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RESUMO

ZAFFALON, F. G. Alteracdes semelhantes a capacitagcdo no sémen bovino apés
a criopreservacao utilizando diluidores a base de gema de ovo ou lecitina de
soja. Capacitation-like changes in bovine semen after cryopreservation using
extenders on the egg yolk or soy lecithin. 2009. 93 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2009.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de trés diluidores diferentes na
criopreservagao do sémen bovino sobre a motilidade, hiperativacdo espermatica,
reacdo acrossomal, capacitagdo e peroxidagao lipidica das membranas
espermaticas. Foram realizadas seis colheitas de sémen em intervalos quinzenais
de dez touros zebuinos da raga Nelore. O sémen in natura foi avaliado, dividido em
trés tratamentos: uma fracdo foi diluida em meio a base de gema de ovo (Botu-Bov®
- diluidor 1), a segunda fragdo diluida em meio a base de lecitina de soja (Botu-Bov®
- diluidor 2) e a terceira fracdo em meio AndroMed® (diluidor 3) também a base de
lecitina de soja. Logo apdés as amostras foram submetidas a congelagdo. As
avaliagbes do sémen apos descongelagao consistiram na analise computadorizada
das caracteristicas de motilidade e nas analises pela citometria de fluxo quanto a
reacdao acrossomal (PI/FITC-PSA/H33342); peroxidacdo lipidica (Pl/C11-
BODIPY**"**"/H33342) e capacitacdo espermatica através da estabilidade da
membrana plasmatica (Merocianina 540/Yo-Pro1/H33342). As variaveis foram
submetidas a analise de variancia e ao teste LSD para comparagcdo das médias, ao
nivel de 5% de significancia. O diluidor a base de gema de ovo preservou melhor a
motilidade espermatica, a populagdo de células com integridade de membrana
plasmatica e acrossomo nao reagido no sémen bovino pds-descongelagdo que os
diluidores a base de lecitina de soja. Os espermatozoéides criopreservados com o
diluidor a base de gema de ovo apresentou menor sub populacdo de células
hiperativas e com membrana plasmatica desestabilizada quando comparados com
os diluidores a base de lecitina de soja e o diluidor a base de gema de ovo

possibilitou uma diminuicdo da peroxidacéo lipidica das membranas espermaticas.

Palavras—chave: Diluidores. Hiperativacdo. Reagdo acrossomal. Sémen

criopreservado. Touro.



ABSTRACT

ZAFFALON, F. G. Capacitation-like changes in bovine semen after
cryopreservation using extenders within egg yolk or soy lecithin. [Alteragbes
semelhantes a capacitagdo no sémen bovino apds a criopreservacao utilizando
diluidores a base de gema de ovo ou lecitina de soja]. 2009. 93 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

The objective of this experiment was evaluate the effects of three diferent extenders
in bovine semen cryopreservation about motility, sperm hiperactivation, acrosome
reaction, capacitation, and sperm membrane lipid peroxidation. It was made six
collection of semen samples each 15 days of 10 Nelore bulls. Semen samples in
natura was verify and divided in three treatments: The first one was extended in egg
yolk base (Botu-Bov® Extender 1), second one was extended in soy lecithin base
(Botu-Bov® Extender 2) and the third was extended in AndroMed® soy lecithin base
too. After that, semen samples were submitted to freeze process. Semen evaluations
after thawing were made with computer assisted sperm analysis (CASA) and flow
citometry for acrosome reaction (PI/FITC-PSA/H33342), lipid peroxidation (PI/C11-
BODIPY**"**'/H33342) and sperm capacitation by plasma membrane stability
(Merocianina 540/Yo-Pro1/H33342). Data obtained from experimental proceeding
were submitted to variance analysis and LSD test to compare means with 5% of
significance. Egg yolk base extender preserved better sperm motility, cell population
with plasma membrane integrity and non-reacted acrosome in bovine semen after
thawing than soy lecithin extenders. Cryopreserved sperm with egg yolk base
extender displayed less subpopulation of hiperactivated cells, less destabilized
plasma membrane and permitted a decrease of lipid peroxidation of membranes

when it was compared with soy lecithin extender.

Keywords: Acrosome reaction. Bull. Cryopreserved semen. Extender.

Hyperactivation.
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1 INTRODUCAO

O Brasil com mais de oito milhdes de quildmetros quadrados € o maior pais
da América do Sul, e o quinto no mundo, esta extensao favorece principalmente a
pecuaria de corte. De acordo com a Associagdo Brasileira das Industrias
Exportadoras de Carne (ABIEC, 2009) o pais possuia em 2008 um rebanho bovino
de aproximadamente 190 milhdes de animais e uma producdo anual de nove
milhdes de toneladas de carne.

Varias biotécnicas reprodutivas sao utilizadas como ferramenta para o
melhoramento genético do rebanho brasileiro, porém, a mais utilizada e com custo
mais acessivel € a inseminacido artificial. Desta forma, a criopreservacédo do
espermatozoéide tornou-se um procedimento essencial para a aplicagdo desta
biotecnologia (PARKS, 1997; CELEGHINI, 2005).

A inseminacao artificial com sémen congelado esta associada a uma redugao
da fertilidade, quando comparado ao sémen in natura, a qual vem sendo atribuida
aos processos ocorridos durante a congelacdo do sémen (WATSON, 1995).
Diluicao, refrigeracao, congelagao, armazenamento e descongelacido sao as etapas
que constituem o processo de criopreservagdo. Segundo Hammersted et al. (1990)
cada um desses passos tem sua relacao com a estrutura funcional das membranas
e metabolismo celular. A preservagcao das estruturas espermaticas apoés a
descongelacdo € obtida pela interacdo entre diluidor, crioprotetor, curvas de
refrigeragdo, congelacédo e descongelagédo, buscando minimizar os danos causados
pelo choque frio, formagédo de cristais de gelo e desidratagdo celular (AMMAN;
PICKETT, 1987; JASKO, 1994).

Para fornecer maior protecdo aos compartimentos celulares diluidores
diferentes vem sendo empregados. Por mais de 60 anos os diluidores contendo
gema de ovo tem sido utilizados, porém existem atualmente diversos argumentos
contra seu uso dentre os quais: a grande variabilidade de sua composigao, o risco
de uma contaminagao microbiana e o receio da introdugdo de doencgas exoticas
quando comercializado entre diferentes paises. O uso de diluidores quimicamente

definidos livre de proteina animal para a criopreservacdo do sémen evitaria esses
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problemas. Uma alternativa apresentada para a substituicdo da gema de ovo sao os
diluidores a base de lecitina de soja (AIRES et al., 2003).

Apoés a ejaculagao os espermatozoides ainda nao sé&o capazes de fertilizar o
o6cito, mas adquirem tal competéncia apés um periodo no aparelho reprodutivo da
fémea. Essas alteragdes fisioldgicas sdo chamadas de capacitagdo que é definida
como uma série de modificagdes que ocorrem no espermatozoide para que este se
ligue a zona pelucida do odcito (LAMIRANDE et al., 1997; GADELLA, 2008).
Durante este processo, ha extensas alteragcbes, ocorrendo aumento na
concentracdo de Ca®" intracelular, no pH, na adenosina-monofosfato ciclica (AMPc)
e na fosforilagdo do aminoacido tirosina (VISCONTI; KOPF, 1998; PONS-REJRAJI
et al., 2009).

Como consequéncia da capacitacdo, o0 espermatozdide passa a ser
responsivo ao estimulo que induz a reagao acrossomal e desenvolve um padrao
particular de motilidade conhecido como hiperativagdo ou hipermotilidade
(LAMIRANDE et al., 1997; GABALDI et al., 2002; MURATORI et al., 2004; LUCONI
et al., 2005). Contudo, o mecanismo que engloba a capacitagdo ainda nao foi
completamente esclarecido.

Um dos fatores associados a redugao da longevidade do espermatozéide
criopreservado sdo as modificagdes geradas nas membranas espermaticas durante
0os processos de congelagédo. Estas alteracdes assemelham-se as ocorridas nas
células capacitadas e isso levou alguns autores a pensarem na hipétese de que a
criopreservacao promove uma capacitagcao precoce do espermatozoéide (BAILEY et
al., 2000; HALLAP et al., 2006; ANDRADE, 2009).

O sistema de avaliagdo computadorizada do espermatozoide (CASA —
Computer Assisted Sperm Analyses) tem sido utilizado na tentativa de minimizar os
efeitos da avaliagao subjetiva do sémen. Também esta sendo utilizado na pesquisa
para a deteccdo do processo de hiperativagdo da motilidade espermatica. Este
padrao de movimento é apresentado pelo aumento da amplitude do batimento
flagelar (VERSTEGEN et al., 2002; MUINO et al., 2008a; SUAREZ, 2008).

A associacao de sondas fluorescentes, de forma a permitir a avaliagao
simultdnea dos componentes celulares do espermatozéide, € de fundamental
importancia para separar uma populacdo de células que apresente caracteristicas

desejaveis para que sejam capazes de fertilizar o o6cito (CELEGHINI et al., 2007).
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A sonda Merocianina 540 associada com o Yo-Pro-1 e o Hoechst 33342 pode
ser utilizada para avaliar a desorganizagao da membrana espermatica semelhante a
que ocorre na capacitagdo. Esta técnica € realizada pela citometria de fluxo
(HARRISON et al., 1996; HALLAP et al., 2006; ANDRADE, 2009).

Outra associagao de sondas que € amplamente utilizada pela técnica de
citometria de fluxo € o uso em conjunto do FITC-PSA, iodeto de propidio e Hoechst
33342 \utilizada para avaliar a reagdo acrossomal (SILVA; GADELLA, 2006;
CELEGHINI et al., 2007; ANDRADE, 2009).

A produgdo de espécies reativas de oxigénio faz parte do funcionamento
normal das células espermaticas, em baixas concentragdes estdo envolvidas com a
hiperativacdo dos espermatozdides, sendo sua produgcdo um pré-requisito para a
capacitagcédo espermatica (BROUWERS; GADELLA, 2003; RAPHAEL, 2007). Para a
quantificacdo da peroxidacdo lipidica & utilizada a associagdo das sondas C11-
BODIPY**"%*" com o iodeto de propidio e Hoechst 33342 pela técnica de citometria
de fluxo (SILVA; GADELLA, 2006; ANDRADE, 2009).

Este trabalho foi proposto com o objetivo de comparar os efeitos de trés
diluidores diferentes (um a base de gema de ovo e dois a base de lecitina de soja)
sobre as alteragcbes intracelulares semelhantes a da capacitagdo, reagao
acrossomal, hiperativagdo e na producao de espécies reativas de oxigénio, apds o

processo de congelagao e descongelagcédo dos espermatozoides bovinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para uma melhor compreenséo do delineamento realizado neste experimento
€ importante revisar alguns aspectos relacionados a célula espermatica, bem como
as modificagdes fisioldgicas que o espermatozodide passa para conseguir fertilizar o
oo6cito, outros aspectos importantes s&do relacionados ao processo de
criopreservagao do sémen, com destaque aos diluidores usados neste processo,

bem como as técnicas utilizadas para a avaliagao do sémen.

2.1 O ESPERMATOZOIDE

A espermatogénese inicia-se nos mamiferos na puberdade e é a soma total
de eventos que ocorrem dentro dos tubulos seminiferos nos testiculos para a
producdo dos espermatozoéides (FLESCH; GADELLA, 2000; JOHNSON et al., 2000;
MRUK; CHENG, 2004). Neste processo a espermatogbnia se divide através de
mitose e produz o espermatdcito primario que passa pela primeira divisdo meidtica
originando o espermatocito secundario, que por sua vez, passa pela segunda
divisdo meidtica para produzir espermatides haploides que se diferenciam em
espermatozoéides. Em bovinos este processo tem uma duragao de aproximadamente
61 dias (JOHNSON et al., 2000). Na maioria das espécies mamiferas as células
espermaticas estdo totalmente maturadas quando atingem a cauda do epididimo
(FLESCH; GADELLA, 2000; JOHNSON et al., 2000). No epididimo, o
espermatozoéide adquire o potencial de motilidade pela agdo das secrecbes das
células epiteliais e constituintes dos fluidos luminais (LAMIRANDE et al., 1997).

Os espermatozodides sao células alongadas divididas em dois componentes
principais que sao a cabecga e o flagelo. A principal fungdo da cabega é a liberagao
do material genético, contido no nucleo, para o oocito e a do flagelo fornecer
motilidade a célula para sua passagem pelo trato reprodutivo feminino e penetragao
através da zona pelucida do oécito (MORTIMER, 1997).

Fabiane Gilli Zaffalon



Revisédo de Literatura 25

2.1.1 CABECA DO ESPERMATOZOIDE

A cabeca do espermatozdoide contém uma pequena quantidade de
citoplasma, o nucleo e o acrossomo (OURA; TOSHIMORI, 1990; FLESCH;
GADELLA, 2000). A principal caracteristica da cabega €& o nucleo achatado,
contendo cromatina altamente condensada para que seu volume seja minimizado
para o transporte (ALBERTS, 1994).

Na parte anterior da cabeca espermatica ha uma vesicula secretoria
especializada, chamada de acrossomo, que se espalha recobrindo o nucleo
(ALBERTS, 1994; FLESCH; GADELLA, 2000; GARNER; HAFEZ, 2004). O
acrossomo tem um importante papel durante o processo de fertilizacdo. Esta
organela é derivada do complexo de Golgi e é formada durante o estagio inicial da
espermiogénese (CROSS; MEIZEL, 1989; ABOU-HAILA, 2000; ZHANG; LIN, 2002).

Segundo Silva e Gadella (2006) o acrossomo é repleto de enzimas
hidroliticas localizadas na matriz acrossomal. Além de uma variedade de
proteinases, fosfatases, esterase e sulfatases necessarias para a penetracdo do
espermatozoide na matriz extracelular do odcito (ABOU-HAILA, 2000; FLESCH,;
GADELLA, 2000).

O acrossomo consiste de dois segmentos, a capa acrossomal (acrossomo
anterior) e o segmento equatorial (acrossomo posterior). E composto pelas
membranas acrossomais externa e interna. A primeira esta em contato com o lado
interno da membrana plasmatica e durante a reagdo acrossomal elas se fundem e
formam vesiculas que liberam o conteudo acrossomal. J& a membrana acrossomal
interna estd em contato com a membrana nuclear e juntamente com o segmento
equatorial persiste durante o processo de reagcdo acrossomal até a fusdo do
espermatozéide com o odcito (OURA; TOSHIMORI, 1990; FLESCH; GADELLA,
2000).

O acrossomo deve se manter intacto antes e durante o trajeto do
espermatozoide até a sua ligacdo com a zona pelucida no istmo. Uma reagao
acrossomal precoce leva a infertilidade espermatica (SILVA; GADELLA, 2006).

Pelo fato da perda acrossomal também ocorrer em espermatozoides em

degeneragao, considera-se essencial distinguir o processo de reagdao acrossomal
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em células viaveis ou ndo viaveis (CROSS; MEIZEL, 1989; COOPER; YEUNG,
1998). Portanto, faz sentido avaliar a integridade acrossomal dos espermatozéides
utilizados nas técnicas de reproducao assistida (SILVA; GADELLA, 2006).

A integridade acrossomal é comumente avaliada com o uso de lecitinas
conjugadas a fluoresceinas. Os conjugados de lecitina mais utilizados sao o Pisum
sativum (PSA) ou o Arachis hypogaea (PNA) (CROSS; MEIZEL, 1989; SILVA;
GADELLA, 2006).

A Pisum sativum (PSA), é uma aglutinina da ervilha, que se liga aos

glicoconjugados da matriz acrossomal e tem afinidade para as terminag¢des o-D-
glicosil e residuos 0-D-manosil das glicoproteinas e liga-se especificamente ao

agucar o-manosidase encontrado no conteudo acrossomal (CROSS et al., 1986;

SUKARDI et al., 1997; CELEGHINI et al., 2007). Acrossomos lesados s&o
identificados e visualizados por essa aglutinina conjugada a isotiocionato de
fluoresceina (FITC) que os marca de verde amarelado (CROSS et al., 1986; CHENG
et al., 1996). O FITC-PSA apresenta sua excitagao e emisséo, respectivamente, no
comprimento de onda de 488 nm / 530 nm (CENTOLA et al., 1990; SUKARDI et al.,
1997).

2.1.2 FLAGELO

O flagelo é a primeira estrutura a se desenvolver durante a espermatogénese
com o recrutamento das mitocondrias do citoplasma para formar um arranjo
helicoidal em sua pega intermediaria (FLESCH; GADELLA, 2000).

Internamente, o flagelo é constituido por nove microtubulos duplos dispostos
em volta de dois microtubulos simples centrais, esta estrutura € chamada de
axonema. Unindo cada par de microtubulo periférico encontra-se a dineina, a qual é
responsavel pela hidrolise de ATP em ADP e fosfato inorganico, transformando a
energia quimica em trabalho mecanico permitindo o deslizamento dos microtubulos
que leva ao batimento axonemal (COSSON, 1996; MORTIMER, 1997, 2000).
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De acordo com Cosson (1996) e Mortimer (1997), o flagelo € composto pela
peca intermediaria, peca principal e pecga terminal. A peca intermediaria contém
mitocdndrias dispostas em um arranjo espiral que produz a energia necessaria para
o0 movimento espermatico e se estende do colo até o anulus. A peca principal se
estende do anulus até a peca terminal e possui uma bainha fibrosa que rodeia o
axonema fornecendo um suporte ao movimento flagelar. A peca terminal € composta

apenas pelo axonema coberto pela membrana plasmatica.

2.2 MEMBRANA PLASMATICA

A membrana plasmatica define os limites das células e mantém a divisdo
entre os meios intra e extracelulares. Apesar de diferengas funcionais, toda
membrana bioldgica tem uma estrutura geral comum: uma camada fina de lipideos e
proteinas ligadas por interagdes ndo covalentes. As membranas sdo estruturas
fluidas, dinamicas e assimétricas, onde a composi¢ao de lipideos e proteinas da
face interna e externa difere relacionando-se com o modo que exercem suas
fungdes (PARKS; GRAHAM, 1992; ALBERTS, 1994).

As camadas de lipideos séo arranjadas como uma dupla camada que fornece
a estrutura basica e serve como uma barreira relativamente impermeavel a
passagem da maioria das moléculas soluveis em agua (ALBERTS, 1994).

As proteinas realizam o transporte especifico de moléculas. Algumas servem
como sitios estruturais que conectam a membrana ao citoesqueleto ou a células
adjacentes e outras sao receptoras que detectam e traduzem sinais quimicos do
ambiente celular (ALBERTS, 1994).

A composicao lipidica da membrana plasmatica espermatica € composta
aproximadamente de 70% de fosfolipidios, 25% de lipidios neutros (colesterol) e 5%
de glicolipideos (FLESCH; GADELLA, 2000).

Todos os lipideos das membranas sao anfipaticos, ou seja, possuem uma
extremidade hidrofilica e outra hidrofébica. Uma das caracteristicas mais importantes
das membranas é a sua fluidez, essencial para suas fun¢des (PARKS; GRAHAM,
1992; ALBERTS, 1994).
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A fluidez correta da membrana, dependente de sua composicao e sua
temperatura, é biologicamente importante para processos de transporte e atividade
enzimatica, podendo cessar quando a viscosidade da bicamada é aumentada
(ALBERTS, 1994).

Os principais fosfolipidios presentes nas membranas sao a fosfatidilcolina,
esfingomielina, fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina. As duas metades da
bicamada s&o diferentes devido a disposicdo dos quatro fosfolipidios principais, o
unico com carga negativa é a fosfatidilserina (PARKS; GRAHAM, 1992; ALBERTS et
al.,, 1994). Durante a capacitagdo os niveis da fosfatidilcolina podem aumentar
devido a metilagao da fosfatidiletanolamina (FLESCH; GADELLA, 2000) .

Entre os lipidios neutros é onde encontramos maiores variagbes na
composicdo das membranas espermaticas nas diferentes espécies. O colesterol
acentua as propriedades de permeabilidade da bicamada. As altas concentracdes
de colesterol nas membranas plasmaticas tendem a diminuir a fluidez (PARKS;
GRAHAM, 1992). Segundo Aitken et al. (1998) e Flesch e Gadella (2000), tem sido
demonstrado que o colesterol é esgotado da membrana plasmatica espermatica
apos a capacitacao.

Apesar da estrutura basica das membranas biolégicas ser a bicamada
lipidica, a maioria das fung¢des especificas € conduzida pelas proteinas. O tipo e a
quantidade das proteinas s&o altamente variaveis. Como os lipidios as proteinas
transmembranais também séo anfipaticas (ALBERTS, 1994).

Os espermatozoides dos mamiferos sdo as unicas células constituidas por
partes com estruturas e funcgdes distintas cercadas por uma unica membrana
plasmatica continua. Na célula espermatica identificam-se trés regides
especializadas da membrana plasmatica que sdo a cabeca, a peca intermediaria e o
flagelo. A membrana plasmatica da cabeca é separada da membrana plasmatica da
peca intermediaria pelo anel posterior que por sua vez € separado da membrana
plasmatica do flagelo pelo anel anular (FLESCH; GADELLA, 2000).

Como o espermatozéide ndo possui a maioria das organelas comuns a outros
tipos celulares e sua transcricdio de DNA € suspensa, a sintese de novos
componentes para a membrana plasmatica torna-se impossivel (EDDY; O’BRIEN,
1994; JONES et al., 2007; ANDRADE, 2009). Dessa maneira, danos na membrana
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plasmatica levam a perdas irreversiveis da motilidade e/ou da capacidade de
fertilizacdo (MORRIS; HUNTER; ALLEN, 2000; ANDRADE, 2009).

A integridade da membrana plasmatica é geralmente avaliada por sondas
fluorescentes membrana-impermeavel, essas sondas possuem afinidade pelo DNA
e coram apenas células com membrana plasmatica lesada. Diferentes sondas sao
utilizadas com esse proposito, tais como: Hoechst 33258, YoPro-1, lodeto de
propidio (PI), ToPro-3 e TOTO (SILVA; GADELLA, 2006).

O PI cora em vermelho o nucleo de células com membrana plasmatica
lesada. Esse corante vem sendo amplamente utilizado na microscopia de
epifluorescéncia ou na citometria de fluxo (GRAHAM et al., 1990; GARNER et al.,
1997; THOMAS et al., 1998; ARRUDA, 2000; CELEGHINI et al., 2007). Possui,
respectivamente, excitagcao e emissao no comprimento de onda de 488 nm /675 nm.

O YoPro-1 apresenta excitagcdo com 488 nm e emite luz verde (530 nm),
possui forte afinidade pelos acidos nucléicos do DNA e foi introduzido na avaliagao
espermatica tornando possivel sua utilizagdo na citometria de fluxo (MARIE et al.,
1996; HALLAP et al., 2006).

Um método alternativo ou simultdneo para o estudo da integridade de
membrana € o uso de corantes que possuem moléculas de acetil e por essa
caracteristica s&o anfipaticos e conseguem penetrar na membrana integra séo eles
SYBR-14, CFDA e o Hoechst 33342 (SILVA; GADELLA, 2006).

O Hoechst 33342 atua como um marcador de membrana plasmatica intacta
corando a célula de azul (MAXWELL et al., 1997; CELEGHINI, 2005). Este corante,
na citometria de fluxo, é utilizado em conjunto com outras sondas para que nao haja
a contagem de forma equivocada de particulas com o mesmo tamanho e
granulosidade do espermatozoide presentes nos diluidores (HALLAP et al., 2006).

Possui excitagdo de 350 nm e emissao de 461 nm.

2.3 AVALIACAO COMPUTADORIZADA DO MOVIMENTO ESPERMATICO (CASA)

Grande variedade de biotécnicas para a avaliacdo do espermatozdide tem

sido desenvolvida, entre elas, esta a avaliagdo computadorizada do sémen (CASA),

Fabiane Gilli Zaffalon



Reviséo de Literatura 30

que é utilizada para quantificar a motilidade espermatica (ARRUDA et al., 2003;
CELEGHINI et al., 2008).

A anadlise da qualidade espermatica tem sido baseada pela avaliacido
subjetiva dos parametros espermaticos. Na tentativa de minimizar os efeitos da
avaliagdo subjetiva do sémen, varios sistemas de avaliagdo computadorizada do
sémen tém sido aplicados na avaliacdo espermatica atualmente (VERSTEGEN et
al., 2002; QUINTERO-MORENO et al., 2003).

Arruda (2000) relatou estudos que mostraram a alta correlagédo do sistema
CASA com o método convencional de andlise de sémen, desta forma, os autores
destes estudos concluiram que a analise computadorizada da motilidade pode ser
uma alternativa rapida, objetiva e confiavel para a avaliagéo rotineira de amostras de
sémen ou para pesquisa.

A avaliagdo automatizada da motilidade dos espermatozoéides é de grande
interesse devido ao fato da cinética espermatica ter relevancia na determinagao do
potencial de fertilidade destes (ARRUDA, 2000).

Os aparelhos utilizados no sistema CASA variam amplamente e séao
baseados na Optica e softwares utilizados na identificacdo espermatica e
reconstituicdo de sua trajetoria (VERSTEGEN et al., 2002). De maneira simplificada,
0o modo de avaliagdo é realizado através da observacdo de amostras de
espermatozoides que posteriormente séo identificados em imagens sucessivas
estabelecendo suas trajetdrias. Estas por sua vez sdo matematicamente
processadas permitindo uma definigdo numérica. Os resultados desses
processamentos sdo refletidos em uma série de parametros que definem
precisamente o exato momento de cada espermatozéide (QUINTERO-MORENO et
al., 2003).

A obtencéao de resultados seguros na avaliagdo espermatica computadorizada
depende de uma preparagao cuidadosa da amostra e um ajuste adequado do
equipamento (Setup) visando identificar corretamente as células imoveis, méveis e
outras particulas que nao sao espermatozoides (VERSTEGEN et al., 2002).

Segundo Mortimer (1997) e Arruda (2000) os parametros gerados pelo
sistema CASA mais utilizados s&o: motilidade total (MT), que é expressa em
porcentagem e é a razédo das células mdveis na concentragdo espermatica total,

motilidade progressiva (MP) expressa em porcentagem e € a razdo das células
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moveis com movimento progressivo na concentragado espermatica total; velocidade
progressiva (VSL) expressa em um/s e € a distancia considerando-se uma linha
reta entre o ponto inicial e o ponto final da trajetéria dividido pelo tempo decorrido;
velocidade curvilinear (VCL) referente a velocidade média expressa em um/s da
distancia total entre cada posi¢cao do centro da célula durante a captura da imagem,
dividida pelo tempo decorrido ou a distancia percorrida pelo espermatozoide ao
longo do seu caminho curvilinear, é calculada pela somatoéria das distancias ao
longo da trajetéria e entdo corrigida pelo tempo; velocidade de trajeto (VAP)
expressa em um/s, corresponde a velocidade média ininterrupta do caminho da
célula, sendo a indicacdo do comprimento da trajetoria geral do espermatozdide e é
calculada encontrando o comprimento do caminho médio corrigido pelo tempo esse
algoritimo é usado para reduzir os efeitos da amplitude e deslocamento lateral de
cabeca, obtendo-se uma trajetéria mais representativa da posicdo espermatica ao
longo do movimento; retilinearidade (STR) expressa em porcentagem é a medida
do afastamento da trajetoria da célula espermatica considerando-se uma linha reta,
€ a indicacdo da relagdo entre o espagco ganho e a trajetdria total do
espermatozoide, calculada pela relagao entre VSL/VAP x 100 (%); linearidade (LIN)
expressa em porcentagem € a medida do afastamento da célula espermatica
considerando-se a trajetéria em uma linha reta. E a raz&o entre VSL/VCL x 100 (%).

Ainda séo incluidas a amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH)
que é expressa em um e corresponde a largura média da oscilagdo da cabecga
durante seu deslocamento, que é utilizada como uma aproximacao do batimento
flagelar; e a frequéncia de batimentos (BCF) expressa em Hertz (Hz) e é
determinada pela medida da frequéncia com que a linha da cabega espermatica
atravessa a trajetoria celular em qualquer direcéo, foi desenvolvida visando fornecer
indicagdes da frequéncia do batimento flagelar baseada nos fatos de que cada ponto
€ resultado da mudanga do batimento, e que cada momento que o caminho
curvilineo cruza o caminho médio é o resultado de um novo batimento flagelar,
assumindo que o espermatozdide gira a cada inicio de batimento (MORTIMER,
1997; ARRUDA, 2000).

O CASA pode ser utilizado para detectar o movimento caracteristico
apresentado pelo espermatozoide durante a hiperativagcdo (MORTIMER; MAXWELL,
1999; VERSTEGEN et al., 2002; SUAREZ, 2008). Porém, até recentemente essa
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avaliacao nao era tao eficiente. No entanto, a melhora da resolugdo do sistema
optico dos aparelhos permitiu uma melhor observagdo da trajetéria das células
possibilitando a avaliagdo de espermatozéides com maior velocidade e trajetos néo
retilineos. Nao ha um consenso que defina os critérios da motilidade hiperativada,
porém, existe um consenso universal de que os parametros que distinguem o
espermatozoide hiperativado sdo: alto VCL e baixa linearidade ainda que existam
variagdes dos valores obtidos nos trabalhos (VERSTEGEN et al., 2002).

Marquez e Suarez (2007) e Muifio et al. (2008a) realizaram estudos dos
parametros cinéticos da motilidade espermatica e para avaliar a hiperativagao da
motilidade utilizaram os seguintes parametros descritos por Mortimer (1997): VCL 2
180, LIN < 45 e ALH max > 10. Por ndo ser uma medida direta do batimento flagelar
o ALH é uma medida imperfeita, no entanto, o sistema CASA compensa esta falta
de acuracia com a aquisicdo de dados de centenas de espermatozéides em menos
de um minuto (SUAREZ, 2008).

2.4 CAPACITACAO ESPERMATICA

Apos deixar os testiculos os espermatozoides ainda nao adquiriram a
motilidade progressiva nem a habilidade de fertilizar o od6cito. Durante o transito no
epididimo, a célula espermatica adquire a habilidade de se mover progressivamente,
no entanto, ela ainda é incapaz de fertilizar. Essa capacidade é obtida pela
passagem no trato reprodutivo feminino. As mudangas fisiolégicas que conferem ao
espermatozéide a habilidade de fertilizar sdo coletivamente chamadas de
capacitagdo (LAMIRANDE et al., 1997; VISCONTI; KOPF, 1998; BREITBART, 1999;
LUCONI et al., 2005; SARAVIA et al., 2007). Para Gadella (2008) a capacitagéo é
definida como o processo pelo qual o espermatozéide torna-se habil para fertilizar.

Como consequéncia da capacitacdo, o espermatozdide passa a ser
responsivo ao estimulo que induz a reagao acrossomal e desenvolve um padrao
particular de motilidade conhecido como hiperativagdo ou hipermotilidade
(MURATORI et al., 2004).
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Segundo Lamirande et al. (1997); Visconti e Kopf (1998) e Saravia et al.
(2007), a capacitagcao foi descrita primeiramente por Chang e Austin, no ano de
1951, em estudos independentes. A definigdo deste assunto pouco compreendido
tem sido modificada ao longo dos anos pois alguns pesquisadores incluem neste
processo a reagao acrossomal enquanto outros ndo (LAMIRANDE et al., 1997).

Apos 50 anos da descoberta da capacitagao as bases moleculares ainda nao
foram totalmente entendidas (HARRISON et al., 1996). Entretanto, acredita-se que
um dos principais eventos da capacitagdo seja a remogao ou alteragdo de
estabilizadores ou fatores protetores da membrana plasmatica, adquiridos durante o
transito pelo epididimo ou exposicdo ao plasma seminal, os quais levariam a
membrana a uma condigao propicia para a fertilizagdo (FERRARI, 1997).

A capacitacao € um evento sequencial que envolve numerosas mudancgas
fisioldgicas como as alteragdes na fluidez das membranas, o aumento da
concentracdo de ions intracelulares e o aumento das sinalizagdes intracelulares.
Durante este processo ocorrem diversos eventos bioquimicos, sendo que alguns ja
foram identificados, nos quais se incluem: remoc¢ao dos fatores periféricos das
membranas, mudancgas na composicao lipidica, producdo de espécies reativas de
oxigénio, migracdao das proteinas de membrana, exteriorizagdo de receptores,
ativacdo dos canais idnicos, producdo intracelular de AMPc e a fosforilagcdo do
aminoacido tirosina (AITKEN et al., 1995; VISCONTI et al., 1995; VISCONTI; KOPF,
1998; BREITBART, 1999; WERTHEIMER et al., 2008; ANDRADE, 2009).

A capacitagdo pode ser mimetizada in vitro em um meio definido cuja
composicao é baseada na concentragao de eletrdlitos que compdem o fluido da tuba
uterina, sugerindo que este processo seja intrinsecamente modulado pelo
espermatozoide (VISCONTI; KOPF, 1998; GADELLA, 2008).

A albumina sérica esta relacionada a extragdo do colesterol da membrana
plasmatica. A retirada desse esterol é seguida por uma alteragdo da fluidez da
membrana (VISCONTI; KOPF, 1998). Nas espécies cuja membrana € rica em
colesterol (humanos e bovinos), tais eventos ndo sédo evidenciados na mesma
velocidade como nas espécies com pouco colesterol na membrana (suinos e
ovinos). Devido a isto, o tempo para capacitagdo varia, em decorréncia da
necessidade de um maior tempo para as espécies com alto nivel de colesterol
(FLESCH; GADELLA, 2000).
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O calcio € um componente capacitante que tem seu papel ainda nao
totalmente conhecido. Alguns autores descrevem um aumento de calcio intracelular
durante a capacitagdo, porém outros mostram que a concentragdo de calcio
intracelular ndo é alterada durante este evento. Parte desta controvérsia pode ser
atribuida pela acdo do calcio na reacdo acrossomal e na inerente dificuldade em
diferenciar esses eventos (LAMIRANDE et al., 1997; VISCONTI; KOPF, 1998). Para
Flesch e Gadella (2000), é dificil avaliar o papel direto que o calcio exerce sobre a
fosforilagdo da aminoacido tirosina, pois varios processos necessitam dele e diferem
entre espécies.

Segundo Flesch e Gadella (2000), a concentragcao de bicarbonato € baixa na
cauda do epididimo, aproximadamente menor que 1 mM. Quando chegam ao genital
feminino encontram concentragbes muito superiores, da ordem de 15 mM. Essas
diferencas na concentracdo de bicarbonato no trato reprodutivo masculino e
feminino podem desempenhar um importante papel na supressao da capacitagao no
epididimo e na promogéo do processo no trato reprodutivo feminino. Sua auséncia
inibe a fosforilagdo da tirosina e também reduz a capacidade dos espermatozoides
de se ligarem as proteinas solubilizadas da zona pelucida (VISCONTI; KOPF, 1998).

O bicarbonato é considerado desencadeador da capacitagdo, induzindo
diretamente uma adenilato ciclase espermatozdide especifica que atua na ativagao
da proteina quinase A, a qual via fosforilagdo do aminoacido tirosina ativa direta ou
indiretamente o deslocamento de fosfolipideos levando a um aumento da fluidez da
membrana plasmatica (HARRISON et al.,, 1996; COLENBRANDER et al., 2002;
LUCONI et al., 2005). O deslocamento dos fosfolipideos é dose dependente dos
niveis de bicarbonato, sendo que eles podem se movimentar na auséncia do
bicarbonato quando ha inibidores da fosfodiesterase, os quais inibem a quebra do
AMPc (FLESCH; GADELLA, 2000). As trocas entre os fosfolipideos ocorrem
somente na regido apical da membrana plasmatica do espermatozoide sendo este
fendbmeno um pré-requisito para que ocorra o efluxo do colesterol (FLESCH et al.,
2001).

Segundo Visconti e Kopf (1998), o papel do AMPc ainda é incerto tanto na
reacao acrossomal quanto na capacitacdo. Ja foi demonstrado um aumento da
atividade da proteina quinase A durante a capacitacao de espermatozéides de rato.

Estas mudancas observadas na atividade da proteina quinase A refletem na
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elevagdo do AMPc intracelular. O modo de regulacdo do metabolismo do cAMP
durante a capacitagao é também de grande interesse pois esse esta relacionado
com as trocas de calcio e bicarbonato. Esses ions possuem um modo de agao
comum estimulando a atividade da adenilato ciclase no espermatozdide dos
mamiferos.

A fosforilagdo das proteinas € conhecida por regular a fungdo espermatica,
como motilidade e reconhecimento da zona pelucida (TARDIF et al.,, 2001). A
fosforilagdo do aminoacido tirosina das proteinas espermaticas € um importante
mecanismo intracelular de regulacédo da capacitacdo espermatica de mamiferos,
servindo como um significativo indicador da evolugcdo deste processo. Este
mecanismo parece ser promovido pela acado de fatores auxiliadores da capacitacao
como a proteina semelhante a albumina, o bicarbonato e o calcio (VISCONTI,
KOPF, 1998; ANDRADE, 2009).

A capacitagdo €é acompanhada pela hiperpolarizagdo da membrana
plasmatica do espermatozoide. Isto se deve, em parte, a um aumento da
permeabilidade de potassio na membrana. Sabe-se pouco sobre as consequéncias
dessa hiperpolarizagao, no entanto especula-se que tais mudancas no potencial de
membrana podem recrutar canais de calcio (VISCONTI; KOPF, 1998). Uma das
mudancgas resultantes desse recrutamento € a reducédo do colesterol da membrana
plasmatica (PARKS; GRAHAM, 1992; AITKEN et al., 1998).

A membrana espermatica passa por grandes modificacées para a fertilizagao
(HARRISON et al., 1996; COLENBRANDER et al., 2002). As moléculas de superficie
da membrana passam por reorientacbes e modificagdes quando os fatores de
capacitacao ativam o espermatozoide. Essas mudangas sao necessarias, pois
possibilitam o espermatozdide se ligar a zona pelucida (GADELLA, 2008). A sonda
lipofilica Merocianina 540 pode ser empregada para monitorar o nivel de desordem
dos fosfolipideos da bicamada lipidica da membrana plasmatica aumentando a
intensidade de sua fluorescéncia com o aumento da desordem. Tal desordem é
indicativa da desestabilizacdo da membrana similar a que ocorre durante o primeiro
passo da capacitagdo. Em estudos este corante € adicionado ao Yo-Pro 1 para a
analise simultdnea da integridade membrana plasmatica (HARRISON et al., 1996;
COLENBRANDER et al., 2002; BAUMBER; MEYERS, 2006; HALLAP et al., 2006;
SARAVIA et al., 2007). A merocianina 540 possui excitagdo em torno de 540 nm.
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2.5 HIPERMOTILIDADE

A hipermotilidade é o processo que o espermatozdide apresenta durante o
trajeto no aparelho reprodutivo feminino e é descrito como um movimento
espermatico vigoroso e nao progressivo que esta relacionado ao processo de
capacitagdo. Durante a hipermotilidade o padrdao da trajetoria do espermatozoide
passa por grandes mudangas caracterizadas por movimentos laterais de cabecga e
cauda de grande amplitude (LAMIRANDE et al.,, 1997; MORTIMER, 1997; HAN-
CHEN HO; SUAREZ, 2001; VERSTEGEN et al., 2002; MARQUEZ; SUAREZ, 2007).

Enquanto no epididimo o espermatozoide nao possui motilidade, apds a
liberacdo o espermatozoide passa a “nadar”. Esse processo € chamado de ativacao
da motilidade. Depois de ativado o espermatozoide possui batimentos flagelares
simétrico os quais proporcionam uma trajetoria linear (SUAREZ, 2008). Quando o
espermatozoide se torna hiperativado a amplitude do batimento flagelar aumenta
produzindo um padrao de batimentos altamente assimétrico. Isso faz com que a
cabeca assuma uma trajetoria helicoidal (HAN-CHEN HO; SUAREZ, 2001; SUAREZ,
2008).

Para Marquez e Suarez (2007) o aumento do pH € o elemento chave para a
sinalizacdo e controle do Ca®" e isso, altera o padrao do batimento flagelar.

O papel fisiolégico da hipermotilidade n&o esta totalmente esclarecido.
Estudos sugerem que a hiperativagao da motilidade permite que o espermatozdide
se destaque das reservas espermaticas do epitélio da tuba uterina e promova um
aumento em seu impulso para penetrar no cumulus, facilitando dessa maneira a
penetracdo do espermatozoide na zona pelucida do oécito. Por essas razdes
imagina-se que a mensurag¢ao da hipermotilidade sirva como um marcador biologico
para avaliar a capacidade funcional do espermatozoéide (VERSTEGEN et al., 2002).

Para Lamirande et al. (1997) o influxo de ions bicarbonato é o que determina
o desenvolvimento da motilidade hiperativada.

Em bovinos ha evidéncias que a hiperativagao € regulada separadamente da
capacitagdo por uma via de sinalizacdo do Ca* divergente da que regula a reagao
acrossomal, tendo em vista que a hiperativacdo ocorre mesmo quando é adicionado

ao meio substancias que bloqueiam a capacitagdo como o H-89, um inibidor da
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proteina quinase A (PKA) e o Rp-AMPSc, antagonista do AMPc (MARQUEZ;
SUAREZ, 2004; ANDRADE, 2009). Somando-se a estes achados, Colenbrander et
al. (2001) e Andrade (2009) descreveram que a porcentagem de células hiperativas
de uma determinada populacdo com motilidade ndo teve mudangas quando
induzidas a capacitacao, concluindo que este movimento caracteristico ndo pode ser

usado na avaliagéo da capacitagao.

2.6 REACAO ACROSSOMAL

A ligacédo inicial entre espermatozoéide e zona pelucida ira iniciar a reagao
acrossomal resultando na liberagao e ativacdo de suas enzimas (ALBERTS, 1994;
SILVA; GADELLA, 2006; GADELLA, 2008). Esta reagcao € um processo de exocitose
que nao pode ser interrompido ou revertido uma vez que tenha sido induzida
(LAMIRANDE et al., 1997).

Fatores como o influxo de célcio, geracao de espécies reativas de oxigénio,
aumento na atividade da adenilato ciclase e fosforilagdo de proteinas estéao
envolvidos na indugédo da reagao acrossomal (AITKEN et al., 1995; LAMIRANDE et
al., 1997). Portanto, é possivel considerar que a capacitagdo é um evento primario
durante o qual os sistemas celulares atingem um nivel especifico de ativagdo para
que aconteca a reacgao acrossomal (LAMIRANDE et al., 1997).

Durante a capacitagdo a concentragdo de calcio intracelular aumenta e se
mantém constante até a indugao da reacdo acrossomal, momento em que ocorre um
segundo influxo de calcio e fusdo da membrana acrossomal externa com a
membrana plasmatica (LAMIRANDE et al., 1997; GADELLA et al., 2001). Liberando,
deste modo, as enzimas (hialuronidase, proacrosina, esterases, fosfolipase Ay,
fosfatase 4&acidas, aril-fosfatases, B-N-acetil glucosaminidase, aril amidase e
proteinas acidas nao especificas) responsaveis pela lise da zona pelucida (HAFEZ,
HAFEZ, 2004; ANDRADE, 2009).

No instante em que o espermatozdide encontra o odcito na tuba uterina, as
proteinas de membrana, presentes na superficie apical da cabeca do

espermatozoide, reconhecem e ligam-se a zona pelucida (GADELLA, 2008).
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A reacao acrossdmica nao deve ocorrer antes da ligacdo com a zona pelucida
pois enzimas necessarias para a penetragao serao perdidas. Células espermaticas
com reagdes acrossomais preliminares sao consideradas incapazes de fertilizar o
oocito (FLESCH; GADELLA, 2000).

2.7 PEROXIDAGAO LIPIDICA

A producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) ocorre em sistemas
aerobicos, ou parcialmente aerébicos a partir dos radicais anion superéxido (O27),
peréxido de hidrogénio (H20,), os radicais hidroxil (OH"), hidroperoxil (HO;"), peroxil
(ROO) e alcoxil (RO’), e ainda o &acido hipocloroso (HOCI) (AITKEN, 1995;
GUERRA; EVANS; MAXWELL, 2004).

Atualmente existe um crescente interesse na avaliagcdo de ROS produzidas
pelos componentes celulares do sémen, pois vem sendo demonstrado que os
espermatozéides mamiferos sdo susceptiveis a danos causados por sua elevada
producao, interferindo nas funcdes e na integridade de suas estruturas (GUERRA,;
EVANS; MAXWELL, 2004; RIVLIN et al., 2004;).

No plasma seminal existem enzimas e algumas moléculas com acéo
antioxidante, tais como a glutationa peroxidase, superdoxido desmutase, catalase
(CAT), vitamina E, vitamina C, uratos, albumina, taurina, hipotaurina, entre outras
(RAPHAEL, 2007). Esses agentes controlam a produc¢ao de pré-oxidantes, como as
ROS, prevenindo possiveis danos celulares. Porém, na presenga de um grande
numero de células inflamatérias e espermatozdides defeituosos, ou em
procedimentos que diminuam acentuadamente a quantidade de plasma seminal, ha
um aumento na producdo de ROS (BAUMBER et al., 2000; AITKEN, 2004;
RAPHAEL, 2007).

A produgdo de espécies reativas de oxigénio faz parte do funcionamento
normal da célula espermatica, uma vez que baixas concentragcdes de ROS estao
envolvidas com a hiperativacdo dos espermatozoides, sendo sua produgdo um pre-

requisito para capacitacdo espermatica, além de estar relacionada a ligagdo com a
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zona pelucida e fusao do espermatozéide com o odcito (BROUWERS; GADELLA,
2003; RAPHAEL, 2007).

Porém, a producdo excessiva de ROS determina o estresse oxidativo, que
causa disfungdes na propria célula espermatica através de diferentes mecanismos,
como a peroxidacao dos lipideos da membrana plasmatica, inibicdo do metabolismo,
da motilidade e da capacidade fecundante (GUERRA; EVANS; MAXWELL, 2004;
RAPHAEL, 2007). De acordo com Aitken (1997), acredita-se que os principais alvos
de ataque de ROS sdo os lipideos encontrados nas membranas plasmatica,
acrossomal e da gota citoplasmatica.

Na presenca de ROS o processo de peroxidagao lipidica inicia-se e ao ter
contato com os acidos decosahexaenodicos da membrana espermatica, retiram um
hidrogénio de uma dupla ligagdo, transformando-o em radical livre, que por sua vez
ird agir em outro acido decosahexaendico. Este processo desencadeia a cascata de
peroxidagao, causando alteracdes estruturais na membrana plasmatica, com perda
de fluidez e da capacidade de regular a concentragao intracelular de ions envolvidos
no controle do movimento espermatico, mudangas no metabolismo celular e, por fim,
perda da capacidade de fertilizagdo do espermatozéide (MARQUES et al., 2002;
RAPHAEL, 2007).

A peroxidacgao lipidica pode ser quantificada e localizada apds a coloragéo

espermatica com a sonda C11-BODIPY**"%"

a qual € um analogo de acidos graxos
poliinsaturados que é o principal alvo das espécies reativas de oxigénio (SILVA;
GADELLA, 2006).

A sonda C11-BODIPY*®"*®" muda sua propriedade de fluorescéncia apos a
peroxidagao, quando intacta esta emite fluorescéncia vermelha, com comprimento
de onda de 580 a 620 nm, porém torna-se verde quando sofre peroxidacao pelas
especies reativas de oxigénio, cujo comprimento de onda é 495 a 545 nm, e laranja
com peroxidagao pelo peroxinitrito. A alteragdo da emissédo de fluorescéncia para
verde ou laranja indica a presenca de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio na
parte hidrofébica da bicamada lipidica das membranas espermaticas (BROUWERS;
GADELLA, 2003; SILVA; GADELLA, 2006).

Estudos com espermatozdides bovinos, suinos e equinos demonstraram que
a peroxidacao lipidica ocorre principalmente na peca intermediaria, em menor

proporcado na parte posterior da cauda e praticamente ausente na cabeca do
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espermatozoide (BROUWERS; GADELLA, 2003; RAPHAEL, 2007). O grau de
peroxidagao da sonda pode ser avaliado pela citometria de fluxo ou pela microscopia
a laser confocal (SILVA; GADELLA, 2006).

2.8 CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

Para Amann e Pickett (1987) e Celeghini et al. (2008) a criopreservagao do
sémen depende da manutencado do potencial fertilizante dos espermatozodides. O
processo de criopreservagao pode causar mudangas na morfologia espermatica,
incluindo danos ao acrossomo, mitocondrias e cauda. A maioria das células
espermaticas perde a sua integridade e funcionalidade quando submetidas a
criopreservacao (HOLT, 2000; CELEGHINI et al., 2008).

As evidéncias sugerem que 0s processos responsaveis pelos danos celulares
causados pela congelagcédo sdo: a formagao de gelo intracelular e a desidratagéo
osmotica das células resultante da formagédo de gelo extracelular (STRAUSS;
INGENITO, 1980). A preservacao das estruturas espermaticas apds criopreservagao
€ obtida por uma interagdo entre diluidor, crioprotetor, curvas de refrigeragao,
congelacdo e descongelacdo, na tentativa de minimizar os efeitos deletérios
(AMANN; PICKETT, 1987).

Alteracdes resultantes do processo de criopreservagao tém sido relatadas e
incluem: diminuigdo de proteinas da membrana plasmatica e do plasma seminal,
reducao da estabilidade do DNA e da habilidade do espermatozoide de interagir com
o epitélio da tuba uterina (PONS-REJRAJI et al., 2009).

A reducao da fertilidade do sémen congelado € atribuida a alteragdo da
estrutura e funcdo da membrana durante a refrigeracdo, congelacédo e
descongelagédo. A natureza dos danos da membrana plasmatica em temperaturas
reduzidas ainda nao é clara, porém evidéncias sugerem que ela é comprometida por
uma reorganizagao de seus lipideos (PARKS; GRAHAM, 1992).

Para Stradaioli et al. (2007) e Pons-Rejraji et al. (2009), o choque térmico e os
danos causados pela congelagdo estdo associados com as espécies reativas de

oxigénio e com o desencadeamento do estresse oxidativo.
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Uma melhora no processo de congelacdo pode ser obtida pelo uso de
diferentes diluidores, que interagem com o sémen e fornecem maior protecéo aos
varios compartimentos celulares durante a refrigeracdo, congelagdo e
descongelagédo (HOLT, 2000; CELEGHINI et al., 2008).

2.8.1 CRIOPROTETORES

Os componentes basicos dos diluidores sao substancias energéticas,
crioprotetores, solugbes tampdes e antibioticos. Sua constituicdo deve garantir
nutricdo, protegcédo, balancgo eletrolitico (pH e osmolaridade) e inibicdo bacteriana
(GRAHAM, 1995; SQUIRES et al., 1999; HOLT, 2000).

A maioria das células necessita da presenga de um ou mais agentes
protetores para sobreviverem ao processo de criopreservagao. Estes agentes sao
chamados de crioprotetores e divididos em intracelulares (penetrantes) e
extracelulares (ndo penetrantes) (CELEGHINI, 2005).

E importante ressaltar que embora os crioprotetores sejam fundamentais para
a sobrevivéncia dos espermatozoides no processo de congelagdo, eles podem
exercer efeitos toxicos aos espermatozdides e com isso diminuir as taxas de
fertilidade (HAMMERSTEDT et.al., 1990).

Os crioprotetores intracelulares sdo moléculas pequenas que atravessam a
membrana plasmatica e atuam nos meios intra e extracelulares, agem como
solvente e soluto e contribuem com a pressdo osmotica intra e extracelular
(GRAHAM, 1995). Os crioprotetores intracelulares possuem estruturas que
promovem a ligagao do hidrogénio com moléculas de agua. Esta ligacédo altera a
orientagcdo das moléculas de agua nos cristais de gelo, criando um ambiente menos
nocivo para as células (DALIMATA; GRAHAM, 1997).

Até o momento, o glicerol € o crioprotetor intracelular que apresenta melhores
resultados na preservagao do sémen bovino (GRAHAM, 1995).

O exato mecanismo de agao do dglicerol ainda ndo €& completamente
entendido, porém esta claro que ele penetra na membrana plasmatica e age no
interior da célula (PARKS; GRAHAM, 1992). Para Mazur (1977) e Pickett (1986) o
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glicerol possui a capacidade de causar mudangas no tamanho e forma dos cristais
de gelo, diminuindo o seu potencial mecanico de lesao celular.

Segundo Graham (1995), ha evidéncias de que o glicerol & téxico ao
espermatozoide e parte de sua toxicidade é devida a injurias bioquimicas resultantes
da acao direta do crioprotetor sobre os componentes celulares.

Os crioprotetores extracelulares sdo moléculas grandes que nao conseguem
atravessar a membrana plasmatica, como proteinas, agucares, polimeros sintéticos.
Atuam no meio extracelular, ou seja, agem como solutos ou coloides (GRAHAM,
1995). Protegem através de efeitos osméticos, promovendo um meio hiperténico que
induz a saida de agua das células, levam a desidratagcdo dos espermatozoides e
reduzem a probabilidade de formar cristais de gelo no interior das células (AMMAN;
PICKETT, 1987).

A gema de ovo é um crioprotetor extracelular que quando presente em meios
diluentes permite uma redugcdo da concentracdo de glicerol (WATSON, 1990).
Apesar do uso, por mais de 60 anos, de diluidores contendo gema de ovo, seus
mecanismos de protecdo do espermatozdide contra os danos causados pelo
armazenamento, refrigeracdo e congelagdo ainda ndo sao totalmente
compreendidos (BERGERON et al., 2004).

Para Watson (1995) a gema de ovo é o agente protetor do espermatozéide
mais efetivo contra o choque térmico. Previne o dobramento da cauda dos
espermatozoides e protege a motilidade espermatica, essa protegcdo deve-se aos
lipideos presentes na gema de ovo, 0s quais sao 0s principais responsaveis pela
acao protetora sobre a membrana plasmatica.

Ha& muitas tentativas para encontrar o componente protetor da gema de ovo
com o intuito de desenvolver um diluidor “quimicamente definido” e desta forma,
diminuir a possibilidade de transmissao de patdégenos. Recentes estudos sugerem
que dentre os componentes da gema de ovo aqueles que possuem agéo
crioprotetora sdo a fosfatidilcolina (lecitina), os fosfolipidios e as lipoproteinas. Existe
um consenso entre estes estudos de que a lecitina forneca uma protecdo ao
espermatozoide durante o choque frio e a congelagdo. Porém, um dos principais
problemas da lecitina € que esta é insoluvel em solugbes aquosas, formando desta
maneira, suspensdes instaveis (VISHWANATH; SHANNON, 2000).
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A fracao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) é o principal componente
da gema de ovo, 2/3 do total sdlido localizado na fragdo soluvel da gema, que
oferece protegado ao espermatozoide. Essa protegéo é resultado da ligagédo do LDL
com a membrana plasmatica do espermatozodide estabilizando-a durante as zonas
criticas de temperatura onde a porgao lipidica atua como um isolante térmico
(GRAHAM; FOOTE, 1987; TRIMECHE et al.,, 1996; VISHWANATH; SHANNON,
2000; MOUSSA et al., 2002). Quinn et al. (1980) sugeriram que os fosfolipidios
podem formar um filme ou camada protetora na superficie da membrana dos
espermatozoides.

A preparagcao e composicao do diluidor influenciam tanto na qualidade do
sémen quanto na contaminag&do. O uso de gema de ovo n&o pasteurizada favorece
0 risco de contaminagdo microbiana, portanto um substituto de origem ndo animal
livre de patdgenos seria obviamente preferivel (WAGTENDONK-DELEEUW et al.,
2000; AIRES et al., 2003). Além disso, a presenca de algumas substancias na gema
que inibem a respiracdo do espermatozdide ou reduzem sua motilidade aumenta a
necessidade da substituicdo da gema de ovo (PACE; GRAHAM' 1974 apud
AMIRAT et al., 2004, p. 1145). Além do risco de contaminagdo microbiana, a
gema de ovo possui grande variabilidade de sua composicdo tornando dificil a
analise dos efeitos benéficos nos componentes do sémen criopreservado. Somando-
se a isso, diversos paises tém o receio da introducdo de doencas exdticas pelo
transporte de produtos a base de ovo e leite (THUN et al., 2002; AIRES et al., 2003).

Uma alternativa sao os diluidores a base de lecitina de soja (fosfatidilcolina)
que tém apresentado bons resultados, e ja sdo utilizados comercialmente. Pelo fato
desses diluidores n&o possuirem gema de ovo eles possuem algumas vantagens na
manipulagao laboratorial e ndo fornecem riscos de contaminagao biolégica. O uso
desses diluidores promove mudangas notaveis na motilidade do espermatozoide
criopreservado. Estas mudangas podem ser resultado da diferenca de viscosidade
entre os dois tipos de diluidores, mas também pode ser um efeito de conservagao
(NEHRING; ROTHE, 2003).

' PACE, M. M.; GRAHAM, E. F. Components in egg yolk which protect bovine spermatozoa during
freezing. Journal of Animal Science, v. 39, p. 1144-1149, 1974.
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2.9 MUDANCAS SEMELHANTES A CAPACITACAO (CRIOCAPACITACAO)

Como consequéncia da criopreservacao tem sido observado que apos a
descongelagdo uma parte dos espermatozéides apresenta caracteristicas similares
a da capacitagcao in natura. Uma vez que o espermatozoide capacitado ou com o
acrossomo reagido possui uma reduzida expectativa de vida, a criopreservacéo
pode comprometer a fertilidade (BAILEY et al., 2000; PONS-REJRAJI et al., 2009).

Perez et al. (1996) utilizando a sonda fluorescente clortetraciclina mostrou
que o sémen criopreservado de carneiro capacitou mais rapidamente do que o
sémen in natura. Corroborando este estudo, Cormier et al. (1997) confirmaram essa
criocapacitacao observando a habilidade do espermatozdide de fertilizar odcitos in
vitro sem um tratamento prévio de capacitacdo que normalmente é necessario para
espermatozoides nao congelados.

O mecanismo pelo qual a criocapacitagdo ocorre ndao € completamente
compreendido e torna-se ainda mais dificil de ser elucidado, pois o inicio da
capacitagao ainda nao € claro. A capacitacdo do espermatozoide mamifero é
associada com a reorganizagdao da membrana plasmatica devido a redistribuigao
dos fosfolipidios e retirada do colesterol. A criopreservacao induz esses eventos
associados a capacitagado que favorecem o influxo de calcio (BAILEY et al., 2000;
HALLAP et al., 2006).

Conhecimentos sobre os processos que resultam na capacitagao prematura e
de seus mecanismos para prevenir ou atrasar estas mudancas no espermatozoide
durante a criopreservagao sao imprescindiveis para a obtencdo de uma boa taxa de
fertilidade (ANDRADE, 2009).
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3 OBJETIVO

O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos de trés
diluidores diferentes sobre a motilidade, hiperativacdo espermatica, reacgao

acrossomal, capacitacao e peroxidacao lipidica das membranas de espermatozdéides
criopreservados de bovinos.

Fabiane Gilli Zaffalon



4 Hipotese



Hipotese 48

4 HIPOTESE

Diluidores com formulagdes distintas, durante o processo de congelagéo do
sémen bovino, atuam de forma diferente nas alteragdes do padrao da motilidade que
se assemelham a hiperativagdo, mudangas semelhantes as ocorridas no evento da
capacitacdo (criocapacitagéo) e peroxidagao lipidica.
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5 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo estdo descritas as metodologias utilizadas neste experimento,
bem como, o local e periodo experimental, manejo dos touros, colheita, congelagao

e avaliacdes do sémen in natura e pés-descongelacgao.

5.1 LOCAL E PERIODO EXPERIMENTAL

As atividades experimentais foram realizadas no Laboratério de
Biotecnologias do Sémen e Andrologia do Centro de Biotecnologia em Reprodugao
Animal do Departamento de Reprodugcdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, localizado no Campus
Administrativo de Pirassununga. O periodo experimental estendeu-se de fevereiro a
maio de 2009.

5.2 ANIMAIS E MANEJO

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados 10 touros puros da raca
Nelore com idades de aproximadamente 2612 meses, mantidos sob as mesmas
condigdes ambientais, ou seja, em pastagem de capim Braquiaria (Brachiaria
decumbens, Stapf), com agua e sal mineral ad libitum. Foi realizado o controle de

endo e ectoparasitas regularmente e os animais foram pesados quinzenalmente.
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5.3 COLHEITA DO SEMEN

Foram realizadas seis colheitas de sémen de cada animal em intervalos
quinzenais, por eletroejaculagdo. Para evitar possiveis contaminagdes do sémen
durante as colheitas, foi realizada criteriosamente, antes de cada colheita, a
higienizacdo do prepucio, externamente foi limpo com agua e sabdo neutro e

internamente com solugéo fisioldgica.

5.4 AVALIACOES DO SEMEN IN NATURA

Para a colheita e avaliagdo seminal todos os materiais utilizados foram
mantidos aquecidos a temperatura de 37°C. Logo apos a colheita, cada ejaculado foi
avaliado quanto ao volume, concentracdo, motilidade, vigor e alteragdes
morfoldgicas.

O volume foi averiguado pela leitura direta do tubo de colheita graduado. A
concentracao foi realizada diluindo o sémen na proporgéo de 1:100 em formol salino
tamponado e as células contadas em camara de Neubauer sob microscopia éptica
com aumento de 400x. A motilidade foi avaliada pelo sistema computadorizado de
analise de sémen (CASA) e as alteragcdes morfolégicas foram realizadas pela
técnica da camara umida sob microscopia de contraste de interferéncia diferencial
com aumento de 1000x.

Essas avaliacbes foram realizadas, pois somente o sémen que
correspondiam aos valores estabelecidos, para o sémen bovino, pelo Colégio
Brasileiro de Reproducé&o Animal foi utilizado neste experimento, como motilidade

total maior ou igual a 70% e alteragbes morfolégicas menores que 30% no total.
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5.5 DILUIGAO E PREPARO DO SEMEN

Este experimento foi delineado com o objetivo de comparar o efeito de trés
diluidores diferentes. Para isso, cada ejaculado foi dividido em trés tratamentos,
sendo cada um diluido em meios crioprotetores distintos. A primeira fracdo do
ejaculado foi diluida no meio Botu-Bov® (diluidor 1), meio este & base de gema de
ovo; a segunda fracdo diluida no meio & base de lecitina de soja Botu-Bov® (diluidor
2) e a terceira fragdo em meio AndroMed® (diluidor 3) também & base de lecitina de
soja (Figura 1).

Dos diluidores utilizados dois sdo comerciais e um em fase de testes. Os
diluidores Botu-Bov® (1) a base de gema de ovo e o Botu-Bov® (2) a base de lecitina
de soja foram fabricados pela empresa Biotech-Botucatu-Ltda/ME. A composi¢ao
quimica basica do diluidor 1 é de acgucares, aminoacidos, solugées tampéao, OEP
(ovus est past) e gema de ovo. Ja o diluidor AndroMed® (diluidor 3) é comercializado
pela empresa Mini-tlb e sua composicao basica € composta por fosfolipidios, TRIS,
acido citrico, agucares, antioxidantes, glicerol, agua e antibidticos.

Para os trés tratamentos o sémen foi diluido na concentracdo de 50 milhdes
de espermatozoides por mL. Apos a diluicdo foram homogeneizados e envasados
em 10 palhetas francesas de 0,5 mL (IMV International, St. Paul, MN, USA), as quais
foram identificadas com o nome do touro, a partida do ejaculado e o diluidor

utilizado.

5.6 CRIOPRESERVAGAO DO SEMEN

Para a criopreservagao do sémen foi utilizado o aparelho portatil da marca
TETAKON, TK 3000%(TK Tecnologia em Congelagdo Ltda, Uberaba, Minas Gerais,
Brasil), composto por um aparelho programavel, equipado com um porta-palhetas,
um tubo de refrigeracdo e uma caixa térmica para nitrogénio liquido. Para a
refrigeragdo, as palhetas foram colocadas no porta-palhetas, acondicionado no tubo

de refrigeragao, seguindo uma curva de -0,25°C/minuto, até alcancar a temperatura
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de 5 °C, com duragao aproximada de uma hora e 15 minutos. Em seguida, o porta-
palhetas foi colocado na caixa térmica contendo nitrogénio liquido e a curva de
congelacdo seguida foi de -20°C/minuto até atingir -120°C. A duracdo média da
curva de congelagao foi de sete minutos, quando as palhetas foram imersas em
nitrogénio liquido (-196°C). Apds esse processo as palhetas foram condicionadas em

racks e armazenadas em botijdes criogénicos.

5.7 AVALIACAO DO SEMEN POS-CRIOPRESERVACAO

Duas palhetas de sémen de cada tratamento de uma mesma partida foram
descongeladas (37°C por 30 segundos), o sémen foi colocado em tubos de
microcentrifugagdo, homogeneizado e avaliado quanto as caracteristicas da
motilidade e deteccdo da populagdo hiperativa pelo sistema computadorizado
(CASA), avaliagdo da reagdo acrossomal, peroxidacéo lipidica e estabilidade da

membrana plasmatica (Figura 1).
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AVALIACAO DO SEMEN
Volume
Cor, aspecto e odor
Turbilhonamento
Motilidade espermatica
Vigor
Concentragao
Caracteristicas morfolégicas

CONGELACAO

DILUIDOR 1 DILUIDOR 2 DILUIDOR 3
BOTU-BOV® BOTU-BOV® ANDROMED®
GEMA DE OVO LECITINA DE SOJA LECITINA DE SOJA

0O
@]
zZ
®
m
—
>
<0
b1
@]

+

ANALISES DO SEMEN
Avaliagao da motilidade e da hiperativagao (CASA);
Avaliagao da reagao acrossomal por citometria de fluxo;
Avaliagao da peroxidagdo das membranas espermaticas por citometria

de fluxo;

Avaliagcdo da estabilidade da membrana plasmatica por citometria de
fluxo.

Figura 1 - Esquema Experimental
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5.8 AVALIACGAO COMPUTADORIZADA DAS CARACTERISTICAS DA
MOTILIDADE E HIPERATIVAGAO ESPERMATICA

Com o intuito de comparar o padrao de motilidade dos espermatozoides nos
diferentes tratamentos, as amostras foram examinadas pelo sistema de analise
computadorizado do sémen (CASA) utilizando o aparelho Hamilton Thorne Research
Motility Analyser (HTM-IVOS, Versdo 12.3, Hamilton Thorne Research, Beverly,
Massachusetts, USA), para a analise do movimento espermatico utilizou-se o
programa Animal Motility, onde previamente foi ajustado (setup) para a analise de
sémen bovino (Anexo A).

Para a analise foi utilizada a camara de Makler, na qual foi colocado 10uL do
sémen e realizada escolha manual do campo de leitura e analise, sendo
selecionados no minimo cinco campos por amostra. Os parametros da motilidade
espermatica gerados pelo sistema foram motilidade total (%), motilidade progressiva
(%), velocidade de trajeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, pm/s),
velocidade curvilinear (VCL, pm/s), amplitude do deslocamento lateral da cabeca
(ALH, pm), freqiéncia de batimento (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e
linearidade (LIN, %); cujas definicbes foram descritas por Arruda (2000).

Conjuntamente a estas analises realizou-se o ajuste da ferramenta Edit/Sort,
usada para avaliar a porcentagem de células hiperativas na amostra. Como
parametro para essa avaliacdo foram utilizados os dados fornecidos por Mortimer
(1997), no qual o espermatozoide foi considerado hiperativado quando possuia
VCL=180, LIN=<45, ALH max>10. Na figura 2 estdo apresentados os valores, a
trajetéria e o deslocamento da cabega de um espermatozoide considerado
hiperativado (Exemplo de um espermatozoide hiperativado “Tela” do programa
Edit/Sort na Figura 2).
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Info | W acquire ‘.'Display | I Print/File || Edusort] 7 setup '\7 Exit |

119.2 "" 37.4 (Animal # 120309) 12/03/2009 as:ns:zsl%
Edit
Tracks
P TRACK No. 20
Delete Parameter Value # X Y # X Y
All Category Rapid | 1 209.3 317.5 1 175.2 322.3
Tracks VAP 178.2 pmis | 2 201.9 320.5 11 168.6 323.7
|veL 341.4 pmis] | 3 198.9 316.1 18 164.0 319.4
Accept VSL 113.7 pmis 4 202.5 310.8 19 163.3 324.4
All STR 64 % 5 196.5 3131 20
Tracks LIN 33 %] 6 191.7 317.7 21 161.3 329.1
[ALH 173 pm] | 4 191.1 3087 22 157.4 327.9
Define zlf;:gaﬁon ?f:-: z:: :. 188.1 308.7 2% 162.9 331.9
Sort Hoad Ao i ) 189.0 318.0 =24 171.3 332.9
M Sq |45 182.0 3144 25 163.3 340.8
Head Size 8.3 Pixels

11 180.6 308.2 =6 160.4 343.7
12 178.6 314.8 2n 168.1 341.9
13 176.8 320.2 28 171.5 345.3

Sorts 14) 29 165.4 350.6
Mortimer 1997 Pass | 15 w 167.2 352.7 || Delete || Accept || Print |

Sort-2 Pass
Sort-3 Pass

Intensity 113.9
Points 30

Figura 2 - Programa Edit/Sort do aparelho HTM-IVOS, versao 12.3, Hamilton Thorne
Research, Beverly, Massachusetts, USA - Pirassununga — 2009

5.9 AVALIACAO DA REACAO ACROSSOMAL E INTEGRIDADE DA MEMBRANA
PLASMATICA POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para a avaliacdo da reagao acrossomal pela citometria de fluxo foi retirada
uma aliquota de cada amostra e adicionada ao TALP sperm modificado (Anexo 02)
em tubos de microcentrifugagdo previamente aquecidos (37°C), obtendo a
concentracdo de 5x 10° espermatozdides/mL, no volume final de 148uL. Em
seguida, foram colocados 2uL de Hoechst 33342 (H33342; 40 ug/mL, H-1399,
Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA) e deixado por 10 minutos incubando a
37°C. O uso desta sonda teve como objetivo, corar o DNA das células espermaticas
para que nao houvesse a contagem de forma equivocada de particulas com o
mesmo tamanho e granulosidade do espermatozoide presentes nos diferentes
diluidores. Passado o periodo de incubacéo, foram adicionados a amostra 3 yL de
lodeto de Propidio (PI1-0,5 mg/mL, 287075, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri,
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EUA), conjuntamente com a adicdao de 10 yL de aglutinina de Pisum sativum
conjugada ao isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA-100 pg/mL, L-0770, Sigma-
Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, EUA). Ap6s 10 minutos de incubagao a 37°C, os
espermatozoides foram diluidos com a adicdo de 150 uyL de TALPm e transferidos
para tubos graduados de 15mL (37°C). As amostras passaram a ter uma
concentracdo de 2,5 x 10° espermatozoéides/mL no momento de serem analisadas
pela técnica de citometria de fluxo (aparelho FACSaria, Beckton-Dickeson®). Todas
as amostras tiveram 10.000 células analisadas (Figura 3).

As amostras foram classificadas em quatro categorias:
AIML — Membrana plasmatica lesada e membrana acrossomal n&do reagida.
ALML — Membrana plasmatica lesada e membrana acrossomal reagida.
AIMI — Membrana plasmatica integra e membrana acrossomal n&o reagida.

ALMI — Membrana plasmatica integra e membrana acrossomal reagida.

EXPERIMENTO 1-8761

Tube Name: 49761

Population %Parent

B AL 310
] AL 438
(] ami 251
B AL 0.1
wt w0 w0t 10®
FITC-A

AIML — Membrana plasmatica lesada e membrana acrossomal ndo reagida.
ALML — Membrana plasmética lesada e membrana acrossomal reagida.
AIMI — Membrana plasmatica integra e membrana acrossomal n&o reagida.
ALMI — Membrana plasmatica integra e membrana acrossomal reagida.

Figura 3 - Grafico de pontos gerados pela analise por citometria de fluxo. Amostra
corada com a associagdo H33342, IP e FITC-PSA, permitindo a
classificagdo dos espermatozoides bovinos em quatro categorias -
Pirassununga - SP
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5.10 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA POR
CITOMETRIA DE FLUXO

Para a anadlise da estabilidade da membrana plasmatica pela técnica de
citometria de fluxo, as amostras foram diluidas em TALPm na concentracdo de
5 x 10° espermatozdides/mL em um volume final de 147 uL. Foram adicionados 2 pL
de H33342 (40 pg/mL, H-1399, Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA) e
incubado por 10 minutos (37°C). Em seguida, 0,5 uL da sonda fluorescente Yo-Pro-1
(7,5 yM-Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA) foi adicionado a amostra
obtendo-se uma concentragao final de 25 nM. Entdo, a amostra foi incubada por 20
minutos para posteriormente ser adicionada a sonda fluorescente Merocianina 540
(810 yM-Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA) a fim de se obter uma
concentragcao de 2,7 uM em uma solucéo final de 150 pL, em seguida estas foram
incubadas por 70 segundos. Foram entdo diluidas em 150 yL de TALPm e
analisadas por citometria de fluxo. A coloragcdo com Merocianina 540 identificou
duas populagbes distintas de células viaveis (Yo-Pro-1 negativa), uma que é
caracterizada pelas células com emissdo de baixa fluorescéncia e outra que é
caracterizada por alta (captado no long pass-595 e band-pass-610/20). Os
espermatozdides com baixa emissdo de fluorescéncia sdo considerados nao
capacitados, enquanto que as células que apresentam alta emissao de fluorescéncia
sdo caracterizadas como capacitadas (alto grau de desorganizacdo da bicamada
lipidica) (Figura 4).

As amostras foram classificadas em trés categorias:

ML — Membrana plasmatica lesada.
MND - Espermatozéide com membrana plasmatica integra organizada.

MID — Espermatozoide com a membrana plasmatica integra desorganizada.
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. Tube Name: 97318
<
O o .
E 2 FPopulation %Parent
B ML 76.9
L =MND 13.7
. MID 9.4
WD - _ ; MID
g. ) III1|'|'| ) I]ITIII‘l : I- I’I[ITIIl I IIIIITI] )
10° 10 10* 10

PE-Texas Red-A

ML — Membrana plasmatica lesada.
MND - Espermatozéide com membrana plasmatica integra organizada.
MID — Espermatozoide com a membrana plasmatica integra desorganizada.

Figura 4 - Grafico de pontos gerados pela analise por citometria de fluxo. Amostra
corada com a associagao H33342, Yo-Pro e Merocianina, permitindo a
classificagdo dos espermatozoides bovinos em trés categorias —
Pirassununga - 2009

5.11 AVALIACAO DA PEROXIDACAO DA MEMBRANA ESPERMATICA POR

CITOMETRIA DE FLUXO

Uma aliquota de cada amostra de foi retirada e adicionada ao TALP sperm
modificado (Anexo B) em tubos de microcentrifugagdo previamente aquecidos
(37°C), obtendo concentragdo de 5 x 10° espermatozéides/mL e com um volume
final de 499,5uL.
BODIPY**"%'(1 mg/mL, D-3861, Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA) por

30 minutos a 37°C. Passada a incubacgao, foram transferidos 145 pL desta solugcao

Estas foram coradas com O05upuL da sonda C11-

para outro microtubo e adicionado 2 uyL de H33342 (40 pg/mL, H-1399, Molecular
Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA) sendo incubado novamente por 10 minutos a
37°C. Em seguida, adicionou-se 3 uL de PI (0,5 mg/mL, 287075, Sigma-Aldrich Co.,
Saint Louis, Missouri, EUA) servindo como um marcador das células com membrana
plasmatica lesada. Ap6s 5 minutos de incubacgéo a 37°C, os espermatozoéides foram
diluidos com a adi¢cdo de 150 pL de TALPm e transferidos para tubos graduados de

15 mL (37°C). Com isso, as amostras apresentavam uma concentragdo de 2,5 x 10°
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espermatozoides por mL no momento de serem analisadas por citometria de fluxo.
Foram analisadas 10.000 células por amostra. As células viaveis (IP negativo) e
coradas com a sonda C11-BODIPY foram analisadas quanto a mediana da
intensidade da emisséo de fluorescéncia captada no fotomultiplicador com long pass
de 502 e band pass de 530 15 nm (Figura 5).

EXPERIMENTO 3-81433
“a
a IFML Tube Name: 91433
g FITC-A FITC-A
“a Population %Parent Mean Median
B FPER 99.8 117 102
o IFMI L 1P 2.3 95 79
. D IFML 97.7 17 103
|||||m] |||||m] |||||M|_|'
10° 10° 10* 10°
FITC-A

IFPER - Intensidade de emissao de fluorescéncia da amostra peroxidada.
IFMI - Intensidade de emissao de fluorescéncia do sémen peroxidado com membrana plasmatica integra.
IFML - Intensidade de emiss3o de fluorescéncia do sémen peroxidado com membrana plasmatica lesada.

Figura 5 - Grafico de pontos gerados pela analise por citometria de fluxo. Amostra
corada com a associagcao H33342, C11-BODIPY e IP, permitindo a
classificagdo dos espermatozoides bovinos em trés categorias —
Pirassununga — SP

5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos procedimentos experimentais foram analisados
utilizando o programa estatistico Statistical Analysis System (SAS, 1998), com prévia
verificacdo da normalidade dos residuos. As variaveis dependentes que nao
atenderam as premissas estatisticas foram transformadas em arco-seno. Os efeitos
de touro, diluidor e suas respectivas interacdes foram avaliadas através da analise

de variancia (ANOVA). Quando o principal efeito foi significativo, as médias foram
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comparadas pelo teste de Fisher (LSD). As hipoteses testadas foram consideradas
significativas quando p<0,05.

O quadro de analise de variancia esta apresentado na tabela 1.

Tabela 1 - Quadro de analise de variancia para delineamento com nove blocos e trés
tratamentos - Pirassununga-SP — 2009

Fonte de Variacao Grau de Liberdade

Tratamento 2

Touro (Bloco) 9
Residuo 168
Total 179
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Nesta secdo encontram-se os

tratamentos propostos para este experimento.

Resultados 63

resultados obtidos nos trés diferentes

6.1 EFEITOS DOS DIFERENTES DILUIDORES NAS CARACTERISTICAS DO
MOVIMENTO ESPERMATICO (CASA)

Os valores médios, erros padrao e as diferencas estatisticas, de cada variavel

avaliada pelo CASA nos diluidores estudados estdo demonstrados na tabela 2.

Tabela 2 — Médias * erros padrao das caracteristicas do movimento espermatico (CASA) do sémen
bovino apds descongelagao nos trés diferentes tratamentos — Pirassununga - 2009

Parametros Diluidores
D-1 D-2 D-3

Motilidade total (%) 4241+204° 20,08+1,51° 19,90 + 1,20°
Motilidade progressiva (%) 36,27 +1,77° 1747 +1,27° 16,06 + 1,06°
Células Rapidas (%) 39,23 +1,98° 1848+1,39° 18,36+ 1,13"
Células Hiperativas (%) 6,66 + 0,67° 6,61+0,73° 12,50+ 1,02°
Velocidade de trajeto (VAP um/s) 81,10+ 1,51° 7814+187° 89,65+211°
Velocidade progressiva (VSL pm/s) 69,23 + 1,082 67,88 + 1,40° 70,31 +£1,20°
Velocidade curvilinear (VCL um/s) 133,29 + 3,40° 128,96 + 3,95° 163,53 + 4,90°

Amplitude do deslocamento lateral de cabega 557 +0,15° 533+0,17° 6,77 + 0,192

(ALH pm)

Frequéncia de batimentos (BCF Hz) 28,25 + 0,62° 30,34 + 0,62° 30,11 £ 0,40
Retilinearidade (STR %) 86,43+ 0,51° 8844 +0,51° 81,09 +0,72°
Linearidade (LIN %) 56,61 +0,78°  57,53+0,81° 48,26 + 0,86"

Letras diferentes numa mesma linha indicam diferenga estatistica (p<0,05).
D - 1 — Diluidor Botu-Bov®, a base de gema de ovo.

D - 2 — Diluidor Botu-Bov®, a base de lecitina de soja.
D - 3 — Diluidor AndroMed®, a base de lecitina de soja.
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A motilidade total e progressiva foi melhor preservada no diluidor 1 Botu-Bov®,
diferindo estatisticamente (p<0,05) dos demais diluidores. Ja, entre os diluidores 2 e
3, a base de lecitina de soja, n&o foram encontradas diferengas significativas.

A porcentagem de células consideradas hiperativas foi estatisticamente maior
no diluidor 3 AndroMed®, nao diferindo nos demais diluidores.

A porcentagem de células rapidas foi maior no diluidor 1, Botu-Bov® (p<0,05).
Ja entre os diluidores 2 e 3, a base de lecitina de soja, ndo foram encontradas
diferencgas.

As velocidades espermaticas avaliadas pelo CASA, velocidade de trajeto
(VAP), velocidade curvilinear (VCL) foram maiores no diluidor 3 AndroMed®,
(p<0,05), porém nos diluidores 1 e 2 as médias foram estatisticamente iguais.
Quanto ao VSL nao houve diferenca entre os diluidores.

O deslocamento lateral de cabega (ALH) foi maior no diluidor 3 AndroMed®
(p<0,05) quando comparado com os demais diluidores.

A freqiiéncia de batimento (BCF) foi menor no diluidor 1 Botu-Bov®, sendo
estatisticamente diferente dos outros dois diluidores.

O valor da média da retilinearidade (STR) foi diferente (p<0,05) entre os trés
diluidores estudados.

Ja a linearidade (LIN) foi menor no diluidor 3 AndroMed®, e n&o diferiu nos

outros dois diluidores.

6.2 EFEITOS DOS DIFERENTES DILUIDORES SOBRE A REACAO
ACROSSOMAL E MEMBRANA PLASMATICA

Apés a descongelacdo da amostra, avaliada pela associagdo das sondas
H33342, IP e FITC-PSA, foi notado uma diferenga significativa (P<0,05) na
porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica integra no sémen
congelado. O diluidor 1 Botu-Bov®, foi o que melhor preservou a integridade da

membrana plasmatica (Grafico 1).
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D - 1 — Diluidor Botu-Bov®, a base de gema de ovo.
D - 2 — Diluidor Botu-Bov®, a base de lecitina de soja.
D - 3 — Diluidor AndroMed®, a base de lecitina de soja.

Grafico 1 - Médias terros padréo da quantidade de células espermaticas (%), apds descongelagao,
com membrana plasmatica integra nos trés tratamentos diferentes — Pirassununga - 2009

Foi observado que o diluidor 1 preservou melhor o acrossomo (p<0,05),

porém entre os demais tratamentos (diluidor 2 e 3) ndo houve diferenga estatistica,

sendo numericamente maior a reagdo acrossomal no diluidor 3 AndroMed® (Grafico

2).
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D - 1 — Diluidor Botu-Bov®, a base de gema de ovo.
D - 2 — Diluidor Botu-Bov®, a base de lecitina de soja.
D - 3 — Diluidor AndroMed®, a base de lecitina de soja.
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Grafico 2 - Médias + erros padrdo da quantidade de células espermaticas (%), apos descongelagao,
com reagao acrossomal, nos trés diferentes tratamentos — Pirassununga - 2009
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Foi observado que no diluidor 1 Botu-Bov®, a porcentagem de células sem
reagao acrossomal e com a membrana plasmatica integra foi maior (p<0,05), porém
néo foi encontrada diferenca entre os diluidores 2 e 3 (Grafico 3). O diluidor 2 Botu-
Bov®-lecitina de soja obteve numericamente o menor valor de células dessa
categoria (6,27%).
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reacao acrossomal (%)

o

Membrana plasmatica integra sem

D-1 D-2 D-3
NAIMI 18,19 6,27 7,31

D - 1 — Diluidor Botu-Bov®, a base de gema de ovo.
D - 2 — Diluidor Botu-Bov®, a base de lecitina de soja.
D - 3 — Diluidor AndroMed®, a base de lecitina de soja.

Grafico 3 - Médias terros padréo da quantidade de células espermaticas (%), apds descongelagao,
com membrana plasmatica integra e sem reagdo acrossomal (acrossomo integro) nos
trés diferentes tratamentos — Pirassununga - 2009

6.3 EFEITOS DOS DIFERENTES DILUIDORES SOBRE A ESTABILIDADE DA
MEMBRANA PLASMATICA

Como descrito anteriormente no material e métodos, para essa avaliagao foi
utilizada a associagao das sondas H33342, Yo-Pro-1 e Merocianina 540, a qual

classificou as amostras em trés categorias (ML, MND, MID).
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O diluidor 1 Botu-Bov® apresentou uma maior porcentagem de células com
membrana plasmatica integra estavel (p<0,05) do que os demais diluidores

estudados (Grafico 4).
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D - 1 — Diluidor Botu-Bov®, a base de gema de ovo.
D - 2 — Diluidor Botu-Bov®, a base de lecitina de soja.
D - 3 — Diluidor AndroMed®, a base de lecitina de soja.

Gréfico 4 - Médias terros padrao da quantidade de células espermaticas (%), apds descongelagao,
com membrana plasmatica integra estavel nos trés diferentes tratamentos -
Pirassununga - 2009

O diluidor 1 Botu-Bov® também apresentou uma maior porcentagem de
células com membrana plasmatica integra desorganizada (p<0,05) do que os
demais diluidores. Entre os diluidores 2 e 3 ndo foi observada diferenca estatistica
(Gréfico 5).
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Membrana plasmatica integra

D - 1 — Diluidor Botu-Bov®, a base de gema de ovo.
D - 2 — Diluidor Botu-Bov®, a base de lecitina de soja.
D - 3 — Diluidor AndroMed®, a base de lecitina de soja.

Grafico 5 - Médias terros padrao da quantidade de células espermaticas (%), apds descongelagao,
membrana plasmatica integra desorganizada nos trés diferentes tratamentos -
Pirassununga — 2009

6.4 EFEITOS DOS DIFERENTES DILUIDORES SOBRE A PEROXIDACAO
LIPIDICA ESPERMATICA

A associagdo das sondas H33342, C11-BODIPY*®"**" e |P mostrou diferenca
estatistica (p<0,05), das amostras apdés a descongelagdo, nos trés tratamentos

estudados. No diluidor 2 houve maior peroxidacao lipidica (Grafico 6).
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D - 1 — Diluidor Botu-Bov®, a base de gema de ovo.
D - 2 — Diluidor Botu-Bov®, a base de lecitina de soja.
D - 3 — Diluidor AndroMed®, a base de lecitina de soja.

Grafico 6 - Médias terros padrao dos valores lineares médios da intensidade de fluorescéncia da
populagcdo espermatica com membrana plasmatica integra apresentando peroxidagao
lipidica, no sémen apos descongelacdo nos trés diferentes tratamentos — Pirassununga -

2009
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7 DISCUSSAO

Nesse experimento foram realizadas varias técnicas de avaliagdo com as
quais foi possivel observar que o sémen descongelado possui sub populagdes
distintas como relatado por Muifio et al. (2008a) e Andrade (2009). Essas sub
populacdes eram constituidas de espermatozéides com membrana plasmatica
lesada (positivo para Pl ou Yo-Pro-1), membrana plasmatica integra nao
capacitados (negativo para Yo-Pro-1 e negativo para Merocianina 540) e
capacitados (negativo para Yo-Pro-1 e positivo para Merocianina 540),
hiperativados, além de células que apesar de terem membrana plasmatica integra
possuem o acrossomo reagido (negativo para Pl e positivo para FITC-PSA), fato que
as torna potencialmente inférteis ja que estas ndo seriam nem capazes de realizar a
ligacdo a zona pelucida, muito menos ultrapassar esta barreira glicoprotéica que
circunda o odcito.

Uma das mais importantes caracteristicas associada com a capacidade
fertilizante do sémen, estudada neste experimento, € a motilidade, pois é essencial
para o transporte do espermatozéide no trato reprodutivo feminino e para a
fertilizagdo (VERSTENGEN, 2002).

O presente experimento obteve os percentuais de motilidade total e
progressiva detectados pelo CASA diferentes entre os diluidores utilizados. Embora
tenham sido claros os efeitos dos componentes dos diluidores neste experimento
(como gema de ovo e lecitina de soja), esta discussao sera restrita aos efeitos de
congelagao entre diluidores de composigcdo diferentes, ndo sendo discutidos os
efeitos de cada constituinte, pois a composicdo quimica de cada diluidor nao foi
divulgada.

O percentual da motilidade total no diluidor Botu-Bov® contendo gema de ovo
foi de 42, 41%, no Botu-Bov®, contendo lecitina de soja foi de 20,08% e no diluidor
AndroMed® também com lecitina de soja de 19,90%. Ja os resultados de motilidade
progressiva foram de 36,27%, 17,47% e 16,06%, respectivamente, mostrando que o
diluidor a base de gema de ovo obteve melhores resultados no presente
experimento. Corroborando os resultados de motilidade obtidos por Wagtendonk-de

Leeuw et al. (2000) que testando a fertilidade do sémen bovino criopreservado em
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dois diluidores diferentes, mostraram que a motilidade foi maior no meio a base de
gema de ovo do que naquele a base de lecitina de soja. Afirmaram ainda que os
efeitos benéficos da gema de ovo durante a criopreservagao séo dificeis de serem
atingidos por outros crioprotetores. Também foram encontrados resultados similares
no estudo de Thun et al. (2002) comparando o diluidor TRIS-gema, com o Biociphos-
Plus® e de Celeghini et al. (2008) utilizando os diluidores Botu-Bov® (a base de gema
de ovo) e Bioxcell® (a base de lecitina de soja).

Contrariando os resultados do presente experimento Aires et al. (2003)
obtiveram melhores resultados de motilidade no meio a base de lecitina de soja
sugerindo que isso possa ser resultado da alta viscosidade e presencga de debris nos
diluidores a base de gema de ovo o que influencia na fungédo espermatica.

Para Arruda (2000) ha fortes evidéncias que para os parametros motilidade
progressiva, VAP, VSL, VCL, BCF, STR, LIN e velocidade rapida, quanto maior for o
valor numérico obtido, melhor devera ser a qualidade espermatica para cada uma
destas caracteristicas estudadas. As velocidades espermaticas avaliadas no
presente experimento, VAP, VSL e VCL, foram maiores para o diluidor AndroMed®
(89,65um/s; 70,31um/s; 163,53um/s; respectivamente), este achado pode ser
explicado pela diferengca de densidade ou presenca de particulas entre os diluidores
estudados, que poderiam influenciar nas velocidades espermaticas. O mesmo foi
encontrado por Moussa et al. (2002); Amirat et al. (2004) e Celeghini et al. (2008).

A BCF foi mais alta para os diluidores a base de lecitina de soja (sendo de
30,34 Hz para o Botu-Bov® lecitina de soja foi de 30,11 Hz para o AndroMed®) 0 que
pode sugerir que componentes presentes nestes diluidores poderiam estar agindo
para estimular a frequéncia de batimentos. Esse resultado contraria o observado por
Celeghini et al. (2008) que encontraram maior valor de BCF no diluidor Botu-Bov®
(gema de ovo).

A STR foi estatisticamente diferente nos trés diluidores, sendo maior
numericamente no Botu-Bov® a base de lecitina de soja (88,44%). Estes resultados
se assemelham aos observados por Arruda (2000) para sémen criopreservado de
equinos em diferentes diluidores e difere dos encontrados por Celeghini et al. (2008)
cujo valores de STR para o Botu-Bov® foram maiores.

Os processos de congelacdo e descongelacdo induzem a mudangas

semelhantes a capacitacdo (criocapacitagdo), os danos associados a
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criocapacitagdo parecem suficientes para facilitar e/ou provocar uma capacitagcao
funcional (CORMIER; BAILEY, 2003). Dentre essas mudancgas estdo aumento das
células hiperativas, da reacéo acrossomal e da desordem da membrana plasmatica
do espermatozéide.

Em relagcdo as células hiperativas foi encontrado maior valor no diluidor
AndroMed® (12,50%). Os parametros utilizados para deteccéo dessas células foram
o VCL (ja discutido anteriormente), o ALH e LIN. De um modo geral, o deslocamento
lateral de cabega ndo € desejado, pois pode interferir na progressdo da célula.
Arruda (2000) afirmou que quanto maior o valor numérico de ALH pior é a qualidade
do sémen. O menor valor de ALH foi obtido no sémen criopreservado com Botu-
Bov® lecitina de soja (5,33um) e no Botu-Bov® (5,57um) o mesmo encontrado por
Celeghini et al. (2008).

O menor valor encontrado de LIN foi com o uso do diluidor AndroMed®
(48,26%), sendo este resultado condizente com aquele encontrado por Celeghini et
al. (2008).

Muifio et al. (2008a) e Muifo et al. (2008b) identificando sub-populagdes de
sémen definidas pelas caracteristicas da motilidade em ejaculados encontraram uma
porcentagem em torno de 15 a 16% de uma sub-populagdo semelhante as células
hiperativas no sémen criopreservado. Resultados estes muito semelhantes ao obtido
no presente experimento com o uso do diluidor AndroMed® (12,5%). Nos diluidores
Botu-Bov® o percentual de células hiperativas foi de 6,66% e no Botu-Bov® lecitina
de soja foi de 6,61%, esse resultado pode ser visto como uma vantagem para esses
diluidores.

Quanto a reacao acrossémica, os espermatozoides diluidos no meio Botu-
Bov® foram os que obtiveram a menor porcentagem (32,5%) e aqueles diluidos no
AndroMed® a maior (50,7%). Estes resultados foram a favor do que relataram Herold
et al. (2006), que mostraram um numero superior de acrossomos intactos com o uso
de um diluidor comercial a base de gema de ovo. Ja Aires et al. (2003) né&o
encontraram diferengas significativas na reagdo acrossomal apds o swin-up
comparando dois diluidores diferentes.

Os efeitos dos diluidores sobre a integridade da membrana plasmatica
observados no presente experimento cujos resultados foram melhores para o

diluidor Botu-Bov® a base de gema de ovo (18,3%) confirmaram as observacdes

Fabiane Gilli Zaffalon



Discusséo 74

feitas por De Leeuw et al. (1993) que relataram efeitos dos componentes dos
diluidores sobre a integridade da membrana plasmatica dos espermatozdéides
criopreservados. Celeghini et al. (2008) encontraram resultados semelhantes porém,
Amirat et al. (2004) nao verificaram diferenga quando comparam um diluidor
contendo lipoproteina de baixa densidade a um diluidor contendo gema de ovo.

Thun et al. (2002) obtiveram maior porcentagem de membrana lesada apds o
processo de criopreservagao no diluidor a base de lecitina de soja, indicando
segundo os autores, uma baixa eficiéncia desse diluidor em proteger o
espermatozoide durante a congelacao e a descongelagédo. Pons-Rejraji et al. (2009)
utilizando crioprotetores a base de gema de ovo, observaram que, apds 0 processo
de criopreservacgao, 50% dos espermatozdides sobreviveram e destes, apenas 23%
possuia acrossomo integro.

O aumento na instabilidade de membrana quando avaliada pela merocianina
540 é menor do que o reportado por estudos que utilizaram a clortetraciclina. No
entanto, isso se deve ao fato de que esses métodos monitoram diferentes eventos
durante o processo de capacitagcdo. A desordem de fosfolipidios detectada pela
merocianina 540 € induzida pelo bicarbonato que ocorre no inicio do processo,
enquanto a clortetraciclina monitora eventos mais tardios durante a capacitagao e
exocitose acrossOmica iniciada pelo deslocamento do ion calcio (HALLAP et al.,
2006).

A percentagem de células com membrana plasmatica integra com
estabilidade da membrana plasmatica foi maior no diluidor Botu-Bov® (14,22%) em
comparacao ao AndroMed® (6,81%) e ao Botu-Bov® lecitina de soja (5,53%). Saravia
et al. (2007) relataram que, apds a descongelagédo, ocorreu um aumento do numero
de espermatozoides mortos, sem um aumento evidente na instabilidade lipidica da
membrana plasmatica dos espermatozoéides vivos. Contrariando, Stradaioli et al.
(2007) que ao compararem um diluidor a base de gema de ovo com um a base de
lecitina de soja (Bioxcell®), mostraram que o segundo meio obteve maior nimero de
células nao capacitadas e sem o acrossomo reagido.

A criopreservagcdo do sémen bovino do presente experimento demonstrou
resultados insatisfatorios, como a baixa porcentagem de membrana plasmatica

integra. Isso pode ser explicado pelo fato de que, os touros utilizados ndo foram
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animais selecionados para a congelagao e, além disso, estavam em condi¢gbes de
manejo extensivo sem complementagcdo de concentrado na dieta.

Segundo Aurich (2005) e Lamirande e O’Flahert (2008) a peroxidagao lipidica
€ consequéncia da acdo de espécies reativas de oxigénio que em baixas
concentracdes, aparentemente, promove apenas a capacitacdo espermatica
enquanto que a peroxidagao excessiva danifica a membrana plasmatica e resulta na
perda de motilidade, lesdo de membrana, deplecao de ATP e perda da fertilidade.

Existem fortes evidéncias que as ROS promovam a capacitagcao espermatica.
Um dos mecanismos é pelo aumento da fosforilagdo da proteina tirosina com um
padrao similar aquele produzido pelo AMPc, embora isso ndo possa explicar todos
os efeitos das ROS. Ainda nido se sabe qual espécie reativa esta envolvida, mas o
superoéxido e o peréxido podem ter seus efeitos especificos (FORD, 2004).

E possivel que a morte celular ou a perda de fungdo durante ou apds a
congelagdo e a descongelagdo envolva um estresse oxidativo. ROS como o
peréxido de hidrogénio (H2O;) diminui a motilidade espermatica. A morte do
espermatozoide bovino também envolve a ativagdo de um aminoacido oxidase que
gera o H,O, (BILODEAU et al., 2002).

Bilodeau et al. (2002), comparando sémen diluido em um meio a base de
gema de ovo e em TALP sperm mostraram uma limitada capacidade do diluidor a
base de gema de ovo em neutralizar os efeitos deletérios do peroxido de hidrogénio
na motilidade. Porém, isso nao foi observado no presente experimento, pois as
células espermaticas do tratamento que utilizou diluidor a base de gema de ovo
apresentaram melhor motilidade (42,41%).

O sémen possui um sistema redox onde ha um delicado balango entre o
potencial antioxidante do plasma seminal e espermatozoéides. Entre os antioxidantes
nao enzimaticos presente no plasma seminal esta a glutationa que possui um papel
na reducgéo do peréxido de hidrogénio. Diluidores a base de gema de ovo, utilizados
na criopreservagao do espermatozoide bovino levam a uma diminuigao da glutationa
que nao é compensada pelo diluidor (STRADAIOLI et al., 2007).

Contrariando novamente os resultados do presente experimento, no qual, o
tratamento com o diluidor Botu-Bov® obteve o menor resultado de membrana
plasmatica integra peroxidada (49,23ua), Stradaioli et al. (2007) obtiveram melhor

desempenho em manter os niveis de glutationa, motilidade espermatica e
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integridade de membrana no meio a base de lecitina de soja. Esses resultados séo
provavelmente devidos, em parte, a capacidade da glutationa em reduzir o ataque
da membrana plasmatica do espermatozéide pelas ROS.

Conforme visto, desde o inicio do século, cientistas tém procurado
intensamente desenvolver ensaios laboratoriais que predizem acuradamente a
fertilidade do sémen congelado. No entanto, tais metas tém sido de dificil obtencéo,
uma vez que a maior parte dos problemas reside nos diferentes atributos que o
espermatozoide deve possuir para fertilizar o ovdcito, e em como a fertilizacdo é
definida. Infelizmente, nenhum teste laboratorial isolado pode estimar o potencial de
fertilidade do sémen congelado (ARRUDA, 2000).
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8 CONCLUSOES

1. O diluidor a base de gema de ovo preserva melhor a motilidade espermatica,
a populacdo de células com integridade de membrana plasmatica e
acrossomo nao reagido no sémen bovino pdés-descongelacdo que os
diluidores a base de lecitina de soja.

2. Espermatozodides criopreservados com o diluidor a base de gema de ovo
possuem uma menor sub populacdo de células hiperativas quando
comparados com os diluidores a base de lecitina de soja.

3. A sub populacdo de espermatozoides com membrana plasmatica estavel é
melhor preservada no diluidor a base de gema de ovo.

4. O diluidor a base de gema de ovo possibilita que as células sofram uma
menor peroxidagao lipidica das membranas espermaticas que os diluidores a

base de lecitina de soja.
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ANEXOS

ANEXO A

Setup para analise do sémen bovino: ajuste do aparelho Hamilton Thorne

Research

Caracteristicas Ajuste
Numero de imagens adquiridas..........cceeeuuieeeeeiiiiieiecceeeeeeeee 30

Taxa de aquisiCao das IMAagENS.........ccuuuiieeeeiiiiiiie e 60 Hz
Contraste minimo da Célula..............coooerieiiiiiiiicee e 50
Tamanho minimo da célula.............cooooi e, 6 pixels
Contraste para células ImOVeis.............euuviiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee 30
Retilinearidade..........ccoooe i 60%

Valor de corte de VAP para células lentas...........cccccceeeeeeviininnnnnnn. 30,0 um/s
VAP minimo para células progressivas..........cccccceeeeeeeveviiiiieeeeeennns 40,0 um/s
Valor de corte de VSL para células lentas...............cccccccieiene 20,0 um/s
Tamanho da Célula............cooooiviiiiiiiiiiceee e, 6 pixels
Intensidade da Célula..............oooiiiiiiii 80
Tamanho da cabecga estatica.............ccoooveiiiiiiiiii e 0,23 a 1,91
Intensidade da cabecga estatica.............coooeveviiiiiiiiiii 0,56a1,20
Alongamento eStAtiCO. ........cuvviiiiiiiiii 8a92
AUMENTO. ...t eeaeeeas 1,89
Frequéncia de VIdEO0..........cooiiiiiiiiii e 60
Intensidade de ilumiNaGa0...........uuiiiiiiiiii e 2203

B =T 0] 1= = (= T 37°C
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ANEXO B

1 Solucéo de sais de Talp (preparo de 500 mL)

Componentes:
NaCL..oovreeriiiiieieeeeeee 2,100 g
KCl.eeeeeeeeee e 0,935¢
NaH2PO4..covvveveeeieeeeecii 0,025¢g
MgCI 6H20.....ccoeiiiiiiie 0,040 g
Hepes.....ccoooovviiiviiiiiiieees 3,250 g
Preparo:

Diluir MgCl 6H,0 em 200 mL de agua destilada
Diluir outros sais em 200 mL de agua destilada
Combinar as duas solugdes e completar para 500 mL

Manter Refrigerado

2 Solucédo dos metabdlitos glicosados

2.1 Solucao Estoque (para preparar 50 mL)

Componentes:
GlicoSe...ccvniiiieiieeeeee, 250¢
Lactato de sddio.................. 9,25 mL
Piruvato de sédio................. 70 mg
Pen-Strep®......cccoveeeeeen. 12,5 mL
Preparo:

Dissolver todos os componentes

Aliquotar (aliquotas de 5 mL)Manter em freezer (-20°C)

2.2 Solucao Trabalho
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Preparo:

Colocar 45 mL da solugao de Sais de TALPm

Colocar 5 mL da solucéo estoque de Metabdlitos Glicosados
Aliquotar (aliquotas de 250 pL)

Ajustar pH para 7,4

Manter em freezer (-20°C)

3 Talp sperm modificado (preparo no dia)

Componentes:
10 mL da solugao de Sais de TALPm
200 pL da solugéo trabalho de Metabdlitos Glicosados

Preparo:
Misturar os componentes e incubar por 10 minutos

Ajustar o pH para 7,4
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