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Figura 4 — Sequéncia da capacitacdo espermatica. (A) O bicarbonato pode entrar na célula
espermatica através dos canais idnicos. O bicarbonato intracelular estimula a AC e a simultanea
producéo de AMPc ativa a PKA. O efluxo de colesterol pode aumentar a entrada de bicarbonato
e afetar a AC. (B) A PKA induz a fosforilagdo da tirosina (Y) em varios substratos (S). (C) As
proteinas espermaticas de ligacdo a zona pelucida (ZP) se tornam fosforiladas. (D) PLC do
citosol é fosforilada e translocada para a membrana plasmatica. (E) Ativacdo da PKA promove
redistribuicdo e translocagdo de fosfolipidios. (F) O efluxo de colesterol esta envolvido com as
mudangas da membrana. (G) A entrada de pequenas quantidades de calcio nas células
espermaticas tem uma funcdo importante na capacitacdo. (H) Fatores decapacitantes (DF) sdo
removidos da superficie da célula espermatica, expondo os receptores de progesterona

(Adaptado de: Flesch e Gadella, 2000). 36
Figura 5- Exemplos de motilidade ativada e hiperativada em varias espécies. (Adaptado de
Florman e Ducibella, 2006). 38

Figura 6- Sequéncia da reagdo acrossdémica. (A) as proteinas da zona peltcida (ZP) se ligam aos
receptores espermaticos, promovendo a agregacdo e a fosforilagdo da tirosina (Y). (B) O
ambiente das ZP contém alta concentracdo de progesterona, que pode se ligar a um receptor na
superficie espermatica. Ambos, ZP e a progesterona tém efeito sobre a superficie espermatica.
(C) pH intracelular aumenta por meio da proteina G e (D) o potencial de membrana despolariza.
(E) O aumento do pH e a despolarizagdo da membrana, promovem entrada de célcio (através de
canais de Ca2+ voltagem dependente) (F). O aumento do Ca2+ intracelular ativa a PLC que
converte 0 PIP2 em DAG e IP3 (G) O aumento do Ca2+ ativa a PLA2, que degrada PC em LPC
e acidos graxos livres (FFA). (H) O papel do IP3 ndo é conhecido, porém, DAG, FFA e LPC
ativam uma proteina quinase C (PKC). Essas mudancgas sdo necessarias para a fusdo das
membranas e secre¢do de enzimas acrossémicas (Adaptado de: Flesh e Gadella, 2000). 40

Figura 7 - Curva de temperatura no processo de criopreservacdo do sémen. Estdo representadas
as variagdes de temperatura durante as diferentes etapas do processo de criopreservacao. 46

Figura 8 - Cryo-scanning electron microscopy (Cryo-SEM) micrografia de um espermatozoide

suino aprisionado nos canais (matriz) do diluidor concentrado e envolvido por “lagos de gelo”
(4000 x) (Adaptado de: Hernandez, 2007). 56
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Figura 9 — Estrutura da molécula de LDL da gema de ovo. 62

Figura 10 — Formula estrutural de uma ciclodextrina (BCD) e observagdo da estrutura da
ciclodextrina na forma de um cone truncado (Fonte: Challa et al., 2005). 67

Figura 11- Principais pardmetros do movimento espermatico avaliados pelo CASA. (Fonte:
http://www.micropticsl.com/eng/index.html) 72

Figura 12 — Exemplos de modelos de membranas e equipamentos que podem ser utilizados para
0 processo de dialise para a purificacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) da gema de
ovo. (Fonte: http://www.spectrumlabs.com/dialysis/RCsacks.html). 78

Figura 13 — Etapas da extracdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) da gema de ovo: A)
Apos a primeira centrifugacdo a separacdo da gema em plasma e granulos (Pellet); B) Apos a
diélise, ultima etapa da purificacdo, ap6s a ultima centrifugacdo ocorre a separacdo do LDL na
forma de um gel flutuante amarelado. 78

Figura 14 - Exemplo de um espermatozoide hiperativado. Tela do programa Edit/Sort do
aparelho HTM-IVOS, versdo 12.3, Hamilton Thorne. (Fonte: Zaffalon, 2009). 83

Figura 15 — Gréfico de pontos demonstrando a compensacgdo e a formagdo do gate, onde se
encontram 0s espermatozoides (os pontos em vermelho sdo particulas do diluidor). O
histograma demonstra o pico de fluorescéncia do Hoescht, e o quadro apresenta as diferentes
populacdes de células para a associagdo H33342 + Pl + FITC-PSA. 84

Figura 16 - Exemplos de grafico de pontos e tabela de porcentagens originadas pelo citdmetro
de fluxo. Amostra corada com a associacdo H33342, Pl e FITC-PSA, permitindo a classificagdo
dos espermatozoides bovinos em quatro categorias. 85

Figura 17- Grafico de pontos (A) gerado pela analise por citometria de fluxo em amostra corada
com as sondas C11-BODIPY, H33342 e Pl. No grafico de pontos podem-se observar duas
categorias, sendo que o quadrante MPI contém os espermatozoides com a membrana plasmatica
integra, selecionados para a avaliacdo da intensidade da peroxidacdo das membranas. O
histograma (B) apresenta a populagdo MPI que esta sendo analisada quanto a distribuicdo da
fluorescéncia das células com peroxidag&o lipidica. O valor obtido é indicado no quadro como a
média em unidades arbitréarias (u.a.). 86

Figura 18 - Gréafico de pontos gerado pela analise por citometria de fluxo, em amostra corada
com a associagdo do H33342, Yo-Pro-1 e Merocianina 540 permitindo a classificagdo dos
espermatozoides bovinos em trés categorias. 87

Figura 19 — Esquema Experimental 89

Figura 20 — Grafico da porcentagem de células com membranas plasmatica e acrossomal
intactas (AIMPI), em funcdo do tempo de equilibrio. E possivel verificar uma estabilizacdo dos
diluidores com CLC a partir de 4h de equilibrio. 96

Figura 21 — Gréfico da porcentagem de células viaveis com membranas plasmatica estavel
(Meroc (-)), em funcdo do tempo de equilibrio. 100

Figura 22- Gréfico de pontos gerado pela anélise por citometria de fluxo, em amostras coradas
com a associacdo do H33342, Yo-Pro-1 e Merocianina 540. Comparando os graficos dos trés
tempos para o diluidor LDL+CLC é possivel visualizar que nos tempos T4 e T6 ocorre um
aumento significativo das popula¢des Meroc (-) e reducéo da populacdo Yo-Pro (+). 100
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Figura 23 — Fotos de animais da raca Nelore pertencentes ao plantel da Central de Inseminagéo
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Figura 25 — Entrega do sémen apds a coleta para o laboratorio de processamento de sémen
através de janela de amostras propria, minimizando os riscos de contaminagdo. Uberaba, MG —
2011. 143
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das amostras utilizando um espectrofotdmetro com diluidor automéatico de sémen (Accucell®
bovine photometer, Modelo n° 704, IMV Technologies). Laborat6rio da ABS Pecplan, Uberaba,

MG — 2011. 145
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Figura 30 — Laboratério de Biotecnologia do Sémen e Andrologia - Centro de Biotecnologia em
Reproducdo Animal - FMVZ-USP Campus de Pirassununga - SP 147

Figura 31- Fotos do aparelho IVOS (Versdo 12.3, Hamilton-Thorne Research) e de
colaboradores do experimento. Laboratério de Biotecnologia do Sémen e Andrologia - Centro
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Figura 32 — Fotos dos equipamentos utilizados nas analises pds-descongelamento. (A) Aparelho
de analise computadorizada de sémen IVOS (Versdo 12.3, Hamilton-Thorne Research). (B)

Citdmetro de fluxo FACSaria (Becktson-Dickeson®, Sunnyvale, CA, USA) 149
Figura 33 — Detalhes do Citémetro de fluxo FACSaria (Becktson-Dickeson®, Sunnyvale, CA,
USA). FMVZ-USP Campus de Pirassununga — SP. 149

19


file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874856
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874856
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874857
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874857
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874858
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874858
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874858
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874859
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874859
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874859
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874859
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874860
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874860
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874861
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874861
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874862
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874862
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874863
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874863
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874864
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874864
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874864
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874865
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874865
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874865
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874866
file:///C:/Users/Ticiano/Desktop/TESE%20Doutorado_%20Ticiano/Tese%20Pronta/Tese%20Corrigida%20Final/TESE%20Doutorado%20Ticiano_versão%20corrigida_Final_2.docx%23_Toc336874866

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

uL microlitro

uM micromolar

pum micrémetro

ACP  Agente Crioprotetor Penetrante

Al Acrossoma Intacto

AL Acrossoma Lesado

ALH  Amplitude Lateral da Cabeca

AMPc Adenosinamonofosfato ciclico

ANOVA Anélise de variancia

ATP  Adenosinatrifosfato

BCF  Freqiiéncia de Batimentos Flagelares

BP filtro Band Pass

BSA  Albumina Sérica Bovina

C11-BODIPY®¥* 4 4-difluoro-5-(4-phenyl-1,3-butadienyl)-4-bora-32 42-diaza-sindacene-
3-undecanoic acid

Ca®  fon célcio

CASA Computer-Assisted Semen Analysis (Analise Computadorizada do Sémen)

CFDA Diacetato de Carboxifluoresceina

CLC Cholesterol Loaded Cyclodextrin (Ciclodextrinas Pré-carregadas com Colesterol)

DMSO Dimetilsulféxido

DNA Acido Desoxirribonucléico

DPBS solugdo tamponada salina de Dulbecco

EthD-1 Homodimero de Etidio-1

EROs espécies reativas de oxigénio

FITC Isotiocianato de fluoresceina

g grama

GOT Glutamic Oxalacetic Transaminase (glutamato oxalacético transaminase)

h horas

HDL High Density Lipoprotein (Lipoproteina de Alta Densidade)
H258 Hoeschst 33258

H33342 Hoechst 33342
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Todeto de 5,5°,6,6’-tetracloro-1,1,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina

Low Density Lipoprotein (Lipoproteina de Baixa Densidade)

H,O  molécula de agua

Hz Hertz

1A Inseminacédo Artificial

JC-1

K* fon potassio

L litro

LDL

LIN  Linearidade

LP Filtro Long Pass

mg miligrama

min  minuto

mL mililitro

mM  milimolar

MPI  Membrana Plasmética Intacta
MPL Membrana Plasmatica Lesada
MOT Moatilidade Total

PROG Motilidade Progressiva

Na®  fon sodio

nm nandmetro

P nivel de significancia

pH potencial hidrogeni6nico

Pl lodeto de Propidio

PNA  Aglutinina de Arachis hypogea
PSA  Aglutinina de Pisum sativum
® marca registrada

R123 Rodamina 123

sptz  espermatozoides

STR  Retilinearidade

TALP meio de Tyrode suplementado com albumina, lactato e piruvato

TALPmM meio de Tyrode suplementado com lactato e piruvato e sem adi¢o de CaCl 2H,0 e NaHCO,

VAP  Velocidade do trajeto
VCL Velocidade curvilinear

VSL Velocidade progressiva
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Tempo de equilibrio, lipoproteinas de baixa densidade e colesterol na
criopreservacao do sémen bovino

RESUMO

O colesterol desempenha papéis importantes em varias funcdes espermaticas, incluindo efeitos
sobre as propriedades da membrana. Um desses efeitos € o de estabilizar as membranas a baixas
temperaturas. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da associagdo do colesterol
(Ciclodextrinas Carregadas com Colesterol - CLC) e das Lipoproteinas de Baixa Densidade
(LDL) e das possiveis interacGes entre estes agentes crioprotetores e o tempo de equilibrio,
durante o processo de criopreservacdo, sobre a motilidade espermatica, integridade, estabilidade
e na peroxidacgdo lipidica das membranas espermaticas pos-descongelamento. Foram utilizadas
amostras de sémen de 15 touros Nelore, andrologicamente normais, com idades de 2 a 6 anos,
coletadas por vagina artificial e avaliadas segundo as normas do CBRA (1998). As amostras
foram divididas em 4 aliquotas e diluidas a 32°C (30 x 10° sptz/mL) com os seguintes
diluidores: 1) Tris-Gema (controle); 2) LDL (8%); 3) LDL * “° (8% LDL + CLC); 4) L-CLC
(0,8% LDL + CLC). O sémen diluido foi resfriado até a temperatura ambiente (25°C) e
envasado em palhetas de 0,5 mL. Para a criopreservacdo utilizaram-se trés aparelhos
automatizados (TK-3000®), com as mesmas curvas de resfriamento (-0,25°C/min) e de
congelamento (-20°C/min) para todos os tratamentos, variando apenas o tempo de equilibrio a
5°C: Oh (T0), 4h (T4), e 6h (T6) totalizando doze tratamentos. Apds o congelamento, as palhetas
foram armazenadas em N, liquido (-196 °C). As avaliagdes do sémen ap6s descongelamento
consistiram na andlise computadorizada da motilidade espermatica (CASA) e nas analises pela
citometria de fluxo quanto a integridade das membranas plasmatica e acrossomal (PI/FITC-
PSA/H33342); peroxidacao lipidica (P1/C11-BODIPY®8**//H33342) e capacitacio espermatica
através da estabilidade da membrana plasmatica (Merocianina 540/Y0-Prol/H33342). Os
tratamentos sem tempo de equilibrio (TO) apresentaram 0s menores valores, tanto para as
motilidades total (MOT) e progressiva (PROG), quanto para a integridade das membranas
plasmatica e acrossomal (AIMPI), para todos os diluidores. O diluidor LDL (8%) apresentou a
melhor atividade crioprotetora em todos os tempos, com maiores motilidade total e progressiva,
melhores caracteristicas do movimento esperméatico (alto VAP, VSL e VCL), maior
porcentagem de células rapidas (Rapid), a maior integridade das membranas plasmatica e
acrossomal, e a maior proporcédo de células vidveis ndo capacitadas (Meroc (-)). O diluidor a
base de gema apresentou a melhor protecdo contra a peroxidacdo lipidica das membranas
espermaticas. O diluidor L-CLC apresentou a pior atividade crioprotetora. A adicdo de
colesterol através do pré-tratamento do sémen com CLC ndo permitiu uma reducdo do tempo de
equilibrio. Além disso, a adi¢do de CLC a diluidores a base de LDL purificado a 8%, reduziu a
sobrevivéncia esperméatica em TO e T6. O tempo de 4 h de equilibrio foi adequado para se obter
uma alta sobrevivéncia espermatica, independente do diluidor utilizado, porém, os diluidores
Gema e LDL se beneficiaram de um maior tempo de equilibrio (6h). O melhor método de
criopreservagdo foi aquele que utilizou o diluidor LDL (8%) e 6h de equilibrio (LDL-T6).
Concluiu-se que o tempo de equilibrio é necessario no processo de criopreservacao do sémen
bovino para preservacdo da motilidade e da integridade das membranas espermaticas,
independente do diluidor utilizado. Além disso, conclui-se que a CLC sozinha ou associada a
baixas concentragdes de LDL ndo protegem adequadamente as membranas espermaticas dos
efeitos lesivos da criopreservacéo.

Palavras-chave: colesterol, criopreservacdo de sémen, lipoproteina de baixa densidade,
metil-p-ciclodextrina, tempo de equilibrio.
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Equilibration time, low density lipoproteins and cholesterol on bovine semen
cryopreservation

ABSTRACT

Cholesterol plays important roles in many sperm functions, including effects on membrane
properties. One of these effects is to stabilize membranes at low temperatures. The aim of this
study was to evaluate the association of Cholesterol (Cholesterol Loaded Cyclodextrin - CLC)
and Low Density Lipoproteins (LDL) and possible interactions between these cryoprotective
agents and equilibration time, during the process of cryopreservation, on post-thawing sperm
motility, integrity, stability and lipid peroxidation of sperm membranes. Semen samples from 15
Nellore bulls, andrologicaly normal, 2-6 years old, were collected by artificial vagina and
evaluated according to the standards of CBRA (1998). Each semen sample was divided into 4
aliquots and diluted at 32° C (30 x 10° sperms /mL) with the following extenders: 1) Tris-Egg-
Yolk (control); 2) LDL (8%); 3) LDL *“*° (8% LDL + CLC); 4) L-CLC (0,8% LDL + CLC).
After dilution, the extended semen was cooled to room temperature (25°C) and packaged in 0.5
mL straws. For cryopreservation three automated machines were used (TK-3000®), with the
same cooling (-0.25° C/min) and of freezing rates (- 20°C / min) for all treatments, varying only
the equilibration time at 5°C: Oh (TO0), 4h (T4), and 6h (T6) for a total of twelve treatments.
Thereafter, the straws were transferred to liquid nitrogen (—196 °C) for storage.Semen
evaluations after thawing were performed with Computer-Assisted Semen Analysis (CASA)
and flow cytometry for integrity of plasma and acrosomal membranes (PI/FITC-PSA/H33342),
lipid peroxidation (P1/C11-BODIPY581/591/H33342) and sperm capacitation by plasma
membrane stability (Merocianina 540/Yo0-Pro1/H33342). The control treatments (0 h
equilibration) had the lowest values for both total (MOT) and progressive matilities (PROG), as
well as for percentage of sperm with intact plasma and acrosomal membranes (IP1A), for all
extenders. The extender LDL (8%) provided the best cryoprotective action at all times, with the
highest total and progressive motilities, better sperm movement characteristics (highest VAP,
VSL and VCL), highest percentage of rapid cells (Rapid), the highest integrity of plasma and
acrosomal membranes, and the highest proportion viable non-capacitated cells (Meroc (-)). The
Egg-Yolk based extender provided the best protection against lipid peroxidation of sperm
membranes. The extender L-CLC had the worst cryoprotective activity. Addition of cholesterol
by pretreatment of semen with CLC did not allow a reduction in duration of equilibration time.
Furthermore, the addition of CLC to purified LDL(8%) based extenders, reduced the sperm
survival at TO and T6. Equilibration for 4 h was suitable to achieve a high sperm survival,
regardless of extender used, however, the Tris-Egg-Yolk and LDL extenders were benefited
from a greater equilibriation time (6h). Overall, the best cryopreservation method was the
combination of LDL (8%) extender and 6h of equilibration (LDL-T6). In conclusion,
equilibration time is necessary in the process of cryopreservation of bovine semen for
preservation of motility and integrity of sperm membranes, regardless of extender used.
Furthermore, CLC alone or combined with low concentrations of LDL do not adequately
protect sperm membranes from the detrimental effects of cryopreservation.

Keywords: cholesterol, semen cryopreservation, low density lipoprotein, methyl-p-
cyclodextrin, equilibration time.
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1 INTRODUGCAO

A pecuéria no Brasil é uma atividade de
grande importancia para a economia, sendo
inegavel a  participagdo do  setor
agropecuario para o equilibrio da balanca
comercial do Brasil. O aumento da
produtividade na pecuéria nacional pode ser
obtido com o0 emprego de biotecnologias que
otimizem o sistema de producdo, buscando
maior producdo por hectare e assim
diminuindo os custos de producdo. A
utilizagdo de biotecnologias aplicadas a
reproducdo permite maximizar o uso de
genética superior, possibilitando o aumento
da produtividade (Celeghini, 2005; Leite,
2008).

Vérias  biotécnicas  reprodutivas  sdo
utilizadas no Brasil, porém, a mais utilizada
¢ a inseminacdo artificial (IA). A
inseminagdo  artificial com  sémen
criopreservado € uma  biotecnologia
reprodutiva de custos mais acessiveis e que
serve como ferramenta para o melhoramento
genético dos rebanhos. Todavia, para sua
aplicacdo ampla é indispensavel o uso do
sémen criopreservado. Desta forma, a
criopreservacdo do espermatozoide tornou-
se um procedimento essencial para a
aplicacdo desta biotecnologia (Parks, 1997;
Celeghini, 2005; Leite, 2008; Zaffalon, 2009).

Um dos objetivos da industria de sémen
criopreservado € reduzir o numero de
espermatozoides em cada dose inseminante,
para que mais doses possam ser produzidas a
partir de cada ejaculado, porém mantendo
uma alta fertilidade (Vishwanath e Shannon,
2000). Esse objetivo sé pode ser alcancado
melhorando a taxa de sobrevivéncia celular
na criopreservacdo (Mocé et al., 2010a).

As taxas de sobrevivéncia espermatica pos-
criopreservacdo ndo sdo Otimas para a
maioria das espécies (Leibo e Bradley, 1999;
Watson, 2000b; Mocé et al., 2010a).
Portanto, novas estratégias de

criopreservagdo  sd0  necessarias  para
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aumentar o numero de espermatozoides
vivos e a qualidade destes pos-
descongelamento. O colesterol desempenha
papéis importantes em varias funcdes
espermaticas, incluindo efeitos sobre as
propriedades da membrana. Um desses
efeitos é o de estabilizar as membranas a
baixas temperaturas. Assim, espécies que
produzem  espermatozoides com  alta
propor¢do colesterol:  fosfolipidios na
membrana sd0 mais resistentes ao choque
frio (cold shock) do que espermatozoides
com baixa proporgao colesterol:
fosfolipidios (Darin-Bennett e White, 1977,
Parks e Lynch, 1992; Parks e Graham, 1992;
Holt, 2000a). A alteracdo da composicdo
lipidica da membrana plasmatica de
espermatozoides afeta a sobrevivéncia
espermatica na criopreservacdo. Portanto,
aumentar o teor de colesterol da membrana
plasmatica pode ser uma estratégia que pode
melhorar a qualidade dos espermatozoides
pos-descongelamento (Mocé et al., 2010a).

Varios estudos (Combes et al., 2000; Purdy
e Graham, 2004a,b; Mocé et al., 2010a,b;
Oliveira et al., 2010) relatam que a inclusao
de colesterol, por meio das ciclodextrinas
pré-carregadas com colesterol (CLC), como
alternativa para aumentar a estabilidade da
membrana plasmatica dos espermatozoides
de varias espécies durante o resfriamento, e
assim, melhorar a qualidade pos-
descongelamento do sémen. Em bovinos, o
tratamento do sémen com CLC antes da
criopreservacdo aumentou significativamente
a taxa de sobrevivéncia espermatica (Purdy
e Graham, 2004a,b; Mocé e Graham, 2006;
Amorim et al., 2009).

Associado a isto, existe uma demanda
crescente para a substituicdo da gema de ovo
nos diluidores de sémen devido ao risco
sanitario envolvido (Bousseau et al. 1998;
Vishwanath e Shannon, 2000; Aires, 2003) e
a presenca de substdncias na gema que
inibem a respiracdo dos espermatozoides ou



diminuem a sua motilidade (Pace e Graham,
1974; Moussa et al., 2002). Portanto, seria
de grande beneficio a retirada dessas
substancias prejudiciais e a adi¢ao apenas do
agente crioprotetor da gema de ovo, a LDL
(Moussa et al, 2002). Estudos
demonstraram que a utilizacdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
purificadas como substituto da gema pode
ser uma excelente alternativa para a
preparacdo de  meios  quimicamente
definidos, apresentando vantagens em
relacdo a qualidade e fertilidade do sémen
criopreservado (Moussa et al., 2002; Amirat
et al., 2004; Amirat et al., 2005). Contudo,
ndo existem estudos da associacgdo das CLC
e da LDL na preparacéo de meios diluidores,
e sobre suas possiveis interagdes com outros
fatores da criopreservacdo, como o tempo de
equilibrio.

Os protocolos de criopreservagdo de sémen
bovino geralmente incluem resfriamento
lento até 4-5°C, seguido por um intervalo
variavel de equilibrio (de 30 min a 24 h) a
esta temperatura antes do congelamento.
Normalmente, o glicerol é adicionado
durante esse intervalo (Vishwanath e
Shannon, 2000). Na literatura ndo existe um
consenso quanto a necessidade e duragdo do
equilibrio. Além disso, existe o desejo de se
reduzir ou eliminar essa etapa, acelerando
assim o processo de criopreservagdo (Dhami
et al, 1992; Leite et al., 2010). Porém,
recentemente Leite et al. (2010), utilizando
sistema CASA e citometria de fluxo,
concluiram que o tempo de equilibrio é
necessario para a preservagdo da motilidade
e integridade das membranas espermaticas.

Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar
o0 efeito da associacdo da CLC e da LDL e
das interacbes entre estes  agentes
crioprotetores e o tempo de equilibrio,
durante o processo de criopreservacdo, sobre
a motilidade espermatica, integridade,
estabilidade, e peroxidacdo lipidica das
membranas espermaticas. Essa pesquisa
visou a obtecdo de conhecimentos que

permitam o desenvolvimento de protocolos
de criopreservagdo mais eficazes, utilizando
meios  quimicamente  definidos, para
aumentar a sobrevivéncia espermatica.

2 HIPOTESES:

1 - O tempo de equilibrio é necessario na
criopreservacdo do sémen bovino pré-
tratado com Ciclodextrinas Carregadas com
Colesterol (CLC) para a preservacdo da
motilidade, integridade, estabilidade e
intensidade de peroxidagdo das membranas
espermaticas.

2 - Diluidores contendo a associagdo de
colesterol (CLC) e LDL necessitam de
menor tempo de equilibrio para preservar a
motilidade, a integridade e fungdo das
membranas espermaticas pos-
descongelamento em relagdo a diluidores
que contém apenas uma dessas substancias.

3 — Diluidores contendo a associagdo de
CLC e LDL reduzem a peroxidagdo dos
lipidios da membrana espermatica e
diminuem a hiperativagdo espermatica no
processo de criopreservacgao.

4 - A associacdo de CLC e LDL possui
melhor efeito crioprotetor sobre as variaveis
espermaticas do que diluidores que contém
apenas uma dessas substancias.

5 - Existem interagdes entre os diluidores
contendo LDL e/ou colesterol e o tempo de
equilibrio que influenciam a sobrevivéncia
espermatica na criopreservacdo do sémen
bovino.

3 OBJETIVOS:

1 - Analisar o efeito do tempo de equilibrio
na criopreservacao do sémen bovino pré-
tratado com Ciclodextrinas carregadas com
colesterol (CLC), sobre a motilidade,
integridade, peroxidacdo e estabilidade das
membranas espermaticas.
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2 - Avaliar se a associacao entre colesterol e
LDL na formulagéo de diluidores permite a
reducdo do tempo de equilibrio em relacédo a
diluidores que contém apenas uma dessas
substancias, preservando a motilidade, a
integridade e fungdo das membranas
espermaticas.

3 — Avaliar o efeito da associacdo de CLC e
LDL sobre a peroxidacdo lipidica da
membrana  espermatica e sobre a
hiperativagdo espermatica no processo de
criopreservacao.

4 - Verificar se a associacdo de colesterol e
LDL na formulagdo do diluidor possui
melhor efeito crioprotetor das variaveis pds-
descongelamento do que diluidores que
contém apenas uma dessas substancias.

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 O espermatozoide bovino

O sémen é a suspensdo celular liquida
contendo espermatozoides (gametas
masculinos) e secrecbes dos 0Orgaos
acessorios do trato genital masculino. A
porcdo fluida dessa suspensdo, que €
formada na ejaculagdo, é conhecida como
plasma seminal (Garner e Hafez, 2004).

A espermatogénese inicia-se nos mamiferos
na puberdade e é a soma total dos eventos
que ocorrem dentro dos tdbulos seminiferos
nos testiculos que levam a producdo de
espermatozoides. A espermatogénese pode
ser dividida em trés fases: 1)
Espermatocitogénese (mitose); 2) Meiose; e
3) Espermiogénese. Neste processo a
espermatogbnia se divide, através de
sucessivas mitoses, e produz 0
espermatocito primario que passa pela
primeira divisdo mei6tica originando o
espermatocito secundério. O espermatdcito
secundario, por sua vez, passa pela segunda
divisdo meiotica para produzir espermatides
haploides que se diferenciam em
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espermatozoides. Em bovinos este processo
tem uma duracdo de aproximadamente 61
dias (Barth e Oko, 1989; Flesch e Gadella,
2000; Johnson et al., 2000; Zaffalon, 2009).

Na maioria das espécies mamiferas as
células esperméticas estdo totalmente
maturadas quando atingem a cauda do
epididimo (Flesch e Gadella, 2000; Johnson
et al, 2000). No epididimo, o
espermatozoide adquire o potencial de
motilidade pela acdo das secrecBes das
células epiteliais e constituintes dos fluidos
luminais (Lamirande et al., 1997; Zaffalon,
2009).

O espermatozoide é revestido inteiramente

por uma membrana plasmatica e
parcialmente por uma membrana
denominada  acrossomal.  Apresenta-se

subdividido em cabeca, colo e cauda (Figura
1). O espermatozoide é uma célula alongada
com cabeca achatada e larga contendo o
nicleo espermatico, e uma cauda contendo
0S componentes necessarios para a
motilidade celular. O acrossoma é uma
estrutura de membrana dupla situada entre a
membrana plasmatica e a porcao anterior do
nacleo. O colo conecta a cabeca do
espermatozoide com a cauda, a qual é
subdividida em peca intermediaria, principal
e terminal (Barth e Oko, 1989; Mortimer,
1997; Eddy e O’Brien, 1994; Garner e
Hafez, 2004; Leite, 2008).

Toda a caracteristica estrutural do
espermatozoide estd voltada para a sua
atividade funcional Unica: assegurar a
liberacdo do material genético contido no
nacleo do espermatozoide para o odcito,
onde ocorre a fusdo dos prondcleos
masculino e feminino produzindo o zigoto
(Eddy e O’Brien, 1994).

As caracteristicas estruturais da cabeca e da
cauda do espermatozoide refletem os seus
papéis funcionais. A principal fungdo da
cabeca do espermatozoide é liberar um
conjunto hapléide de cromossomos para o
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Figura 1 — llustragcdo sumarizando as principais caracteristicas estruturais do espermatozoide bovino. Detalhes da
ultraestrutura da cabeca e da cauda do espermatozoide. (a) regido do colo; (b) regido da peca intermediaria; (c)
regies da peca principal e peca terminal (Adaptado de Barth e Oko, 1989).

oocito. A funcdo do flagelo é promover
motilidade a célula para permitir a sua
passagem pelo trato genital feminino e a
penetracdo através da zona pelicida do
o6cito. (Mortimer, 1997).

A cabeca do espermatozoide possui o
nucleo, o0 acrossomo e pequena quantidade
de estruturas do citoesqueleto e citoplasma.

O nucleo do espermatozoide apresenta a sua
cromatina altamente compactada, e &
responsdvel por um terco do peso do
espermatozoide. A cromatina  nuclear
apresenta como principais componentes 0
DNA e proteinas. As proteinas, que
constituem a cromatina do espermatozoide,
séo conhecidas coletivamente como histonas
espermaticas, e estabilizam o DNA nuclear
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conjugando-se com 0 mesmo através de
ligacBes sulfidricas (Barth e Oko, 1989;
Garner e Hafez, 2004; Leite, 2008).

O acrossoma é uma organela derivada do
complexo de Golgi e é formada durante o
estagio inicial da espermiogénese. Esta
organela se dispde sobre o nicleo como uma
capa sobre a porcdo anterior da cabeca do
espermatozoide. Ela contém varias enzimas
hidroliticas necessarias para a penetracdo da
matriz extracelular do o6cito (zona pellcida)
para que ocorra a fertilizacdo (Flesch e
Gadella, 2000; Ashizawa et al., 2004;
Garner e Hafez, 2004). Nessa organela
distinguem-se duas membranas: a membrana
acrossomal externa e membrana acrossomal
interna. A membrana acrossomal interna fica
em contato com a membrana nuclear;
enquanto a membrana acrossomal externa
estd em contato com a face interna da
membrana plasmatica. O acrossoma consiste
de dois segmentos, a capa acrossomal
(acrossomo anterior) e 0 segmento
equatorial (acrossomo posterior). Durante a
reacdo acrossémica, a membrana acrossomal
externa e a membrana plasmatica se fundem
e formam vesiculas, ocorrendo a liberagdo
das enzimas e outros componentes da matriz
acrossomal. A membrana acrossomal interna
e 0 segmento equatorial persistem até a
fusdo do espermatozoide com o o6cito
(Eddy E O’brien, 1994; Flesch e Gadella,
2000; Ashizawa et al., 2004). Esta fusdo
ocorre entre a membrana plasmatica
remanescente do segmento equatorial do
espermatozoide e a membrana plasmética do
oocito (Flesch e Gadella, 2000; Garner e
Hafez, 2004; Leite, 2008).

O flagelo é constituido internamente pelo
axonema, uma estrutura especializada do
citoesqueleto, responsavel pela motilidade
espermatica. O axonema € formado por um
anel de nove microtdbulos duplos
envolvendo um par central. As dineinas e
nexinas realizam a ligagéo entre os pares de
microtubulos. As dineinas apresentam
projecdes chamadas bragcos de dineina, que
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sdo responsaveis pela geracdo da forca
motora do flagelo. A dineina € um complexo
de multissubunidades de ATPase que
convertem a energia quimica (ATP) em
energia cinética, permitindo que pares de
microtubulos adjacentes deslizem um sobre
0 outro, causando uma curvatura do
axonema e entdo o movimento flagelar
(Barth e Oko, 1989; Mortimer, 1997,
Turner, 2006).

Externamente ao axonema, o flagelo possui
nove fibras densas, cada uma associada a um
microtibulo duplo. Cada uma dessas fibras
possui um coOrtex e uma medula e é
constituida por uma proteina semelhante a
queratina, o que confere elasticidade ao
flagelo (Barth e Oko, 1989; Eddy ¢ O’Brien,
1994; Mortimer, 1997; Turner, 2006).

A peca intermediaria se estende do colo até
0 anulus, onde se conecta com a peca
principal. E caracterizada pela presenca de
nove fibras densas préximas a cada um dos
pares de microtibulos e por uma bainha de
mitocondrias em um arranjo helicoidal que
envolve as fibras densas e 0 axonema (Barth
e Oko, 1989; Mortimer, 1997; Turner, 2006).

A peca principal do flagelo se estende do
anulus até a peca terminal e é caracterizada
pela presenca da bainha fibrosa, uma
estrutura do citoesqueleto que rodeia o
axonema e as fibras densas externas,
fornecendo um suporte no controle e
restricdo do movimento flagelar. Ja a peca
terminal é formada apenas pelo axonema,
que € coberto pela membrana plasmatica
(Eddy e O’Brien, 1994; Mortimer, 1997,
Turner, 2006).

A funcdo fisioldgica das mitocéndrias nas
células é realizar a fosforilagdo oxidativa e
produzir o ATP como fonte de energia
metabdlica. A membrana mitocondrial
interna é o local de producéo de energia, € a
posicdo das mitocondrias ao redor da porgao
proximal do axonema sugere que elas séo
necessarias para o suprimento de ATP usado



para a motilidade flagelar (Mortimer, 1997,
Leite, 2008).

Entretanto, em adicdo ao seu papel de
sustentacdo estrutural, a bainha fibrosa
possivelmente desempenhe um papel mais
direto na regulacdo da motilidade do flagelo
devido ao crescente numero de proteinas
envolvidas nas vias de sinalizacdo da
motilidade e no metabolismo, que foram
localizadas na bainha fibrosa (Turner, 2006).

Contudo, a importancia das mitocondrias
para a motilidade espermatica foi
reconsiderada recentemente. Alguns estudos
sugerem que O espermatozoide produz a
maior parte do ATP necessario para o
movimento flagelar por glicolise (producéo
anaerobia de ATP) (veja Turner, 2006).
Estes estudos supdem que a glicdlise na peca
principal, e ndo necessariamente a
fosforilacdo oxidativa na peca intermediaria,
seja o fator critico para o funcionamento
normal da célula espermatica de mamiferos
(Turner, 2006).

Porém, Ford (2006) forneceu algumas
evidéncias do contrario. Segundo este autor,
a glicolise local pode fornecer energia ao
flagelo distal, mas as evidéncias de que ela é
imprescindivel para a motilidade séo fracas.
Em primeiro lugar, é provavel que a difuséo,
reforcada pela adenilato-quinase e outras
lancadeiras, seja suficiente para a troca de
ATP, ADP e Pi (fosfato inorgéanico) entre o
flagelo e as mitocOndrias na peca
intermedidria na taxa necessaria para manter
a motilidade. Em segundo lugar, as
experiéncias com o inibidor das GAPDHs
(gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenases), a
a-cloroidrina, indicam que 0
espermatoizoide pode manter a motilidade
por longos periodos quando a glicélise é
bloqueada, desde que altas concentra¢des de
intermedirios glicoliticos ndo se acumulem.
Isto deve ser tomado em conta na
interpretacdo dos resultados em
camundongos “knock-out” para GAPDH.

Em terceiro lugar, os espermatozoides da
maioria das espécies podem permanecer
totalmente moveis em meios sem acucar,
especialmente se substratos mitocondriais
sdo fornecidos, e com a excecdo do cdo,
evidéncia  de  gliconeogénese  para
fornecer substrato para o flagelo distal estdo
ausentes ou séo fracas.

4.1.1 Asmembranas do
espermatozoide

As varias membranas (plasmatica, nuclear,
acrossomal e mitocondrial) da célula
espermatica sdo agregados especiais de
lipideos e proteinas, organizados durante a
espermatogénese e modificados durante o
transito epididiméario, armazenamento e
gjaculacdo. A funcdo da membrana é
determinada pelas interacdes dos varios
componentes, e qualquer evento de
processamento que altere estas interagdes
pode levar a alteragbes da funcdo. O
desenvolvimento de um protocolo de
criopreservacdo deve comecar com uma
apreciacdo da estrutura da membrana e, em
seguida, incorporar medidas que minimizem
alteragbes (Hammerstedt et al., 1990).
Portanto, o conhecimento da membrana
plasmatica é o ponto inicial para o éxito nos
processos de manipulacéo de sémen (Valle e
Silva Filho, 2001).

Apesar de diferencas funcionais, a estrutura
basica das membranas biolégicas segue o
modelo proposto por Singer e Nicholson
(1972). As membranas da célula espermatica
sdo formadas por uma bicamada de lipideos
anfipaticos que contém proteinas integrais e
periféricas incrustadas nesta bicamada ou
associadas a ela, organizadas como um
“mosaico fluido” (Figura 2) (Parks e
Graham,1992; Parks, 1997; Valle e Silva
Filho, 2001).

A composicdo lipidica da membrana

plasméatica dos espermatozoides de varias
espécies de mamiferos ja foi elucidada.
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Figura 2 - Organizagdo da membrana plasmatica; modelo “mosaico fluido” de Singer e Nicholson (1972). (Adaptado
de: http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Citologia/cito5.php)

Embora exista uma consideravel variacéo
entre diferentes espécies de mamiferos, em
geral a membrana plasméatica contém
aproximadamente 70% de fosfolipidios,
25% de lipidios neutros e 5% de
glicolipidios (em base molar). Os
fosfolipidios podem ser divididos em
fosfoglicerolipidios (fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
cardiolipina e  fosfatidilinositol) e
esfingomielina. Os lipidios neutros incluem
0 colesterol e pequena quantidade de
desmosterol, sulfato de colesterol e éster
colesteril. Os glicolipidios encontrados na
célula espermatica sdo seminolipidios e
tracos de outros glicolipidios (Flesch e
Gadella, 2000; Celeghini, 2005).

Os fosfolipidios possuem um grupo polar ou
hidrofilico denominado de cabeca e uma ou
duas cadeias de acidos graxos (hidrofébicas)
que se estendem para o interior da
membrana. A maioria desses lipideos tende
a formar espontaneamente uma configuracao
de bicamada quando em meio aquoso
(Parks, 1997; Valle e Silva Filho, 2001).
Esse arranjo lamelar promove uma barreira
hidrofébica seletiva na qual a &gua e
moléculas dissolvidas nela passem apenas
com dificuldade. Consequentemente, o0
transporte efetivo de moléculas é feito
atraves de canais ou poros formados pelas
proteinas, existindo pouco ou nenhum
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transporte de moléculas hidrofilicas em
regibes da membrana sem poros ou canais.
Mudangas na conformacdo da membrana,
gue podem ser ocasionadas pelo
resfriamento, e que resultam em arranjos
anormais dos fosfolipideos e proteinas,
permitem rapida passagem de moléculas que
normalmente  passariam  vagarosamente
através da membrana (Amann e Pickett,
1987; Valle e Silva Filho, 2001; citados por
Leite, 2008).

As proteinas integrais podem atuar como
poros ou canais na membrana, ou podem
atuar como receptores de outras moléculas.
Muitas proteinas integrais e periféricas
possuem, aderidas a sua superficie, cadeias
de carboidratos carregados negativamente,
gue atraem proteinas e glicoproteinas do
meio externo. Esses elementos formam um
glicocalix na superficie espermatica,
exercendo funcdo primordial na interagéo
entre essa célula e o odcito (Amann e
Pickett, 1987; Valle e Silva Filho, 2001).

Atualmente o modelo do mosaico fluido
tornou-se  mais  complexo incluindo
conceitos mais recentes, tais como: a
distribuicdo lipidica, a assimetria de
bicamada, polimorfismo dos lipidios e
interacOes lipideo-lipideo e lipideo-proteina
(Parks e Graham,1992; Parks, 1997). Essas
interacfes complexas levam a formacdo de



dominios dentro do plano da membrana,
resultando em compartimentalizacdo da
membrana plasmatica. Essa
compartimentalizacdo € observada na
membrana plasméatica do espermatozoide,
por exemplo, nas diferencas de distribuicéo
de lipidios e proteinas entre as regides
periacrossomal e pds-acrossomal da cabega
do espermatozoide, da peca intermediéria e
da peca principal do flagelo. O que é
surpreendente é que estes dominios de
membrana s&o mantidos na membrana fluida
apesar de esta permitir a difusdo lateral dos
lipidios (Amann e Pickett, 1987; Parks e
Graham,1992; citados por Leite, 2008).

Assim como a composicdo especifica de
aminoacidos e a sequéncia determina a
estrutura tercidria, e consequentente a
fungdo de uma proteina, uma composigdo
lipidica especifica também pode determinar
a formacédo de dominios de membrana e suas
funcbes. A  compartimentalizacdo da
membrana é uma combinacdo de muitos
fatores, incluindo: 1) as interagdes lipidio-
lipidio que inibem a difusdo lateral dos
lipidios em interacdo; 2) a imobilizagéo
lipidica devido as interagcBes com proteinas
que estdo ancorados ao citoesqueleto; 3) as
barreiras proteicas a difusdo intrarregional
devido a particulas intramembranosas
estacionarias, que se acreditam serem
grandes proteinas integrais de membrana, e
4) solubilidade seletiva de lipidios e
proteinas dentro dos lipidios que comp&em o
compartimento da membrana (Parks e
Graham, 1992).

Além da organizacdo lateral da membrana
plasmética, a compartimentalizacdo vertical
também  resulta das diferengas de
composicdo entre os dois folhetos da
membrana, denominada assimetria da
membrana. Lipidios com uma carga neutra
ou positiva, como a fosfatidilcolina, a
esfingomielina, e os glicoesfingolipidios
localizam-se preferencialmente no folheto
externo, enquanto os fosfolipidios aniénicos
como a fosfatidiletanolamina, a

fosfatidilserina e o fosfatidilinositol situam-
se na porgdo interna da bicamada
(Hammerstedt et al., 1990; Parks e
Graham,1992; Parks, 1997; Flesch e
Gadella, 2000). Esta assimetria transversal,
possivelmente é devido ao transporte ativo
pela enzima aminofosfolipide-translocase,
sendo que a alteracdo da assimetria seria
responsavel pelo aumento da fluidez do
folheto externo da membrana durante a
capacitacdo (Flesch e Gadella, 2000; citado
por Leite, 2008).

Nos mamiferos, o espermatozoide ejaculado
possui uma  morfologia  altamente
diferenciada, que se reflete na sua superficie.
A cabeca do espermatozoide, a peca
intermedidria e o restante da cauda s&o
divididos pelo anel posterior e a estrutura do
anulus, respectivamente. Estas estruturas
supostamente funcionam como uma espécie
de barreira juncional para as trocas lipidicas
entre a cabeca e a peca intermediaria e desta
com a cauda. A superficie da cabeca do
espermatozoide possui heterogeneidade de
distribuicdo lateral onde podem ser
identificadas no minimo quatro regifes: a
area apical, a area pré-equatorial, a
equatorial e a pos-equatorial. Lembrando
que a cabeca do espermatozoide ndo contém
barreiras juncionais para manter estas
regides, e que poderiam explicar esta
separagdo em  areas que  contém
determinadas proteinas e lipidios (Flesch e
Gadella, 2000; Gadella et al., 2008;
Andrade, 2009).

Uma explicacdo mais provavel para a
heterogeneidade lateral nessa membrana é
fornecida pelas interacbes eletrostaticas
diferenciais existentes entre os componentes
da membrana e o glicocalice polarizado. Um
forte indicio para a validade deste modelo é
0 fato que a capacitacdo induz remodelacéo
do glicocalice que explica as alteracOes
dinamicas na topologia lateral das proteinas
de transmembrana. Além disso, o glicocalix
pode induzir mudancas de distribuicdo
lateral dos lipidios na membrana plasmatica
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dos espermatozoides que por sua vez podem
induzir rearranjos das proteinas de
transmembrana livres (Flesch e Gadella,
2000; Gadella et al., 2008).

Dentro de um compartimento de membrana,
os lipidios normalmente sdo misciveis e
apresentam liberdade de movimentacéao
lateral, o que permite que a membrana seja
fluida a temperatura corporal (Amann e
Pickett, 1987; Parks e Graham,1992).

Nas membranas, existe uma categoria de
fosfolipidios que apresentam cadeias de
acidos graxos poli-insaturados, fazendo com
gue eles assumam uma forma cénica, onde a
base € a extremidade hidrofébica da
molécula. Devido a esta forma conica esses
fosfolipidios tendem a formar uma micela
invertida, ou forma “hexagonal II”, onde as
extremidades hidrofébicas sdo externas
(base dos cones) e as hidrofilicas internas,
ao contrario de uma micela classica na qual
as extremidades hidrofébicas privam-se do
contato com a agua (Figura 3) (Parks e
Graham, 1992; Valle e Silva Filho, 2001).
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Figura 3 - Representacdo esquematica de formas
polimérficas de fase observadas nas membranas
biolégicas. Duas formas polimorficas de fase estdo
presentes nas membranas das células (painel da
esquerda). A forma de bicamada é a mais prevalente; e
a forma hexagonal 11 é muito rara. No painel da direita,
0 possivel papel para a forma hexagonal Il (eventos de
fusdo de membrana que podem ocorrer durante a
interacdo de vesiculas lipidicas e a membrana
plasmatica.). Adaptado de Hammerstedt et al. (1990).
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B. Representacio esquematica de

O arranjo hexagonal ndo promove uma
barreira de permeabilidade e provavelmente
apenas  ocorre  transitoriamente  em
membranas bioldgicas durante os eventos de
fusdo de membranas (Hammerstedt et al.,
1990; Parks e Graham, 1992). Em condigdes
fisioldgicas estes fosfolipidios localizam-se
ao redor das proteinas integrais da
membrana e esta interacdo evita a ocorréncia
da forma “hexagonal II”, devido as
interacdes proteina-lipidio e ao impedimento
fisico exercido por essas proteinas (Parks e
Graham, 1992; Valle e Silva Filho, 2001).

Segundo Quinn (1985, 1989), esses
fosfolipidios formadores de micela invertida
(nonbilayer lipids) possuem maior ponto de
fusdo e, por isso, quando a membrana é
submetida a resfriamento, estes lipideos sdo
0s primeiros a sofrerem uma transicdo de
fase termotropica (citado por Parks e
Graham, 1992; Parks, 1997). Esses
fosfolipidios sofrem mudanca da fase
liquido-cristalina para a fase gel e entdo se
agregam em microdominios, enquanto 0s
outros lipideos e as proteinas permanecem
fluidos em regiBes onde ainda ndo ocorreu a
mudanca de fase. Embora este rearranjo
provavelmente ndo afete a membrana em
temperaturas baixas, quando ocorre 0
reaquecimento, os fosfolipidios  poli-
insaturados formadores de micela invertida
agregados podem desestabilizar a membrana
e permitir a ocorréncia da forma hexagonal
Il, resultando em perturbagdo localizada da
membrana e perda da integridade da
membrana. Isto leva a formagdo de canais
hidrofilicos na membrana que permitem a
passagem de ions e pequenas moléculas, o
que leva a perda do controle osmético (Parks
e Graham, 1992; Parks, 1997; Valle e Silva
Filho, 2001). Além disso, podem ocorrer
alteracBes nas interacdes lipidio-proteina
dentro da membrana se os lipidios
formadores de micela invertida ndo puderem
restabelecer suas associagBes originais com
as proteinas, possivelmente levando a
alteracdo da funcdo das proteinas (Parks e
Graham, 1992).



A membrana plasmatica apresenta-se em
estado de fluidez, na temperatura corpoérea,
sendo esta caracteristica um pré-requisito
para o desempenho de suas funcdes. Os
principais fatores que determinam a fluidez
geral de uma membrana sdo a proporcao de
colesterol: fosfolipidios, a quantidade de
acidos graxos poliinsaturados que compdem
os fosfolipidios, e a temperatura a qual a
membrana é exposta (Amann e Pickett,
1987; Hammerstedt et al., 1990; Leite,
2008).

O colesterol é o principal esterol presente
nos espermatozoides e nas membranas
celulares dos mamiferos, e possui o papel de
modular a fluidez e a estabilidade da
bicamada lipidica através da sua interacao
estérica com os fosfolipidios de membrana
(Parks e Graham, 1992; Parks, 1997). Em
geral, quanto maior a quantidade de
colesterol presente, menos flexivel, ou
menos fluida é aquela por¢do da membrana
(Amann e Pickett, 1987).

Varios estudos demonstraram a existéncia de
diferencas de resisténcia dos
espermatozoides de diferentes espécies ao
choque-frio (cold shock). A sensibilidade
dos espermatozoides aos danos do "cold
shock" é determinada pela composicéo
fosfolipidica da membrana e pela relagdo
colesterol: fosfolipidios da membrana (Holt,
2000a). Em  geral, espécies cujos
espermatozoides possuem alta relacdo
colesterol: fosfolipidios (coelho e homem)
sd0 mais resistentes aos danos do choque-

frio do que os espermatozoides que possuem
baixa relacdo colesterol:  fosfolipidios
(garanhdo, carneiro e touro) (Tabela 1)
(Darin-Bennett e White, 1977; Watson,
1981a; Parks e Lynch, 1992; Parks e
Graham, 1992; Mocé et al., 2010a). A
proporcdo colesterol/fosfolipidios varia de
aproximadamente 0,2 para espermatozoide
suino a 1,0 para o humano, o que é
consistente com os efeitos de condensacéo e
transicdo de fase do esterol (Parks e
Graham, 1992; Parks, 1997).

Comparativamente, a membrana plasmatica
do espermatozoide suino apresenta a maior
quantidade de proteinas, e 0 menor teor de
colesterol do que outras espécies; apresenta
grande quantidade de glicolipidios de alto
ponto de fusdo; e alta propor¢do de
fosfatidiletanolamina, um  fosfolipidio
formador de micela invertida. Estas
caracteristicas o tornam mais sensivel ao
choque frio. J& a membrana do
espermatozoide do galo apresenta baixo teor
de proteinas, baixa quantidade de
fosfatidiletanolamina, teor intermediério de
colesterol e a fracdo de glicolipidios parece
ndo apresentar lipidios de alto ponto de
fusdo, que  estdo  presentes  nos
espermatozoide de mamiferos. Assim, essas
caracteristicas moleculares das membranas
do espermatozoide do galo podem Ihe
proporcionar grande resisténcia as mudangas
fisicas que ocorrem a baixas temperaturas
(Parks e Graham, 1992; Valle e Silva Filho,
2001; citado por Leite, 2008).

Tabela 1- Correlagdo entre conteido de colesterol de membrana de espermatozoides mamiferos e outros parametros

de membrana e susceptibilidade ao "choque-frio".

Espécie Micromols de Micromols de Proporgao Colesterol ~ Proporcdo de  Espermatozoides
colesterol/10°  fosfolipidios/10° (mol%) ? acidos graxos intactos apds
sptz sptz colesterol: poli-insaturados:  choque-frio (%)
fosfolipidio saturados
Carneiro 0.722 1.920 27 25 3
Touro 0.893 1.991 31 35 15
Coelho 1411 1.607 62 0.8 50
Humano 1.438 1.447 50 1.0 45
Fonte: Darin-Bennett & White (1977). ? Porcentagem Molar = colesterol x 100

colesterol + fosfolipidio
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4.2 Capacitacao espermatica

Apbs deixar 0S testiculos 0S
espermatozoides parecem estar maduros do
ponto de vista morfolégico, porém, ainda
ndo adquiriram a motilidade progressiva
nem a habilidade de fertilizar o o6cito. Em
vérias espécies, € durante o transito
epididimario que a célula espermatica
adquire a habilidade de se mover
progressivamente e o potencial fertilizante,
no entanto, ela ainda é incapaz de fertilizar.
Uma completa capacidade fertilizante s6 é
obtida pela passagem pelo trato reprodutivo
feminino. As mudancas fisiolégicas que
conferem ao espermatozoide a habilidade de
fertilizar sdo coletivamente chamadas de
capacitacdo (Lamirande et al., 1997,
Visconti et al., 1998; Visconti e Kopf, 1998;
Zaffalon, 2009).

Segundo Lamirande et al. (1997), a
capacitacdo pode ser definida como uma
série controlada de alteracfes bioquimicas e
de membrana, as quais 0s espermatozoides
sd0 submetidos durante a sua migracao
através do trato genital feminino, com a
finalidade de alcancar e se ligarem a zona
pelucida, sofrer a reacdo acrossdmica, e
fertilizar o odcito.

A capacitacdo espermatica foi descrita e
definida pela primeira vez por Chang (1951)
e Austin (1951), trabalhando
independentemente, em diferentes espécies.
Austin trabalhando com ratos em Sydney,
Austrélia e Chang em Massachusetts, EUA,
utilizando coelhos, descobriram que a
maturacdo final de célula levava por volta de
2-6 horas, sendo que este fendmeno foi
prontamente identificado em outras espécies.
Porém, passados todos estes anos, este
processo fundamental ainda ndo se encontra
completamente elucidado (Lamirande et al,
1997; Andrade, 2009).

Ainda existe controvérsia na definicdo de

capacitacdo, porque alguns investigadores
incluem a reacdo acrossdbmica neste
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processo, enquanto outros ndo. No entanto,
os resultados sobre a reversibilidade, pré-
requisitos, e 0s eventos associados com estes
dois processos sustentam o conceito de que
eles sdo diferentes etapas maturacionais. A
capacitacdo é um fendmeno reversivel, o que
significa  que 0 tratamento de
espermatozoides capacitados com
substancias  especificas ou  fluidos
biolégicos, tais como o plasma seminal,
reduz a sua capacidade para fertilizar oécitos
e, portanto, “decapacitando” estas células.
Por outro lado, como a reagdo acrossdmica é
um processo exocitotico, ela ndo pode ser
interrompida ou revertida, uma vez que é
induzida. Além disso, os requisitos idnicos
especificos (por exemplo, as concentracdes
de bicarbonato e calcio) que promovem a
capacitacdo e reacdo acrossdmica também
separam estes dois processos (Yanagimachi,
1994; Lamirande et al., 1997).

Embora a fertilizacdo ainda represente o
ponto final de um espermatozoide
capacitado, a capacidade do espermatozoide
de sofrer uma reacdo acrossomica (por
exemplo, em resposta a zona pelucida) pode
ser tomado como ponto anterior de
referéncia deste evento extratesticular de
maturacdo. Deve ser salientado que
capacitacdo também estd correlacionada
com as alteracBes nos padrdes de motilidade
do espermatozoide em varias espécies,
designado como hiperativacdo espermatica
(Yanagimachi, 1994;  Suarez, 1996).
Existem exemplos de casos em que a
capacitacdo e a  hiperativagdo foram
dissociados experimentalmente, mas ainda
ndo se pode concluir com certeza que a
hiperativacdo da motilidade representa um
evento completamente independente da
capacitacdo. Portanto, para compreender o
processo de capacitacdo a nivel molecular,
deve-se considerar os eventos que ocorrem
tanto na cabeca (a reacdo acrossémica)
como na cauda (isto é, alteracBes da
motilidade) (Visconti et al., 1998; Visconti e
Kopf, 1998).



Acredita-se que um dos principais eventos
da capacitacdo seja a remogédo ou alteracdo
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 condicdo propicia para a
fertilizagdo (Zaffalon, 2009).

A capacitacdo é um evento sequencial que
envolve numerosas mudangas fisioldgicas
como as alteracbes na fluidez das
membranas, o aumento da concentracdo de
jons intracelulares e o aumento das
sinalizagbes intracelulares. Durante este
processo  ocorrem  diversos  eventos
bioquimicos, sendo que alguns ja foram
identificados, nos quais se incluem: remogéo
dos fatores periféricos das membranas,
mudancas na composicao lipidica, producao
de espécies reativas de oxigénio, migracao
das proteinas de membrana, exteriorizacao
de receptores, ativacdo dos canais ibnicos,
producdo intracelular de AMPc e a
fosforilacdo do  aminoacido tirosina
(Visconti e Kopf, 1998; Flesch e Gadella,
2000; Wertheimer et al., 2008; Andrade,
2009).

A tuba uterina ou o Utero representam 0s
sitios fisioldgicos de capacitagdo in vivo em
muitas espécies  (Yanagimachi, 1994).
Entretanto a capacitagdo pode  ser
mimetizada in vitro em um meio definido
cuja composicdo é baseada na concentracao
de eletrolitos que compdem o fluido da tuba
uterina. Normalmente, o meio contém uma
fonte de energia (ex. piruvato, lactato e
glicose), um sequestrador de colesterol
(geralmente a albumina sérica), bicarbonato
(HCO3), Ca™, baixa concentragdo de K* e
concentracéo fisioldgica de Na*, sendo que
alguns destes desempenham um importante
papel no processo de capacitagdo. Porém, o
mecanismo de acdo destes compostos é
pouco compreendido do ponto de vista
molecular; entretanto muitos  eventos
moleculares que envolvem o inicio da
capacitacdo ja foram identificados sendo

estes: a remocao do colesterol da membrana,
0 influxo de ifons e o aumento da
fosforilacdo do  aminoacido  tirosina
(Visconti e Kopf, 1998; Gadella, 2008;
Andrade, 2009).

Os  espermatozoides  ejaculados  sédo
transportados através do Utero e preparados
para entrar na tuba uterina. Nesta fase, uma
grande parte do revestimento extracelular é
removida (incluindo 0S fatores
decapacitantes do plasma seminal). O sémen
também encontra um ambiente com alto
nivel de bicarbonato (Gadella, 2008).
Mudangas nos componentes das membranas
espermaticas seguem-se progressivamente:
perda de proteinas ou reducdo de seu peso
molecular, remocdo do glicocélix, reducéo
da proporcdo de colesterol/fosfolipidio,
aumento da mobilidade lateral de lipidios e
proteinas (Gadella et al., 2001). As
propor¢des de colesterol:fosfolipidios nas
membranas  plasmaticas e acrossomal
externa diminuem, aumentando sua fluidez.
O efluxo de colesterol ocorre em
decorréncia de sua transferéncia para
albuminas e lipoproteinas de alta densidade
(HDL) da tuba uterina. A desestabilizagéo
da membrana, provocada pela remocao do
colesterol, promove a reorganizacdo dos
componentes da bicamada, incluindo
redistribuicdo de proteinas integrais (Gadella
etal., 2001).

A albumina sérica, um componente
essencial do meio de capacitagdo in vitro,
funciona como um carreador do colesterol,
se ligando a este e removendo-o da
membrana plasmatica. Sabe-se que a
capacitacdo pode ser inibida pela adicdo de
colesterol e/ou anélogos de colesterol ao
meio de capacitagdo (Cross, 1998). A
albumina sérica bovina (BSA) pode ser
substituida in vitro pela HDL e, demonstrou-
se in vitro que as BSPs (bovine seminal
plasma proteins) estdo envolvidas no efluxo
de colesterol mediado pela HDL no
espermatozoide bovino (Thérien et al., 1997)
A retirada do colesterol da membrana
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plasmatica é um processo que antecede
mdaltiplos sinais intrinsecos ao processo de
capacitacdo (Visconti et al., 2002; Andrade,
2009).

O bicarbonato é um potente agente capacitor
sendo quase ausente na cauda do epididimo
e no plasma seminal (<1 mM), porém
presente na tuba uterina em altas
concentracdes (>15 mM). Essas diferencas
na concentracdo de bicarbonato no trato
reprodutivo masculino e feminino podem
desempenhar um importante papel na
supresséo da capacitagdo no epididimo e na
promocdo do processo no trato reprodutivo
feminino. Sua auséncia inibe a fosforilacéo
da tirosina e também reduz a capacidade dos
espermatozoides de se ligarem as proteinas
solubilizadas da zona pelucida (Visconti e
Kopf, 1998; Flesch e Gadella; 2000; Gadella
e Van Gestel, 2004).

O bicarbonato é considerado desencadeador
da capacitagdo, estimula uma forma soltvel
de adenilato ciclase (AC) espermatozoide
especifica, resultando no aumento dos niveis
de adenosina monofosfato ciclico (AMPc)

gue ativa uma proteina quinase A (PKA)
que, por sua vez, induz a fosforilagcdo de
tirosina de varios substratos (Visconti e
Kopf, 1998; Flesch e Gadella, 2000; Gadella
e Van Gestel, 2004). Em consequéncia, as
proteinas da membrana  plasmaética,
relacionadas com a ligacdo na zona pelicida,
se tornam ativadas. Além disso, a
fosfolipase C (PLC) do citosol é fosforilada
e translocada para a membrana plasmatica
(Flesch e Gadella, 2000; Gadella et al.,
2001). A fosforilagdo do aminoécido tirosina
ativa direta ou indiretamente a troca
(“scrambling”) dos fosfolipideos entre os
folhetos da bicamada, levando a um
aumento da fluidez da membrana plasmatica
(Harrison et al., 1996; Colenbrander et al.,
2002). A troca dos fosfolipidios é dose
dependente dos niveis de bicarbonato, sendo
gue eles podem se movimentar na auséncia
do bicarbonato quando ha inibidores da
fosfodiesterase, 0s quais inibem a quebra do
AMPc. As trocas entre os fosfolipidios
ocorrem somente na regido apical da
membrana plasméatica do espermatozoide
sendo este fendmeno um pré-requisito para
gue ocorra o efluxo do colesterol (Figura 4)
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Figura 4 — Sequéncia da capacitacdo espermatica. (A) O bicarbonato pode entrar na célula espermatica através dos
canais iénicos. O bicarbonato intracelular estimula a AC e a simultanea producéo de AMPc ativa a PKA. O efluxo
de colesterol pode aumentar a entrada de bicarbonato e afetar a AC. (B) A PKA induz a fosforilacéo da tirosina (YY)
em varios substratos (S). (C) As proteinas espermaticas de ligacdo a zona peltcida (ZP) se tornam fosforiladas. (D)
PLC do citosol ¢é fosforilada e translocada para a membrana plasmatica. (E) Ativacdo da PKA promove
redistribuicéo e translocacdo de fosfolipidios. (F) O efluxo de colesterol estd envolvido com as mudancas da
membrana. (G) A entrada de pequenas quantidades de calcio nas células espermaticas tem uma fungéo importante
na capacitacao. (H) Fatores decapacitantes (DF) sdo removidos da superficie da célula espermatica, expondo os
receptores de progesterona (Adaptado de: Flesch e Gadella, 2000).
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(Flesch e Gadella, 2000; Flesch et al., 2001;
Zaffalon, 2009).

O envolvimento do Ca?, no inicio e/ou
regulacdo da capacitacdo é controverso até o
momento, apesar do uso deste como
promotor da reacdo acrossomal. No
espermatozoide de camundongos é evidente
a necessidade da presenca de Ca®* no meio
extracelular para que haja a capacitacao,
sendo que este atua na via da adenilato
ciclase (Visconti et al., 1995), embora estes
estudos ndo tenham mensurado o Ca®
intracelular. Alguns autores descrevem um
aumento de calcio intracelular durante a
capacitacdo, porém outros mostram que a
concentragdo de célcio intracelular ndo é
alterada durante este evento. Parte desta
controvérsia pode ser atribuida pela agdo do
calcio na reacdo acrossomal e na inerente
dificuldade em diferenciar esses eventos. No
entanto, a agdo do Ca®* sobre enzimas
envolvidas na transducdo de sinal (por
exemplo, a adenilato ciclase, fosfodiesterase
de nucleotideo ciclico) sugere que este
cation divalente provavelmente desempenha
um papel importante na capacitacdo
(Lamirande et al., 1997; Visconti e Kopf,
1998).

Os espermatozoides maduros sdo células
inativas quanto a transcricdo génica e
inaptas a sintetizar novas proteinas.
Portanto, percebe-se a grande importancia
das fosforilacBes das proteinas como forma
de alterar suas fung6es, quando comparado a
outros tipos celulares. Durante a fertilizacéo,
a fungdo espermatica é regulada por um
sistema de sinais intracelulares que
controlam fosforilagdes de proteinas. A
fosforilacdo dos amino&cidos
Serina/Treonina e da Tirosina ocorrem no
espermatozoide, mas somente algumas
proteinas fosforiladas foram identificadas.
Embora a via do AMPc-dependente da
proteina quinase A desempenhe um papel
central na funcdo espermaética e ja tenha sido
estudada em detalhes (Visconti e Kopf,
1998), o conhecimento sobre as tirosina

quinases e outras serina/treonina quinases
permanece limitado (Urner e Sakkas, 2003;
Andrade, 2009).

Os processos regulados pela fosforilagéo do
amino&cido tirosina incluem a capacitagéo,
hiperativacdo e a reacdo acrossomal, todas
essas funcbes necessdrias para que O
espermatozoide alcance e se fusione ao
odcito (Visconti et al., 2002). Portanto, a
fosforilacdo do aminoacido tirosina das
proteinas espermaticas € um importante
mecanismo intracelular de regulacdo da
capacitacdo espermatica de mamiferos,
servindo como um significativo indicador da
evolucdo deste processo. Este mecanismo
parece ser promovido pela agdo de fatores
auxiliadores da capacitacdo, como a proteina
semelhante a albumina, o bicarbonato e o
calcio (Visconti e Kopf, 1998; Andrade,
2009; Zaffalon, 2009).

4.3 Hipermotilidade

O processo de capacitacdo espermatica
também envolve mudancas no padrdo de
motilidade, o qual é denominado de
hiperativacdo (Yanagimachi, 1994). A
hiperativacdo é o0 processo que O
espermatozoide apresenta durante o trajeto
pela tuba uterina e é descrito como um
movimento espermatico vigoroso e nao
progressivo que estd relacionado aos
processos de capacitacdo e fertilizagdo
(Verstegen et al., 2002; Zaffalon, 2009).

Durante a hiperativacdo da motilidade
(hipermotilidade) o padrdo do movimento, o
vigor e a trajetéria do espermatozoide
passam por grandes mudancas. Ela é
caracterizada por movimentos vigorosos e
de grande amplitude do flagelo, marcante
deslocamento lateral da cabeca e da cauda,
baixa frequéncia de batimento flagelar,
associados a uma trajetoria ndo progressiva
(Lamirande et al., 1997; Mortimer, 1997;
Verstegen et al., 2002; Zaffalon, 2009).
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No epididimo o espermatozoide ainda ndo
possui motilidade. Apdés a liberacdo da
cauda do epididimo, no plasma seminal ou
em meios fisiol6gicos, o espermatozoide
passa a “nadar”. Esse processo ¢ chamado
de ativagdo da motilidade. Quando ativado o
espermatozoide  apresenta  batimentos
flagelares simétricos, de baixa amplitude e
de grande comprimento de onda, o que
resulta num novimento progressivo retilineo
(trajetéria linear). Quando o espermatozoide
é incubado em condi¢Bes capacitantes in
vitro, ou recuperado da tuba uterina apés o
periodo de capacitagdo, ele se torna
hiperativado, apresentando um aumento da
velocidade, aumento da amplitude do
batimento flagelar produzindo um padrdo de
batimentos altamente assimétrico. Isso faz
com que a cabeca assuma uma trajetdria
helicoidal ou circular. A trajetéria helicoidal
ocorre quando o batimento flagelar é
tridimensional, enquanto que a trajetdria
circular ocorre quando o batimento flagelar
estd confinado em um plano (como por
exemplo, entre 1dmina e laminula, Figura 5).
(Suarez, 1996; Florman e Ducibella, 2006;
Suarez, 2008).
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Figura 5- Exemplos de motilidade ativada e hiperativada
em varias espécies. (Adaptado de Florman e Ducibella,

2006).

O papel fisiolégico da hipermotilidade nao
esta totalmente esclarecido. Vérias possiveis
funcbes para a hipermotilidade foram
sugeridas. Os espermatozoides hiperativados
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conseguem penetrar substancias viscosas e
viscoelasticas mais eficientemente do que
espermatozoides ativados, 0 que pode
permitir penetrar as secrecdes mucosas da
tuba uterina, na matriz extracelular do
cumulus oophorus que envolve o o6cito, e a
penetragdo da zona pellcida. A
hiperativacdo pode auxiliar no deslocamento
até o local de fertilizacdo e permite o
espermatozoide se destacar da ligacéo
temporaria ao epitélio da tuba uterina no
reservatorio  espermatico  (Istmo). A
hiperativacdo pode atuar também como uma
selecdo espermaética que permite 0 acesso ao
local de fertilizacdo apenas aqueles
espermatozoides que tenham completado
uma parte do processo de capacitacdo.
(Suarez, 1996; Florman e Ducibella, 2006;
Suarez, 2008). Vérias dessa dessas funcles
propostas  por  Yanagimachi  foram
confirmadas por diversos experimentos e
observagbes in vitro e in vivo (Suarez,
2008). Por essas razfes imagina-se que a
mensuracdo da hipermotilidade sirva como
um marcador biologico para avaliar a
capacidade funcional do espermatozoide
(Verstegen et al., 2002).

A hiperativagdo deve ter seu inicio em lugar
e momento apropriado para que O
espermatozoide  consiga  realizar a
fertilizacdo (Suarez, 2008; Andrade, 2009).
Porém, os mecanismos exatos que levam a
ativacdo da hipermotilidade ndo sdo
conhecidos. Para Marquez e Suarez (2007) o
aumento do pH é o elemento chave para a
sinalizag&o e controle do Ca®", e isso altera 0
padrédo do batimento flagelar. Para
Lamirande et al. (1997) o influxo de ions
bicarbonato é o0 que determina o
desenvolvimento da motilidade hiperativada.
Porém, sabe-se que o Ca’* é o segundo
mensageiro primario que desencadeia a
hipermotilidade (Suarez, 2008).

A hiperativagdo tem sido considerada como
parte no processo de capacitacéo; entretanto,
hd evidéncias (em bovinos) que a
hiperativacdo é regulada separadamente ou



por uma via de sinalizacdo do Ca®
divergente da que regula a reacdo
acrossomal, tendo em vista que a
hiperativacdo ocorre mesmo quando €
adicionado ao meio substancias que
bloqueiam a capacitagdo, como o H-89, um
inibidor da proteina quinase A (PKA), e o
Rp-cAMPS, antagonista do cAMP (Marquez
e Suarez, 2004). Somando-se a estes
achados, Colenbrander et al. (2001) e
Andrade (2009) descreveu em equinos que a
porcentagem de ceélulas hiperativadas de
uma determinada populacéo de células com
motilidade ndo teve mudangas quando
induzidas a capacitagdo, concluindo que este
movimento caracteristico ndo pode ser usado
na avaliacdo da capacitagéo.

O movimento caracteristico apresentado
pela célula espermatica durante o fenbmeno
da hiperativacdo pode ser detectado pelas
analises computadorizadas da motilidade
(CASA — Computer Assisted Sperm
Analysis). Este padrdo de movimento é
representado pelo aumento do ALH
(amplitude do deslocamento lateral da
cabeca) e do VCL (velocidade curvilinear) e
uma redugdo da LIN (Linearidade)
(Verstegen et al, 2002; Andrade, 2009).

4.4 Reacao Acrossdmica

O odcito de todos os mamiferos eutérios é
circundado por um revestimento
glicoprotéico, a zona pelacida, que ¢€
circundada pelas células da granulosa
oriundas do cumulus oophorus recém
expandido (YYanagimachi, 1994). Antes de
fertilizar o odcito, o espermatozoide deve
passar pela zona pelGcida e, para isto
acontecer, 0 espermatozoide tem que sofrer
a reacdo acrossdmica assim que se ligar a
zona. A reacdo acrossOmica é um evento
irreversivel de exocitose, caracterizado por
um aumento repentino do influxo de Ca*
para o interior da célula e fusdo da
membrana acrossomal externa com a
membrana plasmatica (Gadella et al., 2001;
Andrade, 2009).

E a ligagdo inicial entre espermatozoide e
zona pellcida que ird desencadear a reagao
acrossomal (Gadella, 2008). Entre o0s
componentes da zona pellicida (ZP), a
glicoproteina ZP3 é reconhecida como o
indutor natural da reacdo acrossomica. A
ligacdo a zona pellcida é um mecanismo
mediado por receptores, entretanto, 0
receptor espermatico para a ZP3 ainda ndo
foi (precisamente) identificado na membrana
esperméatica, embora  existam  VAarios
candidatos (sp56, zonadhesin, p95, e a -
1,4-galactosiltransferase). A cascata de
sinaliza¢&o que culmina com esta reagdo ndo
é totalmente compreendida, porém, sabe-se
que a zona pellcida e outros agentes como a
progesterona acionam a reagdo acrossémica
através da ativagdo de fluxos idnicos, do
metabolismo de fosfolipideos, dos niveis de
CAMP e de fosforilagdo de proteinas
(Darszon et al., 2006; Florman e Ducibella,
2006).

A capacitacdo acarreta modificagdes no
acrossoma necessarias a rea¢do acrossomica.
Portanto, as etapas da capacitacdo previnem
a ativacdo prematura do acrossoma, até que
0 espermatozoide atinja o local de
fecundacdo do odcito, na ampola da tuba
uterina (Hafez e Hafez, 2004). Células
espermaticas com reagfes acrossomais
prematura sdo consideradas incapazes de
fertilizar o odcito (Flesch e Gadella, 2000).

Fatores como o influxo de calcio, geracao de
espécies reativas de oxigénio, aumento na
atividade da adenilato ciclase e fosforilacio
de proteinas, que também ocorrem na
capacitacdo, estdo envolvidos na inducdo da
reacdo acrossomica. Portanto, € possivel
considerar que a capacitacdo ¢ um evento de
“priming” do espermatozoide, durante o
qual os sistemas celulares atingem um nivel
especifico de ativagdo necessario para que
aconteca a reagdo acrossdmica, quando
exposto ao estimulo adequado (Lamirande et
al., 1997; Zaffalon, 2009).
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Durante a capacitagdo a concentracdo de
calcio intracelular aumenta e se mantém
constante até a inducdo da reacdo
acrossomal, momento em que ocorre um
segundo influxo de calcio e fusdo da
membrana acrossomal externa com a
membrana plasmética (Lamirande et al.,
1997; Gadella et al., 2001). Deste modo,
libera as enzimas (hialuronidase,
proacrosina, esterases, fosfolipase A2,
fosfatase acida, aril-fosfatases, [B-N-acetil
glucosaminidase, aril amidase e proteinas
acidas ndo especificas) responsaveis pela
lise da zona pelucida (Hafez e Hafez, 2004;
Andrade, 2009).

Flesch e Gadella (2000) propuseram um
modelo do mecanismo molecular da reacéo
acrossdmica (Figura 6). Com a capacitacéo
ocorre a exposicdo dos  receptores
espermaticos da ZP3. As proteinas da zona
pelGcida (ZP3) se ligam, promovendo a
agregacdo e a fosforilagdo da tirosina. O
ambiente da zona peldcida (ZP) contém alta
concentracdo de progesterona, a qual pode

se ligar a um receptor na superficie
espermatica. Ambos, ZP e a progesterona
tém efeito sobre a superficie espermatica. O
pH intracelular aumenta por meio da
proteina G e o potencial de membrana
despolariza. Esse aumento do pH,
juntamente com a despolarizacdo da
membrana, promovem entrada de calcio
(através da ativacdo de canais de Ca®*
voltagem dependente). O aumento do Ca®*
intracelular ativa a fosfolipase C (PLC) que
foi translocada para a membrana plasmatica
durante a capacitagdo. A PLC converte o
Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato  (PIP,) em
diacilglicerol (DAG) e Inositol-trifosfato
(IP5). O aumento do Ca®* ativa a fosfolipase
A2 (PLA2), que degrada a fosfatidilcolina
(PC) em lisofosfatidilcolina (LPC) e acidos
graxos livres (FFA). O papel do IP; ndo é
conhecido, porém, DAG, FFA e LPC ativam
uma proteina quinase C (PKC). O aumento
do Ca”" e a ativacdo da PKC sdo necessérios
para a fusdo da membrana plasméatica com a
membrana acrossomal externa, 0 que
promove a subsequente secrecdo de enzimas

fusdo de membranas

v

secrecao acrossémica

Figura 6- Sequéncia da reacdo acrossomica. (A) as proteinas da zona peldcida (ZP) se ligam aos receptores
espermaticos, promovendo a agregacdo e a fosforilagdo da tirosina (). (B) O ambiente das ZP contém alta
concentragdo de progesterona, que pode se ligar a um receptor na superficie espermética. Ambos, ZP e a
progesterona tém efeito sobre a superficie espermatica. (C) pH intracelular aumenta por meio da proteina G e
(D) o potencial de membrana despolariza. (E) O aumento do pH e a despolarizagdo da membrana, promovem
entrada de célcio (através de canais de Ca?* voltagem dependente) (F). O aumento do Ca®" intracelular ativa a
PLC que converte o PIP, em DAG e IP; (G) O aumento do Ca?* ativa a PLA2, que degrada PC em LPC e 4cidos
graxos livres (FFA). (H) O papel do IP; ndo é conhecido, porém, DAG, FFA e LPC ativam uma proteina quinase
C (PKC). Essas mudancgas sdo necessarias para a fusdo das membranas e secrecdo de enzimas acrossomicas

(Adaptado de: Flesh e Gadella, 2000).
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acrossdmicas (Flesh e Gadella, 2000).

A reacdo acrossomal permite ao
espermatozoide hiperativo penetrar através
da zona peldcida. Uma vez que um
espermatozoide atinge o espaco perivitelino,
seu destino é se ligar e fundir com o oolema.
Em contraste com o evento de ligacdo a
zona peldcida, este evento € menos espécie-
especifico (Gadella, 2008).

4.5 Peroxidacdo lipidica

O espermatozoide, como qualquer outra
celula em condicbes aerdbias, produz
espécies reativas de oxigénio (EROs ou ROS
— Reactive Oxygen Species), também
conhecidos como radicais livres, sendo a
maior parte delas originadas do metabolismo
normal da célula. Dentre as EROs formadas,
podemos citar o anion superéxido (027),
peréxido de hidrogénio (H,0,), os radicais
hidroxil (OH"), hidroperoxil (HO,), peroxil
(ROO) e alcoxil (RO, e ainda o é&cido
hipocloroso  (HOCL)  (Aitken,  1995;
Lamirande et al., 1997; Lamirande e
O’Flaherty, 2008). O desemparelhamento de
elétrons, situacdo energeticamente instavel,
€ 0 que confere alta reatividade a estas
moléculas (Sharma e Agarwal, 1996).

As EROs séo produzidas por uma variedade
de sistemas e reaces, tais como sistemas de
transporte de elétrons (mitocondrial e
microsomal), xantina oxidase, e peroxidases
(Lamirande e O’Flaherty, 2008). Em
condi¢bes fisioldgicas do metabolismo
celular aerébio, o oxigénio molecular (O,),
através da citocromo oxidase mitocondrial,
sofre reducéo tetravalente com aceitacdo de
quatro elétrons, resultando na formacdo de
agua (H,O) (Bergendi et al., 1999). No
entanto, aproximadamente 5% do oxigénio
utilizado na cadeia respiratoria mitocondrial
ndo €é completamente reduzido a 4agua,
podendo ser convertido a reativos
intermediérios como o radical superoxido
(027) e hidroxil (OH"), e também a peroxido
de hidrogénio (H,0,) (Cohen, 1989; citado

por Bustamante Filho, 2006). Além desta
fonte, no espermatozoide se destacam as
NAD(P)H oxidases e a oxido nitrico
sintetase (NOS), que produzem niveis
baixos e controlados de EROs no momento
de ativacdo de processos fisiologicos
(Lamirande e O’Flaherty, 2008)

Atualmente existe um crescente interesse na
avaliacio de EROs produzidas pelos
componentes celulares do sémen, pois foi
demonstrado que 0s espermatozoides de
mamiferos sdo susceptiveis a danos
causados por uma producdo elevada destes
radicais, interferindo nas fungdes e na
integridade de suas estruturas (Guerra et al.,
2004; Zaffalon, 2009).

O plasma seminal possui enzimas e algumas
moléculas com agdo antioxidante, tais como
a glutationa  peroxidase,  superoxido
desmutase, catalase, vitamina E, vitamina C,
uratos, albumina, taurina, hipotaurina, entre
outras. Esses agentes controlam a producédo
de pré-oxidantes, como as EROs,
prevenindo possiveis danos celulares.
Porém, na presenca de um grande namero de
células inflamatérias e espermatozoides
defeituosos, ou em procedimentos que
diminuam acentuadamente a quantidade de
plasma seminal, hd um aumento na producéo
de EROs (Aitken, 2004; Raphael, 2007).

A producéo de espécies reativas de oxigénio
faz parte do funcionamento normal da célula
espermatica, uma vez que baixas
concentracbes de EROs estdo envolvidas
com a hiperativagdo dos espermatozoides,
sendo sua producdo um pré-requisito para
capacitacdo espermética, além de estar
relacionada a ligacdo com a zona peldcida e
fusdo do espermatozoide com o odcito
(Brouwers e Gadella, 2003; Raphael, 2007).

No processo de capacitagdo espermatica,
uma baixa producdo de espécies reativas de
oxigénio é necessaria para que ocorra a
geracdo do cAMP, que ird levar a um
aumento da fosforilagdo do aminoécido
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tirosina através da estimulacdo da proteina
quinase A. Caso as espécies reativas de
oxigénio sejam eliminadas (pelo uso de
antioxidantes ou inibidores), a producdo de
CcAMP é inibida e o evento da capacitacéo é
suspenso (Aitken et al., 1995; Aitken et al.,
2004; Lamirande e O’Flaherty, 2008).

Porém, a producdo excessiva de EROs
determina o estresse oxidativo, que causa
disfungbes na propria célula espermatica
através de diferentes mecanismos, como a
peroxidacdo dos lipideos da membrana
plasmética, inibicdo do metabolismo, da
motilidade e da capacidade fecundante
(Guerra et al., 2004; Raphael, 2007).
Acredita-se que o0s principais alvos de
ataque de EROs sdo os lipideos encontrados
nas membranas plasmatica e acrossomal
(Zaffalon, 2009).

Estudos em espermatozoides humanos
(Wang et al., 1997) e bovinos (Chatterjee e
Gagnon, 2002) demonstraram que O
resfriamento e os ciclos de congelamento e
descongelamento levam a um aumento da
producdo de EROs pelos espermatozoides.
Chatterjee e Gagnon, (2002) observaram que
durante a criopreservacao do sémen bovino,
0s  processos  de  resfriamento e
descongelamento levam a um aumento da
producdo de radicais superéxidos (O27).
Embora a producdo de Oxido nitrico
permanegca inalterada durante o resfriamento
de 22 a 4°C, durante o descongelamento foi
observado um aumento subito do Oxido
nitrico. Como também ocorre producdo de
EROs durante o processo de capacitacéo,
esta producdo de EROs é um indicativo de
gue ocorre um processo de criocapacitacéo.

A manipulagdo dos espermatozoides
também pode causar um aumento na
peroxidacdo lipidica. Isto leva a danos
irreversiveis ao espermatozoides (danos a
membrana, especialmente para 0
acrossoma), e também inibe a motilidade
espermatica. O resfriamento, preservacdo na
forma liquida por longo prazo, a sexagem e
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a congelacdo do sémen sdo exemplos de
manipulacdo que podem causar aumento da
peroxidacdo lipidica (Klinc e Rath, 2007).
Entretanto, 0os espermatozoides podem ser
protegidos contra a peroxidacdo lipidica
através do uso de anti-oxidantes. A catalase
e 0 piruvato de sédio tém sido utilizados
com éxito para a protegdo do
espermatozoide bovino (Bilodeau et al.,
2002; Klinc e Rath, 2007).

O processo de peroxidacéo lipidica inicia-se
na presenca de EROs, que ao ter contato
com o0s acidos docosaexaenoicos da
membrana  espermatica, retiram  um
hidrogénio de uma dupla ligacéo,
transformando-o em radical livre, que por
sua vez ird agir em outro &cido
docosaexaenoico. Este processo desencadeia
a cascata de peroxidacdo, causando
alteragbes  estruturais na  membrana
plasmatica, com perda de fluidez e da
capacidade de regular a concentracéo
intracelular de ions envolvidos no controle
do movimento espermatico, mudangas no
metabolismo celular e, por fim, perda da
capacidade de fertilizacdo do
espermatozoide (Marques et al., 2002;
Raphael, 2007).

A peroxidacéo lipidica pode ser quantificada
e localizada apds a coloracdo espermatica
com a sonda C11-BODIPY®*** Esta sonda
¢ um analogo dos é&cidos graxos poli-
insaturados sendo prontamente incorporada
a membrana celular. A sua reatividade a
peroxidacdo é comparavel a dos 4&cidos
graxos poli-insaturados. Quando intacta esta
sonda emite fluorescéncia vermelha, com
comprimento de onda de 580 a 620 nm.
Porém, quando sofre peroxidagdo pelas
EROs, torna-se verde, cujo comprimento de
onda é 495 a 545 nm. A alteracdo da
emissdo de fluorescéncia para verde indica a
presenca de espécies reativas de oxigénio na
parte hidrofébica da bicamada lipidica das
membranas espermaticas. Devido a estas
caracteristicas, esta sonda é uma maneira
pratica para detectar peroxidacdo lipidica,



podendo ser utilizada na citometria de fluxo
ou em outros aparelhos com leitores a laser
(Brouwers e Gadella, 2003; Silva e Gadella,
2006). Estudos com espermatozoides
bovinos, suinos e equinos, utilizando esta
sonda, demonstraram que a peroxidacdo
lipidica ocorre principalmente na peca
intermediéria, em menor propor¢do na parte
posterior da cauda e praticamente ausente na
cabeca do espermatozoide (Brouwers e
Gadella, 2003; Raphael, 2007).

4.6 Criopreservacdo do sémen

A disponibilidade de gametas viaveis e
funcionalmente normais € um pré-requisito
para uma fertilizagdo bem-sucedida em
mamiferos, tanto in vivo quanto in vitro e,
por isso, € um ponto critico para a
implementacdo de uma grande variedade de
tecnologias reprodutivas, tais como a
inseminagdo artificial, fertilizagdo in vitro,
transferéncia de embrides e engenharia
genética. Devido a isto, a criopreservacao de
gametas e embrides se tornou um
procedimento complementar essencial para a
aplicagdo destas tecnologias, pois eliminam
as limitacGes de tempo e localizacéo (Parks,
1997).

Desde a descoberta do glicerol como agente
crioprotetor efetivo para o espermatozoide
do galo por Polge et al. (1949), o sémen de
uma grande variedade de espécies, incluindo
0 da espécie humana, vem sendo congelado
e usado com sucesso para a inseminacao
artificial (Parks e Graham, 1992). Medido
em termos do numero de espécies, que
tiveram seus espermatozoides
criopreservados com sucesso e do grande
nimero de animais nascidos resultantes da
IA com espermatozoides criopreservados, o
processo  de  criopreservacdo  parece
eminentemente bem-sucedido (Leibo e
Bradley, 1999).

Entretanto, isto estd parcialmente correto.
Em média, cerca de 50% dos
espermatozoides humanos e bovinos, séo

danificados ou destruidos pelo
congelamento, limitando a total eficiéncia e
eficAcia da preservacdo de sémen. Com
outras espécies, os resultados podem ser até
mesmo piores e mais variaveis (Leibo e
Bradley, 1999; Watson, 2000). Além disso,
como demonstrado por Critser et al. (1987),
mesmo aquelas células que sobreviveram ao
congelamento, e que sdo mdbveis, com
membranas intactas, ndo mantém sua
viabilidade e capacidade de fertilizacdo por
tanto tempo quanto espermatozoides néo-
congelados (Leibo e Bradley, 1999).

Apesar  deste  relativo sucesso  da
criopreservagdo do sémen, com excec¢ao dos
bovinos, o sémen criopreservado ndo é
amplamente utilizado para a inseminagao
artificial de animais domésticos, em parte
porque 0s protocolos de criopreservagdo nao
proporcionam um nivel aceitavel de
fertilidade. A reduzida fertilidade do sémen
congelado € amplamente atribuida a
alteracbes da estrutura e fungdo das
membranas  durante 0  resfriamento,
congelamento e descongelamento (Parks e
Graham, 1992; Watson, 2000).

A sobrevivéncia do espermatozoide no
processo de criopreservagdo requer uma
solucdo simultanea de wuma equagdo
multifatorial. Dentre os fatores que
influenciam neste processo incluem-se a
manutencdo da integridade estrutural e
funcional de cada compartimento celular,
incluindo a membrana plasmatica do
espermatozoide, 0 acrossoma, as
mitocondrias, o citoesqueleto, o nicleo e o
glicocélix (Hammerstedt et al., 1990;
Graham, 1996a; Melo, 1999).

A criopreservacdo causa danos a todos 0s
compartimentos do espermatozoide. Estes
danos sdo responsaveis pela perda de
motilidade, viabilidade, integridade
acrossomal e, finalmente, a perda da
capacidade fecundante do sémen
criopreservado (Holt, 2000b). No entanto, o
sémen criopreservado pode ser utilizado
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efetivamente para a inseminacdo artificial
(IA) em varias espécies, quando as técnicas
de 1A sdo modificadas. Em geral,
aumentando o numero de espermatozoides
por dose, depositando a dose inseminante
mais profundamente no trato reprodutivo
feminino (Gtero ou tuba uterina) e reduzindo
o intervalo de tempo entre a inseminagéo e a
ovulacdo, as taxas de prenhez com sémen
criopreservado podem ser melhoradas
(Watson, 2000). Apesar de melhorar a
fertilidade, estas estratégias requerem
mudangas nos esquemas de manejo
utilizados nas fazendas para muitas espécies,
e estes custos de manejo aumentados,
combinados com baixa fertilidade, inibem o
uso extensivo do sémen criopreservado para
muitas propriedades (Mocé et al., 2010a).

Um dos objetivos da industria de sémen
criopreservado € reduzir o numero de
espermatozoides em cada dose inseminante,
para que mais doses possam ser produzidas a
partir de cada ejaculado (Vishwanath e
Shannon, 2000), mas isso sO pode ser
alcangado  melhorando a taxa de
sobrevivéncia celular na criopreservacdo. O
objetivo final das centrais de IA é a
obtencdo de taxas de fertilidade com sémen
criopreservado similares ao sémen fresco,
utilizando uma dose inseminante baixa e
técnicas tradicionais de IA. Apenas quando
esse objetivo for alcancado, o sémen
criopreservado sera atraente tanto para 0s
produtores quanto para as centrais (Mocé et
al., 2010a). Portanto, novas estratégias de
criopreservagdo  sd0  necessarias  para
aumentar o ndmero de espermatozoides
vivos e a qualidade destes pos-
descongelamento.

4.7 Etapas da criopreservacao
convencional de sémen (protocolos)

O desenvolvimento de um sistema
completamente novo de armazenamento de
sémen (na forma congelada) somente foi
possivel apds a fortuita descoberta do
glicerol como um agente crioprotetor eficaz
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por Polge et al.(1949). Este desenvolvimento
empirico de um método de criopreservagao
estavel a longo prazo a temperaturas muito
baixas (-196 °C), iniciou uma nova era de
aplicacbes  préaticas da  criobiologia,
especialmente para o melhoramento
genético animal. Depois disso, 0 método de
congelamento lento dominou o campo da
criopreservacdo, e ainda continua a ser a
base da maioria das técnicas criobiol6gicas
em utilizacdo nas instalagBes de producéo e
nos laboratérios de pesquisa (Vishwanath e
Shannon, 2000; Katkov et al, 2006).

O sémen congelado em palhetas 0,5 mL ou
de 0,25 mL tornou-se a unidade
universalmente aceita de armazenamento e
transferéncia de genética bovina para 0s
pecuaristas (Baracaldo et al., 2007). A
técnica de congelamento de sémen em
palhetas em nitrogénio liquido é agora
universal. Esta tecnologia estd bem
estabelecida e todos o0s equipamentos
necessarios para o envase do sémen em
palhetas, raqueamento e congelamento estéo
prontamente  disponiveis comercialmente
(Vishwanath e Shannon, 2000). Neste tpico
serdo revisadas as principais etapas dos
protocolos de criopreservagdo convencional.

O sémen bovino pode ser coletado por meio
de vagina artificial ou por eletroejaculagéo.
O método de coleta por vagina artificial é
utilizado quase exclusivamente em centrais
de IA por razdes praticas (necessidade de
treinamento dos touros) e porque produz
amostras de sémen fisiologicas (alta
concentracdo). Ap6s a coleta, o sémen é
analisado quanto aos aspectos fisicos
(volume, aspecto, turbilhdo, concentracdo
espermatica, motilidade e vigor) e
morfoldgicos (defeitos maiores e menores)
(Baracaldo et al., 2007). Os métodos de
processamento do sémen imediatamente
ap6s a coleta variam consideravelmente.
Estes geralmente sdo guiados por métodos
de  manipulacdo que atendem as
necessidades das centrais de 1A, o0s
requerimentos para o controle de doencas, e



0s protocolos para exportacdo de sémen
(Vishwanath e Shannon, 2000).

Existem  basicamente  dois  principais
protocolos de diluicdo e criopreservacdo: o
método two-step (padrdo) e o método one-
step (alternativo). A diferenca basica entre
estes dois protocolos é o método de adigdo
do glicerol. O glicerol pode ser adicionado
ao sémen em uma fracdo separada do
diluidor (duas etapas de dilui¢do), ou por
uma Unica adigdo do diluente ja contendo o
glicerol (uma etapa) (Salamon e Maxwell,
1995a; Baracaldo et al., 2007). Nos Estados
Unidos 0 método mais utilizado é o two-
step, enquanto na Europa os protocolos one-
step sdo mais comuns (Baracaldo et al.,
2007).

Os diluidores mais utilizados para protocolo
two-step possuem Tris ou citrato de sédio
como tampdo, gema de ovo para proteger as
celulas do cold-shock, e consistem em duas
fracbes (A e B) e mais um coquetel de
antibiodticos. A fracdo B possue a mesma
composicao basica da A, porém contém 14%
de glicerol. No método one-step geralmente
se utilizam apenas diluidores a base de Tris
e 20% de gema. O diluidor one-step ndo €
fracionado e contém 7% de glicerol, além de
antibidticos (Baracaldo et al., 2007).

Na técnica de diluicdo, logo apds a coleta é
adicionado um coquetel de antibidticos ao
sémen in natura. O sémen € entdo diluido
lentamente com um pequeno volume da
fracdo A aquecida (ou diluidor fragdo Unica,
no método one-step) em um tubo de 50 mL.
Esta primeira diluicdo é feita na proporcdo
de 1:1 até 1:5 semen/diluidor, e é realizada a
28-32°C em um banho-maria (Vishwanath e
Shannon, 2000; Baracaldo et al., 2007). Esta
diluicdo inicial é necessaria para fornecer
um meio tamponante, a protecdo do
antibiotico, e para proporcionar um
isolamento térmico durante o resfriamento
(Vishwanath e Shannon, 2000).

Apobs essa diluicdo inicial, dependendo do
nimero calculado de palhetas a ser
processado, 0 ejaculado serd novamente
diluido com a fracdo A até atingir 50% do
volume final. (no método one-step, nesta
etapa € realizada a diluicdo final do sémen).
A temperatura do diluidor deve ser sempre a
mesma do sémen a ser diluido. O sémen
diluido deve entdo ser resfriado lentamente
até 5°C durante um periodo minimo de 2h,
inicialmente colocando-0 a temperatura
ambiente, e posteriormente em uma camara
fria ou em um refrigerador a 5°C. Ap0s
atingir 5°C deve-se adicionar a outra metade
do volume de diluidor, que corresponde a
fragdo B (com glicerol), a qual deve estar
pré-resfriada a 5°C. A fracdo B deve ser
adicionada gradualmente ao sémen diluido
ao longo de um periodo de 30 min até que a
propor¢do de 1:1 seja atingida. O volume
final de sémen diluido terd& uma
concentracdo de 7% de glicerol (esta etapa
ndo existe no método one-step, uma vez que
o diluidor total ja contém glicerol). O sémen
deve permanecer em equilibrio (tempo de
equilibrio) a 5°C por pelo menos 4h. E
normalmente durante este periodo que se
realiza o preenchimento e a vedacdo das
palhetas, além da colocacdo destas em racks
para contagem e congelamento (Vishwanath
e Shannon, 2000; Baracaldo et al., 2007).

A concentracdo final de espermatozoides/
mL de sémen diluido difere entre as centrais,
porém normalmente a concentracdo média
esta entre 10 a 20 milhGes de
espermatozoides por dose inseminante
(Vishwanath e Shannon, 2000).

No processo de criopreservagdo do sémen
bovino, a adicdo do glicerol bem como o
envase do sémen e a vedacdo das palhetas é
geralmente realizado a 5°C, entretanto, é
preferivel realizar estes procedimentos a
temperatura  ambiente. Em  bovinos,
pesquisas anteriores (Kupferschmied, 1976;
Wass et al, 1980) ndo encontraram
diferencas significativas nas taxas de né&o-
retorno quando o sémen foi processado a
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temperatura ambiente (20-22°C) ou em
camara fria (4-5°C) quando se utilizou
diluidores a base de Tris. Devido a isto
varios paises europeus passaram a realizar
estes procedimentos a temperatura ambiente
(citado por Januskauskas et al., 1999).

Apos resfriamento (até 5°C) e o envase, as
palhetas com o sémen diluido podem ser
congeladas utilizando 0 método
convencional (vapor estatico de nitrogénio)
ou utilizando maquinas de congelamento
automatizado. No método convencional pelo
vapor estatico de nitrogénio, as palhetas sdo
colocadas em suportes (racks) e suspensas
horizontalmente a 4 cm (3-5 cm) acima da
superficie do nitrogénio liquido por 10-15
min. Apo6s a congelacdo as palhetas séo
mergulhadas diretamente no nitrogénio
liquido. Nos sistemas de congelamento
automatizados, um computador controla a
temperatura dentro da cadmara onde se
encontram as palhetas e reduz a temperatura
de 5°C até a menor temperatura escolhida
(ex. -140°C) a uma taxa de congelamento
escolhida (ex. 10°C/min). O monitor do
computador mostra as curvas de temperatura
para a camara de congelamento e para as

palhetas que estdo sendo congeladas. Nos
modelos de injecdo de vapor de nitrogénio, a
temperatura é controlada pelo computador
através do controle do fluxo de nitrogénio
para a camara de congelamento. A vantagem
desse sistema é que um pequeno ndmero ou
um grande ndmero de palhetas podem ser
congelados com seguranca e precisao
(Baracaldo et al., 2007).

Muitas centrais de IA ainda continuam
utilizando o sistema convencional onde as
palhetas sdo submetidas a condigbes de
congelamento ndo controladas, e que
dependem da distancia das palhetas em
relacdo a superficie do nitrogénio liquido.
Nesses sistemas, a taxa de congelamento
estd entre 150-300°C/min. A vantagem
desse sistema € que, dentro de um ciclo de
congelamento, todas as palhetas séo
submetidas &  mesmas taxas de
congelamento, porque as palhetas séo
colocadas em apenas uma camada acima do
nivel do N, liquido (Vishwanath e Shannon,
2000). Na figura 7, esta representada a curva
de temperatura durante a criopreservacdo
com as suas diferentes etapas (resfriamento,
tempo de equilibrio, e congelamento).

Curva de Criopreservacio do Sémen
50 —
32 25 15 I \
“‘—-—:-.___-.___________h variavel (30 min a 24 h) 5
0 - TR
-5
Y / -15
.
g 50 Tempo de /! 60 ]
= Resfriamento J Equilibrio (5°C) / i 20
= -100
g -120
= | Congelamento
T -150  I—
H
-200 -196
Imersiaoem N,L
=250 :
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Figura 7 - Curva de temperatura no processo de criopreservacdo do sémen. Estdo representadas as
variagOes de temperatura durante as diferentes etapas do processo de criopreservacao.
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4.8 Principios da criopreservacdo do
espermatozoide bovino

A criopreservacdo do sémen busca a
suspensdo do metabolismo espermaético e a
manutencdo de suas caracteristicas por um
periodo de tempo prolongado. O sucesso da
criopreservagdo do sémen depende da
manutencdo do potencial fertilizante dos
espermatozoides, que devem apresentar
integridade e funcionalidade de diferentes
estruturas celulares (Amann e Pickett, 1987;
Hammerstedt et al., 1990; Celeghini, 2005).

Segundo Amann e Pickett (1987), para que o
espermatozoide seja capaz de fertilizar o
odcito, ele precisa reter pelo menos quatro
atributos béasicos apds o congelamento e
descongelamento:

a) Metabolismo para a producéo de energia;

b) Motilidade progressiva;

¢) Enzimas acrossomais, que sdo essenciais
para a penetracdo do espermatozoide
através das estruturas que circundam o
odcito;

d) Proteinas da membrana plasmatica, que
sdo importantes para a sobrevivéncia do
espermatozoide  dentro  do  trato
reprodutivo feminino e para a ligacdo do
mesmo com a membrana do odcito
durante a fertilizac&o.

O processo de criopreservagdo do sémen é
dividido em passos distintos: diluicéo,
resfriamento, congelamento, armazenamento,
e descongelamento. Cada um desses passos
tem sua relacdo com a estrutura funcional
das membranas e metabolismo celular
(Hammerstedt et al., 1990; Celeghini, 2005).
A preservacdo das estruturas espermaticas
ap6s o congelamento é obtida por uma
interacdo entre diluidor, crioprotetor, curvas
de resfriamento e congelamento, e
descongelamento, buscando minimizar os
danos causados pelo choque frio, formacéo
de cristais de gelo e desidratacdo celular
(Amann e Pickett, 1987; Celeghini, 2005).

Durante os processos de congelamento e
descongelamento, os espermatozoides estéo
sujeitos a uma variedade de estresses. Dentre
esses se incluem a adicdo de crioprotetores
antes do congelamento, mudangas de
volume, distensdo e encolhimento da
membrana em conseqiiéncia da exposicdo a
condi¢des hiperosmdticas causadas pelos
crioprotetores e pela desidratagdo induzida
pelo congelamento, a mudanca de fase
termotropica e liotrépica dos fosfolipidios de
membrana, os efeitos da elevada
concentracdo de solutos e a formagdo de
cristais intracelulares que sdo dependentes
da taxa de resfriamento (Parks e Graham,
1992; Holt, 2000b).

4.8.1 Efeitos da variacao de
temperatura

A célula espermatica ndo esta adaptada para
passar pelas variagbes de temperatura
envolvidas no processo de criopreservacéo
(Holt, 2000b). AlteracGes na motilidade e na
estrutura dos espermatozoides ocorrem
simultaneamente nas diferentes etapas de
congelamento e descongelamento. Quando o
resfriamento do sémen dos ungulados é
realizado muito rapidamente entre 30°C e
0°C induz a um estresse letal para algumas
células que ¢é proporcional a taxa de
resfriamento, intervalo de temperatura e ao
limite de temperatura, sendo geralmente
mais severo na faixa de 2 a 12°C. Este
fendmeno é conhecido como choque frio
(cold shock), o qual afeta variavelmente as
espécies (Watson, 1995; Watson, 2000;
Gonzalez, 2004).

O choque frio é evidenciado pela presenca
de muitos espermatozoides em movimento
circular ou apresentando  motilidade
espermatica alterada (movimento retrogrado,
presenca de pegas intermediérias dobradas),
perda prematura da motilidade, diminuicéo
da producdo de energia, aumento da
permeabilidade da membrana e perda de
moléculas e ions intracelulares. Essas
alteracbes sdo devidas a danos nas
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membranas espermaticas, as quais Ssdo
bioquimicamente diferentes, mas
apresentam estruturas semelhantes (Amann
e Pickett, 1987; Gonzalez, 2004; Celeghini,
2005).

Mesmo no resfriamento lento a mudanca da
temperatura determina estresse sobre a
membrana, sendo provavel que este
processo seja devido a mudanca de fase dos
lipidios da bicamada e alteracdo do estado
funcional da membrana. O choque frio pode
ser visto entdo como um estado extremo de
um “continuum” (uma seqiiéncia) de
estresses, influenciado pela taxa de inicio do
fendmeno. Esses estresses sobre a
membrana podem ocorrer abaixo de 0°C,
uma vez que as mudangas de fase ndo estéo
completas a 0°C, porém estudos preliminares
foram incapazes de demonstrar tais injdrias
abaixo de 0°C no espermatozoide bovino.
Sabe-se que no sémen bovino a maior
mudanga de fase ocorre entre 5 e 15°C,
intervalo de temperatura no qual o
espermatozoide estd mais susceptivel a
injarias (Watson, 1995; Watson, 2000;
Gonzalez, 2004).

A sugestdo de que as lesbes da membrana
resultam de eventos de mudanga de fase na
bicamada lipidica é bem comprovada.
Estudos das membranas utilizando a técnica
de “freeze fracture” antes, durante, e ap6s o
resfriamento mostraram clara evidéncia de
eventos de separacdo de fase, os quais sdo
apenas parcialmente revertidos ap6s o
reaquecimento (Holt e North, 1984; De
Leeuw et al., 1990; citados por Watson,
2000).

A temperatura € um fator importante na
alteracdo da fluidez da membrana. A fluidez
da membrana é devida a capacidade das
moléculas de  fosfolipidios de se
movimentarem lateralmente. As mudancas
inerentes ao resfriamento de qualquer célula
sdo exarcebadas pelo choque frio. Pode-se
presumir que com uma reducdo réapida da
temperatura, a reorganizacdo das membranas
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é mais dificil e mais areas podem apresentar
a fase hexagonal Il, com um aumento da
permeabilidade da membrana. De qualquer
forma, a manutencdo do metabolismo e do
gradiente i6nico esta prejudicada (Amann e
Pickett, 1987).

A sensibilidade ao choque frio varia de
acordo com o grau de maturacdo do
espermatozoide, espécie, variacdo individual
e quantidade de plasma seminal, e pode ser
determinada pelo contetdo de colesterol da
membrana e o0 grau de saturacdo dos acidos
graxos, 0s quais influenciam na fluidez da
membrana plasméatica (Watson, 1981b;
Cottorello, 2002).

Parks e Lynch (1992) detectaram em seu
estudo que o tipo de fosfolipidio
predominante na membrana também
influenciava na sensibilidade ao choque frio,
e espécies com maior proporcdo de
fosfatidilcolina/ fosfatidiletanolamina eram
mais resistentes. Esses autores também
observaram que quanto maior o contetdo de
proteina da membrana, mais baixa a
resisténcia ao choque frio.

4.8.2 Efeitos da Osmolaridade

Quando células sdo congeladas e
descongeladas, elas sofrem varios ciclos de
desidratacdo e reidratagdo  osmoticas,
resultando em mudangas de volume
extremas. A primeira ocorre quando as
células sdo colocadas dentro de um aditivo
crioprotetor, como o glicerol, e novamente
guando a solucdo congela, e depois no
descongelamento, e finalmente quando o
agente crioprotetor é removido da célula.
Essas mudangas de volume  dos
espermatozoides resultam do efluxo de agua
quando uma célula é exposta inicialmente a
uma solucdo hipertbnica, e da reentrada da
agua quando essa célula, que foi exposta a
um agente crioprotetor (ACP), é recolocada
em uma solugdo isotdnica (Leibo e Bradley,
1999).



A adicdo e remoc¢édo do crioprotetor causam
um consideravel, porém transiente, estresse
osmético a membrana plasmatica do
espermatozoide, dependendo da
permeabilidade relativa do crioprotetor (Gao
et al., 1993). Geralmente, o crioprotetor de
escolha para o espermatozoide é o glicerol
(ou ocasionalmente o dimetilsulféxido), que
induz estresse osmotico. Gao et al. (1995),
demonstraram que quando espermatozoides
humanos foram exposto a concentracdo de 1
M de glicerol em uma unica etapa, a
mudanca de volume excedia os limites
toleraveis tanto para a adicdo quanto para a
remocdo. Eles demonstraram que o estresse
pode ser reduzido a limites toleraveis pela
realizacdo da adicdo e remocdo do
crioprotetor em etapas, e isso melhorou
substancialmente a propor¢éo de
espermatozoides vivos (Watson, 2000).

4.8.3 Efeitos da formacao de cristais
de gelo

O estresse induzido pela formacdo de
cristais de gelo estd  associado
principalmente com as mudancgas na pressao
osmdtica da por¢do ndo congelada que a
acompanha (Watson e Duncan, 1988;
Watson, 2000).

Quando uma suspensdo de espermatozoides
é resfriada abaixo de 0°C, comecam a se
formar cristais de gelo extracelulares. A
membrana plasmatica atua como uma
barreira impedindo o crescimento dos
cristais dentro da célula. Os sais séo
excluidos dos cristais de gelo e isto causa
um aumento na concentracdo de sais no
fluido extracelular ndo congelado, o que
aumenta a pressdo osmdtica extracelular.
Inicialmente a 4gua do meio intracelular ndo
sofre congelamento, mas é resfriada abaixo
do ponto de congelamento. Ocorre entdo
uma passagem da agua do meio intracelular
para 0 extracelular e, assim, 0s
espermatozoides sofrem uma desidratacio
progressiva. Se ndo  ocorrer  essa
desidratacdo da célula, ocorre formacao de

cristais de gelo intracelulares. Se a taxa de
congelamento é muito lenta, a alta
concentracdo de sais intracelulares, devido a
desidratacdo excessiva da célula, pode lesar
0 espermatozoide. Se a taxa de
congelamento é muito rapida, pode ocorrer a
formacdo de cristais de gelo intracelulares.
A taxa de congelamento Otima é uma
conciliagdo entre esses dois fatores (Amann
e Pickett, 1987; Parks e Graham, 1992;
Watson, 2000).

A duracdo da exposicdo a tais condigdes
deve ser minimizada para uma taxa de
sobrevivéncia 6tima; isto implica que a taxa
de congelamento deve ser relativamente
rapida. Entretanto, a taxa de congelamento
deve ser lenta o suficiente para permitir a
perda de &gua da célula por osmose,
evitando a formacéo intracelular de cristais
de gelo, que é letal a célula. Devido a isso,
0s espermatozoides sdo congelados em taxas
rapidas na faixa entre 15 a 60°C/min, que
foram determinadas empiricamente
apresentando as melhores taxas de
sobrevivéncia (Watson, 2000; Gonzalez,
2004).

Os danos primarios a membrana ocorrem
durante o congelamento e descongelamento
na faixa de temperatura entre — 15 a — 60°C,
e ndo durante a estocagem das células em
nitrogénio liqliido a -196°C (Parks e
Graham, 1992). Os espermatozoides
resfriados abaixo da zona intermediaria
critica, entre — 15°C e — 60°C, suportam a
temperatura do nitrogénio liquido sem
maiores problemas. Nessa temperatura, 0s
espermatozoides sd0 menos sensiveis aos
danos causados pelas altas concentra¢des de
soluto, podendo ser estocados por tempo
indeterminado (Amann e Pickett, 1987;
Graham, 1996 b, citado por Snoeck, 2003).

Essas condigdes resultam em danos celulares
por vérias razBes. Primeiramente, quando
mais de 90% da agua osmoticamente ativa €
retirada, a membrana plasmatica pode sofrer
separacOes laterais de fases ou transi¢Ges de
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fase liotropicas de fase lamelar para a
hexagonal. Essas mudancas ultra-estruturais
sdo resultados da desidratacdo osmotica, e
ndo pela formacdo de gelo intracelular, e
resultam em permeabilidade ndo-seletiva da
membrana (Parks e Graham, 1992).

A formacéo de cristais de gelo intracelular
ocorre com taxas rapidas de congelamento, e
isso pode induzir lesdes celulares e morte
celular. O mecanismo pelo qual os cristais
de gelo intracelulares exercem seu efeito ndo
é completamente entendido. Grandes cristais
de gelo intracelulares sdo deletérios para as
células enquanto 0S microcristais
intracelulares ndo o sdo necessariamente
(Parks e Graham, 1992).

4.8.4 Efeitos das taxas de
resfriamento

Embora as etapas no processamento de
sémen antes do equilibrio sejam faceis de
controlar, o resfriamento das palhetas que se
segue, em suportes até 4 ou 5°C deve ser
realizado sob Otimas condigcdes ja que a
maioria dos espermatozoides de mamiferos é
sensivel a um resfriamento rapido
(Januskauskas et al., 1999).

A taxa de resfriamento e o tempo de
equilibrio  tém  sido  testados  no
espermatozoide bovino tentando determinar
empiricamente a curva ideal de resfriamento
(Gonzalez, 2004). Pesquisas realizadas por
Dhami et al. (1992,1993), avaliaram o efeito
do congelamento com diferentes taxas de
resfriamento, periodos de equilibrio e efeito
de diluidores sobre pardmetros de motilidade
e sobrevivéncia espermaética.

Dhami et al. (1992) realizaram o
congelamento do sémen de touros Holstein-
Friesian e de bufalos Murrah, com o diluidor
Tris (contendo &cido citrico, frutose, gema
de ovo e glicerol), utilizando apenas 1 h de
tempo de equilibrio, e vérias taxas de
resfriamento (15, 30, 60 e 120 min. de
resfriamento de 10° a 5°C vs. uma amostra

50

controle por 120 min. de 28° até 5°C) e
diferentes  temperaturas e taxas de
descongelamento: 40°C/60seg; 60°C/15seg;
e 80°C/5seg. As amostras de sémen foram
avaliadas quanto & motilidade pré-
congelamento e pds-descongelamento e
guanto a porcentagem de sobrevivéncia ap0s
1 h de incubacdo a 38°C. Os resultados
encontrados indicavam que uma taxa de
resfriamento lenta de 2 horas iniciando a
10°C ou a 28°C é essencial para a
criopreservagdo  do  sémen  bovino.
Entretanto, o sémen de bafalo pode ser
congelado com sucesso apds 30 minutos de
resfriamento iniciando a 10°C. Além disso,
observou-se que a temperatura de
descongelamento de 60°C proporcionou
motilidade pds-descongelamento mais alta
gue a 40°C. Neste experimento observou-se
gue uma taxa de resfriamento rapida foi
prejudicial para a motilidade e sobrevivéncia
dos espermatozoides bovinos.
Posteriormente, Dhami e Sahni (1993)
encontraram que o resfriamento lento foi
favoravel, considerando a baixa perda de
enzimas (transaminase — GOT) como uma
medida indireta da integridade da membrana
plasmatica.

Porém, Januskauskas et al. (1999)
comparam o efeito de duas taxas de
resfriamento  (0,1°C/min vs. 4,2°C/min),
partindo da temperatura ambiente (19 a
21°C) até 4°C, sobre a viabilidade
espermatica pds-descongelamento in vitro e
fertilidade apds a inseminacdo artificial. Os
pesquisadores ndo observaram diferencas
estatisticas para a motilidade pods-
congelamento avaliada subjetivamente por
microscopia Optica; a integridade da
membrana plasmética (avaliada pelos
corantes fluorescentes Calcein AM/EthD-1,;
SYBR-14/Pl); a integridade acrossomal
(avaliada pelo FITC-PSA); e o status de
capacitacdo (método de coloracdo por
clortetraciclina  CTC)  avaliados  por
microscopia de epifluorescéncia. Também
ndo se observou diferenca (P>0,05) para
fertilidade avaliada pela taxa de ndo-retorno



aos 56 dias. No entanto, a porcentagem de
espermatozoides moveis e 0s parametros de
cinética dos espermatozoides — velocidade
do trajeto (VAP); velocidade progressiva
(VSL); e velocidade curvilinear (VCL) —
avaliados por sistema computadorizado
(CASA), diferiram significativamente entre
0s tratamentos. O tratamento com
resfriamento  lento  apresentou  menor
porcentagem de espermatozoides moveis e
0s espermatozoides tornaram-se mais ageis
independente do parametro avaliado, e
apresentaram um grande aumento na
velocidade curvilinear (VCL). Especulou-se
que isto poderia afetar negativamente a
longevidade do espermatozoide devido a sua
relacdo com a hiperativagdo. Os resultados
indicaram que a maioria dos parametros de
viabilidade po6s-descongelamento e 0s
resultados de fertilidade ndo diferiram
significativamente entre as duas taxas de
resfriamento e que o resfriamento lento néo
é mais benéfico que o resfriamento rapido.

Segundo Januskauskas et al. (1999), a
diferenca das respostas desse estudo e dos
trabalhos Dhami et al. (1992,1993) pode ter
sido devido as diferengas nas taxas de
resfriamento assim como nos métodos
utilizados para avaliar as lesbes dos
espermatozoides po6s-descongelamento.
Além disso, os trabalhos de Dhami et al.
(1992, 1993) ndo utilizaram curvas de
resfriamento precisamente controlada, e sim
curvas empiricas colocando as palhetas em
recipientes com agua refrigerada enquanto
gue Januskauskas et al. (1999) realizaram
curvas bem controladas utilizando maquinas
de congelamento automatizadas.

48,5 O tempo de equilibrio

Um fator importante no processo de
criopreservacgdo € o tempo de equilibrio. Os
protocolos de congelamento de sémen
bovino geralmente incluem resfriamento
lento até 4-5°C, seguido por um intervalo
variavel de equilibrio (de 30 min a 24 h) a
esta  baixa temperatura antes do

congelamento. Normalmente, o glicerol é
adicionado  durante  esse intervalo,
especialmente quando se utiliza o diluidor
citrato-gema. Por isso, este periodo é as
vezes erroneamente referido como “tempo
de equilibrio do glicerol”. Embora no
passado se acreditasse que esse intervalo era
importante para o equilibrio do glicerol, o
glicerol penetra o espermatozoide bovino
rapidamente e pode ser adicionado a
gualquer momento durante o periodo de
resfriamento (Berndtson e Foote, 1969;
Vishwanath e Shannon, 2000; Muifio et al.,
2007; Leite et al., 2010). Entretanto, ainda
existem davidas sobre a real fungdo do
tempo de equilibrio no processo de
criopreservagdo (Gao et al., 1997).

Até recentemente, na literatura ndo existia
um consenso quanto a necessidade e duragéo
do equilibrio na criopreservacdo de sémen
bovino e seus efeitos sobre a viabilidade
espermatica (Gao et al., 1997; Leite et al.,
2010). Além disso, existe o desejo de se
reduzir ou eliminar essa etapa, acelerando
assim o0 processo de criopreservacao,
contanto que isto ndo comprometa a
qualidade po6s-descongelamento dos
espermatozoides (Dhami et al, 1992;. Dhami
e Sahni, 1993; Leite et al, 2010). Além
disso, existem problemas de defini¢cdo do
que é o tempo de equilibrio, visto que alguns
autores consideram que 0s processos de
resfriamento e o tempo de equilibrio ndo sdo
necessariamente etapas independentes do
processo de criopreservagdo (Salamon e
Maxwell, 1995a).

Na maioria dos estudos que abordam esta
questdo, a motilidade pds-descongelamento
(avaliada subjetivamente) é o unico método
de avaliacdo da sobrevivéncia espermatica
(Berndtson e Foote, 1969; Pickett e
Berndtson, 1978). Entretanto, a analise
visual por microscopia ndo é um método
preciso, e ndo é capaz de prever a fertilidade
com precisdo (Arruda et al., 2007; Leite et
al., 2010). Até recentemente, ainda existiam
duvidas a respeito do efeito do tempo de
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equilibrio sobre a motilidade espermatica,
integridade das membranas, e sobre fungéo
mitocondrial (Leite et al., 2010).

Vérios estudos (Dhami et al., 1992; Dhami
and Sahni, 1993; Foote and Kaproth, 2002;
Muifio et al., 2007; Leite et al., 2010) ainda
guestionavam a necessidade de realizar o
tempo de equilibrio e seu beneficio real para
viabilidade espermética. Além disso, a
duracdo minima do equilibrio necesséario
para se ter bons resultados na
criopreservagdo do sémen permanecia
controversa (Dhami et al., 1992; Dhami e
Sahni, 1993; Leite et al., 2010).

No inicio do desenvolvimento da tecnologia
de criopreservagdo do sémen bovino, muitos
aspectos do protocolo de criopreservacao,
incluindo a concentracdo de glicerol, a taxa
e temperatura de adicdo do glicerol, e a
duracédo de equilibrio foram cuidadosamente
avaliados. Em uma extensa revisdo de
literatura, Pickett e Berndtson (1978)
concluiram com base em resultados de
varios testes de fertilidade a campo, que o
resfriamento lento e um periodo de
equilibrio a 5°C eram necessarios para obter
a fertilidade méaxima. Com base nesses
resultados, um tempo de equilibrio de 4-18 h
antes do congelamento foi recomendado.
Experimentos com diferentes tempos de
equilibrio a 5°C, na presenca ou auséncia do
gliceroal, foram realizados visando
determinar o tempo Gtimo necessario para
equilibrar o glicerol em ambos os lados da
membrana plasmatica do espermatozoide.
Esses experimentos produziram evidéncias
de que o glicerol é capaz de penetrar
rapidamente (2-5 min) o espermatozoide
bovino (Berndtson e Foote, 1969, 19723, b),
sugerindo que o tempo de equilibrio é
importante para as membranas espermaticas
se adaptarem a baixas temperaturas, e néao
para a penetracdo e equilibrio de glicerol.

Vérios pesquisadores utilizaram avaliagdes

subjetivas do sémen na tentativa de
estabelecer a duracdo Gtima do tempo de
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equilibrio.  Entretanto, existem relatos
conflitantes em relacdo a sobrevivéncia e
fertilidade do sémen bovino criopreservado
(Foote e Kaproth, 2002), especialmente
guando se trabalhou com diferentes
diluidores, métodos de envase, e taxas de
resfriamento e congelamento diferentes
(Graham et al., 1957; Leite et al., 2010).

Por exemplo, Miller e Vandermark (1954)
compararam 2, 6 e 18 h de equilibrio
utilizando o citrato-gema (EYC) e
encontraram que 6h foi suficiente para se
obter uma sobrevivéncia espermatica
aceitavel. Entretanto, O’Dell e Hurst (1956)
utilizando EYC e leite desnatado, relataram
uma maior recuperagdo espermatica para 0 h
em comparagdo com 18 h. Ennen et al.
(1976), utilizando palhetas, avaliando a
motilidade apds um periodo de incubacéo
(38°C/2h) po6s-descongelamento, nao
encontraram diferencas entre 1, 2 e 4 h de
equilibrio, mas estes tempos apresentaram
melhores resultados do que 16 h. Estes
pesquisadores observaram que o tempo de
equilibrio 6timo para criopreservagdo em
palhetas estava entre 2 e 10 h de equilibrio e
era dependente da taxa de resfriamento, e
que o sémen resfriado lentamente parece
necessitar de menor tempo de equilibrio para
obter uma motilidade 6tima. Utilizando os
diluidores Tris-gema e leite integral-gema-
glicerol, Dhami et al. (1992) e Dhami e
Sahni (1993) relataram que o resfriamento
lento e pelo menos 2 h de equilibrio a 5°C
melhoraram a motilidade pos-
descongelamento (44 vs. 355%) e a
fertilidade (57,9 vs. 47.2%, taxa de ndo-
retorno aos 90 dias) em comparagdo com o
tratamento sem tempo de equilibrio. Além
disso, os autores especularam que melhores
resultados poderiam ser obtidos se maiores
tempos de equilibrio fossem utilizados.

Recentemente, Leite et al. (2010)
apresentaram novas provas que demonstram
a importancia da utilizagdo do tempo de
equilibrio. Leite et al. (2010) estudaram o
efeito dos trés menores tempos de equilibrio



(0, 2 e 4 h) e de dois diluidores diferentes,
TRIS (a base de gema) e Bioxcell® (lecitina
de soja) na criopreservacdo do sémen
bovino. Observou-se que 0s tratamentos
controle (0O h) apresentaram 0S menores
valores de motilidade e de integridade das
membranas, ndo havendo diferencga entre os
diluidores para estes tratamentos. O diluidor
TRIS apresentou melhor agdo crioprotetora
do que o Bioxcell® com os maiores valores
de motilidade total e progressiva e de
integridade de ambas as membranas
(plasmaética e acrossomal) para2 e 4 h, e a
menor propor¢do de membrana plasmatica
lesada (72,2% vs. 85,8%) em todos os
tempos. O tempo de equilibrio de 4 h
produziu os resultados mais desejaveis de
motilidade e integridade das membranas e o
menor percentual de membrana plasmética
lesada (86,5; 78,0 e 72,6% para 0, 2 e 4 h,
respectivamente).

No geral, Leite et al. (2010) observaram que
a combinacdo de TRIS e 4 h de equilibrio foi
o melhor protocolo de criopreservagdo do
sémen, apresentando 0s maiores valores de
motilidade total e progressiva e de
integridade de ambas as membranas (TRIS-
T4 = 26,8%; BIO-T4 = 18,3%). Concluiu-se
gue o tempo de equilibrio é necessario para
a preservacdo da motilidade e integridade
das membranas plasmatica e acrossomal.
Além disso, as interacdes entre o tempo de
equilibrio e o tipo de diluidor durante o
processo de criopreservacdo levam a maior
sobrevivéncia espermatica. Por isso, estes
pesquisadores propuseram que o tempo de
equilibrio  facilita a adaptacdo das
membranas e do metabolismo celular a
baixas temperaturas e que estes mecanismos
de acdo parecem estar inter-relacionados
com o0s mecanismos de protecdo da LDL da
gema propostos por Bergeron et al. (2004),
permitindo que os espermatozoides tornem-
se menos suscetiveis aos danos causados
pela criopreservacao.

Um importante aspecto deste estudo de Leite
et al. (2010) foi a utilizacdo de maquinas de

congelamento  automatizado, o0  que
proporcionou curvas de resfriamento e
congelamento altamente controladas. Além
disso, a utilizacdo de sistema automatizado
de avaliacdo da motilidade (CASA) e da
citometria de fluxo para avaliacdo da
motilidade e integridade das membranas,
facilitando a comparacdo entre 0s menores
tempos de equilibrio com maior preciséo
gue os estudos anteriores. A utilizacdo
destes métodos e equipamentos permitiu
minimizar ou eliminar a subjetividade das
analises e os fatores de confundimento que
provavelmente  contribuiram para as
incertezas geradas nos estudos anteriores,
em relagdo aos efeitos do tempo de
equilibrio sobre a sobrevivéncia espermatica
no processo de criopreservagéo.

4.8.6 Efeitos das taxas de
congelamento

A maioria das teorias sobre crioinjuria
relaciona-se as conseqiiéncias da formacao e
dissolucéo de cristais de gelo, que variam de
acordo com as taxas de congelamento. O
processo de desidratacdo que acompanha o
congelamento lento estd potencialmente
associado com a sobrevivéncia celular,
enquanto que no congelamento a taxas
rapidas a probabilidade de morte celular é
maior. Para 0 espermatozoide a taxa Otima
de resfriamento entre —5°C e —45°C esta
entre 10°C/min e 80°C/min (Watson, 1995).

Os protocolos de criopreservacdo de sémen
normalmente tém utilizado taxas de
congelamento que variam desde 10 a
100°C/min, obtendo-se boas taxas de
sobrevivéncia poés-criopreservacao (Agca e
Critser, 2002, citado por Gonzalez, 2004).

O resfriamento dos espermatozoides abaixo
de 0°C (congelamento), em uma taxa lenta
promove maior egresso da agua da célula do
que quando o resfriamento é realizado numa
taxa rapida. Dessa forma um resfriamento
muito lento pode levar a uma desidratacédo
celular muito intensa, enquanto, um
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resfriamento muito rapido é insuficiente para
permitir o egresso da dgua, 0 que acarreta a
formacdo de cristais de gelo intracelular. A
taxa de resfriamento ideal deve ser
relativamente  répida, resultando em
suficiente e ndo excessiva retirada de agua
intracelular, o que pode levar a formacéo de
cristais de gelo intracelulares pequenos e
ndo letais, proporcionando boas condigdes
de sobrevivéncia da célula ap6és o
reaquecimento (Amann e Pickett, 1987;
Celeghini, 2005).

Quando o sémen diluido é resfriado abaixo
da temperatura de 5°C, inicialmente 0 meio
diluidor ao redor do espermatozoide, e as
proprias  células, encontram-se  nao
congeladas, porque 0s pontos de
congelamento dos diluidores (devido aos
crioprotetores) e do liglido intracelular estao
abaixo de 0°C. Ocorre entdo um fendmeno
chamado de super-resfriamento. Entre as
temperaturas de —5°C e —15°C, dependendo
da curva de congelamento e do diluidor,
comegam a se formar cristais de gelo no
diluidor, enquanto 0s espermatozoides
permanecem super-resfriados. Ocorre entdo
0 aumento da concentracdo de solutos ao
redor do espermatozoide e do gradiente
osmatico culminando com a desidratacdo da
célula (Amann e Pickett, 1987; Snoeck,
2003).

Em pesquisa realizada por Chen et al.
(1993), foi testado o efeito do super-
resfriamento (13 ou -14°C antes do
congelamento até —196°C) e da indugdo da
formacéo de cristais de gelo (“seeding”) no
sémen de touros sobre a motilidade poés-
descongelamento de sémen em diluidores a
base de Tris-gema e leite integral. Este
experimento demonstrou que 0s
espermatozoides sdo mais sensiveis a
mudangas  de  temperatura  quando
congelados com leite integral do que em
Tris-gema, na faixa entre —50 a —75°C
(temperatura de transferéncia para o
nitrogénio). Esse estudo revelou que o0s
espermatozoides passam por uma fase de
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super-resfriamento semelhante ao que ocorre
aos embrides durante o congelamento. Os
efeitos sobre a motilidade foram menores
guando o sémen diluido foi submetido ao
“seeding”, mas esses efeitos foram avaliados
apenas imediatamente apos 0
descongelamento. As taxas de congelamento
de —15, —25 € —35°C/min foram semelhantes
em relacdo a sobrevivéncia espermatica e
foram superiores ao congelamento a
—5°C/min.

Em geral é aceito que a resposta ao
congelamento é influenciada principalmente
pela permeabilidade da célula a &gua e aos
solutos. Devido a isso, para entender a
criobiologia do sémen, nas décadas
anteriores um consideravel esforco foi
realizado na tentativa de determinar as
caracteristicas de permeabilidade dos
espermatozoides de varias espécies (Leibo e
Bradley, 1999).

Leibo e Bradley (1999) e Agca e Critser
(2002) relataram que as pesquisas tém sido
direcionadas no sentido de otimizar o0s
protocolos de criopreservacao quantificando
alguns parametros biofisicos, como o
coeficiente de permeabilidade da membrana
celular para a 4gua (Lp), para o crioprotetor
(Pcpa) assim como a sua energia de ativagao
(Ea). Estes pardmetros tém  sido
determinados em espermatozoides de varias
espécies de mamiferos e utilizados na
tentativa de predizer o tipo e a concentracdo
6tima do crioprotetor, a velocidade de
adicdo e de retirada do crioprotetor, além da
taxa de congelamento e descongelamento.
Porém, os resultados obtidos tém deixado
dividas a respeito da importancia da
velocidade de passagem da 4&gua pela
membrana na determinacdo da taxa de
resfriamento ideal, ja que as técnicas
utilizadas superestimam os valores (Leibo e
Bradley, 1999; Gonzalez, 2004).

Entretanto, outros trabalhos como os
realizados por Devireddy et al. (1999, citado
por Leibo e Bradley, 1999), e por Chaveiro



et al. (2006), utilizando técnicas diferentes
de mensuracdo dos valores de Lp e de Ps
(coeficiente de permeabilidade para o
glicerol), obtiveram valores proximos aos
valores obtidos empiricamente.

No trabalho realizado por Chaveiro et al.
(2006), concluiu-se que existem diferencas
significativas entre touros na Lp e Ps da
membrana plasmatica do espermatozoide.
Isto indica que machos diferentes podem
requerer ajustes nos protocolos de
congelamento. A aplicacdo desses dados em
um modelo tedrico para simular os eventos
osméticos durante o congelamento resultou
na predicdo de taxas de congelamento (taxa
de 25-44°C/min entre — 4 e — 50°C) que se
situam na mesma faixa dos valores obtidos
empiricamente (taxa de 30-65°C/min).

4.8.7 Efeitos do descongelamento

O sucesso final de um procedimento de
congelamento também ¢é limitado pelo
processo de descongelamento do sémen. E
em termos gerais, se a taxa de resfriamento
(no processo de congelamento) é rapida, a
taxa de reaguecimento (processo de
descongelamento) também deve ser réapida.
Se a taxa de resfriamento é lenta, a taxa de
reaquecimento deve ser lenta (Amann e
Pickett, 1987; Celeghini, 2005). Quando a
taxa de resfriamento é mais lenta ou mais
rapida que a ideal, os danos celulares podem
ser abrandados por taxas de reaquecimento
apropriadas (Celeghini, 2005).

Um aspecto das diferentes teorias da
crioinjiria € a questdo se a lesdo ocorre
durante o  congelamento ou no
descongelamento. Existem algumas
evidéncias que sugerem que as células
criopreservadas podem ser lesadas pelo
descongelamento, o que se acredita ser
devido a recristalizagdo (Watson, 1995).

A recristalizacdo é um fenbmeno que ocorre
durante o descongelamento, devido a
reorganizacdo de microcristais de gelo

intracelulares em cristais maiores que sao
considerados lesivos & célula espermética.
Evidéncias que suportam este mecanismo
foram observadas devido a reducdo da
sobrevivéncia de células causada pelo
descongelamento lento de células que
sofreram  congelamento  répido. @)
descongelamento rapido dessas células que
foram congeladas rapidamente permite o
descongelamento desses cristais antes que
ocorra a recristalizagdo, enquanto que o
reaquecimento lento permite reorganizagéo
dos cristais, resultando em lesdo e morte
celular (Mazur, 1984; Watson, 1995; Leibo
e Bradley, 1999; Celeghini, 2005).

Um possivel problema do descongelamento
lento é a mudanca osmética devido a entrada
de 4gua na célula, que é considerada mais
lesiva do que a saida durante o
congelamento (Curry e Watson, 1994). Holt
et al. (1992) avaliaram a permeabilidade da
membrana como resultado do congelamento
e descongelamento e observaram que 0S
efeitos s6 podiam ser observados durante o
reaquecimento na faixa de 2 a 30°C (ou seja,
bem depois do descongelamento dos cristais
e da rediluicdo do soluto que se concentrou
durante o0 congelamento). Isto sugere,
novamente, que as lesdes na membrana se
manifestam durante a  fase de
descongelamento, mas que outros eventos,
além da simples diluicdo dos solutos, podem
ser importantes. Esses autores sugeriram que
mudancas de fase dos lipidios podem estar
envolvidas nessas alteragbes (Watson,
1995).

O descongelamento envolve um processo
inverso, forgando a célula a retroceder seu
curso pela passagem de varias mudangas de
fase, e tem com o resultado o fluxo de agua
para dentro da célula. A taxa de mudanca de
temperatura deve permitir o movimento de
agua e de crioprotetor sem a formacdo de
cristais de gelo intracelular ou mudancas
irreversiveis na membrana (Amann e
Pickett, 1987; Watson, 1995; Holt, 2000b;
Gonzalez, 2004).
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Embora os efeitos prejudiciais do
resfriamento rapido sejam reconhecidos ha
muitos anos, 0 aquecimento rapido tem sido
reconhecido até  recentemente  como
benigno. Porém ja foi descrita a ocorréncia
de lesdo do acrossoma resultante do
reaquecimento rapido nos espermatozoides
bovinos (Senger et al., 1976). Bamba e Cran
(1985, 1988) relataram gue o reaguecimento
rapido do espermatozoide suino de 5°C a
37°C foi extremamente prejudicial as
estruturas do acrossoma. Efeitos
semelhantes foram observados para O
espermatozoide de coelho, mas no
espermatozoide bovino 0S danos
representaram um aumento do defeito
“Knobbed” do acrossoma. Esses estudos
podem indicar que deve-se ter cuidado
guando se realiza o descongelamento rapido
do sémen criopreservado (Watson, 1995).

4.9 Vitrificagcdo e as novas teorias da
criopreservacao

Quando as células sdo mantidas em um meio
liquido, estas sdo submetidas a processos de
degradacdo, que levam & perda da

viabilidade celular. Para evitar essa
degradacdo, as células precisam ser
colocadas em condicoes que,

essencialmente, parem todas as reagdes
quimicas durante 0 tempo de
armazenamento. Como a formacéo de gelo
intracelular é letal para a maioria das células
eucaridticas, o armazenamento estavel de
células viaveis pode ser obtido apenas se
ocorrer vitrificagdo intracelular sem a
formacéo de gelo (Katkov et al., 2006).

Tradicionalmente, na comunidade cientifica,
a congelacéo lenta convencional
(equilibrium freezing) nédo é associada com a
vitrificacdo, e esta é muitas vezes referida
como um método alternativo. No entanto, na
verdade, durante a formacdo dos cristais, a
maior parte da agua é congelada fora do
meio (externamente) e da célula na forma de
gelo, e a parte liquida remanescente torna-se
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cada vez mais concentrada, formando
verdadeiros “canais ou veias” de meio
concentrado onde as células se encontram
presas (Figura 8). As células ndo podem
sobreviver com grandes cristais de gelo
intracelulares, assim a formagdo de gelo
intracelular na maioria dos casos mata as
células (Mazur, 1984; Leibo e Bradley,
1999; Katkov et al., 2006).

Figura 8 - Cryo-scanning electron microscopy (Cryo-
SEM) micrografia de um espermatozoide suino
aprisionado nos canais (matriz) do diluidor
concentrado e envolvido por “lagos de gelo” (4000 x)
(Adaptado de: Hernandez et al., 2007).

No entanto, se o congelamento é realizado
de forma lenta o suficiente (a velocidade
critica depende da relacdo superficie/volume
e permeabilidade da membrana a &gua em
fungdo da temperatura), as células passam a
perder 4gua praticamente em equilibrio com
0 compartimento extracelular. Portanto, as
celulas viaveis serdo aquelas que estdo
localizadas em um espaco (canais)
solidificado entre os cristais de gelo, e 0s
seus compartimentos intracelulares também
estdo livres de cristais de gelo. Este estado
solido que assegura a sobrevivéncia da
célula a uma temperatura extremamente
baixa pode ser apenas o0 estado vitreo. Néo
existe liquido, gel ou outro estado da matéria
em uma suspensdo de células a -196 °C, mas



apenas gelo ou “vidro”. O estado vitreo é o
anico lugar onde as células sobrevivem e
podem ser mantidas essencialmente para
sempre, uma vez que a temperatura de
transicdo vitrea da agua plastificante mais
potente é mais elevada (-137 °C) do que a
temperatura de armazenamento (-196 °C), e
isto garante a manuten¢do do estado vitreo
com a sua enorme viscosidade (10'*° Pa s) e
essencialmente paraliza todas as reacdes
guimicas, e assim, o envelhecimento e a
degradacdo celular (Katkov et al., 2006).

Os danos celulares que os espermatozoides
sofrem quando sdo submetidos a altas taxas
de congelamento geralmente tem sido
atribuidos & formacdo de gelo intracelular,
embora nenhuma evidéncia convincente de
formagdo de gelo intracelular nos
espermatozoides tenha sido obtida (Morris et
al., 2012). Recentemente, Morris et al.
(2012) trabalhando com o estudo da
ultraestrutura de solugdes e da matriz que
envolve 0S espermatozoides na
criopreservagao, apresentaram evidéncias de
que a altas taxas de arrefecimento as lesdes
celulares nos espermatozoides sdo resultado
de um desequilibrio osmotico que ocorre
durante o descongelamento, e ndo devido a
formacdo de cristais de gelo intracelulares.
Isso acontece por que:

- O alto teor de proteina intracelular,
juntamente  com o  encolhimento
osmético associado com a formacdo de
gelo extracelular, leva a vitrificacdo
intracelular do espermatozoide.

- Um desequilibrio osmotico ocorre
guando  se utilizam  taxas de
congelamento répido, devido a uma
cristalizagdo do gelo limitada pela
difusdo no fluido extracelular, ou seja, a
reducdo do tempo disponivel para a
cristalizacdo, leva a reducdo do tempo
disponivel para a é&gua migrar dos
“canais” de solu¢do concentrada para o
gelo extracelular, isto faz com que a &4gua
fique aprisionada dentro dessa matrix

concentrada (canais) e entdo forma
pequenos cristais de gelo extracelulares.
Os  espermatozoides que  foram
congelados nessas altas taxas sdo
submetidos a um choque osmético a
baixas  temperaturas quando  s&o
descongelados, causando a lesdo celular
observada.

Segundo Morris et al. (2012) esta explicacao
permite melhor compreensdo sobre aspectos
da criobiologia de espermatozoides e pode
levar no futuro ao desenvolvimento de
melhores métodos de criopreservacdo de
espermatozoides de mamiferos.

Recentemente foi criado outro método de
vitrificacdo de espermatozoides, chamado
“CPAs-free  vitrification”, ou seja,
“vitrificacdo na auséncia de crioprotetores”.
Esse método se baseia em mergulhar
rapidamente uma suspensdo de células em
um agente de refrigeracdo, como o
nitrogénio liquido. A utilizagdo de taxas
extremamente altas de congelamento (10°-
10° °C/min), e um descongelamento
praticamente instantdneo impede formacéo
de cristais de gelo em pequenas amostras, e
ndo requer a utilizacgdo de altas
concentragdes de agentes crioprotetores
(CPAs). Excelentes resultados foram obtidos
com espermatozoides humanos (lsachenko
et al., 2005; Katkov et al., 2006).

4.10 Composi¢do dos  meios
diluidores

Os componentes basicos dos diluidores para
criopreservacdo sdo essencialmente  0s
mesmos usados para estocagem &
temperatura ambiente. Segundo Vishwanath
e Shannon (2000) os requerimentos gerais
séo:

« Substancias ibnicas e ndo idnicas para
manter a osmolaridade do meio e para o
tamponamento do meio;

« Uma fonte de lipoproteinas ou material
de alto peso molecular que evita o
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choque frio, como a gema de ovo ou
leite;

« Glicerol,
dimetilsulfoxido
crioprotecao;

o Glicose ou frutose como fontes de
energia;

« Outros aditivos tais como enzimas e
antibioticos.

propanodiol, ou
(DMSO) para

O plasma seminal, sozinho, ndo € capaz de
proteger adequadamente os espermatozoides
contra mudancas de temperatura. Para o
sémen ser estocado em baixa temperatura é
necessario que 0s espermatozoides sejam
diluidos em diluidores especiais e
apropriados (Salamon e Maxwell, 19953,
citados por Snoeck, 2003).

Phillips (1939) realizou uma importante
descoberta quando observou que a adigdo da
gema de ovo ao diluidor do sémen teve um
efeito benéfico sobre a fertilidade do sémen
resfriado. E posteriormente, Phillips e Lardy
(1940) recomendaram o uso de um diluente
contendo partes iguais de tampéo fosfato e
gema de ovo como agente protetor contra o
choque-frio (cold shock). Desde entdo, a
gema de ovo em combinagdo com Tris e
citrato tem sido o componente mais comum
na maioria dos diluentes para congelamento
de sémen bovino (Vishwanath e Shannon,
2000). Inicialmente utilizava-se o fosfato
como tampéo desses diluidores.
Posteriormente, descobriu-se que o citrato
apresentava adequada capacidade
tamponante além de aumentar o periodo de
sobrevivéncia dos espermatozoides
armazenados a 5°C (Willett e Salisbury,
1942). O citrato se tornou entdo o sal de
escolha, e suas propriedades quelantes
melhoraram a solubilidade da fracdo
protéica da gema de ovo. A razdo da
substituicdo do fosfato pelo citrato deve-se
ao fato de que o fosfato inibe a oxidagdo do
acido latico causando a sua acumulacdo
(White, 1956, citado por Vishwanath e
Shannon, 2000).
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Na década de 1970, varios estudos se
concentraram no uso de tampdes organicos
(Tris, TES, MES, HEPES, PIPES, MOPS e
BES) baseado no fato que eles possuem
melhor capacidade tamponante do que o
fosfato ou o citrato, e sdo relativamente néo-
toxicos para as células. Além disso, podem
penetrar no espermatozoide, desse modo
atuando como tampdes intracelulares contra
mudancas de pH, ou podem aumentar a
tolerancia da célula ao aumento intracelular
de céations monovalentes. Os tampdes
aumentam a tonicidade total do diluidor, o
gue é importante quando o sémen é
armazenado (Salamon e Maxwell, 2000;
Vishwanath e Shannon, 2000).

Muitos dos tampdes organicos
zwitteridnicos (compostos quimicos
eletricamente neutros, mas que apresentam
cargas positivas e negativas formais em
atomos diferentes) provaram apresentar boa
capacidade tamponante sobre uma ampla
faixa de pH, e foram testados na preparagdo
de diluidores. Entretanto, os diluidores a
base de tris(hidroximetil)aminometano
(Tris) tornaram-se universais, e este meio
tamponante combinado com gema de ovo e
glicerol foram testados extensivamente para
sémen bovino (Vishwanath e Shannon,
2000). Por alguma razdo, ainda ndo
completamente entendida, quando se utiliza
0 Tris como tampdo existe a vantagem de
ndo ser necessario esperar até o final do
resfriamento para se adicionar o glicerol
(Ball e Peters, 2004).

4.10.1 Agentes crioprotetores

A criopreservacao das células, mantendo sua
viabilidade, é um processo muito complexo.
Durante o congelamento e descongelamento
as células podem ser danificadas facilmente
(Dumoulin et al., 1994). Para as células
sobreviverem ao processo de
criopreservacdo € necessaria a presenca de
agentes crioprotetores durante 0
resfriamento, congelamento e
descongelamento. Os agentes crioprotetores



sdo definidos como a classe de componentes
gue atuam especificamente na manutencéao
da viabilidade das células animais nos
processos de congelamento e
descongelamento (Gilmore et al., 1997,
citado por Snoeck, 2003).

Os crioprotetores podem ser classificados
conforme o seu modo de acdo em
penetrantes e ndo penetrantes. Os
crioprotetores penetrantes sdao moléculas
pequenas como o glicerol, etilenoglicol,
propilenoglicol, dimetilsulfoxido,
dimetilformamida, que atravessam a
membrana e atuam nos meios intra e
extracelulares (Sztein, 2001; Celeghini
2005).

Os crioprotetores ndo penetrantes néo
conseguem  atravessar a  membrana
plasmatica, pois sdo moléculas grandes,
como proteinas (da gema de ovo, e do leite
desnatado), acucares (frutose, glicose,
manose, rafinose e trealose), polimeros
sintéticos (polivinilpirrolidona e
metilcelulose) e amidas, que atuam no meio
extracelular, ou seja, atuam como solutos ou
colbides (De Leeuw et al., 1993; Gao et al.,
1997; Cottorello e Henry, 2002; Celeghini,
2005). Os agentes crioprotetores nao
penetrantes aumentam a osmolaridade do
meio extracelular, induzindo a saida de agua
das células levando a desidratacdo,
reduzindo assim a possibilidade de formagédo
de cristais de gelo intracelulares durante o
congelamento (Amann e Pickett, 1987).

A maioria dos crioprotetores intracelulares
serve de solvente e soluto, enquanto 0s
extracelulares, incluindo proteinas, lipidios e
acucares sdo solutos ou coldides e nao
servem como solvente (McKinnon, 1996,
citado por Snoeck, 2003).

Os crioprotetores intracelulares tém acédo
tanto por meio de propriedades coligativas
ou por meio de sua ligagdo com a 4gua. Uma
das propriedades coligativas dos crioagentes
¢ sua capacidade de reduzir o ponto de

congelamento das solucBes. A &gua pura
congela a temperatura de 0°C, enquanto uma
solugdo contendo crioprotetores congela em
temperatura mais baixa (Mazur, 1980, citado
por Snoeck, 2003).

Os crioprotetores intracelulares possuem
uma estrutura bioquimica que promove a
ocorréncia de pontes de hidrogénio com
moléculas de agua. As pontes de hidrogénio
modificam a orientagdo das moléculas de
agua nos cristais de gelo, proporcionando
um ambiente menos nocivo para as células
(Dalimata e Graham, 1997).

4.10.2 Crioprotetores intracelulares
(Penetrantes)

Os agentes crioprotetores penetrantes (ACP)
sdo substancias que diminuem as lesdes de
origem quimica ou mecénica que O
congelamento causa sobre a célula (Karow,
2001, citado por Gonzalez, 2004; Leite,
2008). As caracteristicas fisico-quimicas
ideais que um agente crioprotetor penetrante
deve possuir sdo: baixo peso molecular; alta
solubilidade em  meio aquoso e
principalmente uma baixa toxicidade celular
(Nash, 1966, citado por Gonzalez, 2004).

Muitas substancias séo classificadas como
agentes crioprotetores intracelulares e tém
sido  utilizadas nos  diluidores  de
congelamento de vérias espécies. Existem os
crioprotetores do grupo dos alcoois: etanol,
etilenoglicol, glicerol, metanol,
polietilenoglicol e propilenoglicol.  As
amidas, incluindo a acetamida, formamida,
lactamida e dimetil-sulfoxido, além de
outras substancias que podem possuir efeito
crioprotetor (Snoeck, 2003).

O glicerol ou Propano-1,2,3-triol (IUPAC,
1993) é um composto organico pertencente a
fungdo &lcool que apresenta trés grupos
hidroxilas. Esta substancia é considerada um
ACP, pois consegue penetrar no citoplasma
da célula (Holt, 2000b; Gonzalez, 2004) O
glicerol foi o primeiro crioprotetor a ser
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utilizado em espermatozoides (Polge et al.,
1949) e tem sido amplamente utilizado para
0 sémen bovino (Gonzalez, 2004).

A acdo protetora do glicerol parece estar
ligada as suas propriedades coligativas que
permitem realizar pontes de hidrogénio com
a agua; a reducdo do ponto de congelamento
e a consequente redugdo da concentracdo de
eletrélitos (sais ou solutos) na fracdo ndo
congelada ajudariam a conter o prejudicial
“efeito solugdo” que ocorre durante o
processo de congelamento (Holt, 2000b). As
pontes de hidrogénio realizadas com a agua
diminuem a formagéo de cristais de gelo e
reduz o aumento de tamanho desses cristais
além de diminuir a concentracdo de solutos
nos meios extra e intracelulares (Dalimata e
Graham, 1997). Essas ligacbes de
hidrogénio  também  promovem uma
estabilizacdo da estrutura quaternéria das
proteinas de membrana preservando-as da
desidratacdo (Karow, 2001, citado por
Gonzalez, 2004).

Segundo Kundu et al. (2000), outro
mecanismo de protecdo desta molécula se
deve & capacidade de ligacdo dos atomos de
hidrogénio dos grupos hidroxila (OH) com
0s atomos de oxigénio dos grupos fosfato
dos fosfolipidios da membrana do
espermatozoide, promovendo assim a
estabilizacdo da membrana durante o
processo de criopreservagéo.

A concentracdo de glicerol utilizada como
crioprotetor é limitada pela sua toxicidade, a
qual depende da taxa de resfriamento,
velocidade de congelacdo, composicdo do
meio diluidor e método de adic¢do do glicerol
(Fahy, 1986; citado por Gonzalez, 2004).
Métodos convencionais de congelacdo em
palhetas de 0,25 mL e 0,5 mL tém utilizado
qguantidades de 7% de glicerol como
concentracdo 6tima para diluidores a base de
citrato-gema ou Tris-gema (De Leew et al.,
1993). As concentragdes de glicerol para
congelacdo do sémen bovino tém estado
entre 0,25 M (2,25%) e 1M (9%), sendo que
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esta Ultima concentracdo tem mostrado
toxicidade (Fahy, 1986, citado por
Gonzalez, 2004; Vishwanath e Shannon,
2000).

Segundo Parks e Graham (1992), os
crioprotetores sdo  essenciais para a
sobrevivéncia das células, mas o glicerol
pode também ter efeitos negativos sobre a
celula. Além de seu efeito osmatico sobre as
células, existem evidéncias de que o glicerol
se liga diretamente aos fosfolipidios
reduzindo a fluidez da membrana, e interage
com proteinas e glicoproteinas da membrana
causando agrupamento dessas particulas. O
glicerol causa reducdo da capacitancia
elétrica da membrana provavelmente devido
a reorganizacbes em larga escala da
estrutura da membrana, possivelmente
devido a formacdo de jungdes semelhantes
as juncdes tipo GAP. Além disso, ele induz
a interdigitacdo dos folhetos da bicamada,
alterando a fluidez da membrana e também
altera a polimerizagdo e despolimerizacao
dos microtibulos, o que pode afetar a
membrana indiretamente.

Apesar de sua importancia, ha evidéncias de
que o glicerol é toxico ao espermatozoide e
parte de sua toxicidade é devida a injurias
bioguimicas resultantes da agdo direta do
crioprotetor  sobre  0s  componentes
subcelulares, mas danos osmaticos também
podem ocorrer (Graham, 1995, citado por
Celeghini, 2005). Seu efeito prejudicial é
menor quando sua adicdo € feita a
temperaturas proximas a 0°C. Sabe-se que
0s espermatozoides do homem e de touros
sd0 mais resistentes a adicdo em uma Unica
fase, em concentragdes de 5 a 8% de
glicerol, que outras espécies (Gao, Mazur e
Critser, 1997; Agca e Critser, 2002;
Gonzalez, 2004).

Sabe-se que o glicerol é metabolizado pelos
espermatozoides do carneiro, do boi e do
varrdo, poréem a via metabolica é diferente
daquela que ocorre no figado onde o glicerol
¢ fosforilado por uma quinase, sendo ao



invés disso, recrutado por uma
desidrogenase NADP-dependente  (Holt,
2000b). O’Dell et al. (1956) demonstraram
que o glicerol marcado com C¥ é
rapidamente assimilado e utilizado pelo
espermatozoide bovino, com producdo de
“CO,, e a taxa de assimilacdo é maior na
auséncia do plasma seminal. Mann e White
(1957) demonstraram que 0S
espermatozoides de carneiro lavados por
centrifugacdo  metabolizam o glicerol
aerobicamente produzindo &cido latico e que
esta producdo é maior na presenca de fosfato
devido & acdo inibitoria deste sobre a
oxidacdo do &cido latico, causando o seu
acumulo.

Garner et al. (1999) testaram os efeitos do
glicerol sobre espermatozoides bovinos
resfriados a 5°C por 24 horas por meio da
associagdo de sondas (JC-1; SYBR-14 e PI,
e FITC-PNA e SYTO-17) e observaram que
0 glicerol parece ndo apresentar qualquer
efeito sobre a membrana plasmaética, mas
parece apresentar um efeito protetor sobre o
acrossoma, porém diminuiu a proporcao de
espermatozoides na amostra que exibiram
alto potencial mitocondrial.

Apesar de tudo, demonstrou-se claramente
gue o glicerol protege os espermatozoides
contra os danos da criopreservacdo em
muitas espécies e varios estudos foram
realizados para testar a eficidcia dessa
crioprotecdo  utilizando varios niveis de
glicerol (Hammerstedt et al., 1990; Watson,
1995). Portanto, parece que o efeito protetor
supera os efeitos negativos (Garner et al.,
1999).

Gonzalez (2004) comparou os efeitos dos
crioprotetores dimetilformamida,
etilenoglicol e o glicerol na criopreservagéo
do sémen bovino sobre a motilidade
(avaliada subjetivamente) e integridade das
membranas  plasmatica, acrossomal e
mitocondrial (por meio da associagdo das
sondas fluorescentes PI, MITO e FITC-PSA,
na microscopia de epifluorescéncia). O autor

concluiu que o glicerol preserva melhor a
motilidade, o vigor e a integridade das
membranas dos espermatozoides, quando
comparado aos outros  crioprotetores
utilizados. Além disso, observou-se que 0
etilenoglicol é superior & dimetilformamida
na conservacdo da motilidade e das
membranas dos espermatozoides bovinos.

4.10.3 A funcéo da gema de ovo

O plasma seminal, que se mistura com 0s
espermatozoides na ejaculagdo, e serve
como meio de transporte para o trato genital
feminino, j& foi descrito como benéfico e ao
mesmo tempo  prejudicial para o
espermatozoide. Mais precisamente, foram
descritos fatores do plasma seminal que
ajudam as funcGes espermaticas tais como a
motilidade, a viabilidade e fertilidade e que
facilitam a capacitacdo (Baas et al., 1983;
Killian et al., 1993; Bellin et al., 1998;
Miller et al., 1990; citados por Bergeron et
al., 2004).

Entretanto, sabe-se que o plasma seminal
também contém fatores prejudiciais a
capacidade fertilizante, tais como fator
decapacitante (Chang, 1957; Robertson,
1971) e fator inibidor da motilidade
(lwamoto e Gagnon, 1988). Além disso, 0
plasma  seminal €  prejudicial ao
armazenamento do sémen porque contém
fatores que afetam negativamente a
viabilidade espermatica (Way et al., 2000,
citado por Bergeron et al., 2004).

A maior fracdo protéica do plasma seminal
bovino é composta por um grupo de
proteinas denominadas de BSP’s (Bovine
Seminal Plasma proteins). Essas proteinas
representam 65% das proteinas do plasma
seminal, dentre elas destacam-se a BSP-
Al/A2, BSP-A3 e BSP-30kDa. As proteinas
BSP’s se ligam aos fosfolipidios de colina
da membrana do espermatozoide na
ejaculacdo e potencializam a capacitacdo
espermaética, induzida pelo HDL e pela
heparina, estimulando o efluxo de colesterol
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e fosfolipidios da membrana do
espermatozoide. Por isso, as BSP’s sdo
benéficas ao espermatozoide. Entretanto, as
mesmas proteinas podem ser prejudiciais
para a membrana do espermatozoide in
vitro. O efluxo dos lipidios estimulado pelas
BSP’s ¢ concentragdo e tempo dependente e,
por isso, uma exposi¢do continua dos
espermatozoides ao plasma seminal, que
contém essas proteinas, pode ser lesivo a
membrana do espermatozoide (Thérien et
al.,, 1999; Manjunath e Thérien, 2002;
Manjunath et al., 2002; Bergeron et al.,
2004).

A gema de ovo de galinha (Egg Yolk- EY) é
0 agente mais efetivo para protegdo do
espermatozoide contra o choque frio e
demonstrou-se que ela melhora as fungdes
espermaticas e preserva a fertilidade apés o
armazenamento na forma liquida ou
congelada. Apesar do uso de diluidores
contendo gema de ovo por mais de 60 anos,
0 mecanismo envolvido na prote¢do pela
gema de ovo contra os danos causados pelo
armazenamento, resfriamento e
congelamento ainda ndo ¢é totalmente
compreendido (Bergeron et al., 2004).

Os trabalhos de Pace e Graham (1974) e
Foulkes (1977), trabalhando com a
purificagdo de componentes da gema,
demonstraram que a fragdo de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) da gema é o
constituinte responsavel pela protecdo do
espermatozoide contra os danos causados
pelo choque frio e pelo congelamento.
Acredita-se que a fosfatidilcolina (lecitina)
do LDL seja uma das responséveis por essa
protecdo, uma vez que ela sozinha fornece
alguma protecéo ao espermatozoide contra o
choque frio e o congelamento (Vishwanath e
Shannon, 2000; Watson, 1995).

Evidéncias sugerem que € necessaria a
molécula inteira de LDL para proteger o
espermatozoide contra o choque frio. A
digestdo seletiva tanto da fracdo protéica ou
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lipidica ndo oferece a mesma protecdo
contra o choque frio (Watson, 1981b;
Vishwanath e Shannon, 2000).

O LDL constitui cerca de dois tercos dos
solidos totais da gema de ovo de galinha e
esta localizado na fracdo sollvel da gema de
ovo, chamada plasma. O LDL apresenta
uma densidade de 0,982 g/mL. Ele é
constituido por moléculas esféricas de 17 +
60 nm de didmetro, com um ndcleo lipidico
de trigliceridios e ésteres de colesterol
envolvido por um filme de fosfolipidios e
proteinas (Figura 9). Os fosfolipidios
desempenham um papel essencial na
estabilidade da estrutura do LDL porque as
forcas de associagdo sdo essencialmente
hidrofébicas. O LDL contém 83-89%
lipidios e 11-17% de proteinas. Os lipidios
do LDL sdo compostos de aproximadamente
69% de triglicerideos, 26% de fosfolipidos e
5% de colesterol (Moussa et al., 2002).

Apoprotein B-100 LDL.
Phosp/holipid

Cholesteryl
ester a

Unesterified
cholesterol

Figura 9 — Estrutura da molécula de LDL da
gema de ovo.

A estrutura do LDL é baseada em um nucleo
de trigliceridios envolvidos por um filme de
proteinas e fosfolipidios, que apresentam sua
por¢do polar em contato com a fase aquosa
(Cook e Martin, 1969; citado por Moussa et
al., 2002). Sabe-se que a gema de ovo sofre
gelificacdo quando é submetida a um
processo de congelamento e



descongelamento e que as moléculas de
LDL sdo responsaveis por essa gelificacéo,
enguanto que as outras substancias da gema
ndo participam diretamente (Wakamatu,
1982). A gelificacdo do LDL ocorre em
temperaturas abaixo de -6°C. O primeiro
estagio desta gelificacdo é o rompimento da
estrutura do LDL. Este rompimento é
favorecido pela desidratagdo causada pelo
congelamento e descongelamento. As
interacBes lipidio proteina sdo interrompidas
durante o congelamento, e as interagdes
entre as proteinas sdo aumentadas. O
produto da agregacdo das moléculas de LDL
contém lipidios incluidos na sua estrutura
(Tsutsui, 1988). Conseqlientemente, sob um
processo de congelamento e
descongelamento a molécula de LDL é
rompida. Os trigliceridios e os fosfolipidios
sdo liberados no meio, e as apoproteinas
formam um gel (Moussa et al., 2002).

Véarios mecanismos de protecdo espermatica
pelo LDL da gema foram propostos.
Sugeriu-se que o LDL da gema de ovo
fornece protecdo pela associacdo com a
membrana do espermatozoide (Foulkes,
1977; Watson, 1981b). Por esta hipotese a
proteina do LDL atua na solubilizagdo do
lipidio e na ligacdo deste com a membrana
(Watson, 1981b; Vishwanath e Shannon,
2000). Moussa et al. (2002) sugerem que a
adsorcao e gelificagdo das apoproteinas do
LDL ao redor da membrana dos
espermatozoides poderia formar um filme
protetor contra os cristais de gelo durante o
congelamento.

Quinn et al. (1980) sugeriram que oS
fosfolipidios da molécula de LDL podem
formar um filme ou camada protetora na
superficie da membrana dos
espermatozoides ap6s a ruptura do LDL.
Além disso, Graham e Foote (1987) e
Trimeche et al. (1996) propuseram que 0S
fosfolipidios do LDL poderiam substituir
alguns fosfolipidios da membrana do
espermatozoide, e desse modo reduzindo a
temperatura de transicdo de fase desta.

Graham e Foote (1987) observaram que a
fosfatidilserina sozinha ou combinada com a
fosfatidilcolina é o fosfolipidio mais efetivo
para a protecdo do espermatozoide (citado
por Moussa et al., 2002).

Outra hipédtese é que o LDL previne a perda
de fosfolipidios de membrana, assim
aumentando a tolerancia ao choque frio
(Parks e Graham, 1992), e estudos anteriores
gue indicam que os fosfolipidios da gema
protegem os espermatozoides do choque frio
sustentam essa especulagdo (Quinn et al.,
1980, citado por Bergeron et al., 2004).

Estudos realizados por Manjunath et al.
(2002) indicam que o LDL, interage
especificamente com as proteinas BSP’s. A
ligagdo das proteinas BSP’s ao LDL ¢
rapida, especifica e saturavel. Além disso, a
capacidade de ligacdo do LDL as BSP’s ¢
muito alta, e esta interacdo é estavel mesmo
ap6s o congelamento/ descongelamento.
Tendo em vista tal fato, os pesquisadores
sugeriram que o sistema de retirada ou
“limpeza” das BSP’s pelas lipoproteinas da
gema de ovo, durante a diluicdo do sémen
com diluidores contendo gema, protege 0s
espermatozoides dos efeitos deletérios das
BSP’s do plasma seminal.

Parks et al. (1981) mostraram que na
auséncia da gema de ovo no diluidor, ocorre
uma diminuigdo no contetdo de colesterol e
de fosfolipidios do espermatozoide durante a
incubagdo. O trabalho de Bergeron et al.
(2004) complementou os estudos de Parks et
al. (1981) ao revelar que o contato com 0
plasma seminal resulta em perda gradual dos
fosfolipidios de colina e do colesterol da
membrana plasmatica do espermatozoide.
Mas, quando o sémen foi diluido com gema
de ovo, foi observado o efeito oposto (ganho
de colesterol e fosfolipidios, e reducdo da
associacdo das BSP’s a superficie do
espermatozoide). Uma vez que 0 mesmo
efeito foi mimetizado quando se utilizou a
LDF (fracdo de lipoproteina de baixa
densidade da gema), o0s pesquisadores
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concluiram que a LDF é a responsavel por
este efeito. Além disso, a prevencdo da
ligacdo das BSP’s ao espermatozoide e do
efluxo de lipidios da membrana resultou em
um aumento na qualidade do sémen
(motilidade).

Bergeron et al. (2004) observaram também
que quando o sémen foi incubado a 4°C, na
presenca de gema de ovo no diluidor, o
ganho de colesterol e fosfolipidios de colina
foi 2 wvezes menor do que no sémen
incubado a 37°C. Isto pode ser explicado
pela transicdo de fases que ocorre nas
membranas durante o resfriamento. Durante
0 resfriamento as membranas se tornam
menos fluidas e sdo menos susceptiveis a
troca de lipidios. E possivel que a mudanca
na fase lipidica da membrana espermaética e
no filme de fosfolipidios da molécula de
LDL durante o resfriamento evita
parcialmente a passagem de lipidios da LDL
para a membrana do espermatozoide ou a
ligacdo do LDL ao espermatozoide. De
modo semelhante, em sémen diluido com
diluidor sem gema, a perda de lipidios da
membrana do espermatozoide foi 2 a 3 vezes
menor em sémen incubado a 4°C do que no
sémen incubado a 37°C.

Bergeron et al. (2004), a partir deste estudo,
sugerem que a gema de ovo nos diluidores
protege os espermatozoides de duas formas.
Primeiro, a associagdo do LDL com as
BSP’s protege o espermatozoide evitando
que essas proteinas do plasma seminal se
liguem ao espermatozoide e causem danos a
membrana pela remocdo de lipidios.
Segundo, os lipidios da fracdo de
lipoproteina de baixa densidade ou a
molécula inteira de LDL se associariam a
membrana, preservando a integridade da
membrana plasmatica durante a preservacao
do sémen.

4.10.4 A substituicdo da gema de ovo

pelas lipoproteinas de baixa densidade
(LDL)
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Nos ultimos anos, vém surgindo uma
demanda crescente para a substituicdo da
gema de ovo nos diluidores de sémen devido
a descobertas de substancias presentes na
gema que inibem a respiragdo dos
espermatozoides ou diminuem a motilidade
(Pace e Graham, 1974; Watson e Martin,
1975; Moussa et al., 2002), além do risco
sanitario envolvido (contaminacéo
bacteriana ou por micoplasmas, e por isso
possivel fonte de endotoxinas; Bousseau et
al.,, 1998). Portanto, seria de grande
beneficio a retirada dessas substéncias
prejudiciais e a adicdo apenas do agente
crioprotetor da gema de ovo (Moussa et al.,
2002).

A possibilidade de substituir a gema de ovo
pelo LDL é interessante para a
criopreservacdo do sémen bovino, o que
torna relevante a realizacdo da sua extracéo.
Como vantagens temos: a padronizagdo do
componente que estd sendo adicionado ao
meio, permitindo a produgdo de um
"diluente quimicamente definido”, ja que
existe variabilidade na composicdo da gema
de acordo com a alimentacdo e a genética
animal da ave; a eliminagdo de componentes
indesejaveis, que causam efeitos deletérios
ao espermatozoide; a eliminagdo do risco
sanitario, ao considerar que a gema é um
potencial carreador de patdgenos; e além
disso, a retirada dos glébulos de gordura que
interferem com o exame microscépico do
sémen diluido (Vishwanath e Shannon,
2000; Amirat et al., 2005; Neves, 2008).

Até recentemente, a técnica mais utilizada
para a extragio de LDL era a
ultracentrifugagdo  por  gradiente  de
densidade. Esta técnica de isolamento
fornece uma excelente pureza de LDL, no
entanto, € muito demorado porque requer
longos periodos de ultracentrifugacéo
(varias horas a 40.000-300.000xg) e néo
fornece grandes quantidades de LDL
(Moussa et al., 2002). As outras técnicas
principais sdo derivadas do método
desenvolvido por Raju e Mahadevan (1974)



que utilizam cromatografia de troca anibnica
para purificar o LDL da gema ap0s varias
centrifugacbes a 27.000xg. Esta técnica
produz LDL com uma pequena
contaminacdo com livetinas, e ndo é Ctil
para aplicacdo a uma escala industrial.
Portanto, o uso do LDL em larga escala para
producdo industrial ndo era possivel até
recentemente, devido a auséncia de um
método de purificacdo eficiente (Moussa et
al., 2002).

Entretanto, Moussa et al. (2002)
desenvolveram um método simples e rapido,
utilizando a precipitacdo pelo sulfato de
amonia e posterior diélise, para extrair LDL
da gema de ovo, com pureza de 97% e
rendimento de 67%, e que pode ser
reproduzido em escala industrial. A partir
desta técnica, varias pesquisas (Moussa et
al., 2002; Amirat, 2004; Amirat, 2005; Vera-
Munoz et al., 2009) demonstraram que a
utilizacdo do LDL em substituicdo a gema
de ovo na composicdo de diluidores
apresenta vantagens em relacdo a qualidade
espermatica e a fertilidade do sémen
criopreservado.

Moussa et al. (2002) testaram, em bovinos,
varias porcentagens de LDL na composigdo
de um diluidor e compararam com um
diluidor comercial original a base de gema
(Triladyl®) e outro a base de lecitina de soja
(Biociphos®). A analise computadorizada
da motilidade demonstrou que a motilidade
e as caracteristicas do movimento foram
melhoradas pela substituicdo da gema pelo
LDL. A concentracdo de 8 % de LDL
apresentou 0s melhores resultados, com
57,3% de motilidade total em comparagéo
com 51% para Biociphos® e 27,1% para o
Triladyl®, além de apresentar maiores
valores para VSL e LIN em relagdo ao
Triladyl®. Concluiu-se que a concentracdo
Otima de LDL ¢é 8% e que um diluidor
contendo LDL extraido da gema de ovo
pode ser utilizado como meio crioprotetor
com melhores resultados do que os atuais
diluidores comerciais (Moussa et al., 2002).

Amirat et al. (2004), comparando a
fertilidade in vitro do sémen bovino
criopreservado  utilizando um  diluidor
contendo LDL e outro comercial Optidyl®
(com 20% de gema), observaram que a
motilidade espermatica pos-
descongelamento (54,4% vs 30,2%), e a taxa
de clivagem (63,0% vs 54,8%) foram
significativamente maiores com LDL do que
utilizando o Optidyl®. Concluindo que o
LDL pode ser uma Otima alternativa para
meios quimicamente definidos.

Em outro estudo Amirat et al. (2005)
compararam as alteragdes provocadas pelos
diluidores  Triladyl®, pelo LDL e
Biociphos® em diferentes etapas do
processo de criopreservacdo. Apods diluicéo
e resfriamento a 4 ° C por 1, 4 e 24 h, no
sémen congelado e pos-descongelamento.
AlteracOes nas estruturas celulares foram
visualizadas por microscopia eletronica.
Mais de 80% dos espermatozoides
apresentaram danos as membranas apos
incubacdo por 4 h no diluidor Triladyl®,
enquanto apenas 3% e 47% das células
foram lesadas no LDL e Biociphos®,
respectivamente. Este ultimo diluidor foi
prejudicial a integridade da membrana
plasmaética, apds incubacdo de 4 h ou mais.
Quanto a ultra-estrutura dos
espermatozoides congelados, as principais
diferencas entre as amostras relacionavam-
se a0 tamanho e a aparéncia das veias do
diluidor congelado, e poucas lesfes foram
adicionadas ao processo de congelamento
em qualquer profundidade das palhetas.
Apb6s o descongelamento, a motilidade do
sémen foi duas vezes maior (P <0,05) no
Biociphos (64%) e LDL (61%) em relacdo
ao Triladyl (32%) e as células apresentavam
menos altera¢cbes no LDL. Concluiu-se que
o0 diluidor a base de LDL ofereceu melhor
protecdo para 0 armazenamento de
espermatozoides congelados.

Vera-Munoz et al. (2009) estudaram os

efeitos da alta diluicdo (baixa concentragédo
espermatica/dose) sobre a motilidade e a
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integridade da membrana plasmatica,
utilizando  dois  diluidores  comerciais
(Triladyl® e Bioxcell®) e um diluidor a
base de LDL. Para cada diluidor foram
testadas trés diluicdes diferentes, 120x10°,
60x10° e 20x10° espermatozoides/mL. Os
resultados permitiram concluir que as altas
diluigdes diminuem a sobrevivéncia dos
espermatozoides pos-criopreservagdo nos
trés diluidores testados. No entanto, o
diluidor com 8% de LDL (em matéria seca)
ofereceu uma melhor protecdo do que o
Triladyl® e o Bioxcell®. O diluidor 8%
LDL apresentou 53, 41,8 e 29,3% de
motilidade para as trés  diluicdes,
respectivamente.

Recentemente, visando estender o uso do
LDL para as centrais de IA, Amirat-Briand
et al. (2010) realizaram testes de fertilidade
a campo. Pela primeira vez, foram obtidas
prenhezes através da inseminacgdo artificial
com sémen criopreservado em um diluidor a
base de LDL. Neste estudo observou-se que
a motilidade total p6s-descongelamento foi
maior para o diluidor LDL (58,3%) do que
para o diluidor Tris-gema (46%), e a
motilidade progressiva foi 2x superior para o
diluidor LDL, porém, ndo houve diferenca
significativa entre as taxas de prenhez entre
0 diluidor LDL (59,2%) e o diluidor
controle, Tris-20% de gema (65,3%).

4.10.5 O uso do colesterol na
criopreservagdo do sémen bovino

O colesterol apresenta varios efeitos sobre as
membranas, incluindo a estabilizacdo da
membrana, reducdo da permeabilidade da
membrana, facilitacdo das caracteristicas
morfoldgicas da membrana e permite as
interacbes  célula-célula, influencia a
transicio de fases da  membrana,
proporciona um microambiente adequado
(quimico efou fisico) para as proteinas
associadas a membrana, além de atuar como
um antioxidante de membrana (Crockett,
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1998; citado por Mocé et al.,, 2010a). A
proporgdo colesterol: fosfolipidio é um
importante determinante da fluidez e
estabilidade da membrana a baixas
temperaturas. O colesterol modula a fluidez
das membranas, interagindo com as cadeias
de 4&cidos graxos dos fosfolipidios,
impedindo a transicdo de fases e criando um
estado de fluidez intermediria acima e
abaixo da temperatura de transicdo de fase
(Parks et al., 1981). Isto mantém os
fosfolipidios em um arranjo aleatorio,
lamelar & medida que a temperatura diminui
(Amann e Pickett, 1987). Em modelos de
membranas, 0 aumento na proporgdo
colesterol: fosfolipidios amplia a transicao
de fase, reduz a perda de membrana e a
separagdo de fases da membrana. Assim, o
tratamento dos espermatozoides antes da
criopreservagdo com colesterol pode reduzir
a sensibilidade da membrana plasmaética aos
danos de resfriamento, eliminando ou pelo
menos minimizando a separacdo de fase
lateral dos lipidios (Watson, 1981a; Mocé et
al., 2010a).

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos
ciclicos, produtos da degradacdo do amido,
compostos por unidades glicosidicas que
adotam uma conformagdo em cadeira
(Figura 10). Sdo capazes de formar
complexos de incluséo com diversas
moléculas que aparentemente precisam
satisfazer apenas uma condigdo — devem se
encaixar inteira ou parcialmente na cavidade
da ciclodextrina (Challa et al., 2005). O
método utilizado para a sintese dos
complexos depende das propriedades dos
componentes das substancias que sdao
complexadas. Substancias hidrossoluveis
sdo dissolvidas diretamente em solugdes
aquosas e substancias insollveis em agua
devem ser dissolvidas em éter, cloroférmio,
benzeno ou outro solvente orgéanico
(Saenger, 1980; citado por Oliveira, 2007).
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Esses compostos sdo capazes de dissolver
substancias hidrofdbicas, aumentando sua
solubilidade em solugdes aquosas. In vitro,
as P-ciclodextrinas tém alta afinidade por
esterdides quando comparado a outros
lipidios e, devido a relativamente alta
especificidade pelo colesterol, foi sugerido
que estes compostos podem ser efetivos na
modificagdo do metabolismo do colesterol in
vivo (Yancey et al., 1996).

A habilidade da metil-B-ciclodextrina e seu
complexo de inclusdo com colesterol em
alterar o contedo desse esteroide da
membrana plasmatica é devida a formagdo
de uma nova reserva contendo colesterol na
fase aquosa. Esta reserva é rapidamente
envolvida num equilibrio entre o colesterol
ligado & membrana e o colesterol
complexado com a ciclodextrina. A
incubacdo da membrana plasmatica com a
ciclodextrina isoladamente provoca a
retirada do colesterol, com o equilibrio
voltado para o lado do complexo de inclusdo
(Atger et al., 1997). Inversamente, a
incubacdo da membrana  plasmaética
desprovida de colesterol com o complexo de
inclusdo (CLC) leva a restauracdo do
colesterol da membrana (Klein et al., 1995;
Oliveira, 2007).

Hidroxilas Secundarias (2 e 3)

Hidroxilas PrimE:irias (6)

Figura 10 — Férmula estrutural de uma ciclodextrina (BCD) e observagédo da estrutura da ciclodextrina na forma
de um cone truncado (Fonte: Challa et al., 2005).

A inclusdo de colesterol ao diluidor foi
relatada como uma alternativa para aumentar
a estabilidade da membrana plasmaética dos
espermatozoides de varias espécies durante
0 resfriamento, assim, melhorando a
gualidade pd6s-descongelamento do sémen
(Combes et al., 2000; Purdy e Graham,
2004a,b; Mocé et al., 2010a,b; Oliveira et
al., 2010). A incorporacdo e remocdo do
colesterol das membranas celulares foram
relatadas para varios tipos celulares,
incluindo os  espermatozoides. Em
particular, as ciclodextrinas (heptasacaridios
ciclicos constituidos por unidades de b (1-4)
glicopiranose) apresentam um  centro
hidrofébico capaz de incorporar lipidios
(Amorim et al., 2009). Essas moléculas sdo
capazes de remover o colesterol das
membranas, induzindo a capacitacdo
espermatica (Choi e Toyoda, 1998). As
ciclodextrinas podem ser usadas para alterar
0 teor de colesterol das membranas celulares
(Christian et al., 1997) e, se forem pré-
carregadas com colesterol este serd inserido
nas membranas (Navratil et al., 2003).
Quando os espermatozoides do garanhdo
(Combes et al., 2000), do touro (Purdy e
Graham, 2004a,b) e do carneiro (Mocé et al.,
2010b) foram tratados com ciclodextrinas
carregadas com colesterol (CLC) antes do
congelamento, apresentaram maiores taxas
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de sobrevivéncia do que os ndo tratados
(controle) (Amorim et al., 2009).

De modo geral, o tratamento de
espermatozoides com ciclodextrinas
carregadas com colesterol (CLC) antes da
criopreservacdo melhora as taxas de crio-
sobrevivéncia  avaliadas  tanto  pela
motilidade  quanto  pela  viabilidade
(porcentagem de espermatozoides com
membrana plasmatica integra). Estas
melhorias podem ser tdo pequenas quanto
2%, ou pode ser tdo alta quanto 24%. No
entanto, a maioria dos estudos relata um
aumento de 10-20% na taxa sobrevivéncia.
Porém, o beneficio do tratamento com CLC
sobre as taxas de sobrevivéncia é diferente
para 0 sémen de diferentes espécies, para
diferentes linhagens dentro de uma espécie,
para machos diferentes e para sémen
submetido a tratamentos diferentes (ex.
sémen sexado) (Mocé et al., 2010a).

Em bovinos, varias pesquisas foram
realizadas  visando  desenvolver  um
protocolo para utilizagdo da CLC na
criopreservagdo do sémen (Purdy e Graham,
2004a,b; Mocé e Graham, 2006; Amorim et
al., 2009). Purdy e Graham (2004a) testaram
varias  concentragbes de CLC na
criopreservacdo com diluidores a base de
gema de ovo (Tris e citrato de sddio) e
concluiram que as maiores porcentagens de
espermatozoides méveis (60%) e viaveis
(55%) foram obtidas utilizando a
concentracdo de 1,5 mg/120 x 10° sptzs em
comparagdo com o diluidor controle (42 e
46%, respectivamente). Os efeitos benéficos
da adicdo de CLC foram observados
independentemente da temperatura de
incubacdo (22 ou 37 °C) e os efeitos
maximos foram obtidos quando 0s
espermatozoides foram incubados com CLC
por apenas 15 min. A quantidade de
colesterol que foi incorporada pelos
espermatozoides aumentou com 0 aumento
da concentragdo de CLC de forma linear, e
cada espermatozoide incorporou a mesma
guantidade de colesterol. Além disso, o
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colesterol se incorporou a todas as
membranas do  espermatozoide. O
tratamento com a CLC aumenta o teor de
colesterol do espermatozoide cerca 2-3
vezes em bovino, (Purdy e Graham, 2004a),
e esse colesterol adicional aumentaria a
proporcdo colesterol: fosfolipideos destes
espermatozoides para proporcoes (> 0,8) que
¢ semelhante a dos espermatozoides das
espécies que sao resistentes ao choque
térmico. Portanto, o tratamento com CLC
diminuiria os danos aos espermatozoides
causados pelas mudancas de temperatura
durante a criopreservagdo (Mocé et al.,
2010a).

Mocé e Graham (2006) testaram o efeito da
adicdo de CLC a amostras de sémen bovino
com diferentes concentragbes espermaticas
(120-2000 x 10° espermatozoides/mL) e o
efeito de diferentes taxas de congelamento.
Estes pesquisadores observaram que nao
houve efeito da concentracdo ou das taxas de
congelamento, porém a adicdo de CLC ao
gjaculado ndo diluido resultou em maior
sobrevivéncia espermatica em relagdo ao
controle (62 vs. 45%; P < 0.05).

Uma das primeiras etapas na capacitagéo
esperméatica é o efluxo de colesterol da
membrana plasmatica dos espermatozoides,
apos isso uma série de eventos acontece e
torna os espermatozoides capazes de reagir o
acrossoma e fertilizar o odcito (Cross, 1998).
Portanto, adicionar colesterol a membrana
para melhorar a crio-sobrevivéncia pode
retardar a capacitacdo espermatica (Mocé et
al., 2010a; Purdy e Graham, 2004b).
Levando isto em consideracdo, Purdy e
Graham (2004b) testaram o efeito da adicéo
de CLC na capacitacdo espermatica, na
reagcdo acrossomica, e na fertilidade do
sémen  bovino.  Estes  pesquisadores
observaram que 0s espermatozoides de
sémen fresco tratado com CLC sofrem a
capacitacdo efou a reagdo acrossdmica
induzida em taxas inferiores ao controle.
Porém, ap0s a criopreservacdo, as amostras
tratadas com CLC e o controle sofreram



capacitacdo e reacdo acrossdmica a taxas
similares. A principal preocupagdo, porém, é
se o tratamento com CLC afetaria a
fertilidade in vitro ou in vivo. A utilizacdo de
espermatozoides tratados com CLC ou
controle, ambos criopreservados, para a
fertilizacdo in vitro de odcitos bovinos
resultou em taxas de clivagem e formacédo de
blastocistos  semelhantes. Além  disso,
guando utilizados na IA em novilhas, com
baixa dose inseminante (750 mil
espermatozoides/dose), as taxas de prenhez
do controle e do tratamento com CLC (50 e
59%, respectivamente; P> 0,05) também
foram semelhantes (Purdy e Graham,
2004b). Outros estudos, utilizando métodos
de avaliagdo in vitro da fertilidade,
observaram que 0s espermatozoides tratados
com CLC apresentaram maiores taxas de
penetracdo de odcitos e/ou maior numero de
espermatozoides ligados a zona pellcida ou
membranas perivitelinica de ovos de
galinha, por exemplo, Amorim et al. (2009)
obtiveram valores de 157 para o tratamento
com CLC e de 85 para o controle (P< 0,05).

No entanto, deve-se ressaltar que mesmo
gue apenas taxas de fertilidade semelhantes
sejam obtidas, a tecnologia da CLC pode ser
atil para o sémen de individuos que
normalmente  ndo  apresentam  bons
resultados na criopreservacdo, pois é capaz
de aumentar o nimero de espermatozoides
vivos pos-criopreservagdo. Isso pode ser
especialmente importante em varios tipos de
programas de melhoramento, quando
individuos que apresentam alto valor
genético podem ser eliminados do programa
de melhoramento genético devido ao fato de
seu sémen ndo satisfazer os pardmetros
minimos de qualidade espermética apds a
criopreservagao, bem como para a criagéo de
bancos de recursos genéticos, quando é
obrigatorio manter a variabilidade genética
tanto quanto possivel (Mocé et al., 2010a).

411 Métodos de avaliacdo do
sémen criopreservado

O objetivo primario de todas as analises de
sémen é determinar o potencial fertilizante
de uma amostra, utilizando métodos rapidos
e que ndo sejam dispendiosos. Por muitos
anos, os cientistas procuraram desenvolver
métodos  laboratoriais que pudessem
predizer com precisdo a capacidade
fertilizante de uma amostra de sémen. Este
objetivo, entretanto, provou ser muito dificil
de se conseguir, devido a natureza complexa
do problema (Graham, 2001).

As correlagdes entre a fertilidade da amostra
de sémen e os resultados dos testes
laboratoriais variaram muito entre varios
estudos  revisados  (correlagbes  entre
fertilidade e motilidade variaram de 0,15 a
0,84; entre fertilidade e avaliagdes
morfoldgicas variaram de 0,06 a 0,86; e
entre fertilidade e viabilidade da célula
variaram de 0,33 a 0,66) (Graham, 2001).

Nenhum teste laboratorial isolado, medindo
apenas um atributo, pode estimar o potencial
de fertilidade do sémen, uma vez que, para
ser capaz de fertilizar o odcito e permitir o
desenvolvimento embrionario, 0S
espermatozoides precisam apresentar
diversos atributos (motilidade, acrossoma
intacto, habilidade de se ligar a zona
pellcida, habilidade de se ligar ao oolema,
etc) (Graham, 2001; Celeghini, 2005;
Celeghini et al., 2007).

Para garantir a fertilidade, 0 sémen deve
apresentar  caracteristicas minimas de
concentracdo, motilidade e caracteristicas
morfoldgicas dos espermatozoides, as quais
sdo parametros classicos na avaliacdo de
amostras de sémen. Entretanto, estudos
(Verstegen et al., 2002; Celeghini, 2005;
Arruda, 2007) reportam que este tipo de
analise manual é impreciso, mesmo quando
executado por investigadores experientes.
As andlises sdo influenciadas por uma alta
variagdo entre observagdes e observadores.
Esta imprecisdo deriva, em parte, da
natureza subjetiva dos testes usados, da
variabilidade entre técnicos e das diferencas
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na implementacdo de padrdes para a
avaliacdo (Verstegen et al., 2002; Celeghini,
2005).

A alta variabilidade na eficiéncia dos
processos de congelamento de sémen e de
fecundac@o in vitro tem levado as avaliagGes
androldgicas a técnicas mais apuradas, no
que diz respeito a identificacdo do potencial
fecundante do espermatozoide do touro no
trato genital feminino (Vale Filho et al.,
2003). O espermatozoide é uma célula
complexa que se torna infértil quando um
dos varios aspectos bioguimicos ou
morfologicos  se  encontra  afetado.
Normalmente a avaliacdo de somente um
desses aspectos ndo garante a condigdo de
normalidade dos outros, sendo que a
combinacdo de varios fatores em uma
analise multifatorial seria mais apropriada
para o diagnostico da funcionalidade do
espermatozoide (Melo, 1999).

Uma grande diversidade de biotécnicas vem
sendo desenvolvida para a avaliacdo
seminal, das quais pode-se citar sistemas de
avaliagdo computadorizada das
caracteristicas seminais, uso de sondas
fluorescentes para a avaliacdo das estruturas
espermaticas por microscopia de
epifluorescéncia ou sistema de citometria de
fluxo, testes hiposmdticos, avaliacdo de
proteinas do plasma seminal, producdo de
espécies reativas de oxigénio, entre outras
(Arruda et al., 2004, citado por Celeghini,
2005).

4.11.1 A avaliacdo computadorizada
da motilidade espermética (CASA)

A motilidade espermética por microscopia
Optica é provavelmente a avaliagdo mais
comumente realizada em sémen
criopreservado. Os resultados séo subjetivos
e € necessdria uma boa experiéncia do
examinador para uma avaliacdo confiavel
(Leite, 2008). Entretanto, segundo Graham
(1996a) a porcentagem de espermatozoides
moveis avaliada visualmente, ndo &
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altamente correlacionada com fertilidade
(citado por Melo, 1999; Juhész et al., 2000).
Segundo Picket (1993), a motilidade
espermatica é um dos principais métodos de
avaliacdo da preservagéo de
espermatozoides e constitui um elemento
importante na estimativa da viabilidade
espermatica.

Na tentativa de tornar as avaliagdes da
gualidade esperméatica mais objetivas e
detalhadas, foram desenvolvidos
equipamentos para a analise
computadorizada do sémen (Verstegen et al.,
2002; Leite, 2008). A andlise
computadorizada de parametros
espermaticos (do inglés: Computer Assisted
Semen Analysis — CASA) foi introduzida a
mais de 20 anos (Jasko et al., 1988), e desde
entdo, é usada regularmente no processo de
avaliagdo de sémen em varios laboratorios.
Pelo uso do CASA podem ser obtidos varios
pardmetros  especificos de motilidade,
descrevendo 0S movimentos do
espermatozoide de maneira mais detalhada.
Além  disso, a classificagdo em
espermatozoides méveis e imoveis pode ser
baseada em limites de velocidade bem
definidos. Paralelamente as tentativas de
melhorar a performance dos sistemas de
anadlise  computadorizada  CASA, é
importante investigar a relevancia biolédgica
dos parametros do CASA no contexto da
predicdo do potencial de fertilidade do
macho, um conhecimento que é de crucial
importancia para a compreensdo da biologia
da fertilizacdo (Larsen et al., 2000).

A relagdo entre a motilidade espermatica
analisada por computador e a forma
convencional foi estudada por Kolibianakis
et al. (1992), que observaram que a analise
pelo CASA foi altamente correlacionada
com o método convencional (r = 0,89;
P<0,001). Os autores concluiram que a
analise computadorizada da motilidade pode
ser uma alternativa rapida, objetiva e
confidvel para a avaliacdo rotineira de



amostras de sémen ou para pesquisa (citado
por Arruda, 2000).

As relagOes entre fertilidade e os diferentes
pardmetros de motilidade do espermatozoide
analisados pelo CASA ainda precisam ser
determinadas (Juhasz et al., 2000). A
avaliagdo automatizada da motilidade
espermatica é de grande interesse devido ao
fato da cinética espermatica ter relevancia na
determinacgdo do potencial de fertilidade dos
espermatozoides. Dentre esses parametros, a
velocidade progressiva e os padrbes de
movimentagdo celular tém sido
correlacionados com penetragdo no muco
cervical, penetracdo em odcitos de hamster e
resultados de fertilizacdo in  vitro
(Januskauskas et al., 1999; Arruda et al.,
2007).

Farrell et al. (1998) tentaram correlacionar
0s pardmetros avaliados pelo CASA com a
fertilidade. Entre um a cinco parametros
avaliados pelo CASA foram correlacionados
individualmente com a fertilidade do touro,
definida como as taxas de ndo retorno aos 59
dias corrigidas para efeitos de vaca e do
rebanho. A porcentagem de espermatozoides
maveis explicou apenas uma fracdo pequena
da variagdo total da fertilidade (r* = 0,34).
Entretanto altos valores de r? (0,68 a 0,98)
foram obtidos quando 2 a 5 variaveis foram
utilizadas em equacbes de regressdo
maltipla.  Segundo  estes autores  0s
resultados sdo promissores, e futuros testes
vao determinar mais precisamente qual
dessas varidveis do CASA sdo mais Uteis na
estimativa do potencial de fertilidade do
touro.

Os aparelhos utilizados no sistema CASA
variam amplamente e sdo baseados na
microscopia Optica e softwares utilizados na
identificacdo espermatica e reconstituicdo de
sua trajetoria (Verstegen et al., 2002). De
maneira simplificada, o0 modo de avaliacéo é
realizado através da observagdo de amostras
de espermatozoides que posteriormente s&o
identificados em imagens sucessivas,

estabelecendo suas trajetdrias. Estas, por sua
vez, sd0 matematicamente processadas
permitindo uma definicdo numérica. Os
resultados desses processamentos  Sdo
refletidos em uma série de parametros que
definem precisamente o exato momento de
cada espermatozoide (Quintero-Moreno et
al., 2003).

A obtencdo de resultados seguros na
avaliagdo  espermédtica computadorizada
depende de uma preparacdo cuidadosa da
amostra e um ajuste adequado do
equipamento (Setup) visando identificar
corretamente as células imdveis, moveis e
outras particulas que néo séo
espermatozoides (Verstegen et al., 2002).

Segundo Mortimer (1997) e Arruda (2000),
0s parametros gerados pelo sistema CASA
mais utilizados s&o: Motilidade Total
(MOQOT), que é expressa em porcentagem e €
a razdo das células mdveis na concentragao
espermatica total; Motilidade Progressiva
(PROG) expressa em porcentagem e é a
razdo das células moveis com movimento
progressivo na concentracdo espermatica
total; Velocidade Progressiva (VSL)
expressa em pm/s e ¢ a distancia
considerando-se uma linha reta entre o ponto
inicial e o ponto final da trajet6ria dividido
pelo  tempo  decorrido;  Velocidade
Curvilinear (VCL) referente a velocidade
média expressa em pm/s da distancia total
entre cada posicdo 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, calculada pela
somatoria das distdncias ao longo da
trajetoria e entdo corrigida pelo tempo;
Velocidade do Trajeto (VAP) expressa em
um/s, corresponde a velocidade média
ininterrupta do caminho da célula, sendo a
indicacdo do comprimento da trajetoria geral
do espermatozoide e é calculada
encontrando o comprimento do caminho
médio corrigido pelo tempo. Esse algoritimo
¢ usado para reduzir os efeitos da amplitude
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e deslocamento lateral de cabeca, obtendo-se
uma trajetéria mais representativa da
posicdo  espermatica ao longo do
movimento; Retilinearidade (STR) expressa
em porcentagem, é uma comparacdo da
linha reta com o caminho médio do
espermatozoide, é a indicacdo da relagdo
entre 0 espago percorrido e a trajetoria total
do espermatozoide, calculada pela relacdo
entre VSL/VAP x 100 (%); Linearidade
(LIN), expressa em porcentagem, é uma
comparacdo da linha reta com a trajetéria
curvilinea do espermatozoide, é calculada
pela razdo entre VSL/VCL x 100 (%)
(Figura 11).

Figura 11- Principais parametros do movimento

espermatico  avaliados pelo CASA. (Fonte:
http://www.micropticsl.com/eng/index.html)

Ainda sdo incluidas a Amplitude do
Deslocamento Lateral da Cabeca (ALH)
que € expressa em um e corresponde a
largura média da oscilacdo da cabeca
durante seu deslocamento, que é utilizada
como uma aproximacdo do batimento
flagelar; e a Frequéncia de Batimentos
Flagelares (BCF) expressa em Hertz (Hz) e
¢ determinada pela medida da freqiiéncia
com que a linha da cabeca espermatica
atravessa a trajetoria celular em qualquer
direcdo, foi desenvolvida visando fornecer
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indicagbes da frequéncia do batimento
flagelar baseada nos fatos de que cada ponto
é resultado da mudanga do batimento, e que
cada momento que o caminho curvilineo
cruza o caminho médio € o resultado de um
novo batimento flagelar, assumindo que o
espermatozoide gira a cada inicio de
batimento (Mortimer, 1997; Arruda, 2000;
Zaffalon, 2009).

4.11.2 Avaliacdo da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal.

A manutencgdo da capacidade fertilizante do
sémen depende da integridade e
funcionalidade de diferentes estruturas
celulares, e isto dificulta o desenvolvimento
de uma Unica técnica para a avaliagdo do
potencial fertilizante que consiga avaliar
todos esses atributos simultaneamente
(Graham, 2001; Celeghini et al., 2007).
Porém, quando dados de varios métodos de
avaliacdo espermatica sdo utilizados em
conjunto, consegue-se  obter  altas
correlagdes com o potencial fertilizante da
amostra de sémen (Graham, 2001).

A fluorescéncia é um indicador sensivel e
especifico do estado de certas moléculas
(oxidadas x reduzidas, ionizadas X néo
ionizada, livres x ligadas), podendo ser
aplicada como um meio para medir
mudancas metabolicas em células vivas
(Haugland, 2001). O emprego de sondas
fluorescentes na andrologia tem o objetivo
de avaliar a integridade e funcdo dos
compartimentos da célula espermatica
(Celeghini, 2005; Celeghini et al., 2007).

Os corantes fluorescentes proporcionam
avaliagbes mais objetivas das células
espermaticas em relacdo aos métodos
classicos de coloragdo com microscopia
Optica (Graham et al., 1990). As células
espermaticas coradas com fluorescéncia
podem ser avaliadas quanto aos aspectos
morfologicos como quanto aos funcionais,
sem a interferéncia do meio extracelular
(Gonzalez, 2004; Leite, 2008).



4.11.2.1 Integridade da membrana
plasmatica

As membranas exercem um  papel
fundamental na manutencdo da capacidade
fertilizante do espermatozoide. A membrana
plasmatica é responsavel pela manutencédo
do equilibrio osmotico, atuando como uma
barreira entre 0 meio intra e extracelular.
Lesdes nessa estrutura podem levar a perda
da homeostase celular, levando a morte
celular ~ (Flesh e  Gadella, 2000).
Consequientemente, a integridade da
membrana plasmatica € crucial para a
sobrevivéncia do espermatozoide no trato
genital feminino, e para manter a capacidade
fertilizante (Parks e Graham, 1992;
Celeghini et al., 2007).

A determinacdo da integridade da membrana
pode ser feita com a utilizagdo de corantes
fluorescentes (sondas) impermeaveis a
membrana, com afinidade ao DNA. Assim,
as celulas ndo coradas sdo consideradas com
membrana plasmética intacta. O Hoeschst
33258 (H258), YoPro-1, iodeto de propidio
(P, homodimero de etidio (EthD-1),
ToPro-3 e TOTO sdo exemplos desse tipo de
sonda que ja foram testadas em células
espermaticas. Uma outra alternativa para o
estudo da integridade de membrana é o uso
de sondas acetiladas. Devido aos seus
radicais acetil, essas sondas sdo anfipaticas e
assim conseguem passar pela membrana
intacta da célula viva, sendo imediatamente
deacetiladas por esterases intracelulares,
tornando a sonda impermeével. Assim, as
células intactas apresentam colorag&o,
enquanto as células mortas ndo sdo coradas,
pois a sonda consegue sair facilmente da
célula. Porém, é possivel haver ligacdo
dessas sondas a células deterioradas com
lesdes da membrana. Exemplo dessas sondas
sdo o0 diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) e o SYBR-14 (Silva e Gadella,
2006; Raphael, 2007).

O YoPro-1 apresenta excitagdo com 488 nm
e emite luz verde (530 nm), possui forte

afinidade pelos acidos nucléicos do DNA e
foi introduzido na avaliagdo espermatica
tornando possivel sua utilizacdo na
citometria de fluxo (Hallap et al., 2006;
Zaffalon, 2009).

O Hoechst 33342 atua como um marcador
de membrana plasmatica intacta corando a
célula de azul. Este corante, na citometria de
fluxo, é utilizado em conjunto com outras
sondas para que ndo haja a contagem de
forma equivocada de particulas com o
mesmo tamanho e granulosidade do
espermatozoide presentes nos diluidores.
Possui excitacdo de 350 nm e emissdo de
461 nm (Celeghini, 2005; Hallap et al.,
2006).

Devido a alta toxicidade do brometo de
etidio, principalmente para quem o
manipula, sua aplicagdo tem sido restringida.
Porém, o iodeto de propidio (PI), um corante
fluorescente com propriedades similares
passou a ser utilizado. O iodeto de propidio
vem se destacando em pesquisas pela sua
facilidade de preparacdo e aplicacdo da
técnica, estabilidade e eficiéncia na
avaliagdo da integridade de membrana, seja
isoladamente ou associada a outro corante
fluorescente para avaliar a membrana
plasmatica. Esta sonda possui afinidade ao
DNA e cora em vermelho o nucleo de
células com membrana plasmatica lesada.
Possui,  respectivamente, excitagdo e
emissdo no comprimento de onda de 488
nm/ 675 nm (Graham et al., 1990; Celeghini,
2005; Arruda et al., 2007).

E possivel utilizar simultaneamente essas
sondas, como SYBR-14 ou CFDA com PI
ou EthD-1, para detectar células com
membrana plasmatica intacta e lesada,
respectivamente (Silva e Gadella, 2006).
Esta técnica de coloracdo dupla classifica a
populagdo de espermatozoides em 3
categorias: 1) Espermatozoides vivos,
emitindo fluorescéncia verde, CFDA ou
SYBR-14 (+); 2) espermatozoides mortos
com nucleo emitindo  fluorescéncia
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vermelha, Pl (+) e CFDA ou SYBR-14 (-);
3) espermatozoides lesados, emitindo
fluorescéncia verde e vermelha, Pl (+) e
CFDA ou SYBR-14 (+) (Juhész et al., 2000;
Silva e Gadella, 2006).

4.11.2.2 Integridade da membrana
acrossomal

Para fertilizar um od6cito, o espermatozoide
deve possuir um acrossoma intacto. A
reacdo acrossoOmica caracteriza-se pela
liberacdo das enzimas acrossdmicas, que €
um evento essencial para a penetracdo do
espermatozoide na matriz extracelular da
zona pelGcida e para a fusdo com a
membrana plasmatica do odcito (Juhasz et
al., 2000; Flesh e Gadella, 2000; Celeghini
et al., 2007).

A integridade do acrossoma pode ser
verificada por diferentes técnicas de
fluorescéncia. O carater glicoprotéico dos
componentes acrossomais fornece outro
meio de mensurar a integridade acrossomal,
por preenchimento fluorescente da matriz
acrossomal de espermatozoides com
acrossoma lesado com lecitinas marcadas
(Graham et al., 1990).

A integridade acrossomal pode ser medida
utilizando-se lecitinas de plantas conjugadas
a fluordforos. As lecitinas cojungadas se
ligam especificamente a cadeias de
carboidratos de glicoproteinas presentes no
acrossoma. As mais utilizadas sdo a
aglutinina do Pisum sativum (PSA), da
Arachis hypogea (PNA) e da Concanavalia
ensiformis (ConA). A PSA se liga aos
residuos de a-manose e o-galactose de
glicoproteinas da  matriz  acrossomal
enquanto o PNA se liga a residos de f-
galactose associados a membrana externa do
acrossoma. Os  espermatozoides que
possuem membranas intactas ndo permitem
a entrada e ligacdo dessas lecitinas, portanto,
guando essas lecitinas sdo utilizadas sem
permeabilizacdo das células, elas se ligam a
membrana de acrossomas lesados (Juhasz et
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al., 2000; Graham, 2001; Silva e Gadella,
2006; Raphael, 2007; Celeghini et al., 2007).

A aglutinina PSA, quando conjugada ao
isotiocianato de fluoresceina (FITC-PSA)
marca com sucesso 0 acrossoma espermatico
na cor verde amarelado, facilitando sua
visualizagdo e a identificagdo dos
acrossomas lesados, sendo utilizado em
espermatozoides de  varias  espécies,
incluindo a espécie bovina (Graham et al.,
1990; Celeghini, 2005; Arruda et al., 2007;
Raphael, 2007).

Comprovando a eficiéncia e especificidade
do FITC-PSA na avaliacdo da integridade de
membrana acrossomal, Souza (2001)
comparou quatro diferentes técnicas para
exame de integridade do acrossoma: camara
Umida por microscopia de contrate de fase e
de interferéncia diferencial, coloracdo por
Trypan Blue/Giemsa e microscopia de
epifluorescéncia utilizando o FITC-PSA,
para sémen equino criopreservado. Verificou
que a técnica de epifluorescéncia com FITC-
PSA foi a mais eficiente para detectar lesdes
de acrossoma (citado por Celeghini, 2005;
Arruda et al., 2007).

4.11.3 Avaliagdo da estabilidade
(fluidez) da Membrana Plasmatica

A membrana espermatica passa por grandes
modificacbes para a fertilizagdo. As
moléculas de superficie da membrana
passam por reorientacbes e modificacdes
guando os fatores de capacitagdo ativam o
espermatozoide. Essas mudancas s&o
necessarias, pois possibilitam ao
espermatozoide se ligar & zona pellcida
(Gadella, 2008; Zzaffalon, 2009). 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
capacitacdo. Em estudos este corante é
adicionado ao Yo-Pro 1 para a analise
simultdnea da integridade da membrana
plasmatica. A merocianina 540 possui
excitacdo em torno de 540 nm
(Colenbrander et al., 2002; Hallap et al.,
2006; Zaffalon, 2009).

4.11.4 A associacdo de sondas
fluorescentes e a citometria de fluxo

Segundo Tartagliole e Ritta (2004), guanto
mais parametros espermaticos sdo avaliados
em wuma amostra de sémen bovino
criopreservado, maior serd o valor no
prognostico de fertilidade in vitro. As
associacbes de sondas  fluorescentes
permitem avaliar simultaneamente varios
compartimentos da célula espermaética
(Arruda et al., 2007; Celeghini et al., 2007;
Raphael, 2007).

Vérias associagdes foram desenvolvidas e
testadas por pesquisadores diferentes nos
altimos anos. Entre essas destacam-se a
associagdo de Pl com SYBR-14,
desenvolvida por Garner et al. (1986), que
permite a visualizagdo de células com
membrana plasmatica lesada (coradas em
vermelho) e as células com membrana
plasmética intacta (nGcleo verde). Outra
associacdo é a do Pl com o diacetado de
carboxifluoresceina (CFDA), desenvolvida
por Harrison e Vickers (1990) e a associacao
tripla SYBR-14, Pl e PE-PNA, que permite
a avaliacdo das membranas na presenca de
particulas de gema de ovo, por citometria de
fluxo (Nagy et al., 2003).

Celeghini (2005), com o objetivo de
desenvolver uma técnica rapida e precisa
para a avaliagcdo simultanea da integridade
das membranas plasmaticas, acrossomal e
funcdo mitocondrial, testaram e validaram
quatro técnicas de associacdo de sondas para
bovinos, analisadas por microscopia de
epifluorescéncia.  Dentre as  técnicas
utilizaram as associac¢fes: Pl, FITC-PSA e

MitoTracker Green FM; PIl, FITC-PSA e
CMXRos ou PI, FITC-PSA, e JC-1. Dentre
essas técnicas, a associacdo Pl, FITC-PSA e
JC-1 foi considerada a melhor, pois permite
separar as populagdes de células com alto e
baixo potencial de membrana mitocondrial
de maneira mais clara.

Os problemas de se avaliar multiplas
caracteristicas do espermatozoide sdo o
tempo e o custo dessas técnicas. Utilizando
métodos de citometria de fluxo, associados

as sondas fluorescentes, multiplas
caracteristicas, incluindo viabilidade celular,
integridade acrossomal, e  fungéo
mitocondrial, ~ podem  ser  avaliadas

simultaneamente nas células espermaticas.
Além disso, essas avalia¢cbes quando feitas
por microscopia de epifluorescéncia, apenas
avaliam de 100 a 200 células. Entretanto ha
um ganho consideravel quando o uso de
sondas fluorescentes para andlise de
organelas é combinado com a citometria de
fluxo, ja que a citometria permite a
avaliacdo de dezenas de milhares de células
em menos de 1 minuto com precisdo, a um
custo razodvel. Embora a citometria de fluxo
seja uma ferramenta poderosa para avaliagdo
de vérias caracteristicas, esta técnica ndo
permite avaliar todos os atributos que o
espermatozoide precisa para fertilizar o
odcito (Graham et al., 1990; Graham, 2001;
Arruda et al., 2007; Celeghini et al., 2007).

5 MATERIAL E METODOS
5.1 Locais e periodo experimental

As etapas de extracdo e purificacdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
avaliagdo da composicdo da lipoproteina,
preparagdo dos meios diluidores e avaliagéo
da osmolaridade destes meios foram
realizadas no Laboratorio de Reproducédo
Animal do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterindrias da Escola de
Veterindria da UFMG, localizada em Belo
Horizonte — MG, no periodo de Janeiro a
Julho de 2011.
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Os testes preliminares para estabelecer a
eficiéncia e a melhor concentracdo de
glicerol para os meios de criopreservacao
foram realizados com animais (n =7, Nelore)
pertencentes ao Instituto de Zootecnia de
Sdo Paulo, (Centro de Pesquisa de Bovinos
de Corte) no municipio de Sertdozinho-SP,
no periodo de junho a julho de 2011.

As atividades de coleta, avaliacdo pré-
criopreservacgdo, diluicdo e criopreservagao
das amostras de sémen foram realizadas na
Central de Inseminagdo Artificial da
empresa ABS Pecplan, localizada no
municipio de Uberaba-MG, no periodo de
27 de julho a 28 de setembro de 2011.

Os testes laboratoriais de integridade de
membranas por citometria de fluxo e de
analise computadorizada da motilidade
espermética (CASA) foram realizados no
Laborat6rio de Biotecnologia do Sémen e
Andrologia, no Centro de Biotecnologia em
Reproducdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP,
Campus de Pirassununga — SP, no periodo
de Janeiro a fevereiro de 2012.

5.2 Extracdo das Lipoproteinas de
Baixa Densidade (LDL) da gema de ovo

Para a preparacdo dos meios a base de
Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL)
purificada da gema de ovo, foi utilizada a
técnica de extracdo proposta por Moussa et
al. (2002). Utilizaram-se ovos frescos de
galinha (obtidos logo apds a postura),
fornecidos pela Granja SuperGema Inagro
(Fazenda do Moinho, Pedro Leopoldo-MG).
Os ovos tiveram sua casca higienizada com
solugdo detergente, e posteriormente com
alcool 70%, e apds secos com papel toalha, a
casca foi quebrada manualmente. A gema
foi separada do albumen manualmente e
entdo cuidadosamente rolada sobre papel
filtro para remocdo da chalaza e dos restos
de albdmen impregnados na membrana
vitelina. Posteriormente, a membrana
vitelina foi rompida com uma lamina estéril
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e a gema foi coletada em um Becker de
vidro (estéril) mantido sob refrigeracéo
(5°C) em caixa de isopor com gelo picado.

Para obteng&o e fracionamento do plasma, a
gema foi diluida 2x (ou seja, na proporgao
1:1 (v:v)) com uma solucéo salina isotdnica
a 0,17M de NaCl e entdo homogeneizada
por 1h em agitador magnético sob
refrigeracdo (5°C). AplOs essa etapa, a
solucdo foi entdo centrifugada (centrifuga
refrigerada, Sorvall® Dupont, modelo RC2-
B) a 10.000xg por 45 min a 5°C. O pellet
obtido, que correspondia aos granulos da
gema (constituidos de 70% de lipovitelinas,
que correspondem as lipoproteinas de alta
densidade — HDL; Neves, 2008), foi
descartado, e o sobrenadante (plasma) foi
novamente centrifugado a 10.000xg por
mais 45 min a 5°C para completa remocéo
dos granulos. O sobrenadante obtido,
chamado plasma, teve seu pH mensurado e
corrigido para 8,7 com hidroxido de sédio
(NaOH) microperolado. O volume final foi
medido utilizando-se proveta graduada de
vidro.

A partir do volume obtido, foi calculada a
guantidade de sulfato de amobnio
((NH,),S0,) em p6 (s6lido) que deveria ser
acrescentada diretamente ao plasma para
obter uma solucéo final a 40% de saturacéao
de sulfato de aménio. Para isto, foi utilizada
como ferramenta a calculadora virtual de
sulfato de amonio disponivel no site da
empresa Encor Biotechnology Inc. (2012). A
vantagem desta ferramenta é que ela fornece
a quantidade exata de sulfato de amonio para
qualquer volume, levando em consideracao
a temperatura de adicdo, ja que esta
influencia na saturacdo (exemplo: para um
volume de 800 mL de solucdo a 0% deve-se
acrescentar 186,71 g de (NH,),SO, para se
obter uma solugdo a 40% de saturagéo a 4°C;
volume final = 899,14 mL).

O sulfato de amdnio em po foi acrescentado
lentamente a solucéo, sob agitacdo (agitador
magnético) constante a 4°C. Essa



temperatura foi obtida colocando-se o
Becker com a solugdo em uma caixa de
isopor com gelo picado. O pH (8,7) e a
temperatura (4°C) foram monitorados e
mantidos até o final da diluicdo. Apds a
completa adicdo do sulfato de aménio, a
solucdo foi mantida em agitacdo constante
por mais 1h a 4°C para precipitar as
livetinas. A solucéo foi entdo centrifugada a
10.000xg por 45 min a 5°C para separar 0
sobrenadante do sedimento. O sedimento foi
descartado.

O sobrenadante foi envasado em membrana
de dialise (Spectra/Por® 4; WMCO: 12-14
KDa, didmetro 29mm., cod. 132706;
Spectrum Laboratories) (Figura 12) e
dialisado em &gua destilada deionizada por
cerca de 24 h sob refrigeracdo (4°C), com
troca de &gua a cada 3h, para completa
eliminagdo do sulfato de amdnio. Apos a
diélise, o dialisado (solucdo) foi colocado
em um Becker para distribui¢do em tubos de
centrifuga (50 mL, cod. 3119-0050,
Nalgene, USA). A solugdo foi centrifugada a
10.000xg por 45 min a 4°C, e apo6s
centrifugacdo  formou-se uma  porgdo
flutuante aderida a parede do tubo, que
correspondia a lipoproteina de baixa
densidade (LDL). O LDL foi entdo
cuidadosamente coletado com uma espatula
para evitar a contamina¢do com a porgédo
liquida (Figura 13).

O LDL extraido foi armazenado a 5°C até a
preparacdo dos meios de criopreservacgao (no
mesmo dia). Do LDL extraido uma aliquota
foi coletada para andlise quimica e
preservada a -20°C até o momento da
analise. Foram realizadas as andlises de
determinacgdo do teor de matéria seca (MS),
teor de lipidios totais e a dosagem de
proteina total. Baseado no teor de MS
calculou-se a quantidade de matéria natural
de LDL em gramas para se obter a
concentracdo de 8% (p/v de MS) de LDL no
diluidor (Anexo 1). Essa quantidade de 8%
de LDL, é a concentragdo Otima de LDL

para os diluidores de sémen bovino
encontrada por Moussa et al. (2002).

5.2.1 Andlises quimicas do LDL

5.2.1.1Determinag&o do teor de matéria seca

Foi analisado o teor de matéria seca da gema
e das amostras de lipoproteinas de baixa
densidade. Os pesa-filtros foram
identificados e pesados vazios com tampa
em balanca de precisdo. Adicionou-se aos
mesmos uma quantidade conhecida (mL) de
cada amostra, pesando novamente o
conjunto. Do valor obtido subtraiu-se o valor
do pesa-filtro vazio, obtendo o peso da
amostra fresca (Paf). Os conjuntos foram
colocados em uma bandeja de metal, e
levados a estufa de secagem a temperatura
de 104°C, permanecendo por 24 horas. Apds
serem retirados da estufa, os pesa-filtros
foram tampados e mantidos dentro de
dessecadores até seu resfriamento total,
guando foram novamente pesados em
balanca de precisdo. Do peso do conjunto
po6s-secagem foi subtraido o peso do pesa-
filtro vazio, obtendo-se o peso da amostra
apos a secagem (Pas). A subtracédo de Pas do
Paf resulta no valor da agua perdida na
secagem (Pa), que foi aplicado a formula: X
= Pa x 100/ Paf, onde X é a porcentagem de
agua perdida. Subtraindo-se esse valor de
100, obteve-se a porcentagem de matéria
seca da amostra. Foram feitas trés analises
por extracéo.

5.2.1.2 Determinacao do teor de lipidios

A determinacdo do teor de lipidios presentes
na gema do ovo e no LDL foi feita pelo
método de Soxhlet (IUPAC, 1979),
utilizando trés réplicas de 3g por amostra
obtida de cada extracdo (foram realizadas 3
extracBes). Os resultados finais foram
expressos em porcentagem de lipidios na
matéria fresca.
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Figura 12 — Exemplos de modelos de membranas e equipamentos que podem ser utilizados para o processo de
didlise para a purificagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) da gema de ovo. (Fonte:
http://www.spectrumlabs.com/dialysis/RCsacks.html).

Figura 13 — Etapas da extragao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) da gema de ovo: A) Apoés a primeira
centrifugacdo a separacdo da gema em plasma e granulos (Pellet); B) Ap6s a dilise, Gltima etapa da
purificagéo, ap6s a Ultima centrifugacdo ocorre a separagéo do LDL na forma de um gel flutuante amarelado.
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5.2.1.3 Dosagem de proteinas

O contedo protéico da gema e das
lipoproteinas de baixa densidade foi
determinado pelo método de Lowry (1951).
Utilizou-se a albumina sérica bovina (BSA)
como padrdo, na concentracdo de 1mg/mL,
que foi diluida, em duplicata, em diferentes
concentracdes. As amostras de gema e de
lipoproteinas foram primeiramente diluidas
em 1mL de PBS 0,00lM dentro de
microtubos (eppendorfs), misturadas em
vortex e centrifugadas a 10.000 rpm por 10
minutos. Adicionou-se a cada tubo de ensaio
ImL de reagente de cobre, agitando o
contetdo imediatamente e vigorosamente,
deixando-0 em repouso por dez minutos.
Posteriormente, adicionou-se 100uL de
reagente de Fenol, agitando-se
imediatamente e vigorosamente a solucéo,
deixando-a em repouso por mais dez
minutos até a leitura em espectrofotdmetro,
no comprimento de onda de 660 nm. Foram
realizadas trés andlises por extracdo, sendo
0s resultados expressos em mg/mL. Os
resultados das analises quimicas encontram-
se na Tabela 2.

Tabela 2 — Teor de matéria seca (%), lipides (%)
e proteina (mg/mL) da gema de ovo e do LDL
extraido da gema (media de 3 extracdes).

- LDL
Analises Gema LDL (%) MS
Materia  oh5102 395403 100

Seca
Lipides 30,2+24 33,7+05 85,3
Proteinas 7,1+1,5 57+1,6 14,4

Média * desvio-padrdo; MS (Matéria seca).
5.3 Preparacao das Ciclodextrinas

A metil-B-ciclodextrina (MBCD) foi pré-
carregada com colesterol para a preparacao
do complexo de MPBCD-colesterol como
descrito por Purdy e Graham (2004a).
Resumidamente, em um tubo de vidro, 200

mg de colesterol (cod. C3045-5¢g, Sigma-
Aldrich) foram dissolvidos em 1 mL de
cloroférmio. Em um segundo tubo de
ensaio, 1 g de Metil-p-ciclodextrina (C4555-
10g, Sigma-Aldrich) foi dissolvida em 2 mL
de metanol. Apo0s essa etapa, uma aliquota
de 0,45 mL da solucdo de colesterol foi
adicionada a solugdo de ciclodextrina, e a
mistura foi agitada com bastdo de vidro até
que a solucdo combinada tornou-se clara. A
solugdo combinada de MPBCD-colesterol
(CLC) foi entdo despejada em uma placa de
Petri e os solventes foram retirados por meio
de um fluxo de gas nitrogénio. Os cristais
resultantes foram deixados para secar por
um periodo adicional de 24 h (a 22°C) e
posteriormente retirados da placa de Petri e
armazenados em um recipiente de vidro a
temperatura ambiente (22°C) até sua
utilizagdo. Para facilitar a manipulagdo o
CLC foi aliquotado em tubos de
microcentrifuga de 1 mL (tipo eppendorf)
em aliquotas de 50, 25 e 12,5 mg de CLC
através da pesagem em balanga analitica.

Para incorporagdo do colesterol aos
espermatozoides, foi preparada uma solucéo
de trabalho por meio da adigdo de 50 mg de
CLC (MBCD-colesterol) a 1 mL de meio
diluidor Tris (200 mM Tris, 71 mM é&cido
citrico, 55 mM Frutose, pH=7,4; 300 mOsm)
sem lipoproteinas ou gema, a 37°C e
homogeneizada com agitador tipo vortex,
imediatamente antes de se acrescentar ao
sémen. Apd6s a homogeneizagdo foi
adicionado a aliquota de sémen apenas o
volume calculado da solugdo de trabalho
(dose 1,5 mg de CLC/ 120x10° sptz), e
incubado por 15 min a 32°C.

A divisdo do CLC (em pd) em aliquotas
reduz o desperdicio, uma vez que pode-se
diluir apenas a quantidade exata necessaria
para o volume e a concentracao espermatica
da aliquota do ejaculado. Na dilui¢do do
CLC deve-se manter sempre a concentragéo
de 50mg de CLC/mL na solucéo de trabalho
(exemplo: 25 mg de CLC devem ser diluidos
em 500 pL de solugdo Tris- 300mOsm).
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5.4 Preparo dos meios diluidores

Os meios diluidores foram preparados tendo
como base o meio Tris-gema (fracdo Unica)
proposto por Leite et al. (2010), porém com
algumas modificagdes (acréscimo de sulfato
de estreptomicina - 0,0067g/100 mL de
solugdo e reducdo de 1% na concentracdo de
Glicerol).

Foram preparados 4 diluidores:

1) Tris-Gema (controle);

2) LDL (Tris—8% LDL);

3) LDL " (8% LDL + Pré-tratamento com
CLC);

4) L-CLC (0,8% LDL + Pré-tratamento com
CLC). (L — de Low concentration — baixa
concentragédo de LDL)

Os diluidores, preparados em condigdes de
assepsia, com pH ajustado (6,5), foram
divididos em aliquotas de 40 mL em tubos
Falcon de 50 mL, e congelados a — 20°C
(freezer) até o momento do uso. Protocolos
semelhantes de congelamento do diluidor
existem na literatura (Van Wagtendonk-De
Leew, 2000). A composicdo dos meios
diluidores estd resumida na tabela 3, e
detalhadamente no Anexo 1.

5.5 Animais e manejo

Foram utilizados 15 touros da raca Nelore
(Bos taurus indicus), andrologicamente
normais, pertencentes ao plantel da Central
de Inseminacdo Artificial da empresa ABS
Pecplan (Anexo 7), com idades entre 2 a 6
anos, selecionados pela  motilidade
espermatica (motilidade > 70% e vigor >4) e
morfologia espermatica dentro do grupo de
reprodutores da raga disponiveis no plantel
da central, todos sob o mesmo regime de
coleta de sémen. Todos os animais foram
mantidos sob as mesmas condi¢des
ambientais e de manejo, em piquetes
individuais de capim Braquiaria, com
disponibilidade de &gua e sal mineral ad
libidum.

5.6 Coleta e andlise do sémen pré-
criopreservacéo

As coletas de sémen foram realizadas por
meio de vagina artificial, sendo realizada
higienizacdo externa do preplcio com agua
e sabdo, e internamente com solucdo
fisioldgica de 0,9% de NaCl, antes de cada
coleta para evitar contaminacGes do sémen
(Anexo 7).

Tabela 3 - Composi¢do dos meios diluidores fragdo Unica para criopreservagdo de sémen bovino com e sem
Ciclodextrina Carregadas com Colesterol (CLC).

- . LDL Gema  Glicerol
[0}

N Diluidor Ingredientes (%) (%) (%)
1 Controle 200 mM Tris, 71 mM é&cido citrico, 55 mM frutose - 20 6

(Tris-gema)
2 LDL 200 mM Tris, 71 mM é&cido citrico, 55 mM frutose 8 - 6
3 LDL*CtC 200 mM Tris, 71 mM 4&cido citrico, 55 mM frutose 8 - 6

(associacio) + 1,5 mg de CLC/ 120 x10° sptz

¢ ( Pré-tratamento)
4 L-CLC 200 mM Tris, 71 mM é&cido citrico, 55 mM frutose 0,8 - 6
6
(baixa [LDL]) + 1,5 mg de CLC/ 120 x10° sptz

(Pré-tratamento)

* Todos os diluidores possuem na formulagdo antibidticos (Penicilina G potassica - 0,028 g/100 mL; e

estreptomicina - 0,0067g/100 mL de solucéo final). Sptz — espermatozoides.
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Logo ap6s a coleta, foram realizadas as
analises fisicas e morfologicas de rotina.
Cada ejaculado foi avaliado quanto ao
volume, concentracdo, motilidade, vigor, e
quanto a morfologia espermética. Todo
material utilizado na coleta e avaliacdo do
sémen foi mantido aquecido a 37°C, para
evitar choque térmico e alteracdes das
caracteristicas do sémen. No momento da
coleta, a vagina artificial e o tubo de coleta
estavam pré-aquecidos, para evitar o choque
térmico. O volume foi avaliado pela leitura
direta no tubo de coleta graduado e também
por método gravitacional (em balanga
analitica). A concentracdo foi avaliada por
meio de espectrofotébmetro com diluidor
automatico de sémen (Accucell® bovine
photometer, Modelo n° 704, IMV
Technologies, France) (Anexo 7). A diluicdo
de 1:100 para avaliagdo da concentracéo foi
feita automaticamente (40uL de sémen +
3960uL de solugdo salina NaCl) pelo
equipamento em uma cubeta de 4 mL, que
apos a leitura fornecia a concentragdo da
amostra em milhdes de sptz/mL.

A motilidade e vigor foram avaliados
subjetivamente, logo ap6s a coleta, em
preparagdo de uma gota de sémen entre
lamina e laminula (pré-aquecidas, a 37°C),
por meio de microscopia de contraste de fase
(modelo Eclipse E50i, Nikon®, Tokyo,
Japdo), em aumento de 100x; a motilidade
foi expressa em  porcentagem  de
espermatozoides mdveis; enquanto que 0
vigor, que se refere a velocidade progressiva
das células em movimento, foi classificado
em escores de 1 a 5, sendo o escore 1 0 mais
lento e o escore 5 correspondendo ao mais
rdpido movimento progressivo uniforme.

Para a avaliacdo da morfologia espermatica
uma aliquota do ejaculado foi diluida em
formol-salina  tamponada, previamente
aquecido (37°C), para fixagdo e avaliado
posteriormente, em laboratorio, por meio de
preparacfes Umidas, sob microscopia de
contraste de fase (Microscopio Nikon

Eclipse E50i), com aumento de 21000x,
contando-se 200 células.

Estas avaliacGes foram feitas segundo os
procedimentos descritos no Manual para
Exame Androlégico e Avaliacdo de Sémen
Animal do Colégio Brasileiro de
Reproducdo  Animal (CBRA, 1998).
Somente as amostras de sémen que atendiam
aos valores estabelecidos, para o sémen
bovino, pelo CBRA foram utilizadas neste
experimento, ou seja, com motilidade total
>70%, defeitos maiores <15%, e defeitos
totais <30%. Os resultados das morfologias
encontram-se no Anexo 6.

5.7 Diluicdo e Criopreservacdo do
sémen

Neste experimento foi utilizado apenas 1
ejaculado por touro. Apds a avaliacdo da
motilidade e vigor das amostras de sémen, 0
ejaculado de cada touro foi dividido em 4
aliquotas de mesmo volume, em tubos
conicos de 50 mL identificados com o tipo
de diluidor utilizado, e foram diluidas,
utilizando-se para cada uma delas um
diluidor diferente (tabela 3), que foi
descongelado no dia do uso e mantido a
32°C. Um importante aspecto da tecnologia
das CLCs é que estas precisam ser co-
incubadas com os espermatozoides em um
meio sem lipidios, uma vez que estes
interferem na transferéncia de colesterol
para os espermatozoides (Purdy e Graham,
2004a).

Nos tratamentos com CLC (3 e 4), foi
acrescentado ao sémen fresco (ainda nao
diluido) a quantidade da solucéo trabalho de
CLC (calculada de acordo com o volume e
concentracdo espermatica da aliquota)
correspondente a 1,5 mg de CLC/120x10°
espermatozoides. As aliquotas foram entdo
incubadas por 15 min. a 32°C antes da
adicdo do diluidor de criopreservacao. Esta
etapa constituiu o pré-tratamento com CLC.
Apls esta etapa, as aliquotas de sémen
foram  diluidas com o  diluidor
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correspondente, pelo método one-step
(diluidor fragdo unica). Inicialmente o
sémen foi diluido na proporcdo 1:1 (v/v) e
entdo, apds a incubacdo por 5 minutos, foi
adicionado o volume final calculado do
diluidor de criopreservacdo. A diluicdo foi
realizada lentamente em banho-maria a
temperatura de 32°C, atingindo a
concentracdo final de 30 X 10° sptz/mL e os
tubos foram identificados quanto ao tipo de
diluidor e o touro.

Em seguida, os tubos contendo as quatro
aliquotas de sémen diluido foram resfriados
lentamente em recipiente plastico com agua
a 32°C (por aprox. 25 min) até atingir a
temperatura ambiente (25°C) e entdo as
aliquotas foram envasadas a temperatura
ambiente em palhetas de 0,5 mL (15 X 108
sptz/palheta) (IMV, L’Aigle, Franga) que
foram vedadas com alcool polivinilico. As
palhetas foram previamente identificadas
quanto ao tratamento (diluidor e tempo de
equilibrio) e o nimero do touro.

Para o resfriamento e congelamento do
sémen  foi  utilizado um  sistema
automatizado de criopreservagdo do sémen
portatil (modelo TK-3000® compacta, TK
Equipamentos para Reproducdo, Uberaba,
Brasil) composto por aparelho programavel,
equipado com porta-palhetas de aco-inox,
unidade ou tubo de resfriamento e caixa
térmica para nitrogénio liquido, e com uma
bateria para casos de queda de energia.

As palhetas foram transferidas e divididas
(de acordo com a identificacdo da palheta),
em trés maquinas de congelamento do
mesmo modelo, uma vez que em cada
maquina realizou-se um tempo de equilibrio
diferente (tempos de 0, 4 e 6 horas). Foram
utilizadas as mesmas curvas de resfriamento
e congelamento para todos os diluidores e
para todos os tratamentos, variando-se
apenas o tempo de equilibrio a 5°C (cada
maquina possuia 0 mesmo nudmero de
palhetas para cada diluidor).
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Para o resfriamento as palhetas foram
colocadas nos porta-palhetas, e cada um foi
acondicionado no tubo de resfriamento
correspondente, permanecendo até alcangar
5°C. Os aparelhos foram programados para
realizar o resfriamento a partir da
temperatura ambiente e seguindo uma curva
de resfriamento de 0,25°C/min até 5°C, com
duracdo em torno de 1h e 20 min. Cada
maquina realizou um tempo de equilibrio
diferente (0, 4 e 6 h). Ao final de cada tempo
de equilibrio, cada porta-palhetas foi
removido para uma caixa térmica contendo
nitrogénio liquido (nivel de 7 cm), na qual
realizou-se a curva de congelamento com
uma taxa de -20°C/min de 5°C até -120°C
(Anexo 2).

Apdés atingir a temperatura de -120°C, as
palhetas foram removidas dos porta-palhetas
e imersas no nitrogénio liquido. Por fim as
palhetas foram colocadas em  racks
identificadas pelo nome do touro e
tratamento e entdo armazenadas em
nitrogénio liquido (-196° C), em botijoes
criogénicos até 0 momento de realizacdo das
analises  pés-descongelamento.  Assim,
ficaram estabelecido 12 tratamentos, sendo 4
diluidores e 3 tempos de equilibrio.

5.8 Avaliagbes do  sémen  POs-
descongelamento

Para cada andlise realizada  poOs-
descongelamento foram utilizadas duas
palhetas de cada tratamento de um mesmo
touro. Procurou-se, assim, retirar o efeito de
palheta. O descongelamento foi realizado da
mesma forma para todos os tratamentos. As
palhetas foram descongeladas em banho-
maria a 37°C por 30 segundos. Apl6s 0
descongelamento cada amostra foi colocada
em um microtubo de 15 mL (tipo
Eppendorf), homogeneizada e avaliada
quanto as caracteristicas de motilidade e
deteccdo da populacdo hiperativa por
sistema computadorizado (CASA), e as
andlises de integridade das membranas
plasmatica e acrossomal, peroxidagédo



lipidica e estabilidade da membrana
plasmaética por citometria de fluxo.

5.8.1 Avaliacdo computadorizada das
caracteristicas de motilidade e
hiperativacao espermética

Com o intuito de comparar o padrdo de
motilidade dos  espermatozoides  nos
diferentes tratamentos, as amostras foram
examinadas pelo sistema de andlise
computadorizada do sémen (CASA)
utilizando o aparelho Hamilton Thorne
Research Motility Analyser (HTM-IVOS,
Versdo 12.3, Hamilton Thorne Research,
Beverly, Massachusetts, USA, Anexo 7).
Para a analise do movimento espermatico
utilizou-se o programa Animal Motility, que
foi previamente ajustado (setup) para a
analise de sémen bovino (Anexo 3).

Para a analise foi utilizada a camara de
Makler, na qual foram colocados 5 pL de
sémen e realizada escolha manual dos
campos de leitura e andlise, sendo
selecionados no minimo 10 campos por

amostra. As caracteristicas de motilidade
espermatica gerados pelo sistema foram:
motilidade total (%), motilidade progressiva
(%), velocidade de trajeto (VAP, pm/s),
velocidade progressiva (VSL, um/s),
velocidade curvilinear (VCL, pm/s),
amplitude do deslocamento lateral da cabeca
(ALH, pum), frequéncia de batimento flagelar
(BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e
linearidade (LIN, %); cujas definicdes foram
descritas por Arruda (2000).

Conjuntamente a estas andlises, realizou-se
0 ajuste da ferramenta Edit/Sort usada para
avaliar a porcentagem de células hiperativas
na amostra. Como pardmetro para essa
avaliagdo foram utilizados os dados
fornecidos por Mortimer (1997), no qual o
espermatozoide foi considerado hiperativado
quando possuia VCL >180, LIN <45,
ALHmax >10. Na figura 14 estdo
apresentados os valores, a trajetéria e o
deslocamento da cabegca de um
espermatozoide considerado hiperativado
(Exemplo  de um espermatozoide
hiperativado “Tela” do programa Edit/Sort).

W isplay | PrinvFile || Editsot ¥ setwp || Exit |

91538 (Animal # 120309)

12103/2009 09:05:25 [ Foeeies |

Edit
Tracks
TRACK No. 20
Delete Parameter  Value |# X Y # X Y
All Category Rapid 1 209.3 317.5 16 175.2 322.3
Tracks VAP 178.2 pmis | 2 201.9 320.5 17 168.6 323.7
|[\_/¢L 3314 pmis] | 3 198.9 3164 1» 164.0 319.4
Accept VSL 113.7 pmis 0 202.5 310.8 19 163.3 3244
All STR 64 % 5 196.5 313.1 20
Tracks LIN 33 % 6 191.7 317.7 21 161.3 329.1
ALH 17.3 pm 7 1911 308.7 22 157.4 327.9
Define :If:\gation 2‘:: :.,z 2. 188.1 308.7 2% 162.9 331.9
Sort e s i 9 189.0 318.0 24 171.3 332.9
10 182.0 314.4 25 163.3 340.8
Head Size 8.3 Pixels |\, 180.6 308.2 20 160.4 343.7
intensity 113.9 ) 178.6 314.8 27 168.1 341.9
Points 30 19 176.8 320.2 28 171.5 345.3
Sorts | 19 29) 165.4 350.6 |
Mortimer 1997 Pass | 45 w0 167.2 352.7 | | Delete ]I Accept ” Print l
Sort-2 Pass
Sort-3 Pass

Figura 14 - Exemplo de um espermatozoide hiperativado. Tela do programa Edit/Sort do aparelho HTM-
IVOS, versao 12.3, Hamilton Thorne. (Fonte: Zaffalon, 2009).
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5.8.2  Andlises por citometria de fluxo

Antes da realizacdo do experimento foi
realizado o ajuste (compensacdo) do
citdbmetro de fluxo, como descritos a seguir.
Para essas analises foi utilizado o citdmetro
de fluxo FACSaria (Becktson—Dickeson®,
Sunnyvale, CA, USA) (Anexo 7), equipado
com laser de argbnio (Modelo Sapphire 488-
20, Coherent®), o laser UV (355nm) e os
filtros C (Long Pass 595nm / Band Pass
610/20nm), D (LP 556nm / BP 575/26nm) e
E (LP 502 nm/ BP 530/30nm).

Para a compensacdo no citémetro de fluxo
foram utilizadas amostras de sémen bovino
criopreservado. Foram separadas duas
amostras de 500 pL cada, sendo que uma foi
submetida ao flash frozen, que consiste em
submeter a amostra a trés ciclos de
congelamento rapido seguido de
descongelamento lento, no intuito de lesar os
espermatozoides (Raphael, 2007). Dessa
forma, uma amostra continha a maioria dos
espermatozoides lesados pelo flash frozen
enquanto a outra apresentava uma proporgao
de espermatozoides integros. Em seguida, as
amostras foram diluidas em meio TALPm,
para se obter a concentracdo de 5 x 10°
sptz/mL, e entdo foram subdivididas e
corados com as sondas Hoechst 33342;
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lodeto de propidio; FITC-PSA; Yo-Pro-1,
Merocianina 540; C11-BODIPY®®"**! cujos
protocolos estdo descritos adiante (Anexos 4
e 5). A utilizacdo da sonda Hoechst 33342
teve como objetivo corar o DNA das células
para que ndo houvesse a contagem de forma
equivocada de particulas com o mesmo
tamanho e granulosidade do espermatozoide,
presentes nos diluidores (Figura 15).

As amostras coradas foram encaminhadas
para o citdbmetro de fluxo. Primeiramente foi
analisada uma amostra sem corantes, para
gue assim fosse determinado o local
especifico (gate) onde a maioria dos
espermatozoides se encontrava no grafico
gerado pela anélise da amostra, sendo que
este gate foi estipulado como padrdo para a
andlise das amostras marcadas pelas sondas.
Em seguida foram analisadas as amostras
coradas. Todas as sondas foram ajustadas no
aparelno de forma a identificar, com
precisdo, os espermatozoides com alteracdes
das membranas devido a criopreservagao.
Os testes foram repetidos até a obtencdo de
resultados coerentes. Assim, o melhor ajuste
(compensacdo) obtido para cada sonda foi
estipulado como padrdo, para que fosse
possivel a realizacdo das analises do
experimento.
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Hoechst Blue-A
Tube: 1LDO
opulation vents aren ota
Populat #Events %Parent %Total
W 41 Events 11,066 #1000
[ CELL+DEBRIS 10,469 946 946
[ H342+ 9,398 945 804
B AnvPL 2,816 285 254
[ ALMPL 4,395 444 397
B AnvPI 2,681 271 242
B ALnver 6 0.1 041

Figura 15 — Gréafico de pontos demonstrando a compensagdo e a formacdo do gate, onde se encontram 0s
espermatozoides (0s pontos em vermelho séo particulas do diluidor). O histograma demonstra o pico de fluorescéncia
do Hoescht, e o quadro apresenta as diferentes populagdes de células para a associagdo H33342 + Pl + FITC-PSA.
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5.8.3  Andlises da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal

Para as analises pela citometria de fluxo,
uma aliquota de 250 pL de sémen de cada
amostra foi diluida com o volume de
1250uL de meio TALP sperm modificado
(TALPm; Anexos 4) em tubos graduados
(15 mL) previamente aquecidos (37°C),
obtendo-se a concentracdo de 5 x 10°
sptz/mL, no volume final de 1500 puL. Em
seguida para cada associagdo de sondas foi
retirada uma aliquota de sémen diluido em
TALPm.

Para andlise da integridade das membranas
plasmatica e acrossomal uma aliquota de
150 pL do sémen diluido (5 x 10° sptz/mL)
foi colocada em microtubos (1,5 mL)
contendo 2ul de Hoechst 33342 (H33342;
5 mg/mL, H-1399, Molecular Probes Inc.,
Eugene, Oregon, EUA) e incubada por 10
minutos a 37°C. Passado o periodo de
incubacéo, foram adicionados & amostra 3uL
de lodeto de Propidio (PI; 0,5 mg/mL, cod.
P4170, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis,

Missouri, EUA), juntamente com 10 pL de
aglutinina de Pisum sativum conjugada ao
isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA;
100 pg/mL, L-0770, Sigma-Aldrich Co.,
Saint Louis, Missouri, EUA). Estas sondas
foram utilizadas com os seguintes objetivos:
corar as células com membrana plasmatica
lesada (IP positivo) e com a membrana
acrossomal reagida (FITC-PSA positivo).
(Andrade, 2009).

Apbés 10 min. de incubacdo a 37°C, o0s
espermatozoides foram diluidos com 150 puL
de TALPm e transferidos para tubos
graduados de 15 mL (37°C). Com isso, as
amostras passaram a ter uma concentracdo
de 2,5 x 10° sptz/mL no momento de serem
analisadas pela técnica de citometria de
fluxo. Todas as amostras tiveram 10.000
células analisadas. A Figura 16 apresenta um
exemplo de grafico de pontos e tabela de
porcentagem gerados pelo software BD
FACSDiva 6.0 ap0s a contagem da amostra.
A coloragdo diferengou a populagdo
espermatica em quatro categorias, que
podem ser vistas na figura 16.

ANIMAL1-1LD0
©,_| AIMPL ALMPL
vc_:
<. Experiment Name: IPPSA
A2 Specimen Name:  ANIMAL1
] Tube Name: 1LDO
1 AIMPI ALMPI
EE Population #Events %Parent
[l arvPL 2,816 28.5
2 [ aLmPL 4,395 44.4
gy 010 10 10* 105 B Anver 2,681 27.1
= FITC-A . ALMPI 6 0.1
Membranas Acrossomal e Plasmatica Intactas — AIMPI
Membranas Acrossomal Lesada e Plasmatica Intacta — ALMPI
Membranas Acrossomal Intacta e Plasmatica Lesada — AIMPL
Membranas Acrossomal e Plasmatica L esadas — ALMPL

Figura 16 - Exemplos de grafico de pontos e tabela de porcentagens originadas pelo citdmetro de fluxo.
Amostra corada com a associacdo H33342, Pl e FITC-PSA, permitindo a classificagdo dos espermatozoides

bovinos em quatro categorias.
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5.8.4 Avaliacdo da peroxidacdo das
membranas espermaticas

Para analise da peroxidacdo das membranas,
para cada tratamento, uma aliquota de 499,5
pL do sémen diluido em meio TALPm (5 x
10° sptz/mL) foi adicionada a um microtubo
de 1,5 mL previamente aquecido (37°C), e
corada com 05 pL da sonda Cl1-
BODIPY*®**(1 mg/mL, D-3861, Molecular
Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA) por 30
minutos a 37°C. Apos esta incubacao, foram
transferidos 145 pL desta solugdo para outro
microtubo e adicionado 2 pL de H33342
(5mg/mL) sendo incubado novamente por
10 minutos a 37°C. Em seguida,
adicionaram-se 3 pL de Pl (0,5 mg/mL)
como marcador das células com membrana
plasmatica lesada. Ap6s 5 minutos de
incubacéo a 37°C, os espermatozoides foram
diluidos com a adig@o de 150 uL. de TALPm
e transferidos para tubos graduados de 15
mL (37°C). Com isso, as amostras
apresentavam uma concentracao de 2,5 x 10°
sptz/mL no momento de serem analisadas
pela citometria. Foram analisadas 10.000
células por amostra. A Figura 17 apresenta

exemplos de gréfico de pontos e de
histograma gerados pelo software ap6s a
contagem da amostra. As células viaveis (Pl
negativo) e coradas com a sonda C11-
BODIPY®*%% foram analisadas quanto a
média da emissdo de fluorescéncia captada
no fotomultiplicador com long pass de 502 e
band pass de 530+15 nm (Figura 17b), esta
faixa captada corresponde as células que
estdo sofrendo acdo da peroxidacdo
(Andrade, 2009).

5.8.5 Avaliacéo da estabilidade
(fluidez) da membrana plasmatica

Para a andlise da estabilidade da membrana
plasmatica pela técnica de citometria de
fluxo (Rathi et al., 2001), uma aliquota de
147 pL da amostra de sémen diluido em
TALPm (5 x 10° sptz/mL) foi colocada em
um microtubo (1,5 mL) previamente
aquecido (37°C) e foram entdo adicionados
2 uL de Hoechst 33342 (5 mg/mL) e
incubado por 10 min. a 37°C. O uso desta
sonda teve como objetivo corar 0 DNA das
células espermaticas para que ndo houvesse
a contagem de forma equivocada de
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Tube Name: 8LD4

BODIPY-A
Population %Parent Mean
B vrL 67.1 199
B wmPi 32.9 148

Figura 17 - Grafico de pontos (A) gerado pela analise por citometria de fluxo em amostra corada com as sondas
C11-BODIPY, H33342 e PI. No grafico de pontos podem-se observar duas categorias, sendo que o quadrante MPI
contém os espermatozoides com a membrana plasmatica integra, selecionados para a avaliagdo da intensidade da
peroxidacdo das membranas. O histograma (B) apresenta a populagdo MPI que estd sendo analisada quanto a
distribuicdo da fluorescéncia das células com peroxidagéo lipidica. O valor obtido é indicado no quadro como a

média em unidades arbitrarias (u.a.).
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particulas com 0 mesmo tamanho e
granulosidade do espermatozoide. Em
seguida, 0,5 puL da sonda Yo-Pro-1 foi
adicionada a amostra (7,5 uM, cod. Y3603,
Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon,
EUA), obtendo-se a concentragéo final de 25
nM. A membrana plasméatica integra é
impermeével ao Yo-Pro-1, e este se liga ao
DNA das células com a membrana
plasmatica alterada. Entdo, a amostra foi
incubada por 20 minutos (37°C) e,
posteriormente, foi adicionado 0,5 pL da
sonda fluorescente Merocianina 540 (810
uM; cod. 323756, Sigma-Aldrich, Missouri,
EUA) a fim de se obter a concentragdo de
2,7 uM em uma solugao final de 150 uL, em
seguida incubada por 70 segundos.

Apos esta etapa a amostra foi diluida em 150
uL de TALPm e analisadas por citometria de
fluxo, na qual foi avaliada a porcentagem de
espermatozoides viaveis (Yo-Pro-1
negativo) com aumento na desordem da
bicamada lipidica  (Merocianina 540
positivo). A Figura 18 apresenta um
exemplo de grafico de pontos gerados pelo
software BD FACSDiva 6.0 ap6s a
contagem da amostra. A coloragdo com

negativa), uma é caracterizada pelas células
com emisséo de baixa fluorescéncia e outra
¢ caracterizada por alta (captado no long
pass-595 e band pass-610/20). Os
espermatozoides com baixa emissdo de
fluorescéncia  sdo  considerados  ndo
capacitados, enquanto que as células que
apresentam alta emissdo de fluorescéncia
sdo caracterizadas como capacitadas (alto
grau de desorganizacdo da bicamada
lipidica; Figura 18).

5.8.6  Delineamento experimental e
analises estatisticas

O delineamento experimental foi em blocos
ao acaso (reprodutor como bloco), em
arranjo de parcelas subdivididas, sendo o
diluidor (4 diluidores) alocado na parcela e o
tempo de equilibrio na subparcela (3 tempos
de equilibrio), totalizando 12 tratamentos (4
diluidores x 3 tempos). As varidveis

estudadas  foram:  caracteristicas  de
motilidade espermatica, integridade das
membranas  plasméatica e acrossomal,

intensidade de peroxidacdo lipidica, e nivel
de desorganizagéo da membrana
(criocapacitagdo). Os resultados das médias

Merocianina 540 mostrou duas populacGes e respectivos desvios padrdo foram
distintas de células viaveis (Yo-Pro-1 apresentados em tabelas.
ANIMAL1-1GED
@Q_J
bRGCE | YOPRO+
T 3 gt
& “a
2 8 Specimen Name: ANIMAL1
] Tube Name: 1GED
Ne1
3 MEROC- R EROC+ Population #Events %Parent
LIl llllll2 LI ll”"]a LI III"I‘ UL ll”ll] T .YOPRO+ 7'923 791
10 10 10 B MEROC- 204 30
Merocianina 540 - A [ MEROC+ 1,797 17.9
YOPRO (+) — Espermatozdides com membrana plasmatica lesada.
MEROC (-) — Espermatozdide com membrana plasmatica integra organizada.
MEROC (+) — Espermatozéide com a membrana plasmatica integra desorganizada.

Figura 18 - Grafico de pontos gerado pela analise por citometria de fluxo, em amostra corada
com a associagdo do H33342, Yo-Pro-1 e Merocianina 540 permitindo a classificacdo dos

espermatozoides bovinos em trés categorias.
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Os dados foram analisados empregando-se o
programa  estatistico =~ SAS  (1998).
Primeiramente foi verificada a normalidade
dos dados, pelos testes de normalidade de
Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov e de
Assimetria e Curtose, por meio do
procedimento UNIVARIATE com as op¢oes
NORMAL e PLOT do SAS (1998) e a
homogeneidade das variancias pelo teste de
Bartlett. A grande maioria das varidveis
apresentou distribuicdo normal sem a
necessidade de transformacgdes. As variaveis
dependentes que ndo atenderam as premissas
estatisticas foram submetidas a
transformacoes. As varidveis MOT
(Motilidade Total), PROG (Motilidade
Progressiva) e Rapid (Porcentagem de
células rapidas) e Al (porcentagem de
celulas com acrossomo intacto) foram
submetidas a transformacdo angular (Arco-
seno (X/100)) e a variavel Hiper
(porcentagem de células hiperativadas) foi
submetida a transformacéo radicial (V(X
+1/2)).

As varidveis que atenderam as premissas
(com ou sem as transformagOes propostas)
foram submetidas & analise de variancia
(PROC ANOVA) para verificar os efeitos
do diluidor, tempo e do bloco e a interagdo
entre tempo e diluidor. Para a comparacao
de médias foi utilizado o teste SNK
(Student-Newman-Keuls), ao nivel de
significancia de 5%. Além disso, foram
estimadas correlagcdes simples de Pearson
entre algumas variaveis paramétricas.

Os dados que ndo apresentaram distribuicdo
normal e homogeneidade das variancias,
mesmo apos as tentativas de transformacéao
(as variaveis Yo-Pro(+) (porcentagem de
células positivas para Yo-Pro-1) e Meroc(-)
(Porcentagem de células negativas para Yo-
Pro-1 e negativas para Merocianina 540))
foram avaliados por intermédio de testes
ndo-paramétricos. Nesse caso, 0 estudo do
efeito das combinacdes de diluidor e tempo
sobre as observac0es foi realizado pelo teste
de Friedman, considerando o touro como
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bloco. Caso os resultados obtidos neste teste
indicassem a  existéncia de efeito
significativo dos tratamentos sobre a
caracteristica, os contrastes de niveis de um
fator dentro de um determinado nivel do
outro fator foram estudados utilizando o
teste de W.ilcoxon. Para estas analises,
utilizou-se o software estatistico BioEstat
5.3 (Ayres et al., 2007). A tabela da anélise
de variancia esta representada a seguir
(Tabela 4). O esquema experimental pode
ser visualizado na figura a seguir (Figura
19). As fotos dos equipamentos e das etapas
do experimento podem ser visualizadas no
Anexo 7.

Tabela 4 - Analise de varidncia para
delineamento com 4 Diluidores e 3 tempos de
equilibrio

Tabela ANOVA

Fonte de Variagéo gl.

Total 1 (Parcelas) 59
Diluidor 3
Touro (Bloco) 14
Erro (a) 42
Total 2 (Subparcelas) 179
Tempo 2
Diluidor x Tempo 6
Sub-blocos (parcelas) 59
Erro (b) 112




Touros selecionados por motilidade e

morfologia 15 Touros ) )
g Avaliaces de rotina:
e Motilidade
e Vigor
e Concentragdo
15 Ejaculados e Morfologia
Dividido em
4 aliquotas
Diluicdo |
1) Controle 2) LDL 3)LDL + CLC (Cﬁll_)cl:_-ctl)_(_:
Tris-gema LDL — 8% iaca + baixo
(Tris-gema) ( 0) (associagéo) LDL (0,8%))
--------------------------- - Concentracdo final ---------------9---------
30 x 10° sptzs/mL
\ | \ 4
Resfriamento de 25°C até
5°C (curva 0,25°C/min)
Tempos de Y
Equilibrio TO T4 T6
(5°C)
l v l
Congelamento
(-20°C/min. até -120°C)
Analises pds-descongelamento:
= CASA (Andlise computadorizada da Motilidade)
» Integridade de membranas (plasmatica e acrossomal) por citometria de fluxo;
=  Avaliacdo da peroxidacdo das membranas espermaticas por citometria de fluxo;
=  Avaliacdo da estabilidade da membrana plasmatica por citometria de fluxo.

Legenda:

TO - Sem tempo de equilibrio
T4 - 4h de equilibrio
T6 — 6h de equilibrio

Figura 19 — Esquema Experimental
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6 RESULTADOS:

6.1 Motilidade  espermética  pds-
descongelamento avaliada pelo CASA
6.1.1 Motilidade Total (MOT)

Apds o descongelamento, quanto a
motilidade total das amostras de sémen
criopreservado, nd&o houve efeito de
interacdo entre tempo de equilibrio e

diluidor (P>0,05). Quanto ao efeito do
tempo de equilibrio, houve diferenca

significativa entre os trés tempos utilizados,
sendo que os tratamentos sem tempo de
equilibrio (TO) apresentaram 0S menores
valores. Os tratamentos de 6 h de equilibrio
apresentaram 0s maiores valores de
motilidade total (portanto: T6 > T4 > TO).
Quanto ao efeito do diluidor, observaram-se
diferencas entre os quatro diluidores, sendo
qgue o diluidor LDL apresentou o maior
valor, e 0 L-CLC o menor valor. Observou-
se a seguinte ordem de classificacdo dos
diluidores: LDL > LDL* “¢ > Gema > L-
CLC, como pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5 - Médias + desvios padrdo da Motilidade Total (MOT, %) de espermatozoides
bovinos criopreservados utilizando quatro diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média por
Variavel Diluidor TO T4 Té Diluidor
MOT (%) Gema 52,1+ 13,3 70,1+96 72,0+10,1 64,7 + 14,1°
LDL 66,9+120 809+55 823+6,1 76,7 +10,8"
LDL* ¢ 62,1+176 76,7+10,1 79,4+54 72,7+ 14,18
L-CLC* 454+138 581+11,0 60,9+10,3 54,8 + 13,4°
Média por 56,6+163° 715+125° 737+116°
Tempo

% |etras diferentes, mindsculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo
teste SNK (P<0,05). * L-CLC - diluidor com baixa concentracdo de LDL e inclusdo de CLC.

6.1.2 Motilidade Progressiva (PROG)
Quanto a motilidade progressiva, ndo houve
interacdo entre tempo de equilibrio e
diluidor (P>0,05). Em relacéo ao efeito do
tempo de equilibrio, os tratamentos sem
tempo de equilibrio (TO) apresentaram 0s

menores valores. Os tratamentos com 4 e 6h
nado diferiram entre si, mas foram superiores
a TO (P<0,05). Quanto aos diluidores, o
LDL e LDL*™ nio diferiram entre si,
porém apresentaram maiores valores do que
os diluidores Gema e L-CLC, que também
ndo diferiram entre si (Tabela 6).

Tabela 6 - Médias + desvios padrdo da Motilidade Progressiva (PROG, %) de espermatozoides
bovinos criopreservados utilizando quatro diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média
Variavel Diluidor T0 T4 T6 por Diluidor
PROG (%) Gema 39,7+ 10,3 52,9+8,6 54,6 +8,7 49,1+ 112"
LDL 50,9+11,7  61,9+6,8 62,7+6,2 58,5+ 10,0*
LDL*“  51,3+15,0 63,1+£92 64,7 + 6,0 59,7+ 12,1*
L-CLC 38,5+12,4  47,6+83 50,3 8,1 455+ 10,8"
Média por 451 £13,6° 564+103° 58,1493
Tempo

% | etras diferentes, minGsculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo teste

SNK (P<0,05).
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6.1.3  Velocidade do trajeto (VAP)

Em relacdo a velocidade do trajeto (VAP), o
Unico efeito significativo observado foi o de
diluidor (P<0,05). O diluidor que apresentou
0 maior valor de VAP foi o LDL, seguido

pelo L-CLC. Os diluidores Gema e a
associacdo LDL* “*° n#o diferiram entre si e
apresentaram 0s menores valores, assim
estabeleceu-se a seguinte ordem entre 0s
diluidores: LDL > L-CLC > LDL*° =
Gema. Os valores das medias estdo
apresentados abaixo (Tabela 7).

Tabela 7 - Médias = desvios padrdo da velocidade do trajeto (VAP; pm/s), de espermatozoides
bovinos criopreservados utilizando quatro diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio

Média por
Variavel  Diluidor TO T4 T6 Diluidor
C
VAP (um/s) Gema 87,6 + 8.7 90,1 +7,7 88,9+99 88.8 + 8.6
LDL 101,9+11,4 1048+11,2 106,0£11,3 1042+112%
LDL" € 90,2 +9.4 90,0102  92,1+123 90,8+ 10,5 ¢
L-CLC 97,9 + 13,6 96,2+ 11,7 973+94 97,1+11,5%

A Letras diferentes, maiGsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05).

6.1.4 Velocidade progressiva (VSL)

Em relagdo a velocidade progressiva (VSL),
0s resultados apresentaram um padrdo
diferente das demais velocidades. O Unico
efeito significativo observado foi o efeito de
diluidor (P< 0,05), porém, apesar do efeito
do tempo de equilibrio ndo ser significativo,
a interagdo entre diluidor e tempo de
equilibrio foi significativa (P<0,05). Dentro
do tempo TO, o diluidor L-CLC foi o que
apresentou os maiores valores e o diluidor

Gema os menores de VSL. Em TO, os
diluidores LDL e LDL*®® ndo diferiram
entre si e  apresentaram  valores
intermediarios aos da Gema e do L-CLC.
Nos tempo T4 e T6, o diluidor LDL
apresentou valores de VSL superior aos
valores do LDL*“*°, porém n#o diferiu de L-
CLC. O diluidor gema apresentou 0s
menores valores em todos os tempos. Nos
tempos T4 e T6 estabeleceu-se a seguinte
ordem entre os diluidores: LDL = L-CLC >
LDL"“° > Gema (Tabela 8).

Tabela 8 - Médias + desvios padrdo da velocidade progressiva (VSL; um/s), de espermatozoides
bovinos criopreservados utilizando quatro diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio

Média por
Variavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
C C C
VSL (umis) Gema 65,8 + 5,5% 66,2 + 4,8% 66,0 + 6,4° 66 £5,5
LDL 73,4 + 6,028 76,0+ 6,7  76,7+6,7% 75,4 £ 6,5
LDL*Cte 70,2 +5,1% 69,4 + 5,3% 71,1+7,1% 70,2+5,8
L-CLC 78,7 + 10,0% 752+7,7%  765+5,6% 76,8+7,9

3 | etras diferentes, minGsculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo teste

SNK (P<0,05).
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6.1.5 Velocidade Curvilinear (VCL)

Em relacdo a velocidade curvilinear (VCL),
houve efeito significativo apenas do diluidor
(P < 0,05). O diluidor que apresentou 0
maior valor foi o LDL, seguido pelo L-CLC.

Os diluidores Gema e LDL" “ nio
diferiram entre si e apresentaram menores
valores que os outros dois diluidores. Os
valores das médias e desvios padrdo estdo
apresentados abaixo (Tabela 9).

Tabela 9 - Médias + desvios padrido da velocidade curvilinear (VCL; pum/s), de espermatozoides
bovinos criopreservados utilizando quatro diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio

Média por
Variavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
C
VCL (umis) Gema 150,9 + 15,5 156,8+ 13,0  154,8+ 16,7 154,1 + 15,0
LDL 183,6 + 21,8 188,7+215 191,1+18,8 187,8 +20,5*
LDL*Cte 159,8 + 19,4 160,2+ 20,3  161,7+23,3 160,6 + 20,6°
L-CLC 1775+ 24,5 1776 +22,4  1772+19.4 177,4+ 21,78

A Letras maitsculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05).

6.1.6 Amplitude do Deslocamento
Lateral da Cabeca (ALH)

No processo de criopreservagdo, em relagdo
a amplitude do deslocamento lateral da
cabeca (ALH, wm), houve efeitos
significativos (P<0,05) do tempo de
equilibrio e do diluidor, porém, ndo houve
interacdo entre estes dois fatores (P>0,05).
Em relacdo ao tempo de equilibrio, ndo

houve diferenca (P>0,05) entre T4 e T6,
porém observou-se um aumento do ALH
nestes tempos, em relacdo aos tratamentos
sem tempo de equilibrio (T0). Em relagdo
aos diluidores, LDL e L-CLC apresentaram
0s maiores valores, e ndo diferiram entre si
(LDL = L-CLC), e os diluidores Gema e
LDL*C apresentaram os menores valores,
qgue ndo diferiram entre si (Gema =
LDL ") (Tabela 10).

Tabela 10 - Médias + desvios padrdo da amplitude do deslocamento lateral da cabeca
(ALH; um) de espermatozoides bovinos criopreservados utilizando quatro diluidores e trés

tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média por

Variavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
B

ALH (um) Gema 6,7+0,6 7,1+05 70+0,6 70+0,6
LDL 75+0,8 7,9+0,8 8,0+0,7 7,8+0,8"
LDL"Cte 6,8+0,8 7,0+0,8 6,9+0,8 6,9+0,8°
L-CLC 73+0,9 75+0,8 75+0,8 74+0,8"

Média por 71+08°  74+08 74408
Tempo

3 | etras diferentes, minGsculas na linha e maitisculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo

teste SNK (P<0,05).
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6.1.7 Frequéncia de Batimentos
Flagelares (BCF)

Em relacdo a frequéncia de batimentos
flagelares (BCF, Hz), houve efeitos
significativos de tempo de equilibrio,
diluidor e da interacdo entre estes efeitos
(P<0,05). Quando observamos dentro de
todos os tempos de equilibrio (TO-T6), o
diluidor que apresentou os maiores valores
de BCF foi o L-CLC, e o diluidor que
apresentou os menores valores foi 0 Gema, e

0S demais apresentaram valores
intermediério, assim estabeleceu-se a
seguinte ordem: L-CLC > LDL***“> LDL >
Gema, para todos os tempos. Quando
observamos dentro de diluidor, para o
diluidor Gema, ndo houve efeito do tempo
de equilibrio em relagdo a BCF. Para os
demais diluidores, observou-se que nos
tempos T4 e T6 houve uma reducéo do BCF,
em relagdo ao tempo TO. Para 0 LDL™*° o
valor de T4 néo diferiu de TO e T6 (Tabela
11).

Tabela 11 - Médias + desvios padrdo da frequéncia de batimentos flagelares (BCF; Hz), de
espermatozoides bovinos criopreservados utilizando quatro diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média por

Variavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
aD aD aD

BCF (Hz) Cema 20,1+ 2,4 20,1+1,8 20,4+ 1.8 20,2+2,0

LDL 23,3 +2,4% 22,0+ 1,9 21,8+ 2,3 224+23

LDL*Cte 24,8 +1,9% 24,0 + 2,48 23,3 +2,6° 240+ 2,4

L-CLC 29,2 + 2,6 27,4+ 2,6 27,5+ 25" 28,0+2,6

% | etras diferentes, minGsculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo teste

SNK (P<0,05).
6.1.8 Retilinearidade (STR)

Em relagdo a retilinearidade (STR; %) do
movimento dos espermatozoides,
observaram-se efeitos significativos
(P<0,05) de tempo de equilibrio e do
diluidor, e ndo houve interacdo entre estes
fatores (P>0,05). Quanto ao tempo de
equilibrio, observou-se uma reducdo da

retilinearidade nos tratamento T4 e T6 em
relacdo ao controle (TO), porém ndo houve
diferenca entre T4 e T6. Quanto aos
diluidores, o L-CLC apresentou o maior
valor, e ndo diferiu de LDL*®*°. O diluidor
LDL apresentou o menor valor de STR.
Assim temos: L-CLC = LDL**® > Gema >
LDL (Tabela 12).

Tabela 12 - Médias + desvios padrdo da retilinearidade (STR; %), do movimento de
espermatozoides bovinos criopreservados utilizando quatro diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média por
Variavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
STR (%)  Gema 771+24 749+27 75,5 + 3,7 75,8 + 3,08
LDL 744 + 4,4 73,9+ 4,0 73,6 +3,3 74,0 £ 3,8°
LDL*Cte 79,7+ 3,8 78,7+ 4,1 78,5+ 4,3 79,0 + 4,07
L-CLC 814+28 79,1+3,8 79,4 £ 35 80,0 + 3,5”

Media por 782+43°  767+42°  768+43°

Tempo

3 | etras diferentes, minGsculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo teste

SNK (P<0,05).
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6.1.9 Linearidade (LIN)

Em relacdo a linearidade (LIN; %) do
movimento dos espermatozoides,
observaram-se efeitos significativos
(P<0,05) de tempo de equilibrio e do
diluidor, porém, ndo houve interacdo entre
estes fatores (P>0,05). Quanto ao tempo de
equilibrio, observou-se uma reducdo da

linearidade nos tratamentos T4 e T6 em
relacdo ao controle (TO), porém estes ndo
diferiram entre si. Quanto aos diluidores, o
diluidor LDL apresentou os menores valores
de LIN, diferindo dos demais diluidores,
porém ndo houve diferencas entre 0s
diluidores Gema, LDL*“*C ¢ L-CLC. Assim
temos: Gema = LDL**° = L-CLC > LDL
(Tabela 13).

Tabela 13 - Médias * desvios padrdo da linearidade (LIN; %) do movimento de espermatozoides
bovinos criopreservados utilizando quatro diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio

Meédia por
Variéavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
LIN (%) Gema 46,7+19 443+21  450+25 454 + 2.4
LDL 429+372 426+30  421+23 42,6 +2,8°
LDL*Ce 472+39 464+38  465+38 46,7 +3,8"
L-CLC 472 +372 449+35  457+36 45,9 + 35
Média por 46,0+36° 446+34" 448+35°
Tempo

% etras diferentes, mintsculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo teste

SNK  (P<0,05).

6.1.10 Porcentagem de células rapidas
(Rapid)

Em relagdo & porcentagem de células réapidas
(Rapid; %) no sémen criopreservado,
observaram-se efeitos significativos
(P<0,05) de tempo de equilibrio e do
diluidor, e ndo houve interacdo entre estes
fatores (P>0,05). Quanto ao tempo de

equilibrio, observaram-se diferencas
(P<0,05) entre os trés tempos, sendo que T6
apresentou os maiores valores, e 0 TO 0s
menores (T6 > T4 > TO0). Quanto aos
diluidores, houve diferenca significativa
entre 0s quatro diluidores, sendo que o
diluidor LDL apresentou os maiores valores,
e 0 L-CLC os menores. Assim temos: LDL
> LDL*®° > Gema > L-CLC (Tabela 14).

Tabela 14 - Médias *+ desvios padrdo da porcentagem de células répidas (Rapid; %) de
espermatozoides bovinos criopreservados utilizando quatro diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio

Média por

Variavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
C

Rapid (%) Gema 48,5+ 12,5 66,5+ 9,7 68,1 + 10,5 61,0 + 14,0
LDL 64,5+ 12,0 79.0+5.4 80,7 £ 6,2 74,7 +11,0°
LDL*Cte 59,9 + 17,3 74,0 £ 10,4 76,8 +5,9 70,2 + 14,08
L-CLC 438+ 14,0 55,8 + 11,2 58,8 + 10,8 52,8 + 13,5°

Média por 542+161°  688+127°  71,1+12,0°
Tempo

% | etras diferentes, minGsculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo teste SNK

(P<0,05).
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6.1.11 Porcentagem de células
hiperativas (Hiper)

Em relacdo a porcentagem de células
hiperativas  (Hiper; %) no  sémen
criopreservado,  observaram-se  efeitos
isolados e significativos (P<0,05) de tempo
de equilibrio e do diluidor e ndo houve
interagdo entre estes fatores (P>0,05).
Quanto ao tempo de equilibrio, observou-se
diferenca pequena, porém significativa
(P<0,05) entre os tempos de equilibrio (T4 e

T6) e o controle (TQ). Os tratamentos T4 e
T6 apresentaram maior porcentagem de
células hiperativas que TO, porém ndo houve
diferenca entre T4 e T6, ou seja: T6 = T4 >
TO. Quanto aos diluidores, o diluidor LDL
apresentou o maior valor de Hiper, diferindo
dos demais diluidores (diferenca de aprox.
10 %), porém ndo houve diferengas entre 0s
diluidores Gema, LDL*“® e L-CLC. Assim
temos: LDL > Gema = LDL**® = L-CLC
(Tabela 15).

Tabela 15 - Médias + desvios padrdo da porcentagem de células hiperativas (Hiper, %) de
espermatozoides bovinos criopreservados utilizando quatro diluidores e trés tempos de

equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média por

Variéavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
B

Hiper (%) Gema 13,3+45 150+ 4,4 14,0+5,1 14,1+ 46
LDL 223+79 241+85 25,0 £ 6,2 23,8+75"
LDL*CtC 13,7+55 13,8+ 6,6 13,4+7.2 13,6 + 6,3°
CLC 12,3+5,1 145+ 6,4 145+6,5 13,8 + 6,08

Média por 154+70° 169+77°  167+78°
Tempo

3 | etras diferentes, minGsculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo teste

SNK (P<0,05).

6.2 Analises por citometria de fluxo

6.2.1 Porcentagem de células com
Membranas Plasmatica e Acrossomal
Intactas (AIMPI)

Ap6s o0 descongelamento das amostras,
avaliadas pela associacdo das sondas
H33342, Pl e FITC-PSA, observou-se
interacdo entre os efeitos de tempo de
equilibrio e diluidor (P<0,05) sobre a
porcentagem de espermatozoides com
acrossoma intacto e membrana plasmatica
intacta (AIMPI). Quando observado dentro
de diluidor, os tratamentos sem tempo de
equilibrio (TO, controle) apresentaram 0s
menores valores de AIMPI diferindo-se de
4h (T4) e 6h (T6), para todos os diluidores
(P<0,05). Nos tratamentos com os diluidores
Gema e LDL observou-se 0 mesmo padréo,

ou seja, para estes diluidores houve
diferencas significativas entre 0s trés
tempos, sendo que no tempo de 6h estes
diluidores apresentaram 0s maiores valores
(T6 > T4 > T0). Para os diluidores LDL*-¢
e L-CLC ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) entre os tempos de equilibrio de 4
(T4) e 6 (T6) horas, porém estes (T4 e T6)
diferiram do tratamento controle (TO)
(P<0,05) (ou seja, T4=T6 > TO).

Dentro do tratamento controle (T0), o
diluidor LDL apresentou os maiores valores
de AIMPI, e ndo houve diferenga
significativa entre os demais diluidores. No
tempo T4, os diluidores LDL e LDL*"° n3o
diferiram, porém apresentaram maiores
valores de AIMPI em relagéo aos diluidores
Gema e L-CLC, que também n&o diferiram
entre si (LDL = LDL*°*® > Gema = L-CLC).
No tempo de 6 h de equilibrio o diluidor
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LDL apresentou os maiores valores, seguido
pelos diluidores Gema e LDL*“*®, que ndo
diferiram entre si, porém apresentaram
maiores valores em relacdo ao diluidor L-
CLC, que apresentou os menores valores de
AIMPI. (em T6, LDL > Gema = LDL**° >
L-CLC). Em geral, para todos os tempos de

equilibrio, o diluidor LDL foi o que melhor
preservou a integridade das duas
membranas. O tratamento LDL com 6h de
equilibrio apresentou a maior porcentagem
de células AIMPI (o resultado mais
desejavel) (Tabela 16; Figura 20).

Tabela 16 - Médias + desvios padrdo da porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica e
acrossomal intactas (AIMPI, %), em sémen bovino criopreservado utilizando quatro diluidores e trés

tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio

Média por
Variavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
AIMPI (%)  Gema 18,6+6,9® 314+65% 356x62® 285+09,7
LDL 255+55%  394+76™ 437+106" 36,2+11,2
LDL*C< 212+64°® 382+82" 380+99%® 324+114
L-CLC 189+7,9"® 285+82®  30,9+8,0%° 26,1+9,4
MTeg:ﬁp%"r 211+71  344+88 37,098

% | etras diferentes, minisculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo teste SNK

(P<0,05).
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Figura 20 — Grafico da porcentagem de células com membranas plasmatica e acrossomal intactas (AIMPI),
em fungédo do tempo de equilibrio. E possivel verificar uma estabilizacéo dos diluidores com CLC a partir de

4h de equilibrio.
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6.2.2 Porcentagem de células com
Membrana Plasmética Intacta (MPI)

Em relacdo a porcentagem de células com
membrana  plasmatica intacta (MPI),
observou-se 0 mesmo padrdo da AIMPI e
valores muito préximos. Observou-se uma
correlacdo alta (r = 0,9996) e positiva entre

estes valores, indicando que a quase
totalidade das células que apresentaram
membrana plasméatica intacta, também
apresentam acrossomo intacto (Tabela 17).
Portanto, a populacdo de células que
apresentavam a membrana plasmatica
intacta e acrossomo reagido (ou lesado) foi
muito pequena.

Tabela 17 - Médias + desvios padrdo da porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica
intacta (MPI, %), em sémen bovino criopreservado utilizando quatro diluidores e trés tempos de
equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média por
Variavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
MPI (%)  Gema 188+69®  31,8+66"™  36,0+6,3° 28,9+98
LDL 257+55%"  396+7,7" 438+106% 36,4+11,2
LDL*CtC 212+64"  383+83*  381+99%® 326+115
L-CLC 19,1+79"®  288+83®  31,4+81% 26,4+96
Média por 212471  346+88  373+98
Tempo

% | etras diferentes, minisculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo teste SNK

(P<0,05).

6.2.3  Porcentagem de células com
Membrana Acrossomal Intactas (Al)

Em relacdo a porcentagem de células com
membrana acrossomal intacta (Al, %),
observaram-se efeitos significativos
(P<0,05) de tempo de equilibrio e do
diluidor, porém, ndo houve interagdo entre
estes fatores (P>0,05). Os tempos de
equilibrio T4 e T6 apresentaram maiores
valores de Al do que o controle (TO), porém

ndo houve diferenca (P>0,05) entre o0s
tratamentos T4 e T6 (T4 = T6). Quanto ao
diluidor, observou-se que o tratamento com
LDL*“C apresentou os maiores valores
numéricos de Al, porém  diferiu
estatisticamente apenas de L-CLC (com os
menores valores de Al). Gema e LDL néo
diferiram entre si, e nem diferiram dos
demais diluidores (LDL*™ e L-CLC)
(Tabela 18). Observou-se uma correlagéo
alta e positiva (r = 0.81) entre Al e AIMPI.

Tabela 18 - Médias + desvios padrao da porcentagem de espermatozoides com membrana acrossomal intacta
(Al, %), em sémen bovino criopreservado utilizando quatro diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média por
Variavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
Al (%) Gema 50,5+ 11,2 65,6 + 6,2 68,4 + 6,7 61,5+ 11,4"8
LDL 50,5 + 10,4 66,4 + 8,6 68,7 +9,1 61,8 + 12,38
LDL*Ce 53,5+ 10,7 69,4 +8,0 69,3+8,1 64,1 +11,6"
L-CLC 494+ 125 63,4+9,.2 63,2 + 10,6 58,7 + 12,68
Média por 510+11,0° 662+81%°  674+090°
Tempo

% | etras diferentes, mintsculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca pelo teste SNK (P<0,05).
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6.2.4 Peroxidacdo das membranas
espermaticas (Perox MPI)

Em relacdo a intensidade da peroxidagdo
lipidica, o Unico efeito significativo (P <
0,05) foi o de diluidor. Observou-se pela
intensidade de fluorescéncia, que o diluidor
L-CLC apresentou maior peroxidacdo das

membranas dos espermatozoides viaveis
(MP1) do que os outros diluidores. Os
tratamentos com LDL e LDL*® nio
diferiram entre si, porém apresentaram
maior peroxidacdo das membranas do que os
tratamentos que utilizaram os diluidores a
base de Gema (Assim: L-CLC > LDL**¢ =
LDL > Gema) (Tabela 19).

Tabela 19 - Médias + desvios padrdao dos valores lineares médios da intensidade de fluorescéncia da
populagdo espermatica com membrana plasmatica integra (MP1) e coradas com a sonda C11-BODIPY®8/5%
(Perox_MPI) em sémen bovino criopreservado utilizando quatro diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio

Média por
Variavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
Perox MPl  Gema 11074717  111,1+628  130,8+612 117,6 + 64,6°
(wa)* LDL 1323+409  1323+409 1537461 139,4 + 45,6
LDL* OLc 139,7+652  1420+57,0  157,6+54,4 146,4 + 58,2°
L-CLC 184,8 £ 76,0 205,2 £ 83,5 195,9 £ 65,5 195,3 + 74,1*
Meédia por
Tempo 141,8 £ 70,0 147,7 £ 70,8 159,5 £ 60,6

A Letras maitsculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05).

* Os valores estdo representados em unidades arbitrarias (u.a.).

6.2.5 Estabilidade da membrana
plasmatica

A associacdo das sondas H33342, Yo-Pro-1
e Merocianina 540 ao ser analisada pela
citometria de fluxo deu origem a trés
subpopulagdes distintas: 1) células coradas
com o Yo-Pro-1, (células com membrana
plasmatica alterada ou lesada e consideradas
invidveis, Yo-Pro-(+)); 2)células néo
coradas com o Yo-Pro-1 (-), com baixo
sinal de fluorescéncia para a Merocianina
540 (células ndo capacitadas, com a
membrana plasmatica integra e consideradas
vidveis, Meroc (-)); e 3) células com alto
sinal de fluorescéncia para a Merocianina
540, mas com bhaixo sinal de fluorescéncia
para 0 Yo-Pro-1 (células vidveis e
consideradas capacitadas, ja que possuem
uma alta desorganizacdo de sua bicamada
lipidica, quadrante Meroc (+)).

6.2.5.1 Porcentagem de células com
membrana plasmatica
alterada (Yo-Pro (+))

Em relacdo a porcentagem de células Yo-
Pro-(+) (membrana alterada), esta variavel
ndo apresentou um comportamento que
permitisse a  utilizagdo de  testes
paramétricos, mesmo apos transformagéo da
variavel, portanto, foi necesséria a utilizagdo
de testes ndo paramétricos. Observaram-se
efeitos significativos (P<0,05) de tempo de
equilibrio e do diluidor.

Quando observamos dentro de cada diluidor,
0s tratamentos sem tempo de equilibrio (TO,
controle) apresentaram 0s maiores valores
de Yo-Pro(+) diferindo-se de T4 e T6 para a
maioria dos diluidores, porém ndo houve
diferenca entre os tempos para o diluidor L-
CLC. Para os diluidores Gema e LDL néo
houve diferenga entre os tempos T4 e T6.
Apenas para o diluidor LDL*“*® houve
diferenca entre os trés tempos, sendo que T6
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apresentou 0os menores valores de Yo-Pro- valores em todos os tempos, diferindo dos
(+). demais diluidores. Os diluidores Gema, LDL
e LDL*®C ndo diferiram entre si (Gema =
LDL = LDL*®), dentro de cada um dos
tempos de equilibrio utilizados.

Quando observamos dentro de cada tempo, 0
diluidor L-CLC apresentou 0s maiores

Tabela 20 - Médias + desvios padrdo da porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica
alterada corados com YO-PRO-1 (Yo-Pro +, %), em sémen bovino criopreservado utilizando quatro
diluidores e trés tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média por
Variavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
aB bB bB
Yo-Pro + (%) Gema 81,4+72 68,7+ 7,4 66,0 7,5 72,0 £9,9
LDL 77,4 + 838 64,4 + 9,98 60,3 +11,5°8 67.4+12.2
LDL* ¢ 81,0 +8,3%8 65,6 + 11,9°® 61,1 +11,3® 69,3 + 13,5
L-CLC 97,6 + 1,6 97,5+ 1,0 97,3 + 1,5* 975+ 1,4
Média por 843+ 10,4 74,1+ 16,1 712+17,6
Tempo

& | etras diferentes, mintsculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo teste néo

paramétrico de Wilcoxon (P<0,05).

6.2.5.2 Porcentagem de células
vidveis  com membrana
plasmatica  estavel (ndo

capacitadas) (Meroc (-))

Em relagdo & porcentagem de células Meroc
(-) (células vidveis ndo capacitadas), esta
varigvel ndo apresentou um comportamento
que permitisse a utilizacdo de testes
paramétricos, portanto, foi necessaria a
utilizacdo de testes ndo paramétricos.
Observaram-se efeitos significativos
(P<0,05) de tempo de equilibrio e do
diluidor.

Quando observamos dentro de cada diluidor,
0s tratamentos sem tempo de equilibrio (TO,
controle) apresentaram os menores valores
de Meroc (-) diferindo-se de T4 e T6 para a

maioria dos diluidores, porém ndo houve
diferenca entre os tempos TO e T4 para o
diluidor L-CLC, porém T6 diferiu dos
demais tempos para este diluidor. Para os
diluidores Gema, LDL e LDL " nao houve
diferenca entre os tempos T4 e T6.

Quando observamos dentro de cada tempo,
os diluidores LDL e LDL*®“ ndo diferiram
entre si e apresentaram as maiores
porcentagens de células vidveis ndo
capacitadas (Meroc -) em todos os tempos,
porém em TO o diluidor LDL*“* n3o diferiu
de Gema. Nos tempos T4 e T6 a Gema
apresentou menores valores que 0S
diluidores a base de LDL (LDL e LDL*"),
porém apresentou maiores valores que o L-
CLC. Em todos os tempos o diluidor L-CLC
apresentou os menores valores de células
Meroc (-) (Tabela 21; Figuras 21 e 22).
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Tabela 21 - Médias + desvios padrao da porcentagem de células viaveis ndo capacitadas, negativas para

Merocianina 540 (Meroc (-), %), em sémen bovino criopreservado utilizando quatro diluidores e trés
tempos de equilibrio.

Tempo de Equilibrio Média por
Variavel Diluidor TO T4 T6 Diluidor
Meroc (-) (%) Gema 4,9 +2,5" 8,9 +3,3" 9,5+4,5" 7,740
LDL 7,8 +2,6" 13,6 + 4,9 14,5+3,9* 12,0+4,9
LDL" €i¢ 6,9 £2,9"" 12,3 +3,7 14,7 +2,8* 113+45
L-CLC 1,0+ 1,2°¢ 1,1 £0,7¢ 1,3 40,8 1,1 £0,9
M;g:sp%w 5,1£3,5 9,0£6,0 10,0 + 6,4

% | etras diferentes, minGsculas na linha e maitsculas na coluna, indicam diferenca significativa pelo teste néo
paramétrico de Wilcoxon (P<0,05).

Células viaveis com membrana plasmatica estavel (%o)
(nao capacitadas)
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Figura 21 — Gréafico da porcentagem de células vidveis com membranas plasmatica estavel
(Meroc (-)), em funcédo do tempo de equilibrio.
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Figura 22 - Grafico de pontos gerado pela analise por citometria de fluxo, em amostras coradas com a associagdo do H33342,
Yo-Pro-1 e Merocianina 540. Comparando os graficos dos trés tempos para o diluidor LDL*C-C é possivel visualizar que nos
tempos T4 e T6 ocorre um aumento significativo das populagdes Meroc (-) e reducgdo da populagéo Yo-Pro (+).
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7 DISCUSSAO

Na literatura, até recentemente, ndo existia
um consenso quanto & necessidade e duracao
do equilibrio na criopreservacdo de sémen e
seus efeitos sobre a viabilidade espermatica
(Gao et al., 1997; Leite et al., 2010). Vérios
estudos (Dhami et al., 1992; Dhami e Sahni,
1993; Foote e Kaproth, 2002; Muifio et al.,
2007; Leite et al., 2010) ainda questionavam
a necessidade de realizar o tempo de
equilibrio e seu beneficio real para
viabilidade espermaética. Além disso, a
duracdo minima do tempo de equilibrio
necessario para se ter bons resultados na
criopreservagdo do sémen permanecia
controversa (Dhami et al., 1992; Dhami e
Sahni, 1993; Leite et al., 2010).

Porém, ainda existe o desejo de se reduzir ou
eliminar essa etapa, acelerando assim o
processo de criopreservagdo, contanto que
isto ndo comprometa a qualidade pos-
descongelamento  dos  espermatozoides
(Dhami et al., 1992;. Dhami e Sahni, 1993;
Leite et al., 2010).

Até recentemente, existiam davidas a
respeito do efeito do tempo de equilibrio
sobre a motilidade esperméatica e a
integridade das membranas. Leite et al.
(2010), utilizando métodos de congelamento
automatizado e métodos de analise de sémen
objetivos e precisos (CASA e citometria de
fluxo), concluiram que o tempo de equilibrio
€ necessario para preservar melhor a
motilidade e a integridade das membranas
dos espermatozoides, e que 4 h de equilibrio
resultou na maior sobrevivéncia
espermatica, independente do diluidor
utilizado. Este resultado coincide com o que
é empregado pelas centrais de 1A (4h de
equilibrio).

Um grande problema na comparagéo entre
trabalhos que utilizam o tempo de equilibrio
é a propria defini¢cdo do tempo de equilibrio.
Alguns autores consideram que 0S processos
de resfriamento e o tempo de equilibrio ndo

sdo necessariamente etapas independentes
do processo de criopreservacdo e por isso
podem ser consideradas como uma Unica
etapa (Salamon e Maxwell, 1995a).

Outros trabalhos consideram o tempo de
equilibrio como o tempo de exposi¢do aos
diluidores que contém glicerol, ou seja, 0
tempo de exposicao e equilibrio do glicerol,
porém os trabalhos de Berndtson e Foote
(1969, 1972a,b) demonstraram que esta
definicdo é errbnea, visto que o glicerol
penetra 0O espermatozoide bovino
rapidamente (5 min.).

Leite et al. (2010) adotaram a definicdo do
tempo de equilibrio como o tempo de
exposicdo do sémen diluido e resfriado a
temperatura de 5°C (ou seja, a partir do
momento que o0 sémen atinge essa
temperatura). A mesma definicdo foi
utilizada no presente experimento.

Atualmente existe uma demanda crescente
para a substituicdo da gema de ovo nos
diluidores de sémen devido ao risco
sanitério envolvido e devido a descoberta de
substancias prejudiciais presentes na gema.
Além disso, estudos demonstram que a
utilizacgdo das lipoproteinas de baixa
densidade  (LDL) purificadas como
substituto da gema pode ser uma excelente
alternativa para a preparacdo de meios
guimicamente  definidos, apresentando
vantagens em relacdo a qualidade e
fertilidade do sémen  criopreservado
(Moussa et al., 2002; Amirat et al., 2004;
Amirat et al., 2005).

Contudo, ndo existem estudos da associacdo
das CLC e da LDL na preparacdo de meios
diluidores, e sobre suas possiveis interacGes
com outros fatores da criopreservagao.
Portanto, o objetivo principal deste estudo
foi avaliar o efeito de diluidores contendo a
associacdo de colesterol (CLC) e LDL na
criopreservacdo do sémen bovino e testar a
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hipétese de que estes diluidores necessitam
de um menor tempo de equilibrio para
preservar a motilidade e a integridade das
membranas espermaticas pos-
descongelamento em relagdo & diluidores
que contém apenas uma dessas substancias.

7.1 Andlise  computadorizada  da
motilidade espermatica

Neste experimento observou-se que 0s
tratamentos que utilizaram tempo de
equilibrio (4 e 6 h) apresentaram maior
motilidade total e progressiva (P<0,05) que
os tratamentos sem tempo de equilibrio (T0),
porém houve diferenca entre 4 e 6h apenas
para a motilidade total. A diferenca entre T6
e TO foi de 17,1% para MOT e de 13% para
PROG, 0 que representa um incremento
percentual de 30% e 28,8%,
respectivamente. Estes resultados
demonstram a necessidade da realizacdo do
tempo de equilibrio para preservar a
motilidade espermatica, independente do
diluidor utilizado.

Estes resultados condizem com varios outros
estudos (Graham et al., 1957; Pickett e
Berndtson, 1978; Berndtson e Foote, 1969,
1972a,b; Dhami et al., 1992; Dhami e Sahni,
1993; Foote e Kaproth, 2002) que
demonstraram que o tempo de equilibrio é
importante para a manutencdo da motilidade
esperméatica. Os resultados do atual
experimento confirmam os resultados de
Leite et al. (2010), que encontraram que 4 h
de equilibrio resulta em maior motilidade do
que o tratamento sem tempo de equilibrio.

Utilizando os diluidores Tris-gema e leite
integral-gema-glicerol, Dhami et al. (1992),
e Dhami e Sahni (1993) relataram que o
resfriamento lento e pelo menos 2 h de
equilibrio a 5°C melhoraram a motilidade
pos-descongelamento (44 vs. 35,5%) e a
fertilidade (57,9 vs. 47.2%, taxa de ndo-
retorno aos 90 dias) em comparagdo com o
tratamento sem tempo de equilibrio. Além
disso, os autores especularam que melhores
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resultados poderiam ser obtidos se maiores
tempos de equilibrio fossem utilizados. Os
resultados obtidos no presente experimento
corroboram com estas afirmacdes.

Na maioria dos estudos que abordam o
tempo de equilibrio, a motilidade pds-
descongelamento (avaliada subjetivamente)
€ 0 Unico método de avaliagdo da
sobrevivéncia espermatica (Berndtson e
Foote, 1969; Pickett e Berndtson, 1978).
Entretanto, a analise visual por microscopia
ndo é um método preciso, ndo é capaz de
prever a fertilidade com precisdo, e produz
apenas avaliagdes superficiais de morfologia
e motilidade dos espermatozoides, enquanto
que a fertilizagdo envolve véarios eventos
morfolégicos e bioguimicos complexos
(Verstegen et al., 2002; Arruda et al., 2007;
Leite et al., 2010).

Varios pesquisadores utilizaram avaliagGes
subjetivas do sémen na tentativa de
estabelecer a duragdo Otima do tempo de
equilibrio.  Entretanto, existem relatos
conflitantes em relacdo a sobrevivéncia e
fertilidade do sémen bovino criopreservado
(Foote and Kaproth, 2002), especialmente
guando se trabalhou com diferentes
diluidores, métodos de envase, e taxas de
resfriamento e congelamento diferentes
(Graham et al., 1957). Por exemplo, Miller e
Vandermark (1954) compararam 2, 6 € 18 h
de equilibrio utilizando citrato-gema e
encontraram que 6h foi suficiente para se
obter uma sobrevivéncia espermatica
aceitavel. Entretanto, O’Dell e Hurst (1956),
utilizando citrato-gema e leite desnatado,
relataram maior recuperacdo espermatica
para 0 h em comparagdo com 18 h.

A motilidade espermatica é uma das
caracteristicas mais importantes associadas
com a capacidade fertilizante do sémen, e ha
muito tempo €é reconhecida como essencial
para 0 transporte espermatico no trato
reprodutivo feminino e para a fertilizagdo
(Januskauskas et al., 1999; Celeghini, 2005).
Entretanto, a avaliagdo subjetiva da



motilidade, que é o pardmetro mais utilizado
para determinar a qualidade do sémen
bovino, ja& foi relatada tanto como
fortemente correlacionada como fracamente
correlacionada & fertilidade (Tartagliore e
Ritta, 2004). Este método é rapido e barato,
porém € subjetivo e impreciso. Uma
avaliacdo mais objetiva e precisa de
motilidade espermatica pode ser obtida
utilizando-se um sistema computadorizado
de analise de sémen (CASA) (Christensen et
al., 2005). A analise computadorizada
fornece célculos mais precisos da velocidade
e da trajetdria de cada célula espermatica, e
algumas das variaveis do CASA tém sido
correlacionados com a fertilidade (MOT, r =
0,58) sendo que combinages de mais
variaveis (2 a 5) do CASA apresentaram
correlagdes mais altas (r = 0,82-0,99) com a
fertilidade, quando foram utilizadas
equacdes de regressdo multipla (Farrel et al.,
1998).

Comparando os resultados do presente
estudo com os dados de Leite et al. (2010),
observa-se que no presente estudo nao
houve interacdo entre os efeitos do tempo de
equilibrio e do diluidor para as motilidade
total e progressiva, enquanto no trabalho de
Leite et al. (2010) observou-se interagcdo
entre estes fatores para ambas motilidades.
O presente estudo também apresentou
diferencas entre os trés tempos estudados
para motilidade total, enquanto Leite et al.
(2010) ndo encontraram diferencas de
motilidade entre 2 e 4 h de equilibrio para
ambas motilidades.

Estas diferencas entre estes estudos
provavelmente estdo relacionadas  as
diferengas de “congelabilidade” do sémen
dos animais, de diluidores utilizados e
diferencas de métodos de coleta do sémen
(vagina artificial x eletroejaculador). No
atual experimento foram utilizados animais
de uma central de IA, portanto animais
previamente selecionados para
congelabilidade e, portanto, uma populacéo
mais homogénea (e de alta congelabilidade).

No experimento de Leite et al. (2010) foram
utilizados animais de congelabilidade
desconhecida e  provavelmente uma
populacdo mais heterogénea. Esta diferenca
entre populagOes pode ser verificada pelo
CV (coeficiente de variacdo) experimental.
No experimento de Leite et al. (2010) o CV
foi > 30%, enquanto no atual experimento 0
CV foi < 15%, para a maioria das varidveis
avaliadas, o que indica uma maior precisdo
do atual experimento e, portanto, redugédo do
erro experimental.

Um aspecto que dificulta a comparagdo com
trabalhos anteriores é que muitos trabalhos
utilizam taxa de  resfriamento e
congelamento empiricas (ndo controladas), e
método de  congelamento  artesanal
utilizando vapor de nitrogénio. Isto néo
invalida os experimentos, mas 0s torna
menos precisos e sujeitos a variagOes
externas. Em relacdo a isto, um importante
aspecto do presente estudo e de Leite et al.
(2010) foi a utilizagdo de sistemas de
congelamento  automatizado, o0  que
proporcionou curvas de resfriamento e
congelamento altamente controladas. Além
disso, a utilizagcdo de sistema
computadorizado de avaliagdo da motilidade
(CASA) e da citometria de fluxo para
avaliagdo da motilidade e integridade das
membranas (respectivamente), facilitando a
comparagdo entre os tempos de equilibrio
com maior precisdo que 0s estudos
anteriores. A utilizacdo destes métodos e
equipamentos  permitiu  minimizar ou
eliminar a subjetividade das anlises e 0s
fatores de confundimento que
provavelmente  contribuiram  para  as
incertezas geradas nos estudos anteriores,
em relagdo aos efeitos do tempo de
equilibrio sobre a sobrevivéncia espermatica
No processo de criopreservacao.

Os resultados de motilidade total e
progressiva do atual experimento confirmam
a suposicdo levantada por Leite (2008) e
Leite et al. (2010) de que resultados
satisfatorios de motilidade total (> 30%,
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segundo CBRA, 1998) e progressiva podem
ser obtidos sem a utilizagdo do tempo de
equilibrio, quando sdo utilizados animais de
alta congelabilidade. Porém, resultados
superiores sdo obtidos quando se realiza o
tempo de equilibrio no processo de
criopreservacdo do sémen. Por exemplo, no
presente experimento foram obtidos valores
médios de MOT de 56,6% para 0s
tratamentos sem equilibrio e 73,7% quando
foram utilizadas 6h de equilibrio.

Em relagdo ao efeito do diluidor no atual
experimento, os resultados de motilidade
total e progressiva indicam melhor efeito
crioprotetor do meio LDL (8%) em relacéo
aos demais diluidores. Estes resultados
corroboram com varios estudos (Moussa et
al., 2002; Amirat, 2004; Amirat, 2005; Vera-
Munoz et al., 2009) que demonstraram que a
utilizagdo do LDL em substituicdo a gema
de ovo na composicdo de diluidores
apresenta vantagens em relacdo a motilidade
po6s-descongelamento.

Moussa et al (2002) testaram varias
concentragbes de LDL e observaram
maiores valores de MOT (57,3% vs 27%),
VSL e LIN para o diluidor a base de LDL
(8%) em relacdo ao diluidor a base de Gema
(Triladyl®). O diluidor a base de LDL
apresentou maior motilidade total em
relagéo ao diluidor a base de lecitina de soja
(Biociphos®). A concentracdo de 8% de
LDL apresentou os melhores resultados.
Estes resultados observados por estes
autores (em relacdo a MOT e a VSL) séo
similares aos observados no atual
experimento.

Amirat et al. (2004) compararam um
diluidor contendo LDL e outro comercial
Optidyl® (20% de gema), e observaram que
a motilidade espermatica pos-
descongelamento  foi  significativamente
maior para o diluidor com LDL do que
utilizando o Optidyl®(54.4% vs 30.2%).
Conclui-se que o LDL pode ser uma 6tima
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alternativa para meios
definidos.

guimicamente

Porém os resultados do atual experimento
diferem da maioria dos trabalhos que
utilizam CLC na criopreservagdo do sémen
(Purdy e Graham, 2004a,b; Mocé e Graham,
2006; Amorim et al., 2009). Os resultados
demonstraram uma maior motilidade total
(uma diferenca de 4%, P<0,05) para o
diluidor LDL do que para a associagdo
LDL*°, porém na literatura, a maioria dos
trabalhos relata maior motilidade para o
sémen tratado com CLC em relagdo ao
sémen controle. No atual experimento, ndo
houve diferenca entre os diluidores LDL e
LDL™C em relachio a motilidade
progressiva (PROG). Além disso, o diluidor
L-CLC (diluidor com baixa concentragéo de
LDL e inclusdo de CLC) apresentou a menor
motilidade total. As razbes para estas
diferencas seréo discutidas mais adiante.

Em relacdo aos outros pardmetros de
motilidade espermatica avaliados pelo
CASA, no presente experimento, o tempo de
equilibrio nao apresentou efeitos
significativos (P>0,05) sobre as velocidades
espermaticas (VAP, VSL e VCL), porém
houve efeito significativo do diluidor. O
diluidor LDL apresentou os maiores valores
de VAP e VCL e os diluidores Gema e
LDL**® os menores valores. Porém, para
VSL observou-se que no tempo TO o
diluidor L-CLC apresentou 0s maiores
valores, e nos tempos T4 e T6 ele nédo
diferiu do diluidor LDL, e estes diluidores
apresentaram os maiores valores de VSL. Os
menores valores de VSL foram observados
para o diluidor Gema. O diluidor LDL*¢
apresentou valores intermediarios. O alto
valor de VCL (>180) para o diluidor LDL
indica movimento circular e uma alta
proporcao de células hiperativas (0 que nao
é desejavel) que foi comprovado pela
variavel Hiper (%) que apresentou 23% de
células hiperativas.



No presente experimento, em relacdo as
demais caracteristicas do movimento
espermatico (ALH, STR, LIN, Rapid (%) e
Hiper (%)) ndo foram verificadas interacGes
entre diluidor e tempo de equilibrio, porém
houve efeitos isolados desses fatores. Para
BCF observou-se interacdo significativa
entre os fatores.

Estes resultados diferem dos resultados de
Leite et al. (2010) que ndo verificou efeito
significativo do tempo de equilibrio sobre a
maioria das caracteristicas do movimento
espermatico (VAP, VSL, VCL, ALH, BCF,
LIN), porém observaram efeito do tempo de
equilibrio na motilidade total e progressiva
do sémen. Essa diferenca pode ser devida
provavelmente ao maior controle do erro
experimental no presente experimento, uma
vez que foi utilizado um grupo mais
homogéneo de animais, 0 que permitiu
detectar pequenas diferencas para essas
variaveis. Outra provavel causa dessa
diferenca € a utilizacdo de diluidores e
métodos de coleta diferentes nos dois
experimentos.

Segundo Arruda (2000) ha fortes evidéncias
de que para a motilidade progressiva, VAP,
VSL, VCL, BCF, STR, LIN e porcentagem
de células réapidas, quanto maior for o valor
numérico obtido, melhor deverad ser a
qualidade espermaética para cada uma destas
caracteristicas estudadas.

Em relacdo ao efeito do tempo de equilibrio
para ALH, STR e LIN, no presente
experimento  observou-se que  houve
diferenca entre os tratamentos com tempo de
equilibrio (T4 e T6) e aqueles sem tempo de
equilibrio (TO). Para o ALH, observou-se
um pequeno aumento (0,3) e para 0 STR e
LIN uma pequena reducdo (1,5% e 1,4%,
respectivamente) para 0s tratamentos com
tempo de equilibrio, porém ndo se sabe qual
a relevancia dessas pequenas diferencgas para
a qualidade espermatica e fertilidade.

Quanto ao efeito do diluidor para estas
variaveis, observou-se que o diluidor LDL
apresentou maior ALH que os diluidores
Gema e LDL*® porém ndo diferiu do
diluidor L-CLC. Em geral, maior valor
numérico de ALH ndo é desejavel, pois se
traduz em pior qualidade espermatica, e
pode interferir com a progressdo da célula,
como demonstrado por Arruda et al. (2003).
Porém, este wvalor foi determinado
matematicamente e ainda ndo foram
estabelecidos limites maximos e minimos
para dizer o quanto de deslocamento da
cabeca poderia interferir na motilidade
progressiva Ou mesmo no processo de
fertilizacdo do odcito (Celeghini et al., 2008;
Leite et al., 2010).

Quanto ao STR e a LIN, o diluidor LDL
apresentou 0s menores valores. Os
diluidores com CLC (LDL*¢ e L-CLC)
apresentaram 0s maiores valores para estas
caracteristicas. Estes resultados indicam
melhores caracteristicas do movimento
espermatica para os diluidores que tiveram
inclusdo de CLC. Estes resultados foram
aparentemente contraditérios uma vez que
indicam  melhores  caracteristicas  do
movimento espermatico para os diluidores
gue apresentaram menor motilidade total do
que o LDL. Uma possivel explicagdo é que a
adicio de CLC leva a eliminagcdo de
espermatozoides que ja apresentavam
movimento circular (hiperativas) ou de
células em apoptose (moribundas) antes da
criopreservacao.

Em relacdo a frequéncia de batimentos
flagelares (BCF), com excecéo do diluidor
Gema, para 0s demais diluidores
observaram-se  menores  valores  dos
tratamentos com equilibrio (T4 e T6) em
relacdo aos tratamentos sem equilibrio (TO),
isto indica que a ndo utilizacdo do tempo de
equilibrio estimula os batimentos flagelares.
Ao se compar os diluidores observa-se a
seguinte ordem de valores: L-CLC >
LDL*® > LDL > Gema. Os resultados
indicam maiores valores de BCF para os
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tratamentos com inclusdo de CLC. Isto
sugere que os diluidores com pré-tratamento
com CLC preservam melhor as estruturas
flagelares ou que o CLC influencia na
producdo de ATP e consequentemente
estimula a frequéncia de batimentos.

Uma possivel explicacdo para resultados
positivos da adicdo de CLC sobre a BCF foi
fornecida pelo experimento de Purdy e
Graham (2004a). Estes pesquisadores,
utilizando CLC com colesterol marcado por
fluorescéncia, observaram que apesar de
todas as células incorporarem a mesma
guantidade de colesterol, diferentes
guantidades de colesterol sdo incorporadas
aos  diferentes ~ compartimentos  de
membrana. Isto sugere que uma parte da
crioprotegdo fornecida ao espermatozoide e
a motilidade espermaética pelo tratamento
com CLC pode ser devida a maior
incorporacdo de colesterol as membranas
mitocondriais, 0 que estimularia a producéo
de ATP e 0 aumento da BCF.

No geral, observou-se que a adicdo de CLC
ao diluidor LDL levou a reducdo da
motilidade total e dos valores da VAP, VSL,
VCL, ALH, e aumento da BCF, STR, LIN.
Além disso, provocou uma reducdo nas
porcentagens de células rapidas e de células
hiperativas.

Os trabalhos que relatam os beneficios da
utilizacdo do CLC na criopreservacao e que
avaliaram a motilidade por sistema
computadorizado (CASA) (Purdy e Graham,
2004a; Mocé e Graham, 2006; Amorim,
2009) néo descrevem os efeitos do CLC para
as demais caracteristicas do movimento
espermatico, 0 que impossibilita a
comparagdo dos resultados do presente
experimento. Outro problema na
comparagdo com trabalhos anteriores que
utilizaram CLC na criopreservagdo de sémen
com o presente experimento é o fato de as
taxas de resfriamento e congelamento da
grande maioria desses experimentos nao
serem descritas ou foram realizadas por
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métodos empiricos (ndo controladas), e a
criopreservacdo realizada com métodos
artesanais utilizando vapor de nitrogénio. A
grande maioria dos trabalhos com CLC
descreve apenas o resfriamento lento até 5°C
durante um periodo de 2h, e um tempo de
equilibrio de apenas 15 minutos. Ndo ha
descrigdo de curvas precisas ou métodos de
controle da temperatura e as curvas de
congelamento sdo baseadas na distancia do
suporte de palhetas em relagdo a superficie
do nitrogénio liquido.

Em relagdo & porcentagem de células répidas
(Rapid; %) observou-se que com o aumento
do tempo de equilibrio houve um aumento
da proporcdo de células rapidas, e houve
diferenca entre os trés tempos, sendo que a
maior propor¢do de células rapidas foi
observada em T6 e a menor nos tratamentos
sem equilibrio (T0). Em relacdo aos
diluidores o LDL apresentou 0s maiores
valores e o0 L-CLC 0s menores,
estabelecendo a seguinte ordem: LDL >
LDL** > Gema > L-CLC. O diluidor LDL
apresentou uma diferenca de 13% em
relacdo a Gema.

Amirat-Briand et al. (2010), comparando um
diluidor a base de LDL e um diluidor
comercial a base de Tris-gema (Triladyl®),
observaram uma maior motilidade total para
0 LDL (58,3% vs. 46%), e uma motilidade
progressiva 2x superior para o diluidor LDL
(34,7% vs. 16,0%), além disso, uma
porcentagem de células rapidas de 45,3%
para o LDL e de 27% para o diluidor Gema.
Os resultados deste experimento foram
comparaveis aos do presente experimento.

Em relacdo a porcentagem de células
hiperativas (Hiper; %) os resultados
demonstram um pequeno, porém
significativo (P<0,05), aumento quando se
utilizou o tempo de equilibrio em relacéo ao
controle (T0). O tratamento com o diluidor
LDL apresentou a maior porcentagem de
células hiperativas e diferiu dos demais
diluidores. A exata causa desta diferenca



entre os diluidores ndo é conhecida, porém,
supde-se que isto foi devido a melhor
capacidade crioprotetora do LDL, que
permitiu a sobrevivéncia de células
hiperativadas (células teoricamente mais
susceptiveis aos danos da criopreservagéo).

Estes resultados diferem dos resultados de
Amirat-Briant et al. (2010), que observaram
menor proporcdo de células hiperativas para
o diluidor a base de LDL (5,3% vs 6,3%) em
relagio ao diluidor Tris-gema. Esta
diferenca entre estes estudos talvez se deva a
diferenca de padrdes utilizados para a
deteccdo da hipermotilidade, porém no
estudo anterior ndo foi divulgado o padréo
utilizado.

Ao comparar 0 meio LDL com o meio
LDL**® quanto & porcentagem de células
hiperativas, observou-se que quando se
realizou o pré-tratamento com CLC ocorreu
uma reducdo significativa (10%) da
proporcdo de células hiperativas. As causas
dessa reducdo parecem estar ligadas a acéo
“decapacitante” do colesterol (CLC). Os
processos de congelacdo e descongelacdo
induzem a mudangas semelhantes a
capacitacdo (criocapacitacdo), e 0s danos
associados & criocapacitagdo  parecem
suficientes para facilitar e/ou provocar uma
capacitacdo  funcional. Dentre  essas
mudancas estdo o aumento das células
hiperativas (Cormier e Bailey, 2003;
Zaffalon, 2009). Estudos demonstram que a
capacitacdo espermatica pode ser inibida e
que 0s espermatozoides podem ser até
mesmo decapacitados pela adicdo de
lipossomos contendo colesterol, uma vez
que estes impedem a perda de colesterol da
membrana (Purdy e Graham, 2004b). Em
espermatozoides humanos, foi demonstrado
gue o excesso de colesterol prejudica a
aquisicdo da hipermotilidade (Buffone et al.,
2009).

Outra hipétese levantada para explicar esta
diferenca é a melhor atividade crioprotetora
do LDL, que permitiu a sobrevivéncia de

células hiperativadas que estavam presentes
no sémen in natura. Andrade (2009)
demonstrou  que 0  processo  de
criopreservacdo lesa em maior intensidade
as categorias de células que estdo
capacitadas, hiperativadas ou com o
acrossoma reagido, mostrando deste modo
que a criopreservagdo tem um efeito
seletivo. A criopreservagédo seleciona certas
populacdes, levando deste modo, o sémen
descongelado a possuir uma popula¢do mais
homogenia. Andrade (2009), no sémen
equino, verificou uma reducdo de 71% na
populacdo de células hiperativas apés a
criopreservacgdo (14,9% vs. 4,3%).

7.2 Analises por citometria de fluxo

7.2.1 Integridade das membranas
plasmatica e acrossomal

No presente trabalho observou-se um efeito
benéfico do tempo de equilibrio para a
manutencdo da integridade da membrana
plasmatica e acrossomal. Em relacdo a
porcentagem de espermatozoides com
acrossoma e membrana plasmatica intacta
(AIMPI), observou-se a existéncia de uma
interacdo (P<0,05) entre tempo de equilibrio
e o diluidor. A ndo realizacdo do tempo de
equilibrio (TO) foi prejudicial para a
integridade das membranas, e impediu a
manifestacdo maxima do efeito crioprotetor
dos diluidores, uma vez que apresentou a
menor proporcdo de células AIMPI. Um
achado importante foi que no tempo TO o
diluidor LDL apresentou a maior proporcéo
de AIMPI, diferindo dos demais diluidores,
0 que indica uma maior capacidade
crioprotetora do LDL a 8%.

Observou-se que o tempo de equilibrio é
necessario para todos os diluidores. Porém,
para os diluidores Gema e LDL houve
diferencas  pequenas  (4,2%), porém
significativas, entre os tempo de equilibrio
de 4h e 6h. Para estes diluidores houve um
aumento progressivo da motilidade de TO a
T6, ou seja, os trés tempos de equilibrio
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foram diferentes. Porém, para os diluidores
LDL**¢ e L-CLC o aumento de 4 para 6h
de equilibrio ndo resultou em aumento de
integridade das membranas. O diluidor LDL
(8%) apresentou o melhor efeito
crioprotetor, pois apresentou a maior
integridade das duas membranas em todos
os tempos, apesar de ndo diferir de LDL*"*°
no tempo T4. O tratamento LDL com 6h
apresentou a maior porcentagem de células
com ambas membranas intactas (o resultado
mais desejavel).

Comparando os tempos de equilibrio TO e
T6 para os diferentes diluidores, observamos
que para o diluidor Gema houve uma
diferenca de 17% na porcentagem de células
AIMPI (o que representa um incremento de
91,4%), para o LDL 18,2% (aumento de
71,4%), para o LDL*°*C 16,8% (aumento de
79,2%), para 0 L-CLC 12% (aumento de
63,5%).

Os resultados do presente experimento
corroboram com os achados de Leite et al.
(2010) que concluiram que o tempo de
equilibrio é necessario para a preservagdo da
integridade das membranas e que 4 h de
equilibrio é um tempo adequado para se
obter uma alta sobrevivéncia espermatica,
independente do diluidor utilizado. Porém,
0s resultados do atual experimento sugerem
que, dependendo do diluidor utilizado, um
maior tempo de equilibrio (6h) pode trazer
algum beneficio.

A maioria dos protocolos de criopreservacdo
de sémen bovino estabelece um tempo de
equilibrio de 3-4 h, assim, o sémen deve ser
congelado no mesmo dia da coleta. (Muifio
et al., 2007). Algumas recomendacfes do
uso de tempo de equilibrio foram baseadas
em testes de fertilidade, como por exemplo,
em uma extensiva revisdo de literatura de
Pickett and Berndtson (1978). No entanto,
0os dados de fertilidade apresentados na
maioria das publicacbes tém limitacOes
graves, quando utilizados para validar um
método diagndstico. O teste de fertilidade
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ideal deveria ser realizado “nos limites da
curva de dose-resposta”, uma vez que o
efeito de uma caracteristica (ou defeito)
espermatica  compensavel  pode  ser
mascarado pelo uso de um grande ndmero
de espermatozoides por dose inseminante
(Amann e Hammerstedt, 2002). Um teste de
fertilidade a campo de grande escala,
utilizando baixas doses inseminante, é um
método muito laborioso e caro para se testar
novos diluidores. Uma abordagem mais
simples seria a utilizagdo da citometria de
fluxo para avaliar o efeito dos diluidores
guanto a viabilidade e longevidade
espermaticas pos-descongelamento para um
grande nimero de touros e ejaculados; Se o0s
resultados iniciais forem encorajadores,
entdo um estudo de fertilidade a campo pode
ser realizado posteriormente. A citometria
de fluxo permite a analise de milhares de
espermatozoides por amostra, com uma
precisdo muito maior do que é possivel se
obter com a avaliagdo subjetiva da
motilidade por microscopia ou mesmo
através do uso de sistemas
computadorizados CASA (Christensen et al,
2005; Muifo et al, 2007; Leite et al., 2010).

O tempo de equilibrio de 4 h geralmente
utilizado pelas centrais de IA, é um intervalo
de tempo conveniente para que grandes
volumes de sémen diluido possam ser
envasados e preparados para congelacdo
(Leite et al.,, 2010). No entanto, alguns
estudos indicam que a incubacdo do sémen
“overnight” (até 18 h) antes do
congelamento resulta em um aumento da
fertilidade (Pickett e Berndtson, 1978; Foote
e Kaproth, 2002). Um exemplo é o estudo de
Graham et al. (1957) que, utilizando cerca
de 1000 inseminagfes por tratamento,
relataram taxas de ndo-retorno aos 75d de
63,4; 65,2 e 67,8%, respectivamente, para 4,
8 e 12 h de equilibrio, porém houve
diferenca significativa apenas entre 4 e 12h,
sugerindo que mais de 4h de equilibrio foi
benéfico para a fertilidade do sémen. Os
resultados do atual experimento ddo suporte
a esta observacdo, porém ndo podemos



concluir sobre tempos superiores a 6h.
Novos estudos, utilizando tempos de
equilibrio mais longos, sdo necessarios para
esclarecer se tempos de equilibrio superiores
a 6 h sdo benéficos.

Quanto a populacdo de células com
membrana  plasmatica intacta (MPI),
observamos exatamente 0 mesmo padréo da
AIMPI, valores muito proximos, e
correlagdo alta e positiva entre estes valores,
indicando que a grande maioria (quase
totalidade) das células que apresentaram
membrana plasmatica intacta, também
apresentam acrossomo intacto.

Quanto a integridade da membrana
acrossomica, o0s resultados do atual
experimento apresentam indicios de uma
maior capacidade crioprotetora do diluidor
LDL**C, porém este diluidor ndo diferiu
dos diluidores Gema e LDL, diferindo
apenas do diluidor L-CLC. Esta diferenga
provavelmente é devida a concentracdo
muito baixa de LDL neste Gltimo diluidor
(L-CLC) o que comprometeu a integridade
acrossdmica. Os tratamentos com tempo de
equilibrio apresentaram melhor atividade
crioprotetora do acrossomo, em relagdo aos
tratamentos sem tempo de equilibrio,
independentemente do diluidor utilizado.

Os resultados do presente experimento
corroboram com varios estudos que indicam
que o0 uso do LDL, na composicdo de
diluidores, apresenta vantagens em relacéo a
outros diluidores para a integridade das
membranas na espécie bovina (Amirat et al.,
2005; Vera-Munoz, 2009) e outras espécie
(Benchariff, 2008; Moustacas, 2011).

Amirat et al. (2005) compararam 0s
diluidores  Triladyl® (Gema), LDL e
Biociphos® (lecitina de soja) em diferentes
etapas do processo de criopreservacao.
Utilizando microscopia eletronica,
observaram que apos 4 h de incubagéo a 4°C
no diludor Triladyl® apenas 11,6% das
células estavam intactas enquanto que para o

LDL e o Biociphos® 89,7% e 46,9% das
células estavam intactas.

Vera-Munoz et al. (2009) estudaram o0s
efeitos da alta diluicdo sobre a integridade
da membrana plasmatica, utilizando 2 horas
de equilibrio, dois diluidores comerciais e
um diluidor a base de LDL. Para cada
diluidor foram testadas trés diluigcdes
diferentes 120x10°, 60x10° e 20x10°
sptzs/mL. Os resultados permitiram concluir
que as altas diluices diminuem a
sobrevivéncia dos espermatozoides pds-
criopreservacgdo nos trés diluidores testados.
No entanto, o diluidor com 8% de LDL
ofereceu uma melhor prote¢do do que o
Triladyl® e o Bioxcell®. O diluidor 8%
LDL apresentou 52,6%; 41,4% e 30,3% de
integridade da membrana plasmatica para as
trés diluicBes, respectivamente. No presente
estudo, utilizando 6h de equilibrio, obtive-se
43,7% de células integras para o diluidor
LDL, utilizando uma concentracdo de 30x10°
sptzs/mL. Estes resultados foram semelhantes
aos do estudo de Vera-Munoz et al. (2009).

Porém em relacdo a acdo da CLC sobre a
integridade das membranas espermaticas e a
motilidade pos-descongelamento, 0S
resultados do presente estudo diferem da
maioria dos estudos que utilizaram as CLC
na criopreservacdo do sémen (Purdy e
Graham, 2004a,b; Mocé e Graham, 2006;
Amorim et al., 2009; Oliveira et al., 2010).
A maioria destes estudos relata que a
utilizacdo do pré-tratamento com CLC
resulta em maior porcentagem de células
integras do que o diluidor controle. Porém,
esses estudos anteriores foram realizados
com diluidores a base de gema de ovo. Nao
existem relatos do uso do uso de CLC em
diluidores a base de LDL.

No presente trabalho observou-se que nos
tempos TO e T6 o diluidor LDL*
apresentou menor porcentagem de células
com membranas integras do que o diluidor
LDL, indicando que o pré-tratamento com
CLC, antes da inclusdo do diluidor LDL,
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teve um efeito prejudicial para a
sobrevivéncia espermatica nesses dois
tempos. A causa exata deste efeito
prejudicial ndo foi possivel estabelecer no
presente experimento, porém, baseado nos
resultados encontrados algumas hipdteses
foram levantadas. O grafico da Figura 21
permite compreender melhor os fatores
envolvidos nessa resposta.

Observa-se que quando se utiliza a
concentracdo ideal de LDL (8%) e 6h de
equilibrio, o tratamento prévio com CLC
ndo apresentou efeito benéfico, e sim
reduziu a integridade da membrana
plasméatica e acrossomal, o que resultou
numa diferenga de 5,7% na integridade das
duas membranas (em relacdo ao diluidor
LDL sem CLC).

Uma das hip6teses levantadas para explicar
esse efeito prejudicial do CLC foi que, no
sémen de touros de alta congelabilidade um
aumento excessivo da concentracdo de
colesterol na membrana pode ser prejudicial
por tornar a membrana mais fragil (uma vez
gue aumenta a rigidez da membrana na
temperatura de 37°C) ap6s 0 processo de
criopreservacdo  (ou  seja, no  pos-
descongelamento). O wuso das CLC
provavelmente é benéfico para o sémen de
touros de baixa congelabilidade, porém pode
ser prejudicial (dependendo da dose) ao
sémen de alta congelabilidade (como foi o
caso dos touros deste experimento).

Outra hipétese é que o tratamento prévio do
sémen com CLC estabiliza a membrana e
reduz a taxa de aquisicdo de fosfolipidios
protetores do LDL purificado e, assim,
impede a acdo maxima do efeito protetor do
LDL na criopreservacao.

Uma informacdo importante foi obtida em
um teste preliminar ao atual experimento
(Leite et al, 2011, resultados néo
publicados). Em um teste & campo, com um
nimero reduzido de animais (n=3),
comparou-se um diluidor a base de Tris, sem
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nenhuma fonte de lipoproteina (com 7% de
glicerol), ao qual foi adicionado CLC, com
dois diluidores, um a base de gema e outro a
base de LDL (8%). O sémen criopreservado
com meio que continha apenas CLC (sem
lipoproteinas) nao teve atividade
crioprotetora, (100% dos espermatozoides
po6s-descongelamento encontravam-se
imdveis, avaliados visualmente), enquanto o
sémen criopreservado com os diluidores a
base de Gema e LDL apresentaram 30% e
40% de motilidade, respectivamente. Devido
a estes resultados preliminares, durante o
planejamento experimental optou-se por
substituir este diluidor pelo L-CLC, um
diluidor que possui apenas 0,8% de LDL
(concentragdo 10x menor do que a
concentracdo ideal), o que permitiria dessa
forma minimizar a0 maximo o efeito
crioprotetor do LDL e assim permitir
verificar o possivel efeito protetor da CLC.

No presente experimento, quando se utilizou
0 pré-tratamento com CLC (dose de 1,5 mg
de CLC/ 120 x 10° sptz) e uma concentracio
de LDL 10x menor que a concentragéo ideal
(8% estipulada pelo trabalho de Moussa et
al., 2002) o sémen apresentou porcentagens
de motilidade e integridade de membrana
acima do esperado.

Comparando o0s resultados do atual
experimento com os de Moussa et al. (2002),
estes pesquisadores ao reduzirem a
concentracdo de LDL de 10% para 2,5%,
(reducdo de 4x) utilizando 2 h de equilibrio,
observaram uma queda da motilidade total
de aproximadamente 50%. No presente
experimento, quando se reduziu a
concentracdo de LDL de 8% para 0,8%
(10x), no diluidor L-CLC, nos tratamentos
sem tempo de equilibrio, observou-se uma
menor queda de motilidade em relagdo ao
diluidor LDL (8%) do que a observada por
Moussa et al. (2002).

Para este diluidor (L-CLC) em TO observou-
se uma reducéo percentual de apenas 32 %
na motilidade total e uma reducdo de 26%



para porcentagem de células com
membranas plasmatica e acrossomal intactas
(AIMPI), quando comparado com o diluidor
LDL (8%). Isto é um indicativo que o CLC
apresentou uma atividade crioprotetora,
quando associado a niveis muito baixos
(subdtimos) de LDL, porém esta
crioprotecdo foi inferior a dos demais
tratamentos (Gema, LDL e LDL*).
Provavelmente este nivel de crioprotecdo
observado ndo se deve apenas a baixa
concentragdo de LDL (0,8%) e sim a
associacdo do efeito crioprotetor fornecido
pelo pré-tratamento com CLC. Por isso,
concluimos que o CLC pode ser utilizado
apenas como um aditivo e ndo como o Unico
crioprotetor.

Levantou-se a hipétese de que, para
concentragbes de LDL inferiores a
concentragcdo Otima de 8%, a utilizacdo da
CLC é benéfica para o sémen. E possivel
que exista uma interagdo entre os niveis de
LDL e os niveis da CLC, porém para se
estabelecer a concentracdo ideal dessas
substancias, sdo  necessarias  novas
pesquisas.

E possivel que o LDL sozinho, com 6h de
equilibrio, forneca a proporgdo correta de
colesterol e fosfolipidios necessarios para
atingir uma taxa de sobrevivéncia
espermatica Otima, e que a adicdo de
colesterol através da CLC interfira na agdo
protetora do LDL, impedindo a adicdo de
fosfolipidios @ membrana, em uma taxa
Otima.

No atual experimento, em relacdo ao tempo
de equilibrio, observou-se que entre 4h e 6h
de equilibrio parece ocorrer uma tendéncia a
estabilizacdo na taxa de sobrevivéncia
espermatica, esta € muito mais evidente para
os diluidores com CLC. Isto sugere que a
partir deste ponto ocorre uma estabilizacdo
da porcentagem de células vivas,
provavelmente relacionada com a
estabilizacdo da membrana. A membrana
estabilizada com CLC provavelmente néo

permita mais a adicdo de fosfolipidios
advindos das moléculas de LDL do diluidor.

Um novo mecanismo de protecdo do
espermatozoide pelo LDL da gema de ovo
foi proposto recentemente por Manjunath et
al. (2002) e por Bergeron et al. (2004).
Estes estudos demonstraram que o LDL da
gema de ovo nos diluidores protege o0s
espermatozoides de duas formas. Primeiro, a
associacdo do LDL com as BSP’s protege o
espermatozoide por evitar que essas
proteinas do plasma seminal se liguem ao
espermatozoide a causem danos a membrana
pela remocdo de lipidios (colesterol e
fosfatidilcolina). Segundo, os lipidios da
fracdo de lipoproteina de baixa densidade ou
a molécula inteira de LDL se associariam a
membrana, preservando a integridade da
membrana plasmatica durante a preservacéo
do sémen. Bergeron et al. (2004)
observaram que quando 0s espermatozoides
foram incubados com diluidores a base de
gema de ovo ou LDL houve uma reducdo da
associagdo das proteinas BSP’s a superficie
dos espermatozoides, associado a um ganho
gradual de colesterol e fosfolipidios pela
membrana esperméatica. Apds 8h de
incubacdo a 4°C este ganho atingiu um platé
(estabilizando-se). Uma vez que esses
mecanismos de acdo do LDL sdo tempo e
concentracdo-dependentes e influenciados
pela temperatura, isto poderia explicar
porque os diluidores a base de LDL ou
Gema requerem um intervalo de equilibrio
adequado para manifestar a sua acdo
crioprotetora maxima.

No presente experimento, considerando o
periodo de resfriamento (1h e 15min) e as 6h
de equilibrio em T6, nos aproximamos do
tempo de 8h sugerido por Bergeron et al.
(2004) em que ocorreria este plato.

Portanto, parece que a proporgdo entre
colesterol e fosfolipidios € a chave para
compreensdo da acdo das CLCs no processo
de criopreservacdo, e um futuro estudo da
composicdo lipidica das membranas do
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espermatozoide apos a criopreservacdo pode
esclarecer os resultados encontrados neste
experimento.

Entretanto, permanece uma ddvida: porque
em estudos anteriores a adi¢do de CLC ao
sémen foi benéfica? Em estudos anteriores
(Purdy e Graham, 2004a,b; Mocé e Graham,
2006; Amorim et al., 2009; Oliveira et al,
2010) foram utilizados diluidores a base de
gema de ovo em concentragfes de 20% ou
mesmo em concentragdes menores como
10% (Amorim et al., 2009) e 2,5% (Purdy e
Graham, 2004b). Segundo Moussa et
al.(2002) 20% de gema apresenta cerca de
6-7% de LDL (inferior a concentragio
6tima), e concentragdes inferiores de Gema
reduzem a concentragdo de LDL no diluidor
para niveis abaixo da concentragdo 6tima de
8% de LDL, o que permitiria uma acgao
sinérgica benéfica do CLC.

Deve-se lembrar também que a gema de ovo
na verdade é uma mistura de varias
substancias, com componentes que S&o
benéficos (LDL) e outros que sdo
prejudiciais ao processo de criopreservagao.
Um desses componentes prejudiciais sdo as
lipoproteinas de alta densidade (HDL) e,
como demonstrado por Pace e Graham
(1974), o HDL é considerado tdxico para o
espermatozoide. O HDL, assim como a
heparina, induz a capacitacdo ao se ligar a
moléculas de colesterol, causando seu efluxo
da membrana espermatica (Thérien et al.,
1998; Manjunath e Thérien, 2002). Portanto
a inclusdo do colesterol através do uso das
CLC pode compensar este efeito lesivo do
HDL da gema de ovo, sendo uma explicacdo
plausivel para este possivel efeito diferencial
do CLC em relacdo & Gema e ao LDL
purificado.

Alguns estudos demonstraram que o0
contetdo elevado de colesterol pode ser
prejudicial ao espermatozoide. Parks et al.
(1981) avaliaram o efeito da adicdo de
lipossomos ao sémen e concluiram que 0s
lipossomos de fosfatidilcolina da gema
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protegem os espermatozoides do cold-shock,
durante o resfriamento e armazenamento a
4°C, porém a adicdo de colesterol aos
lipossomos reduziu a efetividade da protecéo
fornecida por estes.

Uma alta concentracdo de colesterol parece
contribuir para a infertilidade do sémen de
humanos e garanhdes (Sugkraroek et
al.,1991; Brinsko et al., 2005), por induzir
um estado de decapacitacdo, inibindo a
reacdo acrossomica. H& evidéncias de que a
capacidade fecundante do espermatozoide é
influenciada pela relacdo
colesterol/fosfolipidios na membrana
plasméatica da célula espermatica e que a
fusdo da membrana é inibida pelo colesterol
(Cross, 1998). Em contraste com a evidéncia
no garanhdo, a adicdo de colesterol no
sémen bovino ndo afetou significativamente
a fertilidade in vivo ou in vitro (Purdy e
Graham, 2004b).

7.2.2 Peroxidagdo das membranas
espermaticas pos-descongelamento

Os resultados das andlises de peroxidagdo
lipidica demonstraram que o Unico efeito
significativo foi o de diluidor. Os tempos de
equilibrio ndo diferiram quanto a
peroxidacdo lipidica. O diluidor L-CLC,
com baixa concentracdo de LDL (0,8%),
apresentou a maior peroxidacao lipidica das
membranas de espermatozoides viaveis
(MPI), indicando que a protecdo contra
danos pela formagdo de EROs durante o
congelamento foi muito baixa para este
diluidor. O diluidor que apresentou a menor
peroxidacdo lipidica das membranas foi o
diluidor Gema. Comparando o L-CLC com
o0 diluidor Gema observou-se um aumento
de 66% na intensidade de peroxidacdo das
membranas, esta observacdo é plausivel,
uma vez que este diluidor apresentou a
menor taxa de integridade de membranas.
Os tratamentos com LDL e LDL*“*° nio
diferiram entre si, porém apresentaram
maior peroxidacdo das membranas do que os



tratamentos que utilizaram os diluidores a
base de Gema (um aumento de 21,5%).

Os resultados para os diluidores a base de
LDL (8%) sdo aparentemente contraditorios,
pois indicam maior peroxidacdo para 0S
diluidores que apresentaram maior taxa de
sobrevivéncia (em relagdo a motilidade e
integridade das membranas) quando
comparados aos diluidores a base de Gema.
Néo foi possivel determinar no presente
experimento as causas exatas dessa maior
peroxidacéo lipidica para o LDL. N&o foram
encontrados na literatura trabalhos sobre a
peroxidacdo lipidica de espermatozoides
criopreservados com meios a base de LDL.

Um das suposi¢les levantadas para esta
maior peroxidacao lipidica é que o processo
de purificacdo do LDL pode retirar
substancias antioxidantes presentes na gema
de ovo, ou que a manipulagdo do LDL
provoque uma pequena, porém significativa,
peroxidacdo dos lipidios presentes no LDL.
Sugere-se que a adicdo de antioxidantes ao
meio a base de LDL pode trazer beneficios
no processo de criopreservacdo do sémen.
Outra hipoOtese, é que a alta capacidade
crioprotetora do LDL levou a sobrevivéncia
de espermatozoides que ja apresentavam
alteracbes das membranas mitocondriais
antes da criopreservacéo, o que justificaria a
maior porcentagem de células hiperativas
encontradas no diluidor LDL e a maior
peroxidacéo lipidica.

Na literatura existem relatos que sugerem
uma atividade antioxidante das CLC (Mocé
et al, 2010a), porém os resultados
encontrados para o diluidor LDL*"® ndo
indicaram nenhuma agéo antioxidante direta,
visto que os diluidores com e sem CLC
(LDL e LDL*®*) ndo diferiram quanto a
peroxidacdo das membranas.

As EROs geradas no processo de
criopreservacdo podem ter como origem as
mitocondrias, estas sdo frequentemente
identificadas como estruturas danificadas

apos 0 processo de
congelacdo/descongelagéo. As mitocondrias,
guando lesadas, sdo incapazes de realizar o
metabolismo oxidativo de forma correta,
levando a geracdo de EROs (Ball, 2008). No
atual  experimento  encontrou-se  uma
correlacdo baixa e positiva (r = 0,23) entre a
peroxidacdo lipidica e a frequéncia de
batimentos flagelares (BCF). Uma vez que o
aumento da BCF pode estar ligado a maior
atividade mitocondrial e produgdo de ATP,
esta correlacdo baixa pode indicar que uma
maior atividade mitocondrial pode levar a
uma maior producdo de EROs quando a
mitocondria apresenta-se lesada.

O sémen possui um sistema redox onde ha
um delicado balango entre o potencial
antioxidante do plasma seminal e a atividade
pré-oxidante  do metabolismo  dos
espermatozoides. Entre os antioxidantes nao
enzimaticos presente no plasma seminal esta
a glutationa que possui um papel na reducéo
do perdxido de hidrogénio. Diluidores a base
de gema de ovo, utilizados na
criopreservacdo do espermatozoide bovino,
levam a uma diminui¢do da glutationa que
ndo é compensada pelo diluidor (Stradaioli
et al., 2007; citado por Zaffalon, 2009).

E possivel que a morte celular ou a perda de
funcdo durante ou apds a congelacdo e a
descongelacdo  envolva um  estresse
oxidativo. EROs, como o peroxido de
hidrogénio (H,0,), diminuem a motilidade
espermatica. A morte do espermatozoide
bovino também envolve a ativacdo de uma
aminoécido-oxidase que gera o H,O,
(Bilodeau et al., 2002).

7.2.3 Estabilidade da membrana
plasmaética

Os resultados da associacdo sondas
fluorescentes  H33342, Yo-Pro-1 e
Merocianina 540, que avalia a estabilidade
de membrana (grau de desorganizacdo da
membrana), foram inesperados.
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Quanto a porcentagem de células com
membrana plasmatica alterada (ou lesada e
consideradas inviaveis, Yo-Pro (+)), nos
tratamentos em que foi realizado o tempo de
equilibrio (T4 e T6) observou-se uma
reducdo significativa da populagdo dessas
células, e os tratamentos sem tempo de
equilibrio (TO, controle) apresentaram 0s
maiores valores de células Yo-Pro(+),
diferindo de T4 e T6 para a maioria dos
diluidores. Porém, ndo houve diferenca entre
0s tempos para o diluidor L-CLC. Este
resultado confirma a importancia do tempo
de equilibrio para sobrevivéncia espermatica
no processo de criopreservacdo, dando
suporte aos resultados encontrados por Leite
et al. (2010).

Porém, os resultados da porcentagem de
células Yo-Pro(+) para o diluidor L-CLC
(com baixa concentragdo de LDL)
apresentou  resultados  surpreendentes.
Apesar de este diluidor apresentar resultados
de motilidade e integridade de membrana
considerados proximos aos valores do
diluidor Gema (ndo apresentou diferencas
nos tempos TO e T4 em relagdo a
porcentagem de células integras pela
coloracdo pela associacdo H33342 + PI
+FITC-PSA), o resultado da porcentagem de
células Yo-Pro(+) indica que a maioria das
células preservadas neste diluidor, na
realidade, apresentava a  membrana
plasmatica alterada (97,5% das células).

Néo se sabe a causa exata desta grande
diferenca entre as sondas. Uma hipétese
levantada foi uma possivel interacdo entre a
sonda Yo-Pro-1 e o diluidor L-CLC, ou seja,
um problema da técnica, porém, novos
estudos sd0 necessadrios para testar esta
hip6tese. No entanto, supde-se que a causa
mais provavel esta ligada a alta peroxidacao
das membranas celulares e a baixa
concentracdo de LDL no crioprotetor L-
CLC. Isto demonstra que, apesar das células
parecerem intactas pela coloracdo por iodeto
de propidio (Pl), provavelmente a
permeabilidade da membrana encontra-se
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alterada, indicando um processo de
apoptose, ou seja, sdo células de baixa
longevidade (“moribundas”™).

A apoptose é um processo distinto da
necrose, ou morte celular, por alteragdes
morfologicas e biogquimicas caracteristicas,
incluindo compactacdo e fragmentacdo da
cromatina nuclear, o encolhimento do
citoplasma e perda da assimetria de
membrana. Além disso, durante a apoptose a
membrana plasmatica torna-se ligeiramente
permeavel. As células apoptoticas se tornam
permeaveis ao  YO-PRO-1, porém
permanecem impermeaveis ao iodeto de
propidio (PI), um corante que marca células
mortas. Assim, a utilizacdo do corante YO-
PRO-1 e do corante Pl em conjunto fornece
um indicador sensivel para a apoptose
(Idziorek et al., 1995; Molecular Probes,
Inc., 2010).

Estes resultados demonstram que apesar da
aparente  crioprotecdo  fornecida  pela
inclusdo do colesterol a membrana através
das CLCs, a utilizacdo de concentragdes
adequadas de lipoproteinas é essencial para
a manutengdo da viabilidade celular pods-
descongelamento. Em baixas concentragfes
de LDL com aumento do colesterol da
membrana, as células podem até sobreviver
ao processo de criopreservacdo, porém a
longevidade celular encontra-se
comprometida.

Em relagdo aos demais diluidores, néo
houve diferenca entre os tempos T4 e T6
para os diluidores Gema e LDL. Apenas
para o diluidor LDL*° houve diferenca
entre 0s trés tempos, sendo que T6
apresentou os menores valores de células
alteradas (lesadas,Yo-Pro-(+)). Quando se
observa dentro de tempo, o diluidor L-CLC
apresentou 0s maiores valores em todos 0s
tempos, diferindo dos demais diluidores. Os
diluidores Gema, LDL e LDL*®*“ nio
diferiram entre si (Gema = LDL =
LDL+CLC).



Em relacdo a porcentagem de células vidveis
ndo capacitadas (com membrana estavel,
Meroc (-)), houve efeitos significativos de
tempo de equilibrio e do diluidor. Quando se
observa dentro de diluidor, os tratamentos
sem tempo de equilibrio (TO, controle)
apresentaram os menores valores de células
viaveis estaveis, diferindo-se de 4 e 6h para
a maioria dos diluidores. Porém, ndo houve
diferenca entre os tempos Oh e 4h para o
diluidor L-CLC, mas 6h diferiu dos demais
tempos para este diluidor. Para os diluidores
Gema, LDL e LDL*® ndo houve diferenca
entre os tempos T4 e T6. Estes resultados
confirmam os resultados observados para as
outras sondas, indicando que o tempo de
equilibrio é importante para a preservacao
da integridade da membrana plasmaética,
uma vez que aumenta a proporcao de células
viaveis nédo capacitadas pos-
descongelamento.

Observando-se dentro de tempo, 0s
diluidores a base de LDL a 8% (LDL e
LDL*), ndo diferiram entre si, e
apresentaram as maiores porcentagens de
células viaveis ndo capacitadas (Meroc -) em
todos os tempos, porém em TO o diluidor
LDL*®C n3o diferiu de Gema e nem do
LDL. Nos tempos T4 e T6 Gema apresentou
menores valores que os diluidores a base de
LDL (LDL e LDL*“*), porém foi superior
ao L-CLC. Em todos os tempos o diluidor L-
CLC apresentou 0s menores valores de
células Meroc (-). Os resultados encontrados
indicam que os diluidores a base de LDL
apresentam melhor capacidade crioprotetora
do que os diluidores a base de gema de ovo.
Estes resultados sdo similares aos achados
de varios trabalhos (Amirat et al., 2005;
Vera-Munoz, 2009; Benchariff, 2008;
Moustacas, 2011) que indicam uma
superioridade dos meios a base de LDL, em
relacdo aos meios a base de Gema de ovo,
tanto em relacdo a carcteristicas de
motilidade quanto para a integridade das
membranas espermaticas.

Os resultados encontrados para o diluidor L-
CLC, indicam que as Ciclodextrinas Pré-
carregadas com Colesterol (CLC) sozinhas
ou com baixas concentracbes de LDL ndo
protegem as membranas espermaticas dos
efeitos lesivos da criopreservacdo e,
portanto, ndo podem ser utilizadas como
Unico crioprotetor. Para o possivel efeito
protetor do pré-tratamento com CLC se
manifestar parece ser necessdria uma
propor¢do adequada de lipoproteinas no
meio diluidor.

Os resultados sugerem que, pelo menos para
touros de alta congelabilidade, as LDL
sozinhas sdo capazes de fornecer a
propor¢cdo  correta de  colesterol e
fosfolipidios necesséarios para atingir uma
taxa de sobrevivéncia espermética adequada.
A adicdo de colesterol através do CLC
interfere na acdo protetora do LDL,
reduzindo a porcentagem de células integras
nos tempo TO e T6, porém ndo se observou
efeito das CLC sobre a porcentagem de
células vidveis ndo capacitadas. Entretanto,
para a manifestagdo méaxima do efeito
protetor das LDLs é necessario que o sémen
diluido seja submetido a um tempo de
equilibrio adequado.

Os resultados do presente experimento
corroboram com os achados de Leite et al.
(2010) de que o tempo de equilibrio é
necessario para a preservacao da integridade
das membranas e que 4 h de equilibrio € um
tempo adequado para se obter alta
sobrevivéncia espermaética, independente do
diluidor utilizado. Porém, os resultados do
atual experimento sugerem que, dependendo
do diluidor utilizado, um maior tempo de
equilibrio (6h) pode trazer algum beneficio
para a motilidade e integridade das
membranas dos espermatozoides.
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8 CONCLUSOES:

1 — O tempo de equilibrio é necessario para
preservacdo da motilidade total, da
motilidade progressiva e da integridade das
membranas plasmética e acrossomal no
processo de criopreservacdo do sémen
bovino, independentemente do diluidor
utilizado, porém ndo possui efeito sobre a
intensidade de peroxidacdo lipidica.

2 — A adicdo de colesterol através do pré-
tratamento do sémen com Ciclodestrinas
carregadas com Colesterol (CLC) ndo
permitiu uma redugdo do tempo de
equilibrio.

3 — A adicéo de CLC ao diluidor LDL néo
reduziu a intensidade de peroxidacdo dos
lipidios da membrana espermaética, porém
reduziu o percentual de células hiperativas.

4 — Espermatozoides criopreservados com
diluidores a base de LDL (LDL, LDL*,
L-CLC) apresentaram maior intensidade de
peroxidacdo dos lipidios das membranas
espermaticas que os criopreservados com
diluidor a base de gema de ovo.

5 — A adigdo de CLC a diluidores a base de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
purificadas da Gema de ovo de galinha,
reduziu a sobrevivéncia espermatica,
avaliada pela motilidade total e pela
Integridade das membranas plasmatica e
acrossomal.

6 — Registrou-se efeito de interacdo entre os
diluidores e os tempos de equilibrios que
influenciou a sobrevivéncia espermatica,
avaliada pelo percentual de espermatozoides
com membranas plasmatica e acrossomal
intactas.

7 — O meio diluidor a base de LDL, na
concentracdo 8% (na matéria  seca)
apresentou a melhor atividade crioprotetora,
com maior motilidade total e progressiva,
maiores  velocidades do  movimento
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espermatico (VAP, VSL e VCL), e a maior
integridade das membranas plasmatica e
acrossomal.

8 — O tempo de 4 h de equilibrio € um tempo
adequado para se obter uma alta
sobrevivéncia espermatica, independente do
diluidor utilizado, porém, diluidores a base
de Gema e LDL, podem se beneficiar de um
maior tempo de equilibrio (6h).

9 — As Ciclodextrinas pré-carregadas com
Colesterol (CLC), sozinhas ou associadas a
baixas concentracdes de LDL, ndo protegem
adequadamente as membranas espermaticas
dos efeitos lesivos da criopreservacdo e,
portanto, ndo podem ser utilizadas como
Unico crioprotetor.

10 - O tratamento utilizando o diluidor LDL
(8%) e 6h de equilibrio, no processo de
criopreservagdo  do  sémen  bovino,
apresentou a melhor taxa de sobrevivéncia
espermatica.
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ANEXO 1

Tabela 22 - Composic¢do dos meios diluidores para criopreservacdo de sémen bovino com e sem
Ciclodextrina Carregadas com Colesterol (CLC).

Diluidores
1 2 3 4
Controle
- LDL LDL +CLC L-CLC Conc. Molar
Ingredientes (Tris-gema)
Tris (g) 2,42 2,42 2,42 2,42 200 mM
Acido citrico (g) 1,36 1,36 1,36 1,36 70,7 mM
Frutose (g) 1,0 1,0 1,0 1,0 55,5 mM
Estreptomicina (g) 0,0067 0,0067 0,0067 0,0067 46 uM
Gema de ovo (mL) 20 - - -
8% 8% 0,8%
0 * - ]
LDL (%. M) () (20259 (20259  (2029)
Glicerol (mL) 6 6 6 6 822 mM
CLC (Pré-tratamento)* - - + +
H,O destilada (g.s.p.) 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL
pH 6,5 6,5 6,5 6,5
Osmolaridade 1529 1443 1443 1361

(mOsm/Kg H,0)

* _ gramas de Matéria natural, MS do LDL = 39.5%; - adic&o de 1,5 mg de CLC/ 120 x10° sptz/mL e
incubacdo a 32°C por 15 min antes da adi¢éo do diluidor de criopreservagdo (Pré-tratamento).

(*) g.s.p. — quantidade suficiente para.
Densidade do Glicerol : 1,2613 g/cm3

Obs1: O meio Tris 300 mOsm (200 mM Tris, 71 mM &cido citrico, 55 mM Frutose, pH=7,4; 300 mOsm),
apresenta a mesma composicdo basica dos demais diluidores, incluindo antibidticos, porém ndo possui
nenhuma fonte de lipoproteinas, e sem glicerol na sua composi¢do. A sua osmolaridade foi ajustada em
300 mOsm com a adi¢éo de 0,0643 g de NaCl/100 mL de solugdo.

Obs2: O preparo do diluidor deve ser feito em uma proveta graduada (1L) sob agitagdo magnética.
Durante o preparado dos meios diluidores, deve-se sempre realizar a adi¢cdo na sequéncia de todos os sais,
em um pouco de dd. H,O (&gua destilada deionizada), sob agitacéo e entdo ajustar o pH do meio antes da
adicdo das lipoproteinas ou da gema de ovo. O ajuste do pH pode ser feito com solugdo de NaOH 1N.
Atencdo: O ajuste do pH depois da adi¢do da fonte de lipoproteinas pode leva a precipitacdo destas, o que
é prejudicial. O ultimo reagente a ser acrescentado é o glicerol, portanto deve-se deixar um espago para a
sua adicdo e completar a solugdo com agua destilada deionizada. Os diluidores devem ser congelados até
0 momento do uso (-20°C).
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Calculo da quantidade de LDL em MN (Matéria natural):

Apbs a determinacdo da quantidade de matéria seca da amostra de LDL purificado procede-se o
célculo da quantidade de LDL em matéria natural a ser acrescentado para se obter 8% de LDL
(em Matéria Seca) no diluidor.

Exemplo:

Amostra de LDL — Teor de MS (Matéria Seca) = 39%

Entdo temos :

No LDL: MS MN de LDL
em
399 - - 1009
8g ------mmemeeeee- > Xy
Entéo: X =800/39

X =20,51g de MNde LDL

- Entéo para preparar 100 mL de um meio diluidor contendo 8% (MS) de LDL devemos
adicionar durante o preparo 20, 51 g de LDL (em MN) purificado pelo método de Moussa
et al. (2002).
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ANEXO 2

Curvas de Resfriamento e de Congelamento utilizadas no experimento
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ANEXO -3

SETUP-HAMILTON THORNE RESEARCH (Ultimate — Sperm Analyzer)

CARACTERISTICA AJUSTE
NUmero de imagens adqUITIAAS ........cccccveieeieeriesieese s 30

Taxa de agquiSICA0 das IMAJENS ......ccceeiuveieeiiere et 60 Hz
Contraste MinimMO da CEIUIA ..........coovrveiiiiiiiee s 50
Tamanho Minimo da CEIUIA ............cceeiiieice e 6 pixels
Contraste para CElulas IMOVEIS ..........ccevvieiieie e 30
Retilinearidade (STR), LIMIAI .......cccccoveiieiiiie e 60%
Valor de corte de VAP para células [entas ...........c.ccccovvvveiiiiciieve e, 30,0 um/s
VAP minimo para Celulas progresSivas .........cccocveveereeieeieeiesieeseesie e e 40,0 um/s
Valor de corte de VSL para células 1entas ...........cccceevevieeveiviecieve e, 20,0 um/s
Tamanho da CEIUIA ..........ccueieie e 6 pixels
Intensidade da CEIUIA ............coviiiiiiiiic e 80
Tamanho da cabega €StALICA ..........ccveveeieeie e 0,23a1,91
Intensidade da cabega eStatiCa ..........cccvevveiiiiie i 0,56 a1,20
AloNGamMENt0 ESTALICO ........ecveiiieiecie e 8a92
AUMENTO L. 1,89
FreqUENCIa 0 VIAEO ......cc.ecuveiiece e 60
Intensidade de HUMINACAD ..........cccovviiiiieiice e 2203

BT 00] o 1=] LU TSR 37°C
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ANEXO 4

TALP SPERM MODIFICADO (Andrade, 2009).

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

Componentes:

o NaCl.....oooooeveinnn, 2,100 g

o KCl.ooiiiiiiie 0,935¢g

e NaHPOq4...uueevviiiinnnns 0,025 g

e MgCI6.H,O............... 0,040 g

e Hepes................... 3,250 g - (Sigma-Aldrich, cod. H4034)
Preparo:

e Diluir MgCl 6H,0 em 200 mL de agua destilada

e Diluir os outros sais em 200 mL de 4gua destilada

e Combinar as duas solugdes e completar para 500mL em baldo volumetrico
e Manter resfriado (5°C)

2. SOLUCAO DOS METABOLITOS GLICOSADOS

2.1 - SOLUCAO ESTOQUE (para preparar 50 mL)

Componentes
o GIliCOSE ..ocovvevvecireirne, 2,50 g
e Lactato de Sédio ........... 9,25 mL - (Sigma Aldrich, cod. L 1375)
e Piruvato de Sadio .......... 70 mg
o Pen-Strep®.......ccccovvunn. 12,5mL - (Sigma-Aldrich, cod. P4333)
Preparo :

e Dissolver todos os componentes
e Aliquotas (aliquotas de 5 mL)
e Manter em freezer (-20°C)
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2.2- SOLUCAO TRABALHO (metabdlitos glicosados)

Preparo:

Colocar 45 mL da Solucéo de Sais do TALP

Colocar 5 mL da Solucdo Estogue dos Metabdlitos Glicosados
Ajustar pH 7,4

Aliquotar (aliquotas de 250 L)

Manter em freezer (-20° C)

3. TALP SPERM MODIFICADO (preparo do dia)

Componentes:

10 mL da Solucédo de Sais do TALP
200 pL da Solugédo (trabalho) de Metabdlitos Glicosados

Preparo:

Misturar os componentes e incubador por 10 minutos
Ajustar o pH para 7,4
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ANEXO 5

DILUICOES E PREPARO DAS SONDAS FLUORESCENTES

1. IODETO DE PROPIDIO (PI, Sigma-Aldrich, cod. P4170 — 25 mg)

e SOLUCAO ESTOQUE (25 mg/mL)

- 25mgdePl+1mL de DMSO

- Armazenar em freezer (-20°C), no escuro.
* Obs: DMSO - (Sigma-Aldrich, Cod. D.4540-100 mL)

e SOLUCAO TRABALHO (0,5 mg/mL)
- 20 pL da solucdo estoque de IP (25mg/mL) + 980 uL de DPBS
- Armazenar em freezer (-20°C), no escuro.

2. FITC-PSA (FITC-PSA, Sigma, cod. L-0770 — 2mg)

e SOLUCAO TRABALHO (100 pg/mL)
- 2mgde FITC-PSA + 20 mL de DPBS
- Aliquotar (10 pL ) e Armazenar a 4° C, no escuro

3. HOECHST 33342 (Molecular Probes, cod. H-1399 — 100mg)

e SOLUCAO ESTOQUE (DMSO0) — (25mg/mL)
- 100 mg de H342 + 4 mL de DMSO

e SOLUCAO TRABALHO (DPBS) — (5 mg/mL)
- 400 pL da solugdo estoque 100 mg (25 mg/mL) + 1600 puL de DPBS
- Aliquotar em 10 pL e armazenar em freezer (-20°C), no escuro.

4. MEROCIANINA 540 (Sigma-Aldrich, cod. 323756 — 100 mg)
*PM: 569,67 (Peso Molecular)

e SOLUCAO ESTOQUE (DMS0) —5mM
- 25 mg de Merocianina 540 + 8,777 mL de DMSO
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SOLUCAO TRABALHO (DMSO) — 810 pM

- 32,4 pL da solucéo estoque (5 mM) + 167,6 uL de DMSO
- Quatidade suficiente para avaliar 400 amostras

- Aliquotar em microtubos com 10 pL (20 anélises)

- Armazenar em freezer (-20°C), no escuro.

. YO-PRO-1 (491/509) (Molecular Probes, cod. Y3603 — 1 mL)

SOLUCAO ESTOQUE (DMSO) — 1mM
- Solucédo pronta para uso (obs: 1 mM = 1000 uM)

SOLUCAO TRABALHO (DMSO) — 7,5 uM

- 1,5 pL da solucéo estoque (1000 uM) + 198,5 uL. de DMSO
- Quatidade suficiente para avaliar 400 amostras

- Aliquotar em tubos com 10 pL (20 analises)

- Armazenar em freezer (-20°C), no escuro.

. C11-BODIPY 8! (Molecular Probes, cod. D3861 — 1 mg)
*PM = 504,43 (Peso Molecular)

SOLUCAO TRABALHO (DMSO) — 2 mM

- 1mgde C11-BODIPY*¥¥%*! + 1 mL de DMSO

- Aliquotar em microtubos com 10 pL (20 anélises) e vedar com Parafilm®.
- Armazenar em freezer (-20°C), no escuro.

Indutor de peroxidacgdo (compensagéo do C11-BODIPY na citometria)
- Solugéo a 64 mM de sulfato ferroso (17,79 mg de FeSO, em 1 mL)

- Adicionar 5 pL da solucéo de sulfato ferroso em 495 pL da amostra (na conc
de 5x10° sptz/mL). Incubar por 10 min. Adicionar 0,5 uL de BODIPY (2
mM) para atingir uma concentracdo final de 2 pM e incubar por 30 min a
37°C. Retirar uma aliquota de 145 pL e adicionar 2 plL de H342 + 3 pL de PI
incubando novamente por 10 min. a 37°C. Diluir a amostra com 150 pL. de
TALPmM e realizar a leitura no citbmetro.
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ANEXO 7
Fotos do experimento

Figura 23 — Fotos de animais da raca Nelore pertencentes ao plantel da Central de Inseminagdo Artificial ABS Pecplan que
foram utilizados no experimento. Uberaba, MG — 2011.

CENTRO
DE PESQUISAS

Figura 25 — Entrega do sémen apoés a coleta para o laboratério de processamento de sémen através de
janela de amostras propria, minimizando os riscos de contaminacdo. Uberaba, MG — 2011.
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Fotos dos procedimentos e equipamentos utilizados:

Figura 26 — Ap6s o recebimento da amostra procedeu-se a analise da concentragdo espermatica das amostras utilizando
um espectrofotdmetro com diluidor automatico de sémen (Accucell® bovine photometer, Modelo n° 704, IMV
Technologies). Laboratério da ABS Pecplan, Uberaba, MG — 2011

Figura 27 — Equipamentos e técnicos do laboratério da Central de Inseminacéo Atrtificial Pecplan ABS que auxiliaram
na realizacdo do experimento.
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Figura 28 — Fotos dos equipamentos utilizados para a criopreservacdo do sémen, em detalhe Maquina de
congelamento automatizado (modelo TK-3000® compacta).

Figura 29 — Métodos de envase manual das palhetas e avaliagdo da motilidade visual por meio
de microscdpio de contraste de fases (avaliagdo pré e pds-criopreservacéo).

Figura 30 — Laboratério de Biotecnologia do Sémen e Andrologia - Centro de Biotecnologia em Reproducdo
Animal - FMVZ-USP Campus de Pirassununga - SP
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Figura 31 — Fotos do aparelho IVOS (Versdo 12.3, Hamilton-Thorne Research) e de colaboradores do experimento.
Laboratério de Biotecnologia do Sémen e Andrologia - Centro de Biotecnologia em Reprodugdo Animal - FMVZ-
USP Campus de Pirassununga — SP.

Figura 32 — Fotos dos equipamentos utilizados nas analises pés-descongelamento. (A) Aparelho
de andlise computadorizada de sémen IVOS (Versdo 12.3, Hamilton-Thorne Research). (B)
Citdmetro de fluxo FACSaria (Becktson-Dickeson®, Sunnyvale, CA, USA)

Figura 33 — Detalhes do Citdmetro de fluxo FACSaria (Becktson-Dickeson®, Sunnyvale, CA, USA). FMVZ-USP
Campus de Pirassununga — SP.

149



