potencial (APM) e membranas plasmatica e
acrossomal intactas e com alto potencial de membrana mitocondrial (PIAIA). Foi utilizada
analise de variancia (ANOVA) (p<0,05) e teste de médias SNK (p<0,05), pelo método SAS®.
N&o houve efeito da interacdo entre volume da palheta e concentracdo espermatica para as
caracteristicas estudadas. As caracteristicas do movimento espermatico foram influenciadas
pela concentragcdo, de forma que C100>C200>C400, exceto em LIN e STR. O volume
somente alterou os valores de STR e VCL. Quanto a integridade e funcionalidade das
membranas, ndo houve efeito do volume, enquanto que as concentracGes alteraram somente
MPI (C100>C200>C400) e APM (C100=C200>C400). Na morfologia espermatica, a
concentracdo somente afetou a percentagem de cauda dobra ou enrolada (C100>C200=C400)
e 0 volume de armazenamento somente as quantidades de cabeca isolada normal e patoldgica
(0,50>0,25mL). Assim, o melhor método de congelacdo, neste experimento, foi em C100,



seguido por C200 e por ultimo C400, em ambos os volumes. Portanto, a qualidade seminal
pos-descongelacdo esta diretamente relacionada com a quantidade de agentes crioprotetores
por unidade celular, independente do volume da palheta.

Palavras-chave: Equlino. Espermatozoides. Criopreservagdo. Concentracdo. Volume.



ABSTRACT

NASCIMENTO, J. Effects of spermatic concentration and volume in motion characteristics
(CASA) and plasmatic, acrosomal and mitochondrial membranes (epifluorescence
microscopy) of equine cryopreserved spermatozoa. [Efeitos da concentragdo espermatica e
volume sobre as caracteristicas do movimento espermatico (CASA) e sobre membranas
plasmaética, acrossomal e mitocondrial (microscopia de epifluorescéncia) de espermatozoides
equinos criopreservados]. 2006. 107 f. Dissertacdo. (Mestrado em Qualidade e Produtividade
Animal) - Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga, 2006.

It has been known the advantages of cryopreserved semen utilization in equine
reproduction, but the understanding of this biotechnology is uncertain yet. There was not
agreement of the ideal spermatic dose and concentration to optimize fertility results. Thus
this experiment had the objective to evaluate spermatic motion by computed analysis
(CASA), spermatic morphology and the plasmatic and acrosomal membrane integrity and
mitochondrial membrane potential with fluorescence probes of equine cryopreserved
spermatozoa on 100, 200 and 400x10%sptz/mL concentrations and 0.50 and 0.25mL volumes.
Eight ejaculates from four stallions were collected in artificial vagina. The semen was diluted
in skim-milk extender (1:1), centrifuged at 500xg for ten minutes, the supernatant was
removed and the freezing extender Botu-Crio® was added in the pellet to a final
concentrations of 100 (C100), 200 (C200) and 400x10°sptz/mL (C400); after that, it was
packed in 0.50 and 0.25mL straws. The cryopreservation of semen utilized an automatic
system (TK3000®), with cooling slope -0.25°C/minute and freezing slope of -15°C/minute,
until -80°C, and -10°C/minute, until -120°C, when the straws were plunged into liquid
nitrogen (-196°C), and stored in cryogenics tank. They were thawed for 30s in a 37°C
waterbath. A sample of semen was diluted in saline formol to morphology spermatic
evaluation and another diluted in TALP sperm at 25x10°sptz/mL. After, a sample was
submitted to CASA evaluation. The analyzed characteristics were: total motility (TMCA, %),
progressive motility (PROM, %), progressive velocity (VSL, um/s), track speed (VCL, um/s),
beat cross frequency (BCF, Hz) and lateral amplitude of head (ALH, pum). Afterward, another
sample was evaluated about plasmatic and acrosomal membranes integrity and mitochondrial
potential membrane, using PI, JC-1 and FITC-PSA by epifluorescence microscope. It was
determined the spermatozoa percentage with intact plasmatic membranes (IPM), intact
acrosomal membranes (IAM), and high potential mitochondrial membrane (HPM) and intact
plasmatic and acrosomal membranes and with high potential mitochondrial membrane
(IPIAH). For statistical analysis were utilized variance analysis (ANOVA - p<0.05) and SNK
test (p<0.05) with standard deviation, by SAS® system. There was not effect of straw volume
and spermatic concentration interaction in the studied characteristics. The spermatic motion
characteristics were influenced by concentration (C100>C200>C400), except LIN and STR.
The volume changed the values of percentage of STR e VCL. In membrane integrity and
functionality there was no volume effect, however the concentrations changed only IPM
C100>C200>C400) e HPM (C100=C200>C400). In spermatic morphology, the concentration
affected the percent of folded or coiled tail (C100>C200=C400) and the volume only affected
the loose normal and abnormal head (0.50>0.25mL). Thus, the better freezing method, in this
experiment, was C100, followed by C200, and C400, in both straws volumes. The seminal
quality post-thawed is related with the cryoprotector quantity by cell, free of the straw
volume.

Key-words: Equine. Spermatozoa. Cryopreservation. Concentration. VVolume.
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E notoria a importancia da criopreservacdo do sémen eqilino no melhoramento da
espécie nos dias atuais, no qual a velocidade de informagdes e produtividade sdo requisitos
para 0 sucesso nos setores econdmicos. Por isso, a utilizacdo de sémen congelado na
eqliinocultura assumiu grande importancia e extensdo nas Ultimas décadas, possibilitando o
transporte e armazenamento de material genético de garanhdes por longos periodos, o seguro
bioldgico, a racionalizacdo do uso do garanhdo nas estacdes de monta, 0 aumento da relacao
égua/garanhdo e o controle de doencas. Todos esses beneficios advindos da utilizacdo do
sémen congelado proporcionam maior aproveitamento de animais de grande valor econdmico
e zootécnico.

No entanto, sabe-se também que as inseminacOes artificiais utilizando sémen
criopreservado ainda resultam em menores taxas de fertilidade, quando comparadas aos
resultados de sémen a fresco ou resfriado (MARSHBURN, 1992; SAMPER; MORRIS, 1998;
WATSON, 2000). Isto porque o processo de criopreservacdo do sémen possui fatores
potencialmente prejudiciais ao espermatozdide (BLACH et al, 1989; WATSON, 2000).
Ainda, o sucesso da inseminacdo artificial com sémen congelado requer um nimero adequado
de espermatozdides na dose inseminante, sendo a dose mais utilizada de 400 a 800 x
10%espermatozéides totais (SQUIRES, 2005), depositados na regido do corpo uterino,
necessitando, normalmente, o uso de 5 a 8 palhetas descongeladas por inseminacao.

Sendo assim, no intuito de maximizar a utilizagdo do sémen eqiino congelado e
diminuir os danos causados pelo processo de criopreservagdo, melhorando assim as taxas de
fertilidade, varios protocolos sdo desenvolvidos e testados, como a combinacgdo de diferentes
volumes de armazenamento e diferentes concentracdes espermaticas. Apesar de muitas
pesquisas procurarem a melhor combinacdo de ambos, ainda ndo se tem ao certo o melhor
protocolo para a criopreservacdo do sémen. No entanto, espera-se que menores volumes

tendem a proporcionar maior superficie de contato com o meio externo, o que permite maior
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uniformidade entre as células durante os processos de resfriamento, congelacdo e
descongelacdo; enquanto que menores concentracfes espermaticas tendem a manter maior
numero de células viaveis, pois possuem maior quantidade de nutrientes por célula. E possivel
que ocorra interacdes entre a concentracdo espermatica e o volume de armazenamento ou
mesmo um efeito compensatério do aumento da concentracéo na diminuigdo do volume.

Portanto, seria de grande importancia conhecer a possibilidade de se congelar células
espermaticas equinas em maior concentracao, mesmo que em menor volume, para melhorar a
qualidade seminal po6s-descongelacdo, facilitando assim a utilizacdo de menor nimero de
palhetas por inseminacao artificial.

Aumentando a importancia deste conhecimento, a necessidade de alta produtividade
levou os profissionais da area a procurar maneiras de maximizar ainda mais a utilizagdo do
material genético de grandes reprodutores, sendo desenvolvidas técnicas na qual utilizam-se
baixas doses inseminantes, seja pelo desvio da pipeta para o corno ipsilateral ao foliculo pré-
ovulatorio (BUCHANAN et al., 2000; LINDSEY et al., 2001; PETERSEN et al., 2002), ou
pela histeroscopia, depositando o sémen na papila tubarica ipsilateral ao foliculo pré-
ovulatério (ALVARENGA et al., 2001; BRINSKO et al., 2003; MANNING et al.,
1998;VAZQUEZ et al., 1998), o que pode implicar na utilizagdo de somente uma Unica
palheta durante a inseminagéo.

Simultaneamente, a biotecnologia do sémen sexado, ja difundida na espécie bovina,
comeca ganhar atencao dentro da reproducdo eqiiina (LINDSEY et al, 2005; MEDINA, 2004;
SUH et al,, 2005); e, o processo de sexagem, resulta na congelagdo do sémen em
concentracOes baixas e principalmente em palhetas de menor volume. Para estes casos, é
importante conhecer a qualidade seminal pds-descongelacdo na combinacao de baixo volume

de armazenamento e baixa concentra¢do espermatica.
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Para uma cuidadosa avaliacdo seminal, a ciéncia hoje possui técnicas laboratoriais
precisas e modernas que auxiliam no conhecimento da célula espermética, como a avaliacéo
das caracteristicas do movimento espermatico computadorizado (CASA), que apresenta dados
de cinética espermatica ndo mensuraveis ao olho humano. Entretanto, embora estas
informacdes da cinética espermatica sejam valiosas, ndo sdo sempre uma informacao real do
potencial de fertilidade do sémen.

Neste caso, acredita-se que a integridade das membranas espermaticas seja crucial
para a fertilizacdo (GRONDAHL et al., 1994). Por este motivo, grande énfase vem sendo
dada ao uso das sondas fluorescentes, uma técnica de grande valor laboratorial por sua
caracteristica de marcar estruturas especificas das células e detectar integridade estrutural ou
funcionalidade de forma clara, sendo possivel avaliar a integridade das membranas plasmatica
e acrossomal, juntamente com avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial. Ressalta-se
a inexisténcia de trabalhos que avaliem o comportamento simultaneo desses trés componentes
celulares pos-descongelacdo em decorréncia de variagdes na concentracdo espermatica e
volume de armazenamento do sémen equino criopreservado.

Sendo assim, este experimento teve como objetivo avaliar os resultados de congelagéo
do sémen equino, quando da utilizacdo das concentracdes espermaticas de 100, 200 e 400 x
10° espermatozoides/mL e dos volumes de armazenamento de 0,5 e 0,25 mL, avaliando
caracteristicas de movimento espermatico por analise computadorizada (CASA), integridade
das membranas plasmatica e acrossomal e potencial de membrana mitocondrial e morfologia

dos espermatozoides pos-descongelacao.
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A partir das idéias e objetivos deste trabalho descritos acima, tem-se as hipoteses de que:
i. As concentracdes de 100, 200 e 400 x 10° espermatozdides/mL resultam em
diferentes qualidades seminais p6s-descongelacéo;
ii.  Os volumes de 0,50 e 0,25 mL resultam em diferentes qualidades seminais pos-
descongelacéo;
iii.  Existe relagdo entre a concentracdo espermatica e o volume de armazenamento na

qualidade do sémen equino p6s-descongelado.
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2.1. A célula espermatica

O espermatozbide é uma célula alongada (GARNER; HAFEZ, 2004), formada por
duas regides altamente especializadas: a cabeca, na qual esta contido o DNA e 0 acrossomo,
vital para a interacdo espermatozoide-oocito e o flagelo, envolvido com a motilidade da
célula; neste encontra-se a peca intermediéria, contendo as mitocdndrias, relacionada com a
producdo de energia. A cabeca do espermatozéide, além do nucleo, contém pequena
quantidade de citoplasma e, no seu extremo apical, 0 acrossomo, uma vesicula contendo
enzimas hidroliticas necessarias para a penetracdo na zona peltcida (YANAGIMACHI,
1994).

O ndcleo é extremamente condensado e provavelmente contém pouca quantidade de
agua, restando como localizacdo para este liquido os espacos entre as membranas plasmatica e
acrossomal externa ou dentro de estruturas como o0 acrossomo e a mitocondria (AMANN;
PICKETT, 1987).

Toda a caracteristica estrutural especializada do espermatozdide est4 voltada para sua
atividade funcional Unica, ou seja, assegurar a liberacdo do material genético contido no
nucleo do espermatozéide para o odcito, onde a unido dos pronucleos masculino e feminino
ocorre, produzindo o zigoto (EDDY; O’BRIEN, 1994). Desta forma, a func¢do principal da
cabeca do espermatozoide é a liberacdo de uma série hapl6ide de cromossomos para 0 00cito;
enquanto, a do flagelo é promover motilidade a célula para permitir sua passagem pelo trato

reprodutivo feminino e a penetracdo através da zona peltcida do o6cito (MORTIMER, 1997).
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2.1.1. Membrana Plasmética

A membrana plasmatica é formada por duas camadas lipidicas, contendo moléculas de
fosfolipideos polares, distribuidas assimetricamente, de propriedades anfipaticas, todas
orientadas de maneira que a por¢do hidrofébica fique direcionada para o centro da membrana
e a porcdo hidrofilica para a superficie da membrana. Os principais lipideos presentes nesta
estrutura celular s8o fosfolipideos, como colina, serina, glicerol e inositol,
glicoesfingolipideos e esterdides. As células espermaticas, na espécie equina, possuem uma
composi¢do incomum de organizacao de lipideos na membrana plasmatica. Esta é repleta de
fosfolipideos poliinsaturados que podem compensar perdas de colesterol. Os fosfolipideos
poliinsaturados sdo mais flexiveis que os saturados e podem, portanto, manter a dindmica
caracteristica de bicamada lipidica desta membrana (FLESCH; GADELLA, 2000)

Estruturas protéicas também sdo encontradas, ancoradas ou associadas ha membrana
plasmaética, desigualmente distribuidas entre diferentes regides da cabeca e outras partes do
espermatozéide (AGUAS; PINTO, 1983), atuando como bombas de célcio, sddio e outros
fons ou ainda como receptores associados a interacfes ao odcito durante o processo de
fertilizacio (GRAHAM, 1996). Estas proteinas sdo estruturas covalentes unidas,
termodinamicamente estaveis e metabolicamente ativas. A maioria das proteinas de
membrana é componente integral, interagindo com os fosfolipideos e freqlientemente globular
e anfipatica. J& as proteinas periféricas ndo interagem diretamente com os fosfolipideos da
bicamada, mas estdo, ao invés disso, unidas através de ligagdes fracas nas regides hidrofilicas
das proteinas integrais especificas da membrana (MURRAY, 1994).

A temperatura corporea, a membrana plasmatica apresenta-se na forma de um mosaico

fluido onde as proteinas estdo livres para mover-se entre os fosfolipideos bilaterais, uma vez
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que a propria funcdo requer que as proteinas estejam aptas para mover-se dentro da membrana
(JASKO, 1994), o que a torna uma estrutura extremamente dindmica (GADELLA et al.,
2001).

Os principais fatores que afetam esta fluidez sdo sua composicdo relativa entre
fosfolipideos e colesterol e a temperatura a qual a membrana é exposta (HAMMERSTEDT et
al., 1990). A manutencdo do estado liquido dos lipideos e das proteinas de membrana permite
a movimentagéo livre dos componentes, o que garante suas interacbes (HAMMERSTEDT et
al., 1990; FLESCH; GADELLA, 2000), ou seja, lipideo-lipideo, lipideo-proteina. Essas
interagbes sdo a base para ordenar os dominios na membrana, resultando na
compartimentalizagdo da membrana plasmatica; e a manutencdo desses dominios é essencial
para a funcionalidade espermatica (PARKS; GRAHAM, 1992).

A membrana plasmatica dos espermatozdides de mamiferos tem uma pronunciada
organizacao de dominios com muitos antigenos glicoprotéicos (WOLFE et al., 1998), sendo
subdividida em dominios regionais bem delineados que diferem em composicéo e fungéo.

Na cabeca do espermatozdide, a membrana plasmética possui dois dominios maiores:
regido acrossomal e regido pés-acrossomal. Na regido acrossomal a membrana plasmaética
pode ser subdividida em segmento marginal (apical), segmento principal (acrossomal) e
segmento equatorial. Os segmentos marginal e principal, juntos, sdo denominados de capa
acrossomal. A membrana plasmatica do flagelo é separada em dominio da peca intermediéria,
que cobre a bainha mitocondrial, e dominio da cauda posterior, que cobre as pecas principal e
terminal da cauda (EDDY; O’BRIEN, 1994).

A membrana plasmatica da cabeca do espermatozdide é separada da membrana
plasméatica da peca intermediaria pelo anel posterior, a qual é separada da membrana
plasmatica do flagelo pelo anel anular. Estes dominios diferentes contém concentracfes e

distribuicBes de particulas intra-membranosas variadas (FLESCH; GADELLA, 2000).
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A diferenciacdo regional com seus dominios especificos, que compde a superficie
espermatica, é correlata com funcGes especializadas. Assim, moléculas envolvidas na reacao
acrossdmica estdo presentes no acrossomo anterior, moléculas envolvidas na fusdo do
espermatozéide com o od6cito estdo presentes sobre o acrossomo posterior e moléculas
envolvidas na atividade flagelar estdo associadas com a membrana plasmética do flagelo
(@URA; TOSHIMORI, 1990; EDDY; O’BRIEN, 1994).

A membrana plasmética tem permeabilidade seletiva e atua como uma barreira,
mantendo, assim, diferencas de composicao entre o interior e o exterior da célula (SQUIRES
et al., 1999a). Danos nesta estrutura podem levar a perda da homeostase com posterior morte
da célula (AMANN; PICKETT, 1987). Portanto, a integridade da membrana plasmatica
exerce papel fundamental para a sobrevivéncia do espermatozoide no trato genital da fémea e

para a manutencdo de sua capacidade fertilizante (PARKS; GRAHAM, 1992).

2.1.2. Acrossomo

Exteriormente aos dois tercos anteriores da cabe¢a, hd um capuz espesso, chamado
acrossomo, que é formado, sobretudo, a partir do aparelho de Golgi. Este contém uma
quantidade de enzimas semelhantes as encontradas nos lisossomos da celula tipica, inclusive
hialuronidase, que podem digerir filamentos de proteoglicanos dos tecidos e enzimas
proteoliticas. Estas enzimas desempenham papéis importantes para que ocorra a penetracao
do material genético masculino no oécito (GUYTON; HALL, 1997).

Desta forma, a reacdo acrossOmica, caracterizada pela liberacdo das enzimas

acrossomais, € um evento essencial para a penetracdo do espermatozoide na zona pellcida e
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fusdo com a membrana plasmatica do odcito (DIAZ-PERES et al.,, 1988). Portanto, a
integridade do acrossomo, bem como a manutencdo de suas enzimas Sdo0 cruciais para que

ocorra a fertilizagdo (GADELLA, 2000).

2.1.3. Mitocdndria

A mitocondria é uma organela presente em todos os tipos celulares e constitui um
exemplo de interacdo morfo—funcional, pois fornece a fundacéo sobre a qual estdo localizadas
as moléculas que participam nas reacdes que transferem energia depositada nas fontes
caldricas para a molécula de ATP (DE ROBERTIS; HIB, 2001).

Na maioria das células é uma organela de forma esférica (BEREITER-HAN, 1990),
ainda que existam mudancas sutis de forma em virtude de sua atividade e esta localizada nas
regides celulares onde a demanda energética € maior. Em alguns tipos celulares localizam-se
em locais fixos, como no caso dos espermatozdides, em que estdo presentes na porcao da peca
intermediaria e apresentam-se na forma cilindrica e alongada (ALBERTS et al.,1999)

Possui duas membranas, uma externa e outra interna, que estabelecem dois
compartimentos: o espaco intermembranoso e a matriz mitocondrial. A membrana externa é
permedvel a todos os solutos do citosol, exceto macromoléculas, devido a presenca na
bicamada lipidica de proteinas transmembranosas chamadas porinas, que formam canais
aquosos, por onde passam livremente ions e moléculas de até 5 kDa. A membrana interna
apresenta invaginagdes na dire¢do da matriz, formando as cristas mitocondriais para aumentar
a superficie membranosa. Nela estdo localizadas, entre outros, moléculas que compdem a

cadeia transportadora de elétrons e cardiolipinas — um fosfolipideo duplo que impede a
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passagem de qualquer soluto através da bicamada lipidica, exceto O,, CO,, H,O, NH;3 e
acidos graxos (DE ROBERTIS; HIB, 2001).

O espaco intermembranoso possui contetido de solutos semelhante ao citosol, ainda
que tenha uma elevada concentragio de H* ( DE ROBERTIS; HIB, 2001).

A matriz mitocondrial contém vaérias copias de um DNA circular e granulos de Ca?* e
varias enzimas importantes na fosforilacdo oxidativa e no ciclo de Krebs (BEREITHER-
HAHN, 1990).

A principal fungdo da mitocéndria é a producdo de ATP. Por meio da descarboxilacéo
oxidativa, do ciclo de Krebs e da fosforilagdo oxidativa, esta organela transfere ao ADP (para
formar ATP) a energia existente nas ligacdes quimicas das moléculas energéticas do meio. A
descarboxilagcdo oxidativa ocorre na matriz mitocondrial e transforma uma molécula de
piruvato em duas de acetila, gerando energia para formar um NADH. A molécula de acetila
liga-se a enzima Co-A, formando acetil CoA, que dara inicio ao ciclo de Krebs, ainda na
matriz mitocondrial; ao final de cada ciclo forma-se um ATP, tré&s NADH e um FADH,. As
moléculas de CO, formadas durante a descarboxilacdo oxidativa e do ciclo de Krebs séo
transferidas para o espago extracelular. Por fim, a fosforilacdo oxidativa ocorre na membrana
interna da mitocdndria; os a&tomos de hidrogénio liberados dos NADH e dos FADH, em
conseqiiéncia de ambas oxidagdes, sdo dissociados em H* e e”. Os e sdo transportados por
enzimas presentes na membrana interna mitocondrial e em cada passagem é liberada energia,
que € utilizada para transportar os H" da matriz mitocondrial para o espago intermembranoso,
pois este € um transporte ativo, ja que os H' sdo transportados de um meio de menor
concentragdo para um mais concentrado (HEUVEL; SMEITINK, 2001).

Este movimento de H* gera um gradiente de voltagem, ou potencial de membrana

(Aym), através da membrana mitocondrial interna, com o lado interno (matriz) negativo e o
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lado externo (espago intermembranoso) positivo (GRIFFITHS, 2000; FREY; MANNELA,
2000).

O gradiente de pH (ApH) dirige H" de volta a matriz e OH" para fora da matriz,
reforcando o efeito do Aym, que atua atraindo qualquer ion positivo para dentro da matriz e
forca qualquer ion negativo para fora. Juntos, o ApH e o Aym constituem o gradiente
eletroquimico de protons, que por sua vez, direciona H'de volta a matriz através da ATP
sintetase, um complexo protéico transmembranico que utiliza a energia do fluxo de H* para
sintetizar ATP a partir de ADP e Pi na matriz. A ATP sintetase é capaz de produzir mais de
cem moléculas de ATP por segundo e trés ou quatro protons devem passar por ela para
produzir cada molécula de ATP (ABBERTS et al., 2004). Portanto, em células
fisiologicamente funcionais a manutencdo do Aym é essencial para a sintese de ATP

(GRIFFITS, 2000).

2.2. Crioinjurias espermaticas

O espermatozoide tem uma diversidade de atributos funcionais altamente
diferenciados regionalmente, que devem ser mantidos até a fertilizacdo. A criopreservacao
ideal deve, entdo, ter 0 compromisso de preservar 0 maior numero de células possivel e a
integridade de diferentes estruturas espermaticas (WATSON, 1995).

No entanto, a exposi¢do da célula a temperaturas abaixo da fisioldgica, mesmo antes
de ocorrer a congelacdo (no processo de estabilizacdo da célula espermatica), é responsavel
por mudangas na organizagdo bi-dimensional dos lipideos da membrana, diminuindo a

longevidade dos espermatozéides pos-descongelacdo (HOLT, 2000).
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A severidade dos efeitos da refrigeracdo na criopreservacdo depende da velocidade de
resfriamento, dos intervalos de temperatura e do ponto de temperatura (WATSON, 1981).,
sendo geralmente mais severos os efeitos entre 19 e 8°C (GRAHAM, 1996)

A explicacdo para tais efeitos deletérios a célula possivelmente esta relacionada com a
fase de transicdo dos lipideos de membrana, resultando na separacdo de fase e perda da
seletividade, caracteristica das membranas bioldgicas de células vivas (WATSON;
MORRIS,1987). A congelacdo convencional causa danos fisico-quimicos nesta estrutura,
atribuidos a mudancas na fase lipidica e/ou aumento da peroxidacdo lipidica (ALVAREZ;
STOREY, 1992).

As proteinas integrais da membrana sdo agrupadas na fase de separacao lipidica, e isto
pode culminar em alteracdes funcionais, como dos canais de ions (WATSON, 2000). A
permeabilidade da membrana aumenta apds resfriamento (ROBERTSON et al., 1988),
podendo ser devido a mudancgas nos canais protéicos especificos. A regulacdo do calcio é
claramente afetada pelo processo de resfriamento e isto tem conseqliéncias sérias em termos
de funcdo celular (BAILEY; BURH, 1994); em muitos casos, a mudanca € incompativel com
a viabilidade celular. A entrada do célcio durante o resfriamento do espermatozéide contribui
tanto para mudancas importantes na capacitacdo espermatica, quanto para eventos de fusdes
de membranas plasmatica e acrossomal (WATSON, 2000), ou seja, reacao acrossomal.

Holt e North (1984) afirmaram ocorrer lesdes irreversiveis na membrana plasmatica
espermatica apos congelacdo, indicativa de separacao de fase, presumidamente induzida por
transicdo na fase lipidica.

Dez anos apds, Buhr et al. (1994) encontraram mudancas na fluidez da membrana
plasmatica de espermatozdides de cachacos durante resfriamento, congelacdo e

descongelacéo, sendo algumas irreversiveis.
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Quanto a lesdes estruturais de acrossomo, Alvarenga et al. (1998), avaliando os efeitos
da criopreservacdo no espermatozdide equino, documentaram um discreto espessamento do
segmento apical, com frequente ondulacdo, além de casos de ruptura da membrana
acrossomal externa e contetido acrossomal menos denso e homogéneo, ou mesmo a completa
auséncia do acrossomo em amostras descongeladas.

Os principais fatores que afetam a fluidez caracteristica da membrana plasmética séo
sua composicdo relativa entre fosfolipideos e colesterol e a temperatura na qual a membrana é
exposta. Com a queda da temperatura, os lipideos passam pela transicao de estado fluido para
gelatinoso, no qual as cadeias de &cidos graxos organizam-se em um modelo paralelo
(HAMMERSTEDT et al.,, 1990), ficando, assim, impossibilitados de se moverem
aleatoriamente, resultando na formacéo de dominios cristalinos, com apenas pequenas regides
de lipideos no estado liquido, onde ficam aderidas as proteinas (COTTORELLO; HENRY,
2002), produzindo uma estrutura rigida. Deste modo, areas da membrana plasmética tornam-
se fracas, sujeitas a rupturas, fusdes e permeaveis a ions, como o célcio. Estes ions contribuem
para mudancas no estado de capacitacdo e nos eventos fusionais entre a membrana plasmatica
e a membrana acrossomal externa, caracteristicos da reacdo acrossomal (HAMMERSTEDT et
al., 1991; WATSON, 2000).

Em adicéo, elementos do citoesqueleto sédo temperatura-sensitivos. Hall et al. (1993)
encontraram que o resfriamento de células provocou a despolimerizacdo de filamentos de
actina F. Spungin et al. (1995) concluiram que a despolimerizacdo da actina F do
citoesqueleto é um passo necessario para a aproximacdo das membranas plasmatica e
acrossomal externa, promovendo a exostose acrossomal (reacdo acrossomal). E possivel que
este fato possa contribuir para a fusdo desorganizada e precoce dessas membranas ap0s

resfriamento e congelagdo (WATSON, 2000).
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Ainda, durante o processo de criopreservacdo, ha formacdo de cristais de gelo no
interior celular. Quando uma solugdo contendo concentragdes salinas fisioldgicas € resfriada
abaixo do seu ponto de congelacdo, existe a formacdo de gelo neste meio. Os cristais que se
formam sdo compostos exclusivamente de moléculas de agua e os sais dissolvidos
permanecem na por¢do ndo congelada da amostra (PEGG; DIAPER, 1989). Com a continua
queda de temperatura, adicional cristalizacdo da &gua ocorre, levando ao aumento da
concentracdo de sais na fragdo ndo congelada (AMANN; PICKETT, 1987). Altas
concentracOes de sais podem desidratar a célula espermatica, levando a deformacao celular
(HAMMERESTED, 1990). Como conseqiiéncia, o espermatozdide sofre danos irreversiveis,
caracterizados por movimentos anormais (circular ou retrégrado), rapida perda da motilidade,
danos ao acrossoma e membrana plasmatica, reducdo do metabolismo e perda de
componentes intracelulares (GRAHAM, 1996).

Assim, num estudo mais minucioso, Barthelemy et al. (1990), utilizando microscopia
eletrénica em espermatozoide humano, observaram aumentos de 19 para 62% de danos em
membrana plasmatica e de 30 para 80% de danos acrossomais em amostras a fresco e
congelada, respectivamente.

Oehinger et al. (2000) relataram os efeitos da criopreservacdo sobre 0s
espermatozéides humanos, como a perda da estabilidade da bicamada de lipidios causada pela
desidratacdo celular, alteracbes dos componentes da membrana celular, desnaturacdo de
proteinas da membrana, alteracdes do metabolismo energético celular, lesdes na membrana
acrossomal, injurias do DNA e cristalizacdo eutética dos solutos intracelulares, levando a
morte celular.

Souza (2001) avaliou sémen pds-descongelagdo de garanhfes com auxilio da
microscopia éptica e de epifluorescéncia (H258/PSA) e encontrou, aproximadamente, 41% de

motilidade progressiva e 58% de células com membranas plasmética e acrossomal lesadas.
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O Connell et al. (2002) encontraram diminui¢do na motilidade progressiva (CASA) de
22,9 para 13,6%, na viabilidade espermatica (eosina Y) de 81,2 para 55,8% e na atividade
mitocondrial (Rodaminal23 - R123) de 25,3 para 13,2% examinando sémen humano & fresco
e congelado, respectivamente, e aumento na percentagem de células com anormalidades
morfoldgicas de cabeca, peca intermediaria e cauda.

Donnelly et al. (2001) encontraram que a criopreservacao provocou diminuicdo de
50% da motilidade progressiva (CASA) do sémen humano, além da diminui¢cdo em 20% da
integridade do DNA (Comet Assay).

Somando-se ainda aos ja citados danos da criopreservacdo ao espermatozdide, Arruda
et al. (2002) encontraram que as dimensdes morfométricas (ASMA) da cabeca de
espermatozéides equinos criopreservados em diferentes extensores e crioprotetores, foram
estatisticamente menor do que as dimensdes dos espermatozdides a fresco diluidos. Os
autores ainda hipotetizaram que esta diferenca dimensional pode ser devido a danos
acrossomais ou devido a hipercondensacdo do material genético, provocados pela

criopreservagao.

2.3. Concentracao e volume de armazenamento do sémen criopreservado

Inicialmente o sémen congelado eqiino foi armazenado em pellets (MERKT et al.,
1975). Posteriormente, foram armazenados em tubos de aluminio (TISCHNER, 1979; LOVE
et al., 1989) e macrotubos de 1,0, 2,5, 4,0 e 5,0 mL (ARRUDA et al., 1994; LOOMIS et

al.1983; MARTIN et al.,1979; PAPA et al., 1989; VIEIRA, 1993).
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Vierth, em 1979, comparando o armazenamento do sémen equino congelado em
pellets (0,2 mL) e em macrotubo de 5mL, encontrou motilidades total média e percentagem
de acrossomos normais semelhantes entre as duas formas de armazenamento. Mas o préprio
autor destacou os inconvenientes da conservacdo seminal em pellets o contato direto da célula
espermatica com o nitrogénio liquido e a ndo identificacdo discriminada de cada pellet, além
da maior facilidade de manejo da dose inseminante do sémen armazenado em macrotubo.

Desta forma, entéo, a congelagédo seminal em macrotubos passou a proporcionar uma
maior facilidade no manuseio da dose inseminante no momento da descongelagédo, quando da
utilizagdo da inseminacéo artificial no corpo uterino, com 500 x 10° de espermatozdides
maveis pds-descongelacdo.

Posteriormente, Alvarenga et al. (1998) e Loomis e Clark (1998) afirmaram que a
congelacdo do sémen equlino em palhetas de menor volume oferece melhor qualidade seminal
po6s-descongelacdo. Entdo, as palhetas de 0,50 e 0,25 mL passaram a ser utilizadas em equinos
(VISELINOVIC et al, 1980; ARRUDA et al, 1986; VOLKMAN, 1987; ARRUDA et al,
1993a; ARRUDA et al., 1993b; PAPA et al., 1993; VIEIRA e DUARTE, 1993, HEITLAND
etal., 1996; BLANES et al., 2005; DORES et al., 2005 ). Isto porque a taxa de resfriamento é
mais uniforme nestas palhetas do que para outros sistemas, pois estas possuem uma maior
area de superficie em relacdo ao volume, que permite taxas de resfriamento, congelacéo,
descongelacdo e aquecimento mais uniformes e adequadas (AMANN; PICKETT, 1987,
HAMMERSTEDT et al.,1991; GRAHAM, 1996; LOOMIS; CLARK, 1998), além destas
poderem ser armazenadas mais eficientemente.

Tal afirmacao foi reiterada por Heitland et al. (1996), que encontraram maiores valores
de motilidade progressiva (%) e velocidade curvilinear (um/s), avaliadas por sistema

computadorizado, em amostras de sémen congeladas com glicerol 4 % em palhetas de 0,50
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mL (38 % e 109 um/s, respectivamente), do que as congeladas em macrotubos de 2,5 mL (31
% e 99 um/s, respectivamente).

Para a continuidade dos trabalhos de melhora das caracteristicas seminais pos-
descongelacdo do sémen eqlino, resta saber, dentre os dois menores volumes utilizados de
0,50 e 0,25 mL, se ha alteracdo na qualidade seminal.

Com esta preocupacéo, Papa e Dell’Aqua (2001) compararam resultados laboratoriais
de sémen equino criopreservado, armazenado em palhetas de 0,50 e 0,25 mL e descongelado
a 38°C/40s e 38°C/30s, respectivamente, e encontraram melhores resultados quando
utilizaram palhetas de 0,25 mL. No entanto, quanto aos resultados de fertilidade, encontrados
pelos mesmos, a maior taxa de prenhez foi observada no grupo de éguas inseminadas pré e
pos-ovulacdo com sémen envasado em palhetas de 0,50mL (50%), em comparacdo a taxa de
20% resultante das inseminagdes com o sémen armazenado em palhetas de 0,25mL.

Quanto a concentracdo espermatica da palheta, Angola et al. (1992) sugeriram ser
provavel que a qualidade seminal pés-descongelacdo esteja diretamente relacionada com a
quantidade de agentes crioprotetores por unidade de volume. Entretanto, Papa et al. (1989)
encontraram indices de fertilidade semelhantes em éguas inseminadas com sémen congelado
armazenado em macrotubos alemaes de 4 mL, na concentracdo espermatica de 100 x 10°
espermatozéides /mL e em palhetas de 2 mL, contendo 200 x 10° de espermatozéides/mL.

J& Heitland et al. (1996) comprovaram a teoria de Angola et al. (1992), testando a
caracteristica de movimento do sémen equino descongelado com 4 % de glicerol em 5
diferentes concentracfes espermaticas em palhetas de 0,50 mL (20, 200, 400, 800 e 1.600 x
10° sptz/mL) e encontraram melhores resultados de motilidade total e progressiva nas
amostras de concentragdes 20, 200 e 400 x 10°ptzs/mL do que nas de 800 e 1.600 x

10%sptz/mL.
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No entanto, Leipold et al. (1998) realizaram teste de fertilidade nas concentragdes
espermaticas 1.600 x 10%sptz/mL e 400 x 10°sptz/mL do sémen congelado eqiiino em palhetas
de 0,50 mL e encontraram 0s melhores resultados de prenhez quando utilizaram o primeiro
tratamento, independentemente da dose inseminante utilizada (320 x 10°sptz méveis ou 800 x

10%sptz moveis).

2.4. Associacdo de sondas fluorescentes para avaliagdo da integridade das

membranas acrossomal e do potencial de membrana mitocondrial

Todos os testes laboratoriais de analise de sémen buscam a predi¢do da capacidade
fertilizante do sémen. Dentre esses exames, a técnica que utiliza sondas fluorescentes vem
ganhando importancia por sua caracteristica de marcar estruturas especificas das células e de
detectar integridade estrutural ou funcionalidade de forma clara (CELEGHINI, 2005).

Vérias sondas fluorescentes podem ser utilizadas para a avaliagdo da integridade da
membrana plasmatica espermatica, como o brometo de etidio (BILGILI; RENDEN, 1984;
HALANGK et al.,, 1984; PETERSON et al., 1974), corantes supravitais Hoechst 33258
(H258), 33342 (H342) (CASEY et al., 1993; DE LEEUW et al., 1991; MAXWELL et al.,
1997), SYBR-14 (GARNER et al., 1999; THOMAS et al., 1998) e diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) (HARRISON; VICKERS, 1990; PENA et al., 1998; SOUZA,
2001; VALCARCEL et al., 1994); todavia, o iodeto de propidio (P1) vem se destacando em
pesquisas pela sua facilidade de preparacéo e aplicagdo da técnica, estabilidade e eficiéncia na
avaliacdo da integridade da membrana (GRAHAM et al., 1990), seja isoladamente ou

associada a outro corante fluorescente para avaliar membrana plasmatica. Esta sonda possui
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afinidade ao DNA e cora em vermelho o nacleo de células com membrana plasmatica lesada
(ARRUDA, 2000, ARRUDA et al., 2003a, BAYARI et al., 1990; GARNER et al., 1986,
1988; GRAHAM et al., 1990; MAXWELL et al., 1997).

Ja a aglutinina de Pisum sativum (PSA), quando conjugada a isotiocionato de
fluoresceina (FITC), marca com sucesso 0 acrossomo espermatico na cor verde amarelado, o
que facilita a visualizacdo e a identificacdo dos acrossomos lesados, sendo utilizado em
espermatozéides humanos (CROSS et al., 1986; MENDOZA et al., 1992; TESARIK et al.,
1993), bovinos (GRAHAM et al., 1990), eqiinos (ARRUDA, 2000, 2003a; CASEY et al.,
1993; FARLIN et al., 1992) e suinos (MATTIOLI et al., 1996).

O uso da FITC-PSA para avaliar a integridade do acrossomo de células esperméticas
equinas in natura ou submetidas & crioinjdria foi investigado (FARLIN et al., 1992;
ARRUDA et al., 2003b). Para tanto, misturas de diferentes propor¢des de espermatozdides
com acrossomo intacto (sémen fresco) e espermatozoides com acrossomo danificado (sémen
criopreservado) foram avaliadas. Houve correlagdo positiva entre a porcentagem de
espermatozéides ligados ao FITC-PSA e a propor¢do de espermatozdides com acrossomo
danificado nas amostras (r=0,98; P <0,05), comprovando a eficiéncia de seu uso na
determinacdo da integridade do acrossomo de espermatozdéides (FARLIN et al., 1992).

Comprovando a eficiéncia e especificidade do FITC-PSA na avaliacdo da integridade
de membrana acrossomal, Souza (2001) comparou quatro diferentes técnicas para exame da
membrana acrossomal (cdAmara Umida por microscopias de contraste de fase e de interferéncia
diferencial, coloracdo por Tripan Blue/Giemsa e microscopia de epifluorescéncia, utilizando
como marcador o FTIC-PSA para amostras de sémen eqiino pds-descongelacdo. 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 acrossomo.



41

Quanto a peca intermediaria do espermatozoide, existem sondas fluorescentes proprias
para avaliacdo da funcionalidade mitocondrial, dentre os quais destaca—se o carbocianina
catibnica lipofilico JC-1 (iodeto de 5,5,6,6 -tetraclorol,1",3,3"-
tetraetilbenzimidazolocarbocianina) (SMILEY et al.,, 1991). Esta sonda possui baixa
toxicidade, boa solubilidade e caracteristicas fluorescentes apropriadas para deteccdo por
sistema de filtros, comumente usada em microscopia de epifluorescéncia (SMILEY et al.,
1991).

Este corante necessita de Aym altamente negativo para penetrar na organela e emitir
fluorescéncia nos comprimentos de onda de luz vermelha ou verde, de acordo com sua
concentracdo interna final. Em altas concentragdes, o corante apresenta—se na forma de j-
agregado e emite coloracdo vermelha, enquanto que em baixas concentracfes encontra-se na
forma de mondmero e emite coloracdo verde. Entdo, em mitocondrias funcionais, que
apresentam Aym altamente negativo (-180 mV), o JC-1 penetra e acumula-se no interior desta
organela e emite coloragdo vermelha (REERS, 1991). Assim, a formacgdo e manutencéo de j-
agregado no interior da mitocéndria é dependente do gradiente eletroquimico (SMILEY,
1991).

O JC-1 possui uma absorbancia maxima de 510 e 585 nm e uma fluorescéncia méxima
de 520 e 585 nm para monémeros e j-agregados, respectivamente.

Para avaliar a eficiéncia do JC-1 em predizer a funcionalidade da mitocondria, ou seja,
a capacidade desta organela em produzir ATP, Bradbury et al. (2000) coraram células
leucémicas humanas com este fluocromo e encontraram alta correlagdo positiva (r = 0,872;
P<0,01) entre a quantidade de ATP intracelular e a percentagem de células com alto Aym e
alta correlacdo negativa (r = -0,889; P<0,01) entre ATP e células com baixo Aym.

Quanto ao estudo da célula espermatica, este corante fluorescente também vem sendo

utilizado com sucesso para estimar o potencial de membrana mitocondrial, em diferentes
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especies, como a bovina (GARNER et al., 1997; THOMAS et al.,, 1998), eqiina
(GRAVANCE et al., 2000, 2001), ovina (MARTINEZ-PASTOR et al., 2004) e humana
(TROIANO et al., 1998).

Utilizando JC-1, Troiano et al. (1998) encontraram que a quantidade de
espermatozéides humano com mitocondria despolarizada correlaciona positivamente com a
percentagem de células iméveis (r = 0,52; p = 0,004) e negativamente com a motilidade
progressiva rapida (r = -0,55; p = 0,002).

Martinez-Pastor et al. (2004), trabalhando com espermatozoides descongelados de
carneiro, encontraram correlacbes médias significativas entre a percentagem de células com
alto Aym e motilidade total (r = 0,33; P<0.05) e com motilidade progressiva (r = 0,40;
P<0.01); no entanto, as correlacbes de alto Aym e VSL (velocidade progressiva), VCL
(velocidade curvilinear), VAP (velocidade do trajeto) e ALH (deslocamento lateral de cabeca)
foram baixas.

Assim, as associagdes de sondas fluorescentes permitem avaliar concomitantemente
mais do que um compartimento da célula espermética. Celeghini (2005), preconizando a
avaliacdo simultanea da integridade das membranas plasmatica e acrossomal e o potencial da
membrana mitocondrial de uma mesma célula espermatica, de forma clara e facil, testou e
validou quatro técnicas de associacdo de sondas para bovinos. 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 associagédo das sondas PI, FITC-PSA e JC-1 a melhor para ser
utilizada, j& que esta permite separar duas populagdes de células com alto e baixo potencial de

membrana mitocondrial de maneira mais clara.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Local e Periodo

As atividades experimentais foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia do
Sémen e Andrologia, no Centro de Biotecnologia em Reprodugdo Animal do Departamento
de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo, localizado no Campus Administrativo de Pirassununga. O periodo experimental

estendeu-se de Janeiro a Abril de 2005.

3.2. Animais

Foram utilizados quatro garanhOes de sela, com idades entre 7 e 17 anos,
conhecidamente férteis, pertencentes ao Setor de Equideocultura da Prefeitura do Campus
Administrativo da Universidade de S&o Paulo — Pirassununga, SP. Todos foram mantidos sob
as mesmas condicGes de manejo, sendo alojados em baias e soltos individualmente em
piquetes apropriados trés vezes por semana e alimentados com feno, capim, concentrado e sal

mineral de acordo com as indica¢des do NRC.

3.3. Colheita do sémen
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Antes da realizacdo deste experimento foi realizado o nivelamento bioldgico de cada
animal, com quatro colheitas de sémen, intercaladas por trés dias, sendo que a Ultima colheita
foi realizada uma semana antes do inicio do experimento propriamente dito.

Previamente as colheitas, foram realizadas higienizagdes do pénis dos garanhdes com
algodao umedecido em &gua a 33 °C.

Oito ejaculados de cada garanhdo foram colhidos utilizando vagina artificial modelo
Missouri, apresentando temperatura interna em torno de 42 °C.

O sémen foi filtrado imediatamente apds a colheita, para a separacao da fracdo rica em

espermatozdides da fracdo gelatinosa.

3.4. Avaliacdes do sémen pré-congelacéo

3.4.1. Volume

O volume foi determinado pela leitura direta em proveta de 150 mL, pré — aquecida a

37°C.

3.4.2. Motilidade Total Subjetiva e Vigor
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A motilidade total e o vigor foram avaliados em uma gota de sémen in natura entre
lamina e laminula (pré-aquecidas a 37 °C) sob microscopia 6ptica (ZEISS®, mod. ICS-
standard 25) em aumento de 100x. A motilidade foi dada pela estimativa visual da
porcentagem de células em movimento, enquanto que o vigor foi referente a velocidade
progressiva uniforme das células em movimento, classificado em escores de 1 a 5, sendo o
escore 1 0 mais lento e aumentando gradativamente até o escore 5, correspondendo ao mais

rapido movimento progressivo uniforme.

3.4.3. Concentracdo Espermatica

A concentracdo espermatica foi determinada, em milhdes de espermatozoéides por
mililitro, com auxilio de Camara de Neubauer, sob microscopia 6ptica comum (NIKON®,
mod. YS-2), em aumento de 400x. Para a leitura, o sémen foi diluido na proporcdo de 1:100,

ou seja, 10 pL de sémen: 990 uL de formol salino tamponado.

3.4.4. Avaliacdo Computadorizada das Caracteristicas do Movimento

Espermatico (Computer Assisted Semen Analysis - CASA)

Para a avaliacdo da motilidade espermaética pelo sistema computadorizado (CASA),
uma amostra do sémen foi diluida em meio TALP sperm (BAVISTER et al., 1983) (Anexo

1), na concentragdo de 25x 10° espermatozéides/mL. Dois microlitros desta solugéo foram
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colocados na camara de leitura (Leja® standard count, SC20.01.FA, 20 micron), a qual foi
inserida no aparelho modelo Ivos-Ultimate da Hamilton Thorne Biosciences, que captura a
imagem da amostra por um microscépio acoplado a um computador e digitaliza esta imagem
a fim de ser analisada pelo software. Para isto, cada célula espermética é identificada e sua
trajetoria reconstruida (VERSTEGEN et al., 1992), sendo previamente ajustado (setup) para a
analise de sémen equino, conforme Anexo 3. O minimo de 12 campos foi selecionado para a
leitura e andlise, buscando sempre os melhores.

As caracteristicas analisadas foram: motilidade total (MTCA, %), motilidade
progressiva (MPRO, %), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL,
pum/s), deslocamento lateral da cabeca (ALH, um), freqiiéncia de batimento flagelar (BCF,
Hz), retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN, %), cujas definicbes foram descritas por

Arruda (2000).

3.4.5. Avaliacdo das Membranas Plasmatica, Acrossomal e Mitocondrial

Para esta analise, 150 pL de uma amostra do sémen diluido em meio TALP sperm
(Anexo 1), na concentracdo de 25 x 10° espermatozdides/mL, foi colocada em um microtubo,
adicionados 3 pL de PI (0,5 mg/mL em DPBS — Anexo 2), 3 puL de JC-1 (153 uM em DMSO
— Anexo 2) e 80 uL de FITC-PSA (100 pg/mL em DPBS — Anexo 2). Em seguida, a amostra
foi incubada por 8 minutos a 37°C, protegida da luz. Apés a incubacéo, uma gota (6 pL) desta
solucdo foi utilizada para o preparo da camara Umida, entre 1dmina e laminula (pré-aquecidas
a 37°C) e a leitura foi realizada sob microscopia de epifluorescéncia (Microscopio de

Epifluorescéncia - Nikon®, Modelo Eclipse 80i) em um filtro triplo (D/F/IR, C58420)
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apresentando os conjuntos UV-2E/C (excitacdo 340-380 nm e emissdo 435-485), B-2E/C
(excitagdo 465-495 e emissdo 515-555) e G-2E/C (excitagdo 540-525 e emissdo 605-655),
com aumento de 1.000 x.

As células foram classificadas em oito categorias de acordo com a fluorescéncia

emitida por cada sonda, conforme quadro 1. Na figura 1 estdo ilustradas seis dessas células.

CATEGORIAS SIGLAS

Membrana Plasmatica Intacta, Acrossomo Intacto e Alto Potencial de| PIAIA

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasmatica Intacta, Acrossomo Intacto e Baixo Potencial de| PIAIB

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasmatica Intacta, Acrossomo Lesado e Alto Potencial de| PIALA

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasmatica Intacta, Acrossomo Lesado e Baixo Potencial de| PIALB

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasméatica Lesada, Acrossomo Intacto e Alto Potencial de| PLAIA

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasmatica Lesada, Acrossomo Lesado e Alto Potencial de| PLALA

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasmatica Lesada, Acrossomo Intacto e Baixo Potencial de| PLAIB

Membrana Mitocondrial

Membrana Plasméatica Lesada, Acrossomo Lesado e Baixo Potencial de| PLALB

Membrana Mitocondrial

Quadro 1. Classificagdo das células de acordo com a integridade das membranas plasmética e
acrossomal e potencial de membrana mitocondrial, detectadas pelas sondas PI, FITC-PSA e
JC-1, respectivamente, Pirassununga - 2006
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Figura 1. Fotomicrografia de epifluorescéncia das células esperméticas coradas com a
associacdo das sondas fluorescentes PI, FITC-PSA e JC-1 (aumento 1.000 x). A. Célula
com membrana plasmatica intacta, acrossomo intacto e com alto potencial de membrana
mitocondrial (PI1AIA). B. Célula com membrana plasmatica intacta, acrossomo intacto e
com baixo potencial de membrana mitocondrial (PIAIB). C. Célula com membrana
plasmatica lesada, acrossomo intacto e com alto potencial de membrana mitocondrial
(PLAIA). D. Célula com membrana plasmatica lesada, acrossomo lesado e com alto
potencial de membrana mitocondrial (PLALA). E. Célula com membrana plasmatica
lesada, acrossomo intacto e com baixo potencial de membrana mitocondrial(PLAIB). F.
Célula com membrana plasmatica lesada, acrossomo lesado e com baixo potencial de
membrana mitocondrial (PLALB) - Pirassununga -2006
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Ap0s a distingdo das oito categorias celulares, foram selecionadas as percentagens das
células com membrana plasmatica intacta, acrossomo intacto e alto potencial de membrana
mitocondrial (PIAIA) as percentagens das membranas plasmaticas intactas (MPI), das
membranas acrossomais intactas (MAI) e das pecas intermediarias com alto potencial de

membrana mitocondrial (APM), individualmente.

3.4.6. Avaliacao das Caracteristicas Morfologicas

As avaliacOes das caracteristicas morfoldgicas dos espermatozoides foram realizadas
pela técnica da camara umida. Para isso, o sémen foi diluido e fixado em formol salino
tamponado, previamente aquecido (37°C). Uma gota do sémen diluido entre lamina e
laminula, pré-aquecidas a 37°C, foi preparada e a avaliacdo foi realizada pela contagem de
200 células em aumento de 1.000 x sob microscopia de contraste de interferéncia diferencial

(DIC) (Nikon®, modelo 80i).

3.5. Preparacdo e Criopreservacdo do Sémen

3.5.1. Centrifugacao



51

Ap0s a retirada de amostra para avaliacdes pré-congelacdo, descritas acima, o sémen

foi diluido em extensor a base de leite desnatado (KENNEY, 1975), aquecido a 37 °C sem
adicdo de antibidtico, na propor¢do 1:1. Este foi distribuido em tubos graduados para
centrifuga de 15 mL (37 °C) e centrifugado a 500 x g durante 10 minutos, para a
sedimentacgéo celular. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e ao sedimento resultante foi
adicionado 200 pL do diluidor Botu-Crio® (Biotech Ltda/ME, Botucatu, SP, Brasil) para

manutencdo das células durante a reavaliagdo da concentragdo espermatica.

3.5.2. Avaliacao da concentracdo espermatica do sedimento celular

A avaliacdo da concentracdo espermatica do sedimento foi realizada segundo descrito
no item 3.4.3., sendo a amostra retirada do sedimento resultante da centrifugacéo, adicionado

dos 200 uL do diluidor.

3.5.3. Ressuspensao do sedimento espermatico

Apbs avaliacdo da concentracdo espermatica do sedimento, e de acordo com 0s
resultados obtidos, foi realizada a ressuspensdo do sedimento em diluidor Botu-Crio®
(Biotech Ltda/ME, Botucatu, SP, Brasil) em trés diferentes diluicdes, resultando em trés

grupos de concentracdes finais:
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e C100 - 100 x 10° espermatozdides /mL;
e (200 - 200 x 10° espermatozéides /mL;

e C400 - 400 x 10° espermatozdides /mL.

3.5.4. Envase do sémen

Apo6s homogeinezacdo, cada amostra das trés concentracdes finais foi envasada em
palhetas francesas de 0,50 e 0,25mL, as quais foram cuidadosamente lacradas com alcool
polivinilico em po, identificadas com o nome do garanhdo, a partida do ejaculado e a
concentracdo espermatica final. Para facilitar a identificacéo e a avaliagdo de cada tratamento,
foi padronizado alcool polivinilico e caneta marcadora da cor vermelha para o grupo C100,
verde para C200 e laranja para C400.

Na figura 2 tem-se o esquema simplificado do processamento e da criopreservagéo

do sémen deste experimento.

3.5.5. Criopreservacéo do sémen

A criopreservacdo do sémen foi realizada utilizando um sistema de criopreservagao
portatil (TK 3000®, TK Tecnologia em Congelacdo LTDA, Uberaba, MG, Brasil), composto
por um aparelho programavel, equipado com um porta-palhetas, um tubo de resfriamento e

uma caixa térmica para nitrogénio liquido.
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Para o resfriamento, as palhetas foram colocadas no porta-palhetas, o qual foi
acondicionado ao tubo de resfriamento, permanecendo neste até alcancar 5°C, obecendo a
uma curva de resfriamento de -0,25° C/minuto, com duragdo aproximada de 1 hora e 15
minutos. Ao atingir 5°C, o porta-palhetas foi removido para a caixa térmica contendo
nitrogénio liquido, na qual a curva de congelacdo foi procedida com uma taxa de -
15° C/minuto de 5°C até -80°C, ap6s alcancar essa temperatura, a taxa passou a ser de -
10° C/minuto até -120°C. A curva de congelagdo durou, em média, 12 minutos, quando as
palhetas foram removidas do porta-palhetas e imersas em nitrogénio liquido (-196°C). As
palhetas foram colocadas cuidadosamente em racks identificadas com nome do garanhdo e
concentracdo espermatica final, utilizando canetas de cores distintas para esta identificacéo,
segundo ja descrito no item 3.5.4, sendo padronizada a localizacdo das palhetas de 0,50 mL
nos gobellets superiores e as palhetas de 0,25 mL nos gobellets inferiores. Por fim, as racks

foram armazenadas em botijdes criogénicos.

3.6. Descongelacdo do sémen

Duas palhetas de sémen de cada tratamento e garanh&o, de uma mesma partida, foram
descongeladas a 37° C por 30 segundos (AMANN; PICKETT, 1987) e o sémen colocado em

um tubo para microcentrifuga de 1,5 mL, pré - aquecido a 37°C.



COLHEITA DO SEMEN
(vagina artificial)

!

DILUICAO 1:1
(Kenney, 1975)

!

CENTRIFUGACAO
500 g/10 minutos

!

DILUICAO PARA
CRIOPRESERVACAO
(Botu Crio)

/|

100 x 10° 200 x 10°
sptzs/mL sptzs/mL
(C100) (C200)
ENVASE ENVASE
DO SEMEN DO SEMEN
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400 x 10°
sptzs/mL
(C400)

!

ENVASE
DO SEMEN

/N /N /\

0,50 mL

0,25 mL

0,50 mL 0,25 mL

0,50 mL

0,25 mL

Figura 2. Esquema simplificado do processamento do sémen para criopreservagao.
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3.7. Avaliagdes do sémen pos-descongelacéo

3.7.1. Avaliacdo computadorizada de caracteristicas do movimento espermatico

(CASA)

A avaliacdo da motilidade espermaética pelo sistema computadorizado (CASA) do
sémen pos-descongelado foi realizada com uma gota de sémen diluido em TALP sperm, de
maneira a resultar numa solucdo de 25 x 10° sptz/mL. Para tanto, foram realizadas trés
diluicdes diferentes, de acordo com as concentragdes estudadas neste experimento (100, 200,
e 400, x 10° sptz/mL): 250 pL das amostras C100 foram diluidas em 750 pL de TALP sperm;
130 pL das amostras C200 diluidas em 870 uL de TALP sperm e 60 puL das amostras C400
em 940 uL de TALP sperm. Apos, 4 pL destas solugdes foram acondicionadas entre lamina e
laminula pré-aquecidas a 37 °C e submetidas ao aparelno modelo Ivos-Ultimate® da
Hamilton Thorne Biosciences, com 0s mesmos ajustes de setup realizado para o sémen fresco
(Anexo 4), as mesmas caracteristicas analisadas para o sémen in natura (MTCA, MPRO,
VSL, VCL, ALH, BCF, STR e LIN), descritas no item 3.4.4, foram analisadas no sémen pos-

descongelacéo.

3.7.2. Avaliacdo da integidade das membranas plasmética acrossomal e potencial

de membrana mitocondrial
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A avaliacdo das membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial, foi realizada pela
associacdo das sondas PI, FITC-PSA e JC-1, como mencionados no item 3.4.5, com algumas
alteragdes no protocolo de coloragdo do sémen in natura, devido a presenca do diluidor, como
descrito a seguir.
Em C100, uma amostra de 250 pL de sémen pds-descongelado foi adicionada em
750 pL de meio TALP sperm.; em C200, 130 pL de amostra descongelada foi diluida em 870
pL de TALP sperm e no C400, 60 pL de sémen descongelado foi acrescentado em 940 pL de
TALP sperm. Uma amostra de 150 pL de cada solucdo foi colocada em um tubo de
microcentrifuga de 500 pL (aquecido a 37°C) onde foram adicionados 3 pL de Pl (0,5
mg/mL em DPBS), 6 pL de JC-1 (153 uM em DMSOQO) e 80 pL de FITC-PSA (100 pg/mL em
DPBS), também pré-aquecidos a 37° C. A amostra foi incubada por 8 minutos a 37°C. Ap6s a
incubacdo, uma gota (7 pL) foi utilizada para o preparo da cdmara Umida, entre lamina e
laminula (pré-aquecidas a 37° C) e a leitura foi realizada sob microscopia de epifluorescéncia,
igualmente ao descrito no item 3.4.5. Como realizado no sémen in natura, as células foram
classificadas em oito categorias de acordo com a fluorescéncia emitida e selecionadas as

percentagens de células PIAIA, MPI, MAI e APM.

3.7.3. Avaliagdo das Caracteristicas Morfologicas

A avaliacdo das caracteristicas morfologicas dos espermatozoides foram realizadas

da mesma forma descrita para o sémen in natura, no item 3.4.6.
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3.7.4. Andlise Estatistica

Este experimento foi delineado em blocos generalizados, sendo cada garanhéo
considerado um bloco, para eliminar qualquer efeito do animal nas respostas aqui estudadas.
A unidade experimental foi considerada 1/6 do ejaculado.

Os dados das avaliagbes pré-congelacdo foram analisados quanto a medida de
tendéncia central — média — e a medida de dispersdo — desvio padréo.

J& os resultados obtidos das avalia¢fes pds-descongelacdo foram analisados utilizando
0 programa Statistical Analysis System (SAS® Institute Inc., 1994), com prévia verificagcdo da
normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE) e
homogeneidade das variancias (PROC MEANS); quando identificado outliers, estes foram
removidos. Apés a verificacdo das premissas da estatistica, foi realizada analise de variancia
(PROC GLM), para observagdo dos efeitos dos tratamentos e interagdes destes e Teste SNK
(teste de médias — PROC ANOVA) para as variaveis que demonstraram efeito dos
tratamentos. A hipdtese testada foi considerada significativa quando P<0,05.

O quadro de anélise de variancia esta representado a seguir (Quadro 2).

Causa de Variacao Grau de liberdade
Tratamento 5
[Concentracéo] [2]
[Volume] [1]
[Concentracdo x Volume] [2]
Bloco 3
Residuo 183
Total 191

Quadro 2. Quadro de analise de variancia para delineamento em blocos, estruturado em
fatorial 2X3 — Pirassununga, 2006.



4. RESULTADOS
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4.1. AvaliagOes pré-congelacéo

As informac@es sobre a qualidade seminal pré-congelacdo serviram somente como um
indicador da qualidade seminal dos garanhdes a cada colheita, ndo objetivando a comparacédo
entre animais.

Os valores médios e desvios padrdo do volume, concentracdo, motilidade visual e
vigor espermaticos do sémen in natura nos diferentes garanhGes estéo apresentados na tabela

1.

Tabela 1 - Médias + desvios padrdo do volume (livre de gel), concentragdo, motilidade visual
(MTV) e vigor espermaticos do sémen in natura de cada garanhdo - Pirassununga —2006.

. Concentragéo )
Garanhdo Volume (mL) 6 MTV (%)  Vigor
(x10°sptz./mL)
1 (n=8) 106,3 £26,7 104,7 £46,5 719453 2,60,2
2 (n=8) 70,0 £22,2 186,1 £81,8 744490 2604
3 (n=8) 90,6 £30,3 173,8 £82,9 80,0453 2,60,2
4 (n=8) 41,9 £13,6 109,3 +34,4 78,1459 2,6 +0,3
Média Total 77,2 £23,2 143,5+31,3 76,164 2,6 +0,3

Na tabela 2 tém-se as médias e seus respectivos desvios padrdo das caracteristicas de
movimento espermatico (avaliadas pelo sistema CASA) e na tabela 3, as percentagens médias
de membrana plasmatica intacta (MPI), membrana acrossomal intacta (MAI), alto potencial
de membrana mitocondrial (APM) e células PIAIA, do sémen in natura dos quatro garanhdes

utilizados no experimento.
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J& as percentagens médias (+ desvio padrdo) das alteracbes morfoldgicas do sémen in

natura de cada garanhdo estdo demonstras na tabela 4.



Tabela 2 - Médias + desvios padréo das caracteristicas do movimento espermatico do sémen eqino (in natura), avaliados pelo sistema CASA -
Pirassununga —2006.

Caracteristicas do movimento espermatico

Garanhéo
MTCA! (%) MTPRO?(%) VSL*(um/s) VCL’(um/s) ALH%(um) BCF’(Hz) STR® (%) LIN® (%)
1 (n=8) 75,8 4,2 32,3+4,4 52534  116,7+138 35207 20,0 £1,5 40,7 1,2 27,1423
2 (n=8) 82,1 +4,6 26,3 46,1 31,0#45 66,9153 2,0 £0,8 10,9 +1,7 23,8 43,3 17,0+2,8
3 (n=8) 83,1453 32,393 41,777  91,84220 2,8 £0,7 15,4 +2,3 32,2 £7,3 22,0455
4 (n=8) 84,6 +4,8 34,4 £7,7 41,7465  91,8+17,2 2,8 £0,6 15,4 +1,8 32,2 +6,,8 22,0 6,9

Média Total 81,4 +4,7 31,3 +6,8 41,7 £5,5 91,8 £17,0 2,8 0,7 154 15 32,2 +4,6 22,044

MTCA®: motilidade total; MPRO?: motilidade progressiva; VSL*: velocidade progressiva; VCL®: velocidade curvilinear; ALH®: deslocamento lateral da cabeca ; BCF':
freqiiéncia de batimento flagelar; STR?: retilinearidade e LIN®: linearidade.

19



Tabela 3 - Médias + desvios padrdo das percentagens de células espermaticas, classificadas de acordo com os resultados da microscopia de
epifluorescéncia, do sémen (in natura) dos garanhdes em oito colheitas de sémen - Pirassununga —2006.

Classes de células

Garanhao
MPI (%) MAI? (%) APM? (%) PIAIA* (%)
1 (n=8) 68,0 7,7 93,2 45,0 70,3 46,0 64,6 +7,1
2 (n=8) 63,4 +18,3 83,6 +17,7 62,8 20,4 57,3 +20,1
3 (n=8) 82,9+7,7 96,8+6,6 70,9 19,1 69,1 +17,6
4 (n=8) 74,4491 95,2 11,7 76,3 13,4 69,9 +12,1
Média Total 72,2 10,7 92,2 +10,2 70,1 +14,7 65,2 14,2

MPI*: membrana plasmatica intacta; MAI*: membrana acrossomal intacta, APM?: alto potencial de membrana mitocondrial e PIAIA?: células com membranas plasmética e
acrossomal intactas e com alto potencial de membrana mitocondrial.

29
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Tabela 4 - Médias + desvios padrdo das percentagens de alteragdes morfoldgicas no sémen
in natura dos garanhdes, em oito colheitas de sémen - Pirassununga —2006.

Alteracoes Garanhéo
Morfoldgicas 1 (n=8) 2 (n=8) 3 (n=8) 4 (n=8) Média
DEFEITOS MAIORES (%)
Acro 3015 14+14 2,3+13 0,7 £0,5 1,8+1,2
GPP? 3,8+2,0 1,8+1,8 41+11 5940 39+22
Csub® 0,0 +0,0 0,1+0,2 0,2+0,5 0,1+0,2 0,1+0,2
CEC* 0,1+0,2 0,1+0,4 0,1+0,2 0,0 +0,0 0,1+0,6

CIP° 0,0 +0,0 0,0 +0,0 0,1+0,4 0,5+0,6 0,2 +0,2
BaEst® 0,7+1,4 0,2+0,4 0,0 +0,0 0,0 +0,0 0,2+0,4
Piri’ 0,1+0,2 0,0 +0,0 0,1+0,2 0,0 +0,0 0,0+0,1

PeANn® 0,1+04 0,1+0,4 0,1+0,2 0,1+0,2 0,1+0,3
CoAn® 0,2 +0.4 0,2 +0,3 0,3+0,6 0,0 40,0 0,2+0,3
Pouch®® 0,2 +0,3 0,6 +0,6 0,2 +0,4 0,0 40,0 0,3+0,3
Terato™ 0,0 +£0,0 0,0 +£0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 +0,0
Interm*? 39+19 24+15 45+24 296484 10,1435
CFDE® 1,9+18 1,5+0,8 1,0 0,8 1,4 +0,7 1,5 +1,0
CDGPD¥  0,4+0,6 1,1+1,1 1,1+1,0 0,3+0,4 0,7 +0,8
DM® 145+44 99436  146+22 38,1460 19,3+4,0

DEFEITOS MENORES (%)

CGCLP*®  0,0+0,0 0,0 +0,0 0,1+0,2 0,1+0,2 0,0+0,1
CINY 0,740,9 0,3+0,7 0,3+0,5 0,4+0,4 0,4 +0,6
Retro*® 0,1+0,2 0,0 40,0 0,0 40,0 0,0+0,0  0,0+0,05
CDE*® 0,8+1,0 0,6 +0,7 0,6 +0,6 0,7+0,8 0,7+0,8
GPD? 0,6+0,4 0,8 +0,7 23+11 1,0 +0,8 1,2 40,7
Dmen? 21420 1,8+1,1 3,3+17 26+15 12,016

TD? 16,7+44 114+31 178+23 402464 215+4,0

Acro®: defeito de acrossoma; GPP?: presenca de gota protoplasmatica proximal; Csub®: cabeca subdesenvolvida;
CEC*: cauda enrolada na cabeca; CIP®:cabeca isolada patolégica; BaEst®: base da cabeca espermética estreita;
Piri": cabeca de formato piriforme; PeAn®: cabeca pequena e anormal; CoAn®: cabeca de contorno anormal;
Pouch®®: presenca de Pouch Formation; Terato™: presenca de formas teratolégicas; Interm': defeito de peca
intermediéria (fibrilacdo, fratura total e parcial, edema, pseudogota, outros); CFDE®: cauda fortemente dobrada
ou enrolada; CDGPD: cauda dobrada com gota protoplasmatica distal anexa; DM™: total de defeitos maiores;
CGCLP*: cabeca de tamanho gigante, curta, larga ou pequena normal; CIN*": cabeca isolada normal; Retro®®:
insercdo retroaxial ou obliqua da cauda na base da cabeca espermatica; CDE': cauda dobrada ou enrolada;
GPD?: presenca de gota protoplasmética distal; Dmen?: total de defeitos menores; TD?: total de defeitos
(defeitos maiores + defeitos menores).
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4.2. AvaliagOes pos-descongelacao

Nas andlises de variancia ndo foram encontrados efeitos das interacBes entre as
concentracOes espermaticas e os volumes das palhetas (P>0,05); portanto, todas as analises
estatisticas seguintes foram realizadas considerando os dois tratamentos individualmente.
Neste texto, para melhor entendimento, serdo abordadas primeiramente todas as variaveis
estudadas sobre o plano da concentracgéo e posteriormente sobre o volume.

Somente a titulo de informacdo, como ja previsto durante o delineamento, algumas
variaveis respostas apresentaram efeito do bloco (do garanhdo), sendo elas: motilidade total
computadorizada (MTCA), motilidade progressiva computadorizada (MPRO), velocidade
progressiva (VSL), velocidade curvilinear (VCL), frequéncia de batimento flagelar (BCF),
retilinearidade (STR), linearidade (LIN), espermatozoides com membranas plasmatica e
acrossomal intactas e alto potencial de membrana mitocondrial (PIAIC), defeito de acrossoma
(Acro), gota protoplasmatica proximal (GPP), cabeca isolada patoldgica (CIP), estreita na
base (EstBa), piriforme (Piri), de contorno anormal (ContAn), formagdes Pouch Formation,
defeito de peca intermediaria, cabeca delgada (Cdel), gigante, curta, larga ou pequena normal
(CGCLP), isolada normal (CIN), gota protoplasmatica distal (GPD), total de defeitos maiores

(DM) e defeitos totais (TD).

4.2.1. Efeito da concentracdo espermatica
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4.2.1.2. Avaliacdo computadorizada da motilidade espermatica (CASA)

Os valores médios, desvios padrdo e diferencas estatisticas de cada varidvel avaliada

pelo CASA, nas concentragdes estudadas, estdo demonstradas na tabela 5.

Tabela 5 - Médias + desvios padrdo das caracteristicas do movimento espermatico avaliados
pelo sistema CASA de sémen equino congelado em trés diferentes concentracdes

espermaticas - Pirassununga —2005.

Caracteristicas do

Concentragdo (x10°sptz./mL)

movimento
espermatico 100 200 400
MTCA'(%) 47,6 +10,7° 38,4 +12,2° 31,4 +12,7°
MTPRO?(%) 16,6 +6,4° 10,9 +6,1° 7,4 +5,6°
ALH?(um) 5,1 +0,4° 4,6 +0,5° 4,1 +0,5°
BCF*(Hz) 38,5 +1,5% 35,4 1,9 33,2 +2,0°
LIN®(%) 56,0 +0,3° 54,2 +0,4° 53,0 0,5
STR®(%) 84,2 +0,3% 83,5 0,3 83,2 +0,4°
VSL'(um/s) 77,8 6,1 65,5 +8,4° 56,7 +8,9°
VCLE(pm/s) 154,8 +12,2° 129,1 +16,4° 110,4 +17,6°

Letras diferentes numa mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

MTCA® motilidade total; MPRO? motilidade progressiva; ALH®: deslocamento lateral da cabeca; BCF*:
freqiiéncia de batimento flagelar; LIN®: linearidade; STR®: retilinearidade; VVSL”: velocidade progressiva; VCL®:

velocidade curvilinear.

A média da motilidade total computadorizada (MTCA) foi diferente em cada

concentracdo espermatica (P<0,05), sendo maior no C100 (47,6 +10,7%), menor no C400

(31,4 12,7 %) e de valor intermediario no C200 (38,4 £12,2%).

A mesma situacdo foi

observada na avaliacdo da motilidade progressiva

computadorizada (MTPRO), no qual C100 apresentou maiores valores médios (16,6 +6,4%),
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seguido por C200 (10,9 £6,1%) e os menores valores foram observados no C400 (7,4 £5,6%)
(P<0,05).

Seguindo o comportamento das motilidades acima descritas, o deslocamento lateral de
cabeca (ALH) e a freqiéncia de batimento flagelar (BCF) diferiram entre as concentragdes
espermaticas estudadas (P<0,05), nos quais foram encontrados os maiores valores no C100
(5,1 £0,4 um e 38,5 £1,5 Hz, respectivamente), os valores intermediarios no C200 (4,6 +0,5
um e 35,4 +1,9 Hz, respectivamente) e os menores valores no C400 (4,1 £0,5 pm e 33,2 +2,0
Hz, respectivamente).

Os valores médios da velocidade progressiva (VSL) e curvilinear (VCL) também
foram maiores no C100 (77,8 +6,1 e 154,8 +12,2 um/s, respectivamente), intermediarios no
C200 (65,5 +8,4 e 129,1 +16,4 um/s, respectivamente) e menores no C400 (56,7 £8,9 e 110,4
+17,6 um/s, respectivamente) (P<0,05).

J& os valor médio da linearidade (LIN) foi maior em C100 (54,2 £0,3 %) que em C200
(53,0 £0,4 %) e C400 (56,0 £0,5 %), sendo igual entre os dois ultimos grupos (P<0,05).

Quanto a retilinearidade (STR), foi observada igualdade estatistica (P>0,05) entre

C100 (84,2 +0,3 %), C200 (83,5 0,3 %) e C400 (83,2 £0,4 %).

4.2.1.3. Avaliacdo da integridade das membranas plasmatica, acrossomal e

potencial de membrana mitocondrial

As percentagens médias do total de membrana plasmaética intacta (MPI), de membrana

acrossomal intacta (MAI), de pecas intermedidrias com alto potencial de membrana
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mitocondrial (APM) e das células identificadas com membranas plasmatica e acrossomal

intactas e com alto potencial de membrana mitocondrial (PIAIA), estdo ilustradas na tabela 6.

Tabela 6 - Médias + desvios padrdo das percentagens de células espermaticas, classificadas
de acordo com os resultados da microscopia de epifluorescéncia de sémen congelado eq(ino,
em trés diferentes concentragcdes espermaticas — Pirassununga — 2006.

Concentracéo (x10°sptzs/mL)

Células
100 200 400
MPI* (%) 435 +13,1° 40,1 +9,4° 34,9 +12,4°
MAI? (%) 81,0+7,1° 83,1+17,0° 78,0 £13,0°
APM? (%) 46,6 +11,0° 41,3 +16,4° 36,5+13,0°
PIAIA* (%) 38,4 +15,0° 38,4 +9,6° 35,2 +11,0°

Letras diferentes numa mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

MPI*: membrana plasmatica intacta; MAI% membrana acrossomal intacta, APM?: alto potencial de membrana
mitocondrial e PIAIA*: células com membranas plasmatica e acrossomal intactas e com alto potencial de
membrana mitocondrial.

A percentagem média de membrana plasmatica intacta (MPI) diferiu entre as trés
concentracOes estudadas, (P<0,05) sendo maior no tratamento C100 (43,5 £13,1), seguida
pelo tratamento C200 (40,1 £9,4) e menor no C400 (34,9 £12,4%).

Quanto a membrana acrossomal, as percentagens médias resultaram em igualdade
estatistica (P>0,05) entre os tratamentos C100, C200 e C400 (81,0 +7,1%, 83,1 +17,0% e 78,0
+13,0%, respectivamente).

A quantidade média de células espermaticas com alto potencial de membrana
mitocondrial ndo diferiu entre os tratamentos C100 (46,6 +11,0%) e C200 (41,3 +16,4%)
(P>0,05) e foi menor no C400 (36,5 +13,0%) (P<0,05).

No entanto, a percentagem média de células PIAIA foi igual nos trés tratamentos

C100 (38,4 +15,0%), C200 (38,4 +9,6%) e C400 (35,2 +11,0%) (P>0,05).
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4.2.1.4. Avaliacdo das Caracteristicas Morfologicas

As percentagens médias das alteracdes morfoldgicas do sémen congelado dos animais
utilizados neste experimento, de acordo com as concentracgdes testadas, estdo representadas na

tabela 7.
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Tabela 7 - Médias + desvios padrdo das percentagens de alteracdes morfoldgicas do sémen
equino congelado em trés diferentes concentraces espermaticas — Pirassununga — 2006.

Alteracdes Concentragdes (x10°sptz/mL)
Morfoldgicas (%0) 100 200 400
DEFEITOS MAIORES
Acro! 2,33 40,192 1,99 +0,19° 2,23 +0,20°
GPP? 3,42 +0,27° 2,79 +0,25° 2,84 +0,27°
Csub® 0,03 +0,01° 0,02 +0,02° 0,00 +0,00°
CEC* 0,05 +0,02° 0,08 +0,02° 0,06 +0,02°
CIP® 0,18 +0,05° 0,17 +0,02° 0,15 +0,04°
BaEst® 0,06 +0,03° 0,07 +0,02° 0,05 +0,02°
Piri’ 0,00 +0,00° 0,00 +0,00° 0,00 +0,00°
PeAn® 0,00 +0,00° 0,00 +0,00° 0,00 +0,00°
CoAn® 0,32 +0,06° 0,20 +0,05° 0,23 +0,05°
Pouch®® 0,39 +0,10° 0,27 +0,08° 0,21 +0,08°
Terato™ 0,00 +0,00° 0,00 +0,00° 0,00 +0,00°
Interm*2 12,06 +1,77° 12,04 +1,76% 11,54 +1,72°
CFDE™ 1,81 +0,132 2,10 +0,14° 1,89 0,112
CDGPD* 2,10 +0,78° 1,14 +0,18° 0,98 +0,19°
DM® 22,30 +1,72° 21,42 +1,63° 20,12 +1,65°
DEFEITOS MENORES

CGCLP*® 0,15 +0,05° 0,12 +0,04° 0,15 +0,02°
CINY 0,85 +0,12° 0,88 +0,12° 0,88 +0,13°
Retro'® 0,09 +0,03° 0,03 +0,02° 0,02 +0,01°
CDE® 0,59 +0,08° 0,38 +0,05° 0,31 +0,05°
GPD? 0,92 +0,13° 0,74 +0,11° 0,56 +0,09°
Dmen?! 3,40 +0,83° 2,25 +0,18° 2,07 +0,22°
TD?* 24,58 +1,762 23,67 +1,62° 21,62 +1,60°

Letras diferentes numa mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Acro®: defeito de acrossoma; GPP?: presenca de gota protoplasmatica proximal; Csub®: cabeca subdesenvolvida;
CEC": cauda enrolada na cabeca; CIP®:cabeca isolada patolégica; BaEst®: base da cabeca espermética estreita;
Piri": cabeca de formato piriforme; PeAn®: cabeca pequena e anormal; CoAn®: cabeca de contorno anormal;
Pouch®®: presenca de Pouch Formation; Terato'': presenca de formas teratoldgicas; Interm®?: defeito de peca
intermediaria (fibrilacdo, fratura total e parcial, edema, pseudogota, outros); CFDE*®: cauda fortemente dobrada
ou enrolada; CDGPD™: cauda dobrada com gota protoplasmatica distal anexa; DM™: total de defeitos
espermaticos maiores; CGCLP': cabeca espermética de tamanho gigante, curta, larga ou pequena normal;
CIN'": cabeca isolada normal; Retro'®: insercdo retroaxial ou obliqua da cauda na base da cabeca espermatica;
CDE": cauda espermética dobrada ou enrolada; GPD?: presenca de gota protoplasmatica distal; Dmen?: total
de defeitos esperméticos menores; TD?: total de defeitos espermaticos (defeitos maiores + defeitos menores).

Na tabela 7 é possivel observar a interferéncia da concentracdo celular somente na

percentagem média de cauda dobrada ou enrolada (CDE), a qual foi maior no grupo C100
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(0,59 £0,08%) (P<0,05) e menores e iguais entre si nos grupos C200 e C400 (P>0,05) (0,38
+0,05% e 0,31 +0,05%).

Todas as outras alteragcbes morfoldgicas espermaticas avaliadas neste experimento ndo
diferiram entre os tratamentos C100, C200 e C400 (P>0,05), sendo que as percentagens
médias encontradas de espermatozbides pos—descongelacdo apresentando defeito de
acrossoma (Acro) foram de 2,33 +0,19, 1,99 +0,19 e 2,23 +0,20 %, respectivamente. A
quantidade média de células espermaticas com presenca de gota protoplasmatica proximal
(GPP) foi de 3,42 +0,27; 2,79 £0,25 e 2,84 £0,27 %, cabeca subdesenvolvida (Csub) de 0,03
+0,01; 0,02 £0,02 e 0,00 +0,00 %; cauda enrolada na cabeca (CEC) de 0,05 +0,02; 0,08 +0,02
e 0,06 +0,02 %, cabeca isolada patoldgica (CIP) de 0,18 +0,05, 0,17 +0,02 e 0,15 +0,04%,
base da cabeca espermatica estreita (BA Est) de 0,06 +0,03, 0,07 0,02 e 0,05 £0,02 %,
cabeca de formato piriforme (Piri), cabeca pequena e anormal (PeAn) e formas teratoldgicas
(Terato) de 0,00 +0,00 nas trés concentragdes, cabeca de contorno anormal de 0,32 +0,086,
0,20 £0,05 e 0,23 £0,05 %, presenca de Pouch Formation (Pouch) de 0,39 +0,10, 0,27 +0,08 e
0,21 £0,08 %, defeito de peca intermediaria (Interm) de 12,06 +1,77, 12,04 £1,76 e 11,54
1,72 %, cauda fortemente dobrada ou enrolada (CFDE) de 1,81 +0,13, 2,10 £0,14 e 1,89
10,11 %, cauda dobrada com gota protoplasmatica distal anexa (CDGPD) de 1,10 0,78,
1014 £0,18 e 0,98 +0,19 %, resultando no total de defeitos maiores de 22,30 1,72, 21,42
11,63 e 20,12 +1,65 % nas concentragcdes C100, C200 e C400, respectivamente.

J& quanto aos defeitos menores, os valores médios encontrados em cabeca espermatica
de tamanho gigante, curta, larga ou pequena normal (CGCLP) foram de 0,15 +0,05, 0,12
10,04 e 0,15 +0,02 %, em cabeca isolada normal (CIN) de 0,85 0,12, 0,88 +0,12 e 0,88
10,13 %, em insercdo retroaxial ou obliqua da cauda na base da cabega espermatica (Retro) de
0,09 £0,03, 0,03 £0,02 e 0,02 +0,01 %, em presenca de gota protoplasmatica distal (GPD) de

0,92 £0,13, 0,74 £0,11 e 0,56 +0,09 %, resultando no total de defeitos menores (Dmen) de
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3,40 +0,83, 2,25 #0,18 e 2,07 £0,22 % nas concentracbes C100, C200 e C400,
respectivamente.

Assim, as médias encontradas de total de defeitos espermaticos (TD) foi de 24,58

+1,76 % para C100, 23,67 +1,62 % para C200 e de 21,62 £1,60 para C400.

4.2.2. Efeito do volume da palheta

4.2.2.1. Avaliacdo computadorizada da motilidade espermatica (CASA)

As médias das caracteristicas do movimento espermatico computadorizado, de acordo

com os volumes estudados, estdo demonstradas na tabela 8.
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Tabela 8 - Médias * desvios padrdo das caracteristicas do movimento espermatico avaliados
pelo sistema CASA de sémen eqliino congelado em palhetas francesas de 0,50 mL e 0,25 mL
- Pirassununga —2006.

Caracteristicas do Volume da palheta (mL)

movimento espermatico

0,50 0,25

MTCA!(%) 40,0 +14,1° 38,4 +13,2°
MTPRO?(%) 11,347,6° 12,0 +6,7°
ALH3}(um) 4,5 +0,6° 4,6 +0,7°
BCF*(Hz) 35,8 +0,8° 35,5+2,9°
LIN°(%) 84,3 +0,3° 82,9 +0,2°
STR®(%) 54,7 +0,3% 53,6 +0,4°

VSL'(um/s) 65,9 +12,0° 67,1 +11,3°

VCLE(um/s) 128,6 +24,8" 133,7 +22,9°

Letras diferentes numa mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

MTCA®: motilidade total; MPRO?% motilidade progressiva; ALH®: deslocamento lateral da cabeca; BCF*:
freqliéncia de batimento flagelar; LIN®: linearidade; STR®: retilinearidade; VVSL: velocidade progressiva; VCL®:
velocidade curvilinear.

Conforme observadas na tabela 8, as motilidades espermaticas computadorizadas ndo
diferiram entre os dois volumes estudados (P>0,05), sendo a percentagem média (+ desvio
padréo) da motilidade total (MTCA) de 39,92 (x14.1) para a congelacdo utilizando palheta de
0,50 mL e 38,41 (x13.2) para palheta de 0,25 mL e da motilidade progressiva (MTPRO) de
11,30 (£7.55) na palheta de 0,50 mL e 11,97 (x6.71)% na palheta de 0,25 mL.

Igualdades entre as palhetas de 0,50 mL e 0,25 mL (P>0,05) também foram
encontradas nas variaveis deslocamento lateral da cabeca espermética (ALH ), na qual as
médias (+ desvio padrdo) encontradas foram 4,5 (+0,64) e 4,6 (£0,69) um, respectivamente,
na freqiéncia de batimento flagelar (BCF), com valores médios (+ desvio padrdo) de 35,8

(£2,8) e 35,5 (£2,9) Hz, respectivamente e na linearidade (LIN), cujas médias percentuais (+
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desvio padréo) foram 54,7 (£0,34) % em palhetas de 0,50 mL e 53,6 (£0,39) % nas palhetas
de 0,25 mL.

J& na variavel retilinearidade (STR) foi encontrada diferenca entre os dois volumes de
armazenamento estudados (P<0,05), sendo que a palheta de 0,50 mL proporcionou maior
percentagem média (84,3 £0,29) que a palheta de 0,25 mL (82,9 +0,22 %).

Quanto as velocidades espermaticas avaliadas neste experimento, a analise estatistica
indicou ndo haver diferenca entre os volumes da palheta estudados para a velocidade
progressiva (VSL) (P>0,05), cujas médias (+ desvio padrdo) foram de 65,9 (x11,98) para a
palheta de 0,50 mL e de 67,1 (x11,34) um/s para a palheta de 0,25 mL, enquanto que a média
das velocidades curvilinear espermatica (VCL) foi maior no armazenamento em 0,25 mL

(133,71 +£22,9) que em 0,50 mL (128,56 +24,8) um/s (P<0,05).

4.2.2.3. Avaliacdo das Membranas Plasmética, Acrossomal e Mitocondrial

Quanto as integridades das membranas espermaticas, todas as avalia¢bes realizadas
neste experimento ndo resultaram em diferenca estatistica em relacdo aos volumes testados

(Tabela 9).
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Tabela 9 - Médias + desvios padrdo das percentagens de células espermaticas, classificadas
de acordo com os resultados da microscopia de epifluorescéncia de sémen equino congelado
em palhetas francesas de 0,50 e 0,25 mL — Pirassununga — 2006.

Volume da palheta (mL)

Células
0,50 0,25
MPI (%) 40,7 +11,1° 38,6 +3,1°
MAI? (%) 82,4+7,6° 79,3 +16,3%
APM? (%) 41,2 +13,1° 38,1 +14,2°
PIAIA* (%) 37,8 £12,2° 36,9 #12,1°

Letras diferentes numa mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

MPI*: membrana plasmatica intacta; MAI% membrana acrossomal intacta, APM?: alto potencial de membrana
mitocondrial e PIAIA* células com membranas plasmatica e acrossomal intactas e com alto potencial de
membrana mitocondrial.

N&do foi observada diferenca entre as médias das percentagens de células com
membrana plasmatica intacta (MPI) nas palhetas de 0,50 mL e 0,25 mL (P>0,05), cujas
percentagens médias encontradas (+desvio padrdo) foram de 40,6 (+11,1) para o volume de
0,50 ml e de 38,5 (£13,1) % para o volume de 0,25 mL. Da mesma maneira, a percentagem
média de espermatozdides com membrana acrossomal intacta (MAI) ndo variou entre a
palheta de 0,50 mL (82,4 +7,5 %) e 0,25 mL (79,3 £16,3 %) (P>0,05). A percentagem média
de células espermaticas com peca intermediaria composta por mitocéndrias de alto potencial
mitocondrial (APM) também mantiveram-se iguais entre os volumes de 0,50 mL (41,2 £13,1
%) e 0,25 mL (38,1 +14,1 %) (P >0,05).

Como consequiéncia, a percentagem média da categoria de células espermaticas com,
concomitantemente, membranas plasmética e acrossomal intactas e com alto potencial de
membrana mitocondrial (PIAIA) ndo diferiu em relagcdo aos volumes de armazenamento de
0,50 mL, cujo valor médio encontrado (£ desvio padrao) foi de 37,8 (x12,15 %) e de 0,25 mL,

de valor médio de 36,9 (£12,06 %) (P>0,05).



75

4.2.2.4. Avaliacdo das Caracteristicas Morfologicas

Na tabela 10 estdo apresentadas as percentagens médias, desvios padrdo e diferengas
estatisticas dos defeitos morfoldgicos avaliados por microscopia de contraste de interferéncia

diferencial em palhetas de 0,50 e 0,25 mL.
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Tabela 10 - Médias + desvios padrdo das percentagens de alteracbes morfologicas do sémen
equino congelado em palhetas francesas de 0,50 e 0,25 mL — Pirassununga — 2006.

Alteracdes Morfoldgicas

Volume da palheta (mL)

(%) 0,50 0,25
DEFEITOS MAIORES
Acrol 2,12 +0,15°% 2,24 +0,17%
GPP? 3,06 +0,21°2 2,96 +0,22°
Csub® 0,01 +0,01° 0,02 +0,01°
CEC* 0,05 +0,02° 0,07 +0,02°
CIp® 0,21 +0,04° 0,12 +0,03"
BaEst® 0,05 +0,02° 0,07 +0,022
Piri’ 0,00 +0,00° 0,00 +0,00°
PeAN® 0,00 +0,00° 0,00 +0,00°
CoAn° 0,21 +0,032 0,29 +0,05°
Pouch™® 0,27 +0,07° 0,31 +0,07°
Terato! 0,07 +0,02° 0,48 +0,42°
Interm*? 11,76 #1,37% 12,01 +1,48%
CEDE® 1,91 £0,122 1,96 +0,112
CDGPD 1,72 +0,532 1,09 +0,132
DM 21,23 +1,312 21,30 +1,42°2
DEFEITOS MENORES

CGCLP*® 0,12 +0,03° 0,10 +0,032
CINY 1,06 +0,11° 0,66 +0,09"
Retro'® 0,04 +0,01° 0,06 +0,022
CDE® 0,37 +0,04° 0,48 +0,06°
GPD% 0,78 +0,09° 0,69 +0,10°
Dmen® 2,39 +0,16° 2,74 +0,57°
TD? 23,62 +1,1° 22,90 +1,40°

Letras diferentes numa mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Acro®: defeito de acrossoma; GPP?: presenca de gota protoplasmatica proximal; Csub®: cabeca subdesenvolvida;
CEC": cauda enrolada na cabeca; CIP®:cabeca isolada patolégica; BaEst®: base da cabeca espermética estreita;
Piri": cabeca de formato piriforme; PeAn®: cabeca pequena e anormal; CoAn®: cabeca de contorno anormal;
Pouch®®: presenca de Pouch Formation; Terato'': presenca de formas teratoldgicas; Interm®?: defeito de peca
intermediaria (fibrilacdo, fratura total e parcial, edema, pseudogota, outros); CFDE*®: cauda fortemente dobrada
ou enrolada; CDGPD™: cauda dobrada com gota protoplasmatica distal anexa; DM™: total de defeitos
espermaticos maiores; CGCLP': cabeca espermética de tamanho gigante, curta, larga ou pequena normal;
CIN'": cabeca isolada normal; Retro'®: insercdo retroaxial ou obliqua da cauda na base da cabeca espermatica;
CDE": cauda espermética dobrada ou enrolada; GPD?: presenca de gota protoplasmatica distal; Dmen?: total
de defeitos esperméticos menores; TD?: total de defeitos espermaticos (defeitos maiores + defeitos menores).

Dentre os defeitos maiores, observa-se que a forma de armazenamento somente afetou

a percentagem média de células com cabeca isolada patoldgica (CIP) (P<0,05), cujo valor
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médio maior encontrado foi de 0,21 +0,04 %, nas palhetas de 0,50 mL, e menor de 0,12 £0,03
%, nas de 0,25 mL.

Todos os outros defeitos maiores foram iguais para os dois volumes (0,50 mL e 0,25
mL) (P>0,05). Para os defeitos maiores de cabeca foram encontradas, as respectivas médias
de 2,12 +0,15 e 2,24 +0,17 % de defeitos de acrossoma (Acro), 3,06 £0,21 e 2,96 £0,22 % de
células apresentando gota protoplasmética proximal (GPP), 0,01 +0,01 e 0,02 +0,01 % de
cabecas espermaticas subdesenvolvidas (Sub), 0,05 £0,02 e 0,07 £0,02 % de espermatozoides
com cauda enrolada na cabeca (CEC), 0,21 +0,04 e 0,12 +0,03 % de cabecas espermaticas
isoladas e patolégicas (CIP), 0,05 +£0,02 e 0,07 +0,02 % de cabegas espermaticas com base
estreita (BaEst), 0,21 +0,03 e 0,29 +0,05 % de cabeca de contorno anormal (CoAn), 0,27
10,07 e 0,31 +0,07 % de espermatozoéides com presenca de Pouch Formation ou vactolos na
cabeca (Pouch) e 0,0 £0,0 % de células espermaticas com cabeca piriforme (Piri), cabeca
pequena e anormal (PeAn) e formas teratologicas em ambos o0s volumes.

A percentagem média encontrada de defeitos de peca intermediéria (Interm) nas
palhetas de 0,50 mL foi de 11,76 1,37 e na palheta de 0,25 mL, 12,01 £1,48 %. A
quantidade média de células espermaticas com presenca de gota protoplasmatica proximal
(GPP) em 0,50 mL foi de 3,06 0,21 e em 0,25 mL foi de 2,96 +0,22 %. A percentagem
média de células com cauda enrolada na cabeca (CEC) foi de 0,05 +£0,02 no volume de 0,50
mL e de 0,07 £0,02 % em 0,25 mL. J& para a variavel defeito de cauda fortemente dobrada ou
enrolada (CFDE), foram encontrados os valores médios de 1,91 +0,12 e 1,96 +0,11 %,
respectivamente e para cauda dobrada com gota protoplasmaética distal anexa (CDGPD), as
percentagens médias encontradas foram de 1,72 +0,53 em 0,50 mL e de 1,09 £0,13 % em
palhetas de 0,25 mL.

Ainda, as percentagens médias dos defeitos espermaticos menores também néo

apresentaram diferencas entre os volumes de armazenamento estudados ((P>0,05), com
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excecdo de cabeca isolada normal, que foi maior nas amostras congeladas em palhetas de 0,50
mL (1,06 £0,11 %) que em palhetas de 0,25 mL (0,66 +0,09 %) (P<0,05).

As médias da patologia de cabeca espermaética delgada (Cdel) resultaram no valor 0,0
10,0 % em ambas as palhetas testadas, enquanto que no defeito de cabeca espermaética
gigante, curta, larga ou pequena normal (CGCLP) foram observadas médias de 0,12 +0,03 nas
palhetas de 0,50 mL e de 0,10 +0,03 % nas de 0,25 mL.

Quanto as percentagens médias de defeitos menores de cauda espermatica nos
respectivos volumes de 0,50 mL e 0,25 mL, foram observados 0,04 +0,01 e 0,06 +0,02 % de
insercéo retroaxial (Retro), 0,37 £0,04 e 0,48 +0,06 % de cauda dobrada ou enrolada (CDE), e
0,78 +0,09 e 0,69 +0,10 % de presenca de gota protoplasmatica distal (GPD).

Por fim, as percentagens médias de defeitos espermaticos maiores (DM - 21,23 £1,31
e 21,30 £1,42 %) e menores (Dmen -2,39 +0,16 e 2,74 +0,57 %) ndo diferiram entre os
volumes de armazenamento 0,50 mL e 0,25 mL (P>0,05), respectivamente. Logo, ndo houve
diferenca estatistica entre os volumes em questdo (P>0,05) quanto a defeitos espermaticos

totais (TD — 23,62 £1,31 e 22,90 +1,40 %, respectivamente).



5. DISCUSSAQ
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Das avaliacGes do sémen in natura, todos os garanhdes apresentaram volume seminal
free gel, concentracdo, motilidade total e morfologia espermaticas dentro dos valores médios
encontrados para a espécie, segundo Pickett et al. (1987) e Medina (2004). Distingue-se 0
animal numero 4 pelo menor volume seminal médio e maior percentagem de defeitos
maiores, em evidéncia o defeito de peca intermediaria. Isto se deve a idade avancada do
garanhdo, mas tais caracteristicas seminais ainda encontram-se dentro dos valores aceitaveis
para fertilizagéo e congelacéo do sémen.

Quanto a avaliagdo da qualidade seminal pds-descongelagdo nos tratamentos aqui
testados, a auséncia de interagfes entre o volume de armazenamento e a concentracdo
espermatica indica a independéncia de efeitos destes tratamentos, ou seja, cada concentracdo
espermatica utilizada neste experimento resulta em uma mesma qualidade seminal nos dois
volumes de armazenamento e cada um destes volumes proporciona caracteristicas seminais
semelhantes nas trés concentragdes.

E evidente a influéncia da concentracdo espermatica na maioria das caracteristicas de
movimento espermatico deste experimento, no qual houve uma diminui¢do nos valores das
variaveis em questdo com o aumento da concentracdo espermatica, com excecdo somente da
retilinearidade, que se manteve entre as trés concentragdes e da linearidade, que foi superior
somente na C100.

Dentre as caracteristicas do movimento aqui avaliadas, ndo é desejavel no sémen pds-
descongelado altos valores de deslocamento lateral de cabeca, pois este movimento despende
energia da célula desnecessariamente no momento de deslocamento no trato feminino. Todas
as outras variaveis da cinética espermatica aqui avaliadas contribuem para o deslocamento
espermatico no trato feminino (ARRUDA, 2000), importante para que ocorra 0 encontro dos

gametas masculino e feminino.
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Assim sendo, quanto as caracteristicas de movimentacdo espermatica, de maneira
geral, deduz-se que C100 resulta em melhor qualidade seminal que C200, e esta resulta em
melhor qualidade seminal que C400.

Corroboram com este resultado, Loomis e Clark (1998) que, comparando as
motilidades total e progressiva pelo sistema CASA de amostras de sémen equino congeladas
em palhetas de 0,50 mL nas concentracBes espermaticas de 200, 400 e 800 x 10° sptz/mL,
encontraram maior percentagem média dessas motilidades na concentracdo de 200, seguida
por 400 e os valores menores observados na concentracdo de 800 x 10° sptz/mL. Sugere-se,
entdo, que hd um limite da concentracdo espermatica do sémen eqiino para criopreservacao
de 200 a 400 x 10° sptz/mL, na palheta de 0,50 mL.

Crockett et al (2001), procurando o melhor protocolo para criopreservar sémen equino
apos resfriamento por 2,5 ou 24 horas, encontraram maior motilidade progressiva pos-
descongelacéo, examinada pelo sistema CASA, em amostras preservadas nas concentragoes
esperméaticas de 40 e 200 x 10° sptz/mL (25 e 23 %, respectivamente) que naquelas
armazenadas em 400 x 10° sptz/mL (17 %), compartilhando a idéia de melhor qualidade
seminal pos-descongelacdo nas menores concentracdes espermaticas. O objetivo dos autores
foi avaliar a melhor concentracdo espermaética para o transporte do sémen resfriado equino
(50, 250 e 500 x 10° sptz/mL) para posterior criopreservacdo. Mas pode-se extrapolar para
uma possivel influéncia da concentracdo espermatica utilizada na congelacéo, ja que esta ndo
foi mantida igualmente apds a adicdo do meio para congelacéo.

No entanto, Angola et al. (1992) encontraram médias de motilidade espermaética total
visual maiores no sémen equino congelado em 800 x 10° sptz/mL (47,48 +6,22%) que no
congelado com 100 x 10° sptz/mL (27,51 +1,79%), tanto nas amostras armazenadas em 4 mL
quanto em 0,50 mL. Mas os préprios autores indagam a possibilidade de erro de observacéo,

ja que os campos de leitura das amostras mais concentradas resultaram em maior nimero de
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espermatozoéides, o0 que pode aparentar maior numero de células mdveis que as amostras
menos concentradas. E relevante salientar a importancia da analise computadorizada do
movimento espermatico, utilizada neste experimento; esta tecnologia descarta qualquer erro
humano durante a avalia¢do, pois cada célula espermatica é examinada individualmente pelo
sistema computacional (VERSTEGEN et al., 2002).

Ainda, Arruda et al (1993b), utilizando duas concentracdes espermaticas distintas em
palhetas de 0,50 mL (500 e 1000 x 10° sptz/mL) ndo encontraram diferenca estatistica entre
estas duas concentracfes na motilidade progressiva visual. Esta divergéncia de resultados
pode ser devido a subjetividade do exame visual, realizado pelos autores em contrapartida ao
exame computacional utilizado neste experimento, cuja acuracia € extremamente maior;
Graham, em 1996, afirmou que o valor da motilidade espermatica visual pds-descongelacao
como preditor da fertilidade é questionavel, pois coeficientes de correlacdo entre motilidade
visual e taxa de prenhez s&o baixos.

Entretanto Blanes et al. (2005), avaliando as motilidades total e progressiva, pelo
sistema computadorizado, de amostras de sémen equino congelado em palhetas de 0,50 mL
nas concentragbes esperméticas de 100, 200, 300 e 400 x 10° sptz/mL, também néo
encontraram diferenca entre as concentragdes, sendo os valores encontrados para motilidade
total de 57,3; 59,2; 61,2; 57,1 % e para motilidade progressiva de 22,8; 22,8; 22,3 e 22,0 %,
respectivamente. A discordancia quanto a influéncia da concentracdo espermatica neste
experimento pode ser devido a diferenca no tempo de resfriamento instituido, pois 0s mesmos
autores afirmam haver diferenca na qualidade seminal pds-descongelacdo entre diferentes
tempos de estabilizagcdo, quando da utilizacdo do Botu-Crio. Os autores utilizaram vinte
minutos de estabilizacdo em geladeira, enquanto que as amostras deste experimento foram
submetidas ao resfriamento automatizado por 80 minutos, em média. As médias das

motilidades nas concentragdes 100, 200 e 400 x 10° sptz/mL encontradas pelos autores s&o
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maiores que as deste experimento; uma diferenca no setup do CASA utilizado ou no meio
para diluicido do sémen pdés-descongelado podem ocasionar resultados de qualidade de
movimento espermatico distintos, além da possibilidade dos autores terem trabalhado com
animais que apresentaram melhor qualidade seminal p6-descongelacdo. Contudo, estes fatores
ndo influenciariam nos resultados estatisticos, pois o0 setup e o meio para diluicdo do sémen
foram mantidos para todos os tratamentos, além do delineamento em blocos generalizados,
utilizado por este experimento, para eliminar qualquer influéncia do individuo.

O mesmo ocorreu com os resultados de Heitland et al. (1996), nos quais houve
igualdade nas motilidades total e progressiva (CASA) entre amostras de sémen eqiino
congeladas em palhetas de 0,50 mL, nas concentracdes 20 x 10° sptz/mL (51 e 41 %), 200 x
10° sptz/mL (52 e 44 %) e 400 x 10° sptz/mL (50 e 43 %, respectivamente) e somente
diminuicdo dessas motilidades quando a concentragdo espermatica foi elevada a 800 x 10°
sptz/mL (41 e 35 %) e 1.600 x 10° sptz/mL (32 e 27 %, respectivamente). Estes autores
utilizaram curva de resfriamento mais rapida (-0,70°C/min) que a deste experimento (-
0,25°C/min), o que pode ter acarretado na divergéncia de resultados entre os experimentos.

Outra descrigdo relevante da célula espermatica, neste trabalho, foi a avaliacdo das
integridades de membranas plasmaética e acrossomal e o potencial de membrana mitocondrial
nos tratamentos testados. Ja foi descrita anteriormente a importancia de cada uma dessas
estruturas se manterem integras pds-descongelagdo para o sucesso da inseminacao artificial. O
comportamento das membranas espermaticas pode ser considerado um reflexo da condigédo
fisiologica ou patolégica do macho, mas também torna-se uma mensuracdo da interacdo do
homem com o sémen quando este é coletado, processado, preservado e inseminado
(SAACKE, 1983).

Neste experimento, a concentracdo espermatica alterou a percentagem média de

membrana plasmatica intacta (MPI), fortalecendo o pensamento de que menores
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concentracfes proporcionam melhor qualidade pos-descongelacéo. Crockett et al. (2001), no
mesmo trabalho ja citado anteriormente sobre o melhor protocolo de resfriamento e posterior
criopreservacao do sémen eqlino, encontraram maior percentagem de células espermaticas
com membrana plasmatica intacta nas amostras congeladas na concentracdo de 40 x 10°
sptz/mL (60 %), seguida por 200 x 10° sptz/mL (53 %) e, por Gltimo, 400 x 10° sptz/mL (45
%).

Entretanto, Blanes et al. (2005) encontraram valores percentuais semelhantes de
membrana plasmatica intacta em amostras de sémen equino congeladas em palhetas de 0,50
mL nas concentracdes 100, 200, 300 e 400 x 10° sptz méveis pré-congelacdo/mL. Como ja
referido na discussdo das caracteristicas do movimento espermatico, tal divergéncia de
resultados pode ser devido a diferengca das curvas de resfriamento empregadas em cada
experimento ou uma possivel diferenca na técnica de avaliagdo desta membrana.

Ja a percentagem de membrana acrossomal intacta (MAI) ndo foi alterada pelo
aumento da concentracdo espermatica. Este achado possibilita pressupor que a membrana
acrossomal é uma estrutura relativamente resistente quando comparada a membrana
plasmatica; os proprios valores encontrados de integridade das membranas acusam tal
afirmacéo, pois em todas as concentracOes testadas a percentagem de membrana acrossomal
intacta foi maior que a plasmatica. Este estudo do comportamento da membrana acrossomal
do espermatozdide eqliino pés-descongelacdo em diferentes concentracGes espermaticas,
avaliado por sonda fluorescente, tem significativa importancia, pois ainda ndo havia sido
realizado, apesar da técnica ser de facil manipulacdo, como citado por Celeghini (2005) e
eficaz, como comprovado por Souza (2001).

Quanto ao potencial de membrana mitocondrial, foi observada menor percentagem
média de células espermaticas com alto potencial na maior concentracdo testada (C400),

enquanto que C100 e C200 preservaram as células com mitocéndrias funcionais igualmente.
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Isto leva a deduzir que o aumento na concentragdo espermatica pode interferir no
funcionamento mitocondrial, mas deve haver um limiar de concentracdo espermatica para se
preservar maior quantidade da organela. Como na avaliacdo da integridade da membrana
acrossomal, acima discutida, € conveniente salientar a importancia do estudo do potencial de
membrana mitocondrial nas diferentes concentragcBes espermaticas aqui realizado, pois
também ainda ndo havia sido desenvolvido, apesar da facilidade da manipulacéo da técnica e
da relevancia da mitocondria funcional na producdo de ATP para o deslocamento
espermatico.

As diferengas nas percentagens médias de espermatozoides com membranas integras
ou funcionais, encontradas neste experimento, parecem coincidir com a hipétese de Parks e
Graham (1992), que sugeriram uma diferenca na resisténcia a congelacdo entre o0s
compartimentos espermaticos, ja que observaram diferencas na distribuicdo de lipideos e
proteinas entre a regido periacrossomal e pés-acrossomal da cabeca, peca intermediaria e peca
principal.

Entretanto, das avaliagbes de membranas espermaéticas pela microscopia de
epifluorescéncia realizadas neste experimento, a de maior importancia em termos de potencial
de fertilidade do espermatozdide, é a categoria de células que apresentam concomitantemente
integridade das membranas plasmatica e acrossomal e alto potencial de membrana
mitocondrial, aqui denominadas PIAIA, exame este ainda ndo refeito por outros autores com
tal finalidade. Sendo assim, as concentra¢Ges utilizadas neste experimento ndo causaram
alteracGes entre si nesta categoria celular, ao que permite utiliza-las indiferentemente quanto a
integridade das membranas espermaticas.

Apesar da motilidade espermaética ter uma correlacdo significativa e positiva com
percentagem de espermatozdides com membrana plasmética intacta (CASEY et al., 1993;

DELL AQUA, 2001) e com alto potencial de membrana mitocondrial (CASEY et al., 1993;
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MARTINEZ-PASTOR et al., 2004), neste experimento os tratamentos afetaram a grande
maioria das variaveis da cinética espermatica, mas ndo a integridade das membranas
espermaticas. Tem-se, entdo, que possivelmente haja outros fatores na estrutura desta célula
que interfira na qualidade do seu deslocamento, além das membranas plasmatica e das
mitocondrias funcionantes, como, por exemplo, a estrutura flagelar.

Keates, em 1980, descreveu que crioprotetores, como o glicerol, alteram a
polimerizacdo e despolimerizagdo de microtubos do citoesqueleto. Dessa forma, a estrutura
flagelar do espermatozoide possivelmente também é afetada por agentes crioprotetores, ja que
é composto por nove microtibulos duplos periféricos e dois microtibulos centrais (EDDY;
O BRIEN, 1994).

A morfologia espermética avaliada por DIC ndo foi alterada entre as concentracdes
C100, C200 e C400, somente o defeito de cauda dobrada ou enrolada (CDE) foi maior em
C100. Este resultado ocorreu possivelmente ao acaso, uma vez que 0 nuimero de células
analisadas foi de apenas duzentas.

E interessante salientar neste experimento a diferenca na percentagem média de
células com acrossomo lesado identificadas pela técnica de microscopia de epifluorescéncia e
de contraste de interferéncia diferencial, na qual observa-se facilmente a maior acuracia da
primeira em relacdo a segunda, como ja descrito por Souza (2001).

Quanto a qualidade seminal nos volumes de armazenamento examinados, a palheta de
0,50 mL apresentou maior valor médio que 0,25 mL somente na varidvel retilinearidade
(STR), enquanto que a velocidade curvilinear (VCL) foi maior em 0,25 que em 0,50 mL
quanto as avaliagdes do movimento espermatico pelo sistema computadorizado (CASA).
Todas as outras informacgdes advindas desta tecnologia sugerem uma igualdade na qualidade

seminal pos-descongelacdo no armazenamento em palhetas de 0,50 e 0,25 mL.
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Papa e Dell’Aqua (2001), comparando resultados laboratoriais de sémen
criopreservado equino, armazenado em palhetas de 0,50 e 0,25 mL, encontraram melhores
resultados da utilizagdo das palhetas de 0,25 mL. No entanto, quanto aos resultados de
fertilidade, a melhor taxa de prenhez foi observada no grupo de éguas inseminadas pré e pos-
ovulagdo com sémen envasado em 0,50 mL (50%) em relacdo ao grupo inseminado com
palhetas de 0,25 mL (20%). Neste experimento, os resultados de qualidade de movimento
espermatico motilidade total (%), motilidade progressiva (%), velocidade do trajeto (um/s),
velocidade curvilinear (um/s), velocidade progressiva (um/s) e retilinearidade (%) néo
diferiram entre as duas formas de armazenamento.

J& Nothling e Shuttleworth (2005), examinando sémen canino po6s-descongelado
afirmam encontrar maior motilidade total visual em amostras armazenadas em palhetas de
0,50 mL que em 0,25 mL. Os autores utilizaram vinte minutos como tempo de estabilizacdo
da célula; é possivel que o tempo de estabilizacdo utilizado possa ter acarretado o resultado
disperso deste experimento, cujo periodo de estabilizacdo foi em torno de oitenta minutos.
Ainda, pode haver o efeito da espécie, além do fator da subjetividade do exame visual
utilizado pelos autores.

A respeito da integridade das membranas espermaticas e habilidade funcional
mitocondrial do sémen congelado nas palhetas aqui verificadas, observou-se, de modo geral,
uma igualdade na preservacdo destes componentes celulares, sendo possivel supor que a
congelagdo em palhetas de 0,5 e 0,25 mL resulta em espermatozoides pos-descongelacdo com
as mesmas qualidades de membranas espermaticas. Assim, pode-se entender que a diminuicao
do volume da palheta e conseqliente maior homogeneidade na distribuicdo da temperatura
entre os espermatozoides ndo influencia na integridade das membranas espermaticas.

Entretanto, Papa e Dell’Aqua (2001) avaliaram a integridade da membrana

plasmética de sémen equino pos-descongelado, por microscopia de epifluorescéncia e teste
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hiposmaético, e encontraram melhores resultados no armazenamento em palhetas de 0,25 mL.
Tais diferencas observadas em relacdo a este experimento, provavelmente, se deve a diferente
técnica de congelacgdo e de avaliacdo da integridade da membrana plasmatica.

Dentro das morfologias espermaticas, somente houve uma superioridade na qualidade
seminal da palheta de 0,25 mL em relacdo a 0,50 mL na percentagem de células com cabeca
isolada, tanto normal quanto patoldgica. Entretanto, o valor médio de tais alteragdes
morfolodgicas foi considerado baixo individualmente na palheta de 0,50 mL, ndo sendo um
fator limitante para fertilizacdo. Em adig@o, quando avaliado o total de defeitos (maiores,
menores e totais) a igualdade entre os volumes mantiveram-se, 0 que leva a deduzir que se
pode utilizar o armazenamento em palhetas de 0,25 e 0,50 mL indiscriminadamente quanto ao
resultado de morfologia espermatica pds-descongelacdo do sémen equino.

Tem-se, entdo, pelos resultados deste experimento e pelas técnicas de congelacéo e
avaliacdo seminal aqui utilizadas, que a qualidade seminal pds-descongelacdo esta
diretamente relacionada com a quantidade de agentes crioprotetores por unidade celular, ou
seja, com a propor¢ado crioprotetor/espermatozoide, independentemente do volume da palheta
utilizado (0,50 ou 0,25 mL). Durante a congelacdo, os espermatozéides séo direcionados para
canais de solucBes ndo congeladas entre os cristais de gelo e estes canais tornam-se
progressivamente mais estreitos com a diminuicdo da temperatura (MAZUR, 1985). Tais
canais sdo importantes durante a criopreservacao, pois Amann e Pickett (1987) afirmaram que
se 15% da &gua extracelular é mantida ndo-congelada, a possibilidade de sobrevivéncia da
célula a congelacdo é maior. Esta informacgdo, juntamente com a de que alguns agentes
crioprotetores possuem a propriedade de diminuir a concentracdo de sal e elevar a
percentagem de agua ndo congelada extracelular, em temperaturas de -12°C (MAZUR,
1985), embasam os resultados deste experimento. Possivelmente, 0s espermatozoides das

amostras congeladas em C100 dispunham de maior proporcao de agentes crioprotetores que
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as amostras congeladas em C200 e estas maior propor¢do que em C400. Quanto maior a
quantidade de moléculas crioprotetoras por célula, maior a percentagem de canais de agua

ndo-congelada, ocasionando melhor qualidade seminal pds-descongelagéo.



6. CONCLUSOES
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Considerando-se os resultados deste experimento, conclui-se que a qualidade seminal
eqliina pés-descongelacdo é influenciada pela concentracdo espermatica, de maneira que ha
diminuicdo gradativa nesta qualidade com o aumento gradativo da concentracdo (de 100 para
200 e de 200 para 400 x 10° espermatozéides /mL), independentemente do volume da palheta
utilizado (0,50 ou 0,25 mL).
Tem-se, ainda, que a qualidade seminal deste mesmo sémen é semelhante quando
armazenado em palhetas de 0,25 ou de 0,50 mL, independentemente se a concentragdo

espermatica é de 100, 200, ou 400 x 10° de espematozdides /mL.
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8. ANEXOS




TALP sperm (BAVISTER et al., 1983)
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ANEXO 1

1. SOLUCAO DE SAIS DO TALP (para preprar 500mL)

Componentes:
e NaCl.............. 2,19
o KCl.iiinne, 0,935¢
« NaHCOs; ....... 1,059
« NaH,PO,4 ........ 0,025 g

Preparo:

CaCl 2H,0 ..... 0,145¢g
MgCI 6H,O .... 0,049
Hepes ............ 3,259

- Diluir CaCl 2H,0 e MgCl 6H,0 em 200 mL de &gua destilada

- Diluir os outros sais em 200 mL de agua destilada

- Combinar as duas solugdes e completar para 500 mL

- Filtrar
- Manter resfriado

2. SOLUCAO DOS METABOLITOS GLICOSADOS

Solucéo Estoque (para preparar 50 mL)

Componentes:

o« Glicose ....cccvevvvvveennnn..

. Lactato de Sédio ........

« Piruvato de Sadio

o Pen-Strep .......civiiiinnnn.

........ 259
........ 9.25 mL
........ 70 mg

125 ML



Preparo:

- Dissolver todos os componentes
- Aliquotar (aliquotas de 5 mL)
- Manter em freezer (-20° C)

Solucédo Trabalho

- Colocar 45 mL da Solucédo de Sais do TALP

- Ajustar o pH para 7,4

- Colocar 5 mL da Solugédo Estoque dos Metabolitos Glicosados
- Filtrar em filtro de 0,45 um

- Aliquotar (aliquotas de 300 uL)

- Manter em freezer (-20° C)

3. PREPARO NO DIA
Componentes:

« 10 mL da Solucao de Sais do TALP
« 200 pL da Solucéo (trabalho) de Metabdlitos Glicosados
« 100 mg de soro albumina bovina (BSA)

Preparo:

- Dissolver o BSA em incubador por 10 minutos
- Ajustar o pH para 7,4
- Filtrar em filtro de 0,45 um
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ANEXO 2

DILUICOES E PREPARO DAS SONDAS FLUORESCENTES

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

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

SOLUCAO TRABALHO (0,5 mg/mL)
20 pL da solugéo estoque de PI (25 mg/mL) + 980 pL de DPBS

Armazenar em freezer, No escuro.
FITC-PSA (FITC-PSA, Sigma, L-0770 - 2 mg)

SOLUGCAO TRABALHO (100 pg/mL)
2 mg de FITC-PSA + 20 mL de DPBS + 10% de solucdo de azida de sodio 10%

Aliquotar e Armazenar a 4° C, no escuro
JC-1 (Molecular Probes, T-3168 — 5 mg)

SOLUGAO ESTOQUE (DMSO) - 1,53 mM
SOLUGAO TRABALHO (DMSOQ) - 153 uM



ANEXO 3

SETUP - HAMILTON THORNE BIOSCIENCES (Ultimate — Sperm Analyzer)

CARACTERISTICA AJUSTE
NUmero de imagens adquiridas .........cooeeverereiineneee e 30

Taxa de aquiSiGE0 das IMAGENS .......ccereriririnieiee e 80 Hz
Contraste minimo da CEIUIA ..........ccovveriiiiiiie e, 60 pixels
Tamanho minimo da Célula ..., 3 pixels
Contraste para CElulas IMOVEIS ..........cooerirereieinereec s 30 pixels
Limite inferior para indice retilingo...........c.ccocoeviinineininiins 60%
Referéncia de VAP para células lentas ...........cccccoceveiiiennnnicncnnn. 20,0 pm/s
VAP minimo para células progressivas ........c.cccooeeereenenenenieieneas 30,0 pm/s
Referéncia de VSL para células 1entas.............cocvevvevereneseiesnnnns 20,0 pum/s
Limite superior de tamanho da célula.............ccccoovrviniininincinnns 1,51 pixels
Limite inferior de tamanho da C&lula ...........ocovevveeiicie i 0,32 pixels
Limite superior de intensidade da Célula............ccccvvviviveierienennn, 1,19
Limite inferior de intensidade da célula..............ccoevevveiiciieiieenne, 0,24
Limite superior de alongamento da célula.............cccceovrineininennnn. 98%
Limite inferior de alongamento da célula.............ccccooevviiiinnnnnne. 0%
Tamanho da cabega eStAtiCa ........cceververereiicreeee e, 0,32a1,51
Intensidade da cabega eStatiCa .........cccoveveveieieiieiee e 0,62a1,20
AUMEBNEO ... 1,89

TEMPEIALUIA ...ttt 37°C
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