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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi melhorar a qualidade do espermatozoide criopreservado
equino com a adicdo de lactoferrina (Lf) e catalase (Cat) a um diluidor de congelamento de
sémen e avaliar a capacidade fecundante. O sémen foi congelado com os diluidores: C1)
Controle, INRA 82; C2) C1 + 500pg/mL Lf, e C3) C1 + 200 UI/mL Cat. Foram avaliados
espermatozoides quanto a motilidade computadorizada (CASA), funcionalidade e integridade
de membrana espermatica, reacao acrossémica espontanea, concentracao de Ferro e espécies
reativas ao oxigénio. Para avaliar a capacidade fecundante, os espermatozoides foram
submetidos aos protocolos de capacitacdo e hiperativacdo (H2 e H3) : H1) Controle: meio
Whitten’s capacitante, H2) H1 + 5mM Procaina, H3) H1 + 5uM Calcio Ion6foro A23187
(Cal). Estes foram analisados quanto a motilidade (CASA), taxa de reacdo acrossdmica, de
integridade de membrana espermatica, e ligagdo espermatica a zona peltcida (ZP) de odcito
bovino. A concentragdo de Fe livre foi menor e a taxa de espermatozoides com membrana
funcional foi maior no grupo com Lf comparado ao controle (P<0.05). O numero de
espermatozoides ligados a ZP bovina ndo diferiu entre o grupo hiperativado com Procaina e o
capacitado com o meio de Whitten’s, no entanto, foi inferior no grupo hiperativado com o
Cal. Concluiu-se que a adicdo de Lf foi benéfica a qualidade do sémen criopreservado
enguanto o Cal foi prejudicial a ligacdo do espermatozoide a ZP.

Palavras-chave: espermatozoide; procaina; hiperativacao; calcio; ionoforo.



ABSTRACT

The objective of this study was to improve frozen sperm quality with the addition of
lactoferrin (Lf) and catalase (Cat) to an equine semen freezing extender and evaluate the in
vitro fertilizing ability. Semen was frozen with the extenders: C1) Control INRA 82, C2) C1
+ 500ug/mL Lf, and C3) C1 + 200 IU/mL Cat. Sperm motility characteristics, membrane
integrity and functionality, spontaneous acrosome reaction, iron and reactive oxygen species
concentrations were evaluated. To estimate the in vitro fertilizing ability, the sperm were
submitted to the capacitation and hyperactivation (H2 and H3) protocols: H1) Control:
modified Whitten’s capacitation medium, H2) Hl+Procaine 5mM, H3) Hl+Calcium
lonophore A23187 5uM (Cal). Sperm motility (CASA), acrosome reaction and membrane
integrity rates were analysed and bovine sperm zona pellucida (ZP) binding assay performed.
The iron concentration was lower and membrane functionality was higher in the Lf treated
sperm compared to the control group (P<0.05). The number of bovine ZP sperm binded did
not differ between the capacitated with Whitten’s medium and Procaine hiperactivated sperm,
however, it was lower in the Cal hiperactivated group. It was concluded that the addition of
Lf was beneficial to the frozen equine semen quality while Cal was detrimental to the ZP
sperm binding.

Keywords: sperm; procaine; hyperativation; calcium; ionophore.
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1. INTRODUCAO

A criopreservacdo de gametas sempre foi vista com especial atencdo pelo seu potencial na
preservacao, disseminagdo e melhoramento do material genético animal. Na espécie equina, o
processo de criopreservacao do sémen permite 0 armazenamento das células espermaticas por
um longo periodo de tempo contribuindo para a comercializagdo do sémen
independentemente do tempo de transporte e do local onde estdo o garanhdo e a égua, e para a
preservacdo do sémen de animais de alto valor zootécnico. Contudo, com excecdo de algumas
espécies (como a bovina), o sémen congelado vem sendo sinénimo de reducdo da fertilidade.
Este tipo de processamento gera diversos danos aos espermatozoides, 0s quais por sua vez
comprometem a viabilidade, a motilidade e func@es fisiolégicas mais complexas dentro da
célula (Roca et al, 2013).

Durante a criopreservagdo, o espermatozoide sofre um aumento da concentragdo do célcio
intracelular, aumento da formacéo de espécies reativas a oxigénio (ROS), e uma reducdo do
potencial antioxidante, devido a remocao do plasma seminal rotineira ao procedimento. Estes
fatores podem levar a uma capacitacdo prematura do espermatozdide com uma consequente
reducdo da longevidade da célula criopreservada. Esta “criocapacita¢do” resulta em mudancas
similares, na membrana espermatica aquelas detectadas durante a capacitacao in vitro (Ball,
2008).

Como compensacdo as perdas com o0 processo de criopreservacdo, muitas vezes tem se
recorrido a técnicas como o aumento do nimero de espermatozoides na dose inseminante,
inseminacdo proxima a juncdo Utero-tubarica e inclusive deposicdo do sémen cirurgicamente
na tuba uterina (Watson, 2000). Isto pode ser explicado pela necessidade de se haver um
namero suficiente de espermatozoides competentes e capazes de realizar a fertilizacdo no
periodo em que a ovulacdo estd mais propensa a ocorrer.

Uma alternativa a estas técnicas é a producdo in vitro de embribes, que permite um aumento
da eficiéncia reprodutiva em espécies de alto valor genético e comercial. Na reproducdo
assistida na espécie equina vem se utilizando técnicas tais como a transferéncia de embrides, a
injecdo intracitoplasmatica de espermatozdides (ICSI) e a transferéncia nuclear, ainda que as
mesmas apresentem baixa eficiéncia. Todavia, a fertilizacdo in vitro (FIV) permanece uma
incOgnita na espécie, apesar de décadas de trabalhos que tratam deste tema. Apenas dois
potros nasceram a partir da técnica, na Franca (Palmer et al, 1991; Bézard, 1992), sendo que
tal resultado ndo foi repetido, nem pelo mesmo laboratdrio. As razBes para as baixas taxas de
fertilizacdo in vitro, que se situam entre 0% e 33% (Dell’Aquila et al., 1996, 1997a,b; Alm et
al., 2001; Hinrichs et al., 2002) provavelmente devem-se as dificuldades encontradas para
uma adequada inducdo da capacitacdo in vitro do espermatozoide equino. Tal suposicdo é
baseada no insucesso da FIV tanto com odcitos maturados in vitro quanto in vivo (Palmer et
al, 1991). Além disso, foram demonstradas taxas de fertilizacdo comparaveis as de monta
natural quando odcitos maturados in vitro foram transferidos para a tuba uterina de éguas
posteriormente inseminadas (Hinrichs et al, 2002).

Dentre as modificacBes pelas quais o0 espermatozoide é submetido durante sua capacitacdo, o
processo de hiperativacdo mostra-se crucial. Gracas a ele, 0 espermatozoide pode se soltar da
parede da tuba uterina, atravessar o lumen e penetrar na zona peltcida do oécito (Ho e Suarez,
2001). O influxo de célcio intracelular no espermatozoide através de canais de célcio tem sido
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descrito como o principal requerimento para a ocorréncia da hiperativacéo (Sanchez-Gutierrez
et al., 2006). No entanto, a forma ideal para realizar e avaliar a inducdo da hiperativacdo do
espermatozoide equino in vitro ainda ndo foi encontrada (McPartlin et al, 2009). No sémen
criopreservado, danos gerados pelo estresse oxidativo como a peroxidagdo dos acidos graxos
insaturados presentes na membrana plasmatica, podem fazer com que a membrana plasmatica
perca sua responsividade aos sinais gerados pelo influxo de célcio, inviabilizando assim a
hiperativagéao.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

e avaliar o efeito da adigdo dos antioxidantes Lactoferrina e Catalase ao diluidor de
congelamento INRA 82 sobre a qualidade do espermatozdide equino criopreservado.

e avaliar o efeito do diluidor de sémen com os diferentes antioxidantes sobre a taxa de
capacitacdo e hiperativacdo espermatica induzidas in vitro e de ligacdo a zona
pellcida bovina.

e avaliar a acdo dos indutores procaina e calcio iondforo na capacitacao e hiperativacao
espermatica, e de ligacdo a zona pelicida bovina visando o desenvolvimento de
protocolos de fertilizagdo in vitro na espécie equina.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1.Morfologia espermética

O espermatozoide equino € uma célula altamente especializada com comprimento total de
aproximadamente 60-65um que se divide em cabega, colo e cauda (Meyers, 2009). A cabeca
¢ achatada, possuindo forma de pa e consiste de acrossoma e nucleo revestidos pela
membrana plasmatica. O acrossoma foi descrito primeiramente por Waldeyer (1887; citado
por Pesch e Bergmann, 2006) que atribuiu a ele uma possivel funcdo mecanica.
Posteriormente, foram observadas similaridades entre o desenvolvimento acrossomal e a
formacéo de gotas secretorias do complexo de Golgi, de onde se propds a origem da estrutura
(Burgos e Fawcett, 1955). O acrossoma é uma vesicula que cobre como uma capa dois tercos
da superficie da cabeca do espermatozéide e a qual contém enzimas hidroliticas, tais como
acrosina, hialuronidase e outras hidrolases e esterases. Estas enzimas sdo essenciais na lise da
zona pelucida que reveste o odcito, permitindo a penetracdo da corona radiata (Pesch e
Bergmann, 2006). Para serem liberadas, um complexo mecanismo deve ocorrer, denominado
reacao acrossdmica, no qual a membrana acrossomal externa se une a membrana plasmatica
gerando a liberacdo do contetido da vesicula acrossémica. Entre o acrossoma e 0 nlcleo existe
um espaco com contetdo amorfo de baixa densidade, cuja funcéo é provavelmente a de atuar
como uma camada de adesdo entre o nucleo e a vesicula acrossomal (Fawcett, 1970). O
nacleo do espermatozoide possui cromatina altamente condensada que codifica a informacéo
genética, a qual é possivel observar com o auxilio de microscopia eletronica de transmisséo.
Esta formac&o é resultado da interagdo do DNA com as protaminas, as quais substituem as
histonas e sdo responsaveis pela condensacéo final e estabilizacdo da cromatina espermatica
(Rovan, 2001). Apenas na regido do colo existe uma pequena area de cromatina nao
condensada onde ainda s@o possiveis a transcricdo, traducdo e biossintese de proteinas
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(Dadoune et al, 2004). Os produtos desta biossintese sdo descartados pelos poros presentes
exclusivamente na porcdo do colo da membrana nuclear. A cabeca do espermatozdide
também possui pequenos vacuolos nucleares, tidos como pequenos defeitos na condensacgéo
da cromatina, os quais na espécie equina s6 podem ser visualizados com o auxilio de
microscopia eletronica (Pesch e Bergmann, 2006).

O colo possui aproximadamente 1um e é ancorado em sua parte anterior pelo disco basal e
posteriormente pelas fibras externas densas do flagelo. E um pequeno segmento entre a
cabeca do espermatozoide e o flagelo composto por colunas segmentadas e uma estrutura
fibrosa densa, o capitulo. Proximo ao capitulo situa-se o centriolo proximal, da mesma forma
que o centriolo distal esta ausente no espermatozoide maduro, tendo servido na formacao do
axonema durante a espermatogénese (Pesch e Bergmann, 2006). A cauda é a parte mais longa
do espermatozoide (55um) sendo formada pela peca intermediaria, peca principal e peca
terminal. A peca intermediaria caracteriza-se pela presenca de um grande ndmero de
mitocondrias dispostas em formato helicoidal que envolvem o axonema e as fibras externas
densas, possuindo a funcéo de produzir a energia necessaria para a motilidade espermética. O
axonema consiste em um par central de microtubulos circulado por nove pares de
microttbulos periféricos. O par de microtibulos centrais conecta-se entre si através de
pequenas pontes compostas por duas proteinas principais, a dineina e a tubulina (Warner,
1976; Olson e Linck, 1977; Alberts, 2004). O ATP produzido pelas mitocdndrias é degradado
pelas ATPases presentes nos bragos de dineina, gerando a transformacéo da energia quimica
na forma de ATP em energia cinética através do deslocamento de microtubulos adjacentes uns
sobre os outros. Isto resulta no dobramento do axonema, iniciando o movimento flagelar
(Mortimer, 1997).

Ao final do envoltério de mitocéndrias estd o annulus, o qual demarca a barreira entre a peca
intermediaria e a peca principal. O annulus mostra-se denso e homogéneo com a membrana
flagelar firmemente aderida a si. Sua funcgdo consiste em prevenir o deslocamento caudal das
mitocondrias durante o movimento da cauda. A peca principal € o segmento mais longo da
cauda. Nela, o axonema é envolto por fibras provenientes das colunas longitudinais, uma
dorsal e outra ventral, e por espécies de “costelas” orientadas em circulo até a metade da
cauda (Pesch e Bergmann, 2006). Distalmente, a estrutura 9+9+2 ¢é perdida na peca terminal
transformando-se em 18 microtubulos separados (Afzelius et al, 1995) (Figura 1).

Membrana Plasmatica

Cabege Mitocandria

Colo
Peca

Interme -
diaria

Membrana Plasmatica
Mitocondria
Annulus

Coluna Longitudinal

Membrana Plasmatica
Coluna Longltudinal

Pega \
Principal )

Pega Final

Membrana Plasmética

MitocOndria

Membrana Plasmatica

Figura 1: Morfologia do espermatozéide equino (Amann e Pickett, 1987).
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3.2.Membrana espermatica

Estruturas membranosas fazem parte da constituicdo do espermatozoide, tais como a
membrana plasmatica, a membrana acrossomal externa e interna, a membrana nuclear e a
membrana mitocondrial. Todas elas possuem estrutura similar, ainda que difiram
biogquimicamente. As membranas sdo compostas de lipidios e proteinas dispostos em uma
bicamada, com os fosfolipidios dispostos de tal maneira que a porcdo hidrofilica esteja
voltada para o exterior e a por¢do hidrofdbica voltada internamente (Figura 2). A membrana
plasmatica envolve o espermatozoide em sua totalidade, define os seus limites e mantém as
diferencas entre o citosol e o ambiente extracelular (Amann e Graham, 1992; Alberts et al.,
2004). A composicdo lipidica do espermatozoide equino € de aproximadamente 57% de
fosfolipidios, 37% de colesterol e 6% de glicolipidios. Os fosfolipidios s&o divididos em
fosfoglicerolipidios e esfingomielina, sendo que no caso da espécie equina, 0 espermatozoide
possui aproximadamente 48% de fosfocolineglicerideos, 16% de fosfoetanolaminaglicerideos,
13% de esfingomielina, 15% de fosfatidilserina, 5% de fosfatidilglicerol e 3% de
fosfatidilinositol (Gadella et al., 2001). As diferencas no comprimento e na saturacdo da
cauda de acidos graxos sdo importantes, pois influenciam na habilidade das moléculas de
fosfolipidios em se agrupar, afetando, conseqiientemente, a fluidez da membrana (Alberts et
al., 2004). Os acidos graxos predominantes no espermatozoide equino sdo o docosapentandico
(C22:5 n-6), palmitico (C16:0) e estearico (C18:0). O espermatozoide da espécie equina
difere dos demais na alta incidéncia de acidos graxos 22:5 entre seus fosfolipidios em relacédo
aos acidos graxos 22:6, quando em outras espécies este padrdo é inverso (Gadella et al.,
2001). Garanhdes que possuem ejaculados mais resistentes ao tratamento pelo frio possuem
predominancia de C22:5 n-6, enquanto os garanhdes com ejaculado de menor resisténcia
(“bad coolers”) possuem mais C18:0 e C16:0 e menos C22:5 n-6. Esse efeito provavelmente
se deve a menor sensibilidade a peroxidacdo lipidica e melhor funcionalidade da membrana
nos ejaculados resistentes (Pesch e Berhmann, 2006).

As proteinas se misturam aos lipidios nesta estrutura representando mais de 50% do peso da
maioria das membranas, e desempenham a maioria das funcGes especificas da mesma. Séo
classificadas em proteinas integrais e periféricas (Amann e Pickett, 1987). As proteinas
integrais sdo removidas apenas com o auxilio de solventes e detergentes enquanto as
periféricas sdo sollveis em agua. As proteinas integrais atuam como poros ou canais que
atravessam as membranas, receptores ou particulas intramembranosas (quando estdo entre as
duas camadas da membrana). Ja as proteinas periféricas aderem a pontos especificos da
membrana através de forcas eletrostaticas, sendo por isso facilmente removiveis.

A membrana plasméatica ndo é homogénea possuindo regibes com constituicdo lipidica e
glicoproteinas especificas. Estes dominios de membrana sdo importantes no desempenho de
funcBes especificas em cada area, como por exemplo, na zona equatorial responsavel pelo
contato com a membrana do o6cito durante a fertilizagdo (Pesch e Bergmann, 2006).

A proporgéo entre colesterol e fosfolipidios com cadeias de &cidos graxos poli-insaturados,
bem como a natureza dos fosfolipidios determinam a fluidez da membrana. No
espermatozoide equino essa proporcdo é de 0,36, um valor medio em comparagdo a outras
espécies (bovino e suino) (Amann e Graham, 1992; Parks e Graham, 1992). O colesterol
estabiliza a membrana plasmatica de tal forma que quanto maior a concentracéo de colesterol
presente, menos fluida e flexivel é esta &rea da membrana. Ja foi mostrado, que porcdes da
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membrana plasmatica com maior proporcao de colesterol sdo mais resistentes as mudancas de
temperatura. Conforme Amann e Picket (1987) os espermatozoides da espécie equina sdo
mais sensiveis ao choque térmico durante a reducdo da temperatura porque possuem
relativamente pouco colesterol na sua membrana plasmatica.

No lado extracelular da membrana espermatica, existem estruturas de carboidratos ligados as
proteinas da membrana ou a lipideos especificos, conhecidas como glicocalix. Tem sido
proposto que estas estruturas desempenham um importante papel na interagdo

o Carboidratos
Proteina Periférica

Proteina Penférnica

Fosfolipidio

Colesterol

Jl |
O

Figura 2: Organizacdo da membrana plasmatica; modelo “mosaico fluido” (Singer e Nicolson,
1972).

espermatozoide-odcito, sendo a primeira estrutura do espermatozoide a entrar em contato com
0 odcito. Também se tem teorizado sua funcdo na organizacdo da membrana através da sua
ligacdo com as proteinas e glicolipidios (Flesch e Gadella, 2000).

3.3.Capacitacao espermatica

O espermatozoide maduro possui trés regides altamente especializadas: a cabeca do
espermatozoide que contém o DNA; a peca intermediaria, que contém as mitocéndrias e esta
envolvida na producéo de energia; e o flagelo responsavel pela motilidade da célula. Contudo,
0 espermatozoide apds a ejaculagdo ndo esta apto a fertilizacdo e para tanto necessita passar
por uma série de mudancas metabdlicas e na membrana enquanto atravessa 0 trato
reprodutivo feminino. Estas mudancas sdo agrupadas em um processo denominado
capacitacdo espermatica (Mortimer et al, 1998).

A capacitacdo inclui multiplas modificagdes fisiologicas e bioquimicas. As bioquimicas
incluem: saida de colesterol da membrana levando a um aumento da fluidez da mesma e da
permeabilidade aos ions bicarbonato e célcio; hiperpolarizacdo da membrana plasmatica;
mudangas na fosforilagdo das proteinas e atividade das proteinas quinases; aumento nas
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concentragdes de bicarbonato, AMPc e do pH intracelular (Gadella et al, 2001). O processo de
capacitacdo pode ser dividido em duas cascatas de eventos: a rapida e a lenta. Os eventos
rapidos incluem a ativacdo do movimento assimétrico e vigoroso do flagelo assim que o
espermatozoide deixa o epididimo. J& os lentos caracterizam-se pela mudanca nos padrfes de
movimento flagelar denominado hiperativacdo. O inicio dos eventos lentos da capacitacdo é
marcado pela remocgéo de colesterol das membranas com consequente aumento da fluidez da
mesma (Ickowicz et al, 2012).

Por se tratar de uma célula altamente especializada, o espermatozoide possui limitagdes na
producdo de proteinas e no transporte vesicular, devidos principalmente a perda de muitas das
organelas celulares e a cessacdo da transcricdo do DNA. Desta forma, os componentes da
membrana plasmatica ndo podem ser ressintetizados (Gadella et al, 2001). Entretanto, durante
a passagem do espermatozoide pelo epididimo, a membrana plasmatica passa por mudancas
como secre¢do, modificacdo e absor¢do de proteinas e lipidios. Estas alteragdes podem estar
envolvidas na preparacdo do espermatozoide para sua ligacdo ao odcito (Flesch e Gadella,
2000). Durante a ejaculago, proteinas do plasma seminal se aderem & membrana espermatica,
formando uma capa de glicoproteinas. Esse artificio é denominado de decapacitacdo
espermatica (Senger, 2003) (Figura 3). Ja durante o processo de capacitacdo, a membrana
espermatica passa por reorganizacfes drasticas visando adquirir habilidade para fertilizagéo.
As maiores modificacGes envolvem alteragdes nos componentes da membrana que podem ser
modificados ou removidos por secrecBes do trato genital feminino, provocando a

Epididimario Ejaculado Capacitado

Plasma

_ + Trato
Semina

Feminino

Figura 3: Adesdo de proteinas do plasma seminal a membrana plasmatica (decapacitagdo espermatica);
Espermatozdide capacitado nos fluidos do trato feminino (Senger, 2003).

desestabilizacdo da bicamada lipidica.

No trato genital feminino, a capa glicoprotéica é removida ou modificada (Gadella et al.,
2001) para alterar o fluxo ibnico transmembrana, expor sitios de receptores da membrana
espermatica e remover componentes que estejam cobrindo a cauda os quais restringem a
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hiperativacdo do espermatozoide. Outras proteinas do plasma seminal atuam na remocéo de
substancias da membrana, como é o caso do colesterol. As proteinas BSP do plasma seminal
bovino foram associadas ao processo de capacitacdo atraveés da acdo direta na retirada de
colesterol da membrana (Manjunath e Thérien, 2002). Na espécie equina também foram
encontradas estas proteinas (HSP-1 e HSP2) as quais apresentam uma grande homologia com
as BSP (Topfer-Petersen et al., 2005). A retirada de colesterol favorece a saida de
fosfolipidios no inicio da capacitacédo, o que é reforcado por acdo conjunta de lipoproteinas de
alta densidade (HDL), presentes na tuba uterina (Manjunath e Thérien, 2002). A
desestabilizacdo da membrana provocada pela remocdo do colesterol promove a
reorganizagdo dos componentes da bicamada, incluindo redistribuicdo de proteinas integrais
(Amann e Graham, 1992; Gadella et al., 2001; Gadella e Colenbrander, 2003). As ligacdes
com as proteinas BSPs parecem ser perdidas por ocasido da interagdo do espermatozoide com
as células epiteliais do oviduto (Topfer-Petersen et al, 2000). A reducgdo das concentracdes de
colesterol somente ocorre em espermatozoides estimulados pelo bicarbonato (Gadella et al,
2001). O efluxo de colesterol durante a capacitacdo in vitro aumenta a desordem do arranjo
fosfolipideo e a permeabilidade da bicamada, os quais podem ser mensurados através de
corantes fluorescentes, como a merocianina (Thomas et al, 2006). O aumento da fluidez é
essencial para que ocorram diversos eventos importantes da capacitacdo, inclusive a reacdo
acrossdmica e a fusdo espermatozoide-odcito (Thomas et al, 2006).

As lipases vém sendo correlacionadas a capacitacdo espermatica e consequente reacdo
acrossémica. Estas enzimas clivam fosfolipidios intactos em ceramidas (esfingomielinase),
diacilglicerol (DAG) e alquilacilglicerol (fosfolipase C, PLC), acido fosfatidico (fosfolipase
D, PLD) e em lisofosfolipideos e &cidos graxos livres (fosfolipase A2, PLA;). Estes
catabolitos atuam como mensageiros intracelulares e ativam cascadas de fosforilacdo de
proteinas desencadeadas no espermatozoide durante a reacdo acrossémica (Flesch e Gadella,
2000).

A fosforilacdo da tirosina € uma marca da capacitacdo, ocorrendo nos estagios mais tardios
através da ativacdo da proteina quinase A (PKA). Esta ativacdo é mediada pelo adenilciclase
soltvel dependente de Ca e bicarbonato. O ion céalcio entra na célula através de canais
especificos (CatSper) e o bicarbonato pelo cotransportador Na/H,CO3 (Ickowicz et al, 2012).

A concentracdo de bicarbonato é muito baixa (<1lmM) durante a armazenagem do
espermatozoide na cauda do epididimo, sendo que no trato genital feminino as células sdo
confrontadas com altas concentragdes de bicarbonato (>15mM), tendo possivelmente um
papel chave na fosforilagdo da tirosina (Flesch e Gadella, 2000) (Figura 4).
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Figura 4: Seqiiéncia da capacitagdo espermatica. (A) Bicarbonato pode entrar na célula espermatica através dos
canais ionicos. O bicarbonato intracelular estimula a AC e a simultanea produ¢io 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 liga¢do a zona peltcida (ZP) se tornam fosforiladas. (D)
PLC do citosol é fosforilada e translocada para a membrana plasmatica. (E) Ativagdo da PKA promove
redistribuicdo e translocacdo 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 fungio
importante na capacitagdo. (H) Fatores decapacitantes (DF) sdo removidos da superficie da célula espermatica,
expondo os receptores de progesterona (Flesch e Gadella, 2000).

O inicio da reacdo acrossémica também esta ligado ao aumento da concentracéo intracelular
de calcio no espermatozoide, sendo que o Ca*? extracelular também é requerido para o
processo. A reacdo acrossémica se inicia imediatamente ap6s a primeira ligacdo da célula
espermatica a zona peltcida do odcito. Durante a reacdo acrossémica sao secretadas enzimas
hidroliticas e proteoliticas a fim de hidrolisar e dissolver a matriz da zona pelucida localmente
na direcdo de penetracdo do espermatozoide que posteriormente penetra no espacgo
perivitelinico e funde-se ao od6cito. Espermatozoides que sofreram reagdo acrossémica
precoce s30 incompetentes para fertilizar o odcito (Flesch e Gadella, 2000). A adicdo de Ca**
em combinacdo com os lono6foros de calcio divalentes, como o A23187, os quais induzem
artificialmente a entrada de célcio no espermatozoide, tem se mostrado efetiva na inducéo da
fusdo da membrana plasmatica com a membrana acrossdmica externa caracteristica da reacdo
acrossdmica (Gadella et al, 2001; Landim-Alvarenga et al, 2001). Visconti et al (1999)
mostraram que a retirada de colesterol da membrana acelera a capacitacdo e a reagédo
acrossdmica através de uma répida ativacdo da PKA e da proteina quinase em condicdes de
capacitacdo in vitro. A presenca de glicose também é essencial para a capacitacdo, visto que
ndo somente atua como fonte de energia permitindo o deslocamento do espermatozoide como
também desempenha func¢des na habilitagdo do espermatozoide para a fertilizacdo (Goodson
etal, 2012).
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A ligacdo da célula espermatica ao oo6cito induz varios sinais no espermatozoide. Um
conjunto de sinais desencadeia o influxo de célcio e a reagdo acrossémica. O conteldo
acrossomal se dispersa e digere a zona pelucida. Durante a reagdo acrossdmica, a membrana
plasmatica se une a membrana acrossomal externa formando vesiculas e expondo a membrana
acrossomal interna a qual se liga a zona pelucida. A célula hiperativada penetra a ZP no
espaco entre a ZP e a membrana do odcito (espacgo perivitelinico). O espermatozoide entdo se
liga lateralmente com a regido equatorial ao oolemma sendo envolvido pela membrana e se
fundindo ao odcito (Flesch e Gadella, 2000) (Figura 5).

membrane fusion

v

acrosome secretion

Figura 5: Sequéncia da reacdo acrossomica. (A) as proteinas da zona pelucida (ZP) se
ligam aos receptores espermaticos, promovendo a agregacao e a fosforilacao da tirosina.
(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 esperméatica. (C) pH intracelular aumenta por meio da proteina G e (D) o
potencial de membrana despolariza. (E) Esse aumento do pH, juntamente com a
despolarizacdo da membrana, promovem maiores concentracdes de célcio intracelular,
gue por sua vez (F) ativa a translocacdo da PLC para a membrana plasmatica durante a
capacitacdo. (G) O aumento do calcio intracelular ativa a fosfolipase A (PLA) que
degrada os fosfolipidios em acidos graxos livres e, consequentemente, (H) estimulam
uma proteina kinase C (PKC) (Flesh e Gadella, 2000).

3.4.Hiperativacao

A propulsdo do espermatozoide via batimento flagelar é vital para sua movimentacdo pelo
trato reprodutivo feminino. Quando o espermatozoide é expelido do epididimo durante a
ejaculagdo e entra em contato com as secre¢fes das glandulas sexuais acessorias, a
adenililciclase soluvel é ativada e gera 0 aumento das concentracdes intracelulares de AMPc
(Chen et al, 2000; Carlson et al, 2007). Isto estimula a cascata de fosforilacdo de proteinas que
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ativam a motilidade do espermatozoide (San Agustin e Witman, 1994). Este primeiro perfil de
motilidade é caracterizado por batimentos flagelares simétricos e de baixa amplitude que
produzem uma trajetoria de movimentacao linear (Olson et al, 2011).

Uma vez capacitado, o espermatozoide demonstra um padrdo vigoroso de movimentacéo
denominado hiperativagdo. A hiperativacdo espermatica refere-se a uma mudanc¢a no padrdo
de motilidade dos espermatozoides, com batimentos flagelares assimétricos e de alta
amplitude, que inclui um aumento na velocidade curvilinear (VCL) e amplitude lateral da
cabeca (ALH), e uma reducdo da velocidade progressiva e linearidade. Estas alteracOes
induzem a um padrdo de motilidade circular que ajuda os espermatozoides a se destacarem do
epitélio tubario, migrarem através do limen da tuba uterina e penetrarem na zona pelucida
(Ortgies et al., 2010). A hiperativacdo ndo ocorre normalmente no sémen sob circunstancias
normais, sendo que menos de 1% de plasma seminal (v/v) pode inibir o teste de penetracéo
em oo6cito de hamster (Kanwar et al., 1979) e o ensaio de ligacdo a zona peltcida em humanos
(Huyser et al., 1997).

O padrédo de batimento flagelar assimétrico e de alta amplitude tem se mostrado altamente
dependente da concentragdo de Ca”" intracelular, mostrando o papel crucial do célcio na
hiperativacdo espermatica (Okabe, 2013). O Ca®* que origina 0 processo de hiperativacio in
vivo pode ser originario da abertura dos canais de Ca”* da membrana e/ou da secregdo do Ca”*
dos reservatorios intracelulares (Olson et al, 2011). Os canais CatSper localizados na
membrana plasmética da pega principal séo a fonte primaria de Ca®* para hiperativacdo em
espermatozoides de hamster (Ren et al, 2001; Carlson et al, 2003). Eles se abrem em resposta
ao aumento do pH intracelular o qual é tipicamente associado com a capacitacdo espermatica
(Loux et al, 2013). O mecanismo exato pelo qual os canais CatSper induzem a hiperativacdo
ainda ndo é claro, e pode envolver ndo somente o influxo de calcio do ambiente como também
do calcio originado dos depdsitos internos proximos ao colo do espermatozoide,
possivelmente do envelope nuclear redundante (Loux et al, 2013). O envelope nuclear
redundante (RNE) localizado na base do flagelo contém depésitos de Ca®* (Ho e Suarez,
2001). Estes depdsitos sdo possivelmente abertos por um mecanismo ligado ao 1,4,5-trifosfato
(IP3) (Olson et al, 2011). Os canais CatSper foram identificados no espermatozoide equino
contudo, a relacdo de influxo de célcio com inducgdo da hiperativacdo foi considerada fraca
(Loux et al, 2013).

McPartlin et al (2009) sugeriram que a possivel limitacdo da fecundacdo in vitro (FIV) na
espécie equina seria a falha na inducdo da hiperativacdo in vitro. Estes autores relataram taxas
de 61% de fertilizacdo com o uso de procaina. A procaina € um anestésico local que tem
demonstrado induzir hiperativacdo em espermatozoides de diferentes espécies de mamiferos,
possivelmente aumentando a permeabilidade da membrana plasmaética ao célcio. O sucesso da
FIV equina apds a inducdo farmacoldgica da hiperativacdo sugere que 0s mecanismos tipicos
de capacitacdo espermatica (incubacdo em meios com calcio, bicarbonato e proteina) nao
estimulam adequadamente a hiperativacdo na espécie equina, 0 que pode indicar um
mecanismo diferente de inducdo da hiperativagdo quando comparada as outras espécies. A
procaina por sua vez parece atuar independentemente dos canais CatSper no espermatozoide
equino e sua inducdo de hiperativacdo ndo dependeria de um influxo de célcio externo (Loux
etal, 2013).

A capacitacdo e hiperativacdo espermatica requerem um meio de fornecimento de célcio e
bicarbonato, bem como a ativacdo da sintese de cCAMP para que se obtenha sucesso na
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fertilizacdo. Todavia, os mecanismos moleculares de inducdo dos dois estados parecem ser
independentes (Suarez, 2008). Uma ligacdo entre os processos de capacitagdo e hiperativacéo
é que ambos ndo ocorrem comumente no sémen, possivelmente devido a presenca dos fatores
decapacitantes do plasma seminal (Cross, 1996).

3.5.Principios de criopreservagdo do sémen

Em 1957, nasceu o primeiro potro fruto da tecnologia do sémen congelado (Barker e Gandier,
1957). A partir de entdo, os avangos nesta area levaram a criopreservacdo do sémen equino a
uma posicdo de destaque no mercado. O processo de criopreservacdo do sémen permite o
armazenamento das células espermaticas por longos periodos contribuindo para a
comercializacdo do sémen independentemente do tempo de transporte e do local onde estédo o
garanhdo e a égua, e para a preservacao do sémen de animais de alto valor zootécnico. Suas
vantagens incluem a maximizacdo da utilizagdo de garanhdes premiados e a reducdo nos
custos de transporte das éguas, bem como a reducdo do potencial de transmissdo de doengas.
Gracas ao congelamento do sémen, as distancias geograficas sdo abolidas permitindo uma
selecdo a partir de um numero maior de garanhdes, incluindo aqueles ja falecidos. Tal
tecnologia também permite o uso do sémen do garanhdo mesmo quando este se encontra
participando de eventos, doente ou lesionado. Devido a vantagem do armazenamento, 0 envio
do sémen congelado também fica desvinculado a deteccdo do estro na égua (Miller, 2008).
Contudo, este tipo de processamento gera diversos danos aos espermatozoides, 0s quais por
sua vez comprometem a viabilidade, a motilidade e funcbes fisiol6gicas mais complexas
dentro da célula (Roca et al, 2013). Muitos garanhdes apresentam fertilidade reduzida com o
uso do sémen congelado. E mesmo o melhor sémen necessita de um meticuloso trabalho de
controle folicular das éguas. A criopreservacdo também é considerada um processamento de
mais alto custo em relacdo a inseminacdo com sémen fresco e refrigerado, o que associado
aos custos de manejo das éguas, pode fazer da técnica uma opcdo cara. A alta variabilidade
entre garanhGes na tolerdncia ao processo de criopreservacdo € mais um complicador.
Historicamente, os garanhdes tém sido selecionados por sua constituicdo ou seu desempenho
esportivo, enquanto a sua fertilidade é ignorada na maioria das vezes, em detrimento ao seu
desempenho reprodutivo. Desta forma a qualidade do sémen congelado varia muito entre 0s
garanhdes, sendo estes classificados como de boa, média ou fraca congelabilidade,
dependendo da capacidade para suportar 0s processos de congelamento e descongelamento
(Gonzalez-Fernandéz et al, 2012).

Para fecundar um odcito, 0 espermatozoide precisa apresentar pelo menos quatro atributos
pos-descongelamento: metabolismo para a producdo de energia; motilidade progressiva;
enzimas acrossomais intactas, necessarias para a penetracdo do espermatozoéide através das
estruturas que circundam o odcito; e proteinas de membrana plasmatica, importantes para a
sobrevivéncia da célula espermatica dentro do trato reprodutivo feminino e para a juncdo da
mesma ao o6cito no momento da fecundacdo (Amann e Pickett, 1987; Pickett e Amann,
1992).

O processo de criopreservagdo do sémen, contudo, tem profundos efeitos nos
espermatozoides, muitos dos quais resultam em danos subletais as células, e subsequente
reducdo da fertilidade (Ricker et al, 2006). Tais danos incluem desestabilizacdo da membrana
devido ao rearranjo lateral lipidico, a perda de lipidios da membrana e sua peroxida¢do como
resultado da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estes eventos afetam a
motilidade dos espermatozoides, o poder de resposta ao estresse osmotico e as vias de
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sinalizacdo, resultando em comprometimento do potencial de ligacdo e reacdo com a zona
peltcida (Holt, 2000).

Os danos ocorridos durante a criopreservagdo sdo atribuidos as mudangas na temperatura,
formacéo de cristais de gelo, danos oxidativos, alteracbes na membrana espermatica, danos no
DNA, toxicidade dos crioprotetores e estresse osmotico (Watson, 2000).

Quando o sémen ¢é resfriado abaixo de 0° C, cristais de gelo extracelular comecam a se
formar. Isto resulta num aumento da concentragao de sais no fluido extracelular. Inicialmente,
a agua dentro dos espermatozoides ndo congela, mas é resfriada abaixo do ponto de
congelamento. A &gua se move do interior do espermatozoide para o ambiente extracelular e,
portanto, a célula espermatica desidrata continuamente. Se a agua ndo pode deixar o
espermatozoide rapidamente, ha a formacdo de gelo intracelular o qual pode danificar a
célula. Se a taxa de resfriamento for muito lenta, a elevada concentracdo de sais dentro da
célula pode danifica-la. O sucesso do processo de congelamento também é limitado pelo
processo de descongelamento. Em termos gerais, se a taxa de resfriamento (processo de
congelamento) é rapida, a taxa de aquecimento (processo de descongelamento) também deve
ser rapida. Alternativamente, se a taxa de resfriamento é lenta a taxa de aquecimento também
deve ser lenta (Amann e Pickett, 1987) (Figura 6). Surpreendentemente a membrana
plasmatica do espermatozoide equino parece ser capaz de responder a uma vasta gama de
insultos osmoticos sendo ainda capaz de recuperar o seu volume isosmolar. Apesar da elevada
resisténcia aparente da membrana plasmatica, funces celulares sdo prejudicadas. Dentre
outros efeitos deletérios temos a diminuigdo da viabilidade, uma queda no potencial de
membrana das mitocdndrias (MMP) e reducdo da motilidade ap6s o descongelamento (Flesch
e Gadella, 2000; Vidament et al, 2000). Durante o processo de congelamento, 0s
espermatozoides sdo submetidos a estresse osmotico no momento quando os diluidores de
congelamento sdo adicionados e depois de sua adi¢do. Visando minimizar o choque osmaético,
agentes crioprotetores sdo adicionados aos diluidores de congelamento (Ricker et al, 2006).

Os agentes crioprotetores ndo penetrantes sdo representados por macromoléculas com alto
peso molecular, tais como os acgucares, a lipoproteina da gema do ovo, as proteinas do leite e
alguns aminodacidos. Estas substancias sdo responsaveis por um mecanismo de protecdo no
meio extracelular. Algumas atuam através de um efeito osmético, no qual é induzida a saida
da 4gua do interior da célula para prevenir a formacao de cristais de gelo no meio intracelular,
sendo que outras promovem uma maior estabilidade da membrana plasmatica (Amam e
Pickett, 1987).

20°C Resfriamento-196°C Aquecimento 37°C

* * * -+ e
. e —— Y —— , 3
7 ;e ~ I o
Resfriamento b e N .
lento Muito rapido

Ideal
Resfn ento™,
rapido

*t’ & _-._ R '-'* *'.ft' '—"‘ ;
f Muito lento

-

Figura 6: Representagdo esquematica das mudangas fisicas no espermatozoéide equino durante o
congelamento (Amann e Pickett, 1987).
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Os crioprotetores penetrantes possuem um mecanismo de agdo baseado em suas propriedades
coligativas ou propriedades de ligacdo com a molécula da agua, ou seja, 0S agentes
crioprotetores penetrantes tem estruturas que promovem ligagdes de hidrogénio com a
molécula da agua. S&o estas ligacbes que mudam a orientacdo desta nos cristais de gelo e
criam um ambiente menos nocivo para as células espermaticas. Portanto, esta propriedade
modifica as caracteristicas durante o processo de congelamento limitando a formacdo de
cristais de gelo, retardando o crescimento dos cristais e reduzindo as concentragdes de soluto
no meio extracelular (Nash, 1966; Watson, 1979; Dalimata & Graham, 1997). As
caracteristicas fisico-quimicas ideais de um agente crioprotetor penetrante incluem um baixo
peso molecular, alta solubilidade em meio aquoso e principalmente uma baixa toxicidade
celular (Nash, 1966). Espermatozoides parecem ser sensiveis ao stress osmatico associado
com a adicdo e remocdo de grandes quantidades de crioprotetores, bem como a alteragdes nas
concentragdes de soluto durante o congelamento (Watson, 2000; Ball e Vo, 2001).

A adicdo de glicerol ou outros crioprotetores permeaveis (CPA) resulta em um aumento
transitdrio da pressdo osmatica antes que ocorra o equilibrio de suas concentracdes entre 0s
dois lados da membrana (Ball e Vo, 2001). Como ocorre o congelamento do meio extracelular
durante o resfriamento pensa-se que a dgua congela deixando o espermatozoide suspenso em
pequenos compartimentos de meio que possuem osmolaridade cada vez maior devido a
presenca de concentracfes crescentes de soluto na agua descongelada. Diferencas na
permeabilidade de glicerol e &gua também sdo temperatura dependentes, sendo responsaveis
por uma parcela consideravel do estresse osmotico (Ball e Vo, 2001;. Pommer et al, 2002).
Quando as células preenchidas com glicerol sdo abruptamente transferidas para um meio
isotonico livre de glicerol (como os diluidores de leite desnatado ou as secre¢fes do trato
reprodutivo feminino) o ambiente intracelular torna-se hiperosmotico em relagdo ao meio
extracelular. Como a permeabilidade do glicerol € menor que a da &gua, ocorre entrada de
agua intracelular com consequente aumento do volume celular. Se as mudancas de volume da
célula excedem a sua tolerancia osmdtica, pode resultar em lise celular. Evidéncias
experimentais recentes corroboram ainda mais a observacao de que seria o estresse osmético,
em vez da formacdo de gelo intracelular, o responsavel por grande parte dos danos ocorridos
no espermatozoide equino durante o congelamento e descongelamento na presenca de glicerol
(Morris et al., 2007).

As multiplas temperaturas de transicdo observadas durante o congelamento do sémen
corroboram com a ideia de que a membrana plasmatica possui regides especializadas laterais
em subdominios. A coexisténcia de fases fluidas e em gel de lipidios seria a principal origem
da organizacédo heterogénea da membrana (Flesch e Gadella, 2000).

3.6.Processo de criopreservacao de semen

O sémen equino normalmente é coletado com o auxilio de uma vagina artificial (Amann e
Pickett, 1987; Hafez, 1995). Em seguida, sdo avaliadas a coloragédo e aspecto do ejaculado, e
com auxilio da microscopia, caracteristicas como motilidade total, motilidade progressiva,
vigor, concentracdo espermaticas (Hafez, 1995). Para a criopreservacdo, deve-se selecionar
ejaculados que apresentem pelo menos 50% de motilidade progressiva e no minimo 60
milhGes espermatozdides/mL (Jasko, 1992).
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Apds a adicdo de diluidor ao sémen, geralmente na proporcdo de 1:1, é preconizada a
realizacdo da centrifugacdo visando dois objetivos: 1) eliminacdo de 90% do plasma seminal,
e 2) criacdo de uma suspensdo com alta concentracdo de espermatozoides. A remocao do
plasma seminal antes do congelamento melhora a motilidade dos espermatozoides pos-
descongelamento, pois a alta concentracdo de cloreto de sddio presente no liquido seminal
pode gerar danos aos espermatozoides preservados in vitro. Por outro lado, o plasma seminal
contém componentes que protegem as membranas durante a criopreservagdo, cuja
composigdo pode variar entre garanhdes. Tal fato pode explicar a diferente congelabilidade
dos espermatozoides de garanhBes (Moore et al., 2005). Portanto, a permanéncia de 10% de
plasma seminal pos-centrifugacdo € benéfica a motilidade espermatica equina pos-
descongelamento (Amann e Pickett, 1987; Jasko et al., 1992; Pickett e Amann, 1992; Brinsko
et al., 2000). Ainda assim, o processo de centrifugacdo ndo é indcuo gerando efeitos deletérios
sobre os espermatozoides. Estes podem ser minimizados ao se utilizar uma baixa forca
centrifuga (300-400G) por tempo adequado (10-15min) ou através da diluicdo do sémen
prévia a centrifugacdo (Amann e Pickett, 1987; Graham, 1996). Os diluidores normalmente
utilizados para o processo de centrifugacdo sdo: citrato - EDTA, glicose — EDTA e lactose —
EDTA, glicose-leite desnatado, leite desnatado UHT, INRA 82, entre muitos outros (Kenney
et al., 1975; Mckinnon, 1996; Vidament, 2005). Apds o processo de centrifugacdo, aspira-se e
despreza-se 0 sobrenadante e em seguida ressuspende-se o sedimento, constituido de
espermatozoides, com o diluidor de congelamento. Tem-se utilizado concentrac6es finais que
variam de 25 a 400 milhGes espermatozdides/mL (Jasko, 1994; Vidament et al., 1997).
Contudo os melhores resultados sdo observados com concentragdo de 100 ou 200 milhdes de
espermatozéides/mL (Nascimento, 2006).

Para 0 sémen ser armazenado a baixas temperaturas € necessario que 0s espermatozoides
sejam preservados com diluidores apropriados (Amann e Pickett, 1987; Holt, 2000). Os
diluidores seminais reduzem a concentracdo de plasma seminal, controlam o pH e a
osmolaridade, suprem 0s espermatozoides com nutrientes e antimicrobianos, além de proteger
0 espermatozoide do choque térmico durante o armazenamento. Os diluidores de sémen
possuem uma série de componentes basicos como a agua (como solvente); tampdes e
substancias ndo ibnicas (atuam na manutencdo da osmolaridade e pH do meio);
macromoléculas da gema do ovo e do leite (prevenindo o choque térmico); carboidratos (fonte
de energia); antibioticos (controlam o crescimento microbiano); detergentes (emulsificam os
lipidios presentes na gema de ovo, permitindo melhor interacdo entre esses componentes e a
membrana plasmatica); quelantes que se ligam ao célcio e ao magnésio (limitam o movimento
de ions bivalentes por meio da membrana, impedindo que penetrem nas células espermaticas
e as danifiqguem durante o choque térmico) (Amann e Pickett, 1987). Um diluidor de leite
integral aquecido contendo 10% de glicerol foi utilizado para obter a primeira prenhez com
sémen criopreservado de garanhdes (Barker e Gandier, 1957). Independente do protocolo ou
técnica de congelamento utilizado faz-se necessario o uso de crioprotetores que possuam a
funcéo de proteger as células e tecidos durante o congelamento e o descongelamento. O efeito
protetor dessas substancias foi associado a reducdo da concentracdo de soluto e ao aumento
das porcdes de agua descongelada e, portanto, do tamanho dos canais de agua (Watson,
1995). O glicerol tem sido o crioprotetor mais empregado para a criopreservacdo de
espermatozoides da maioria dos animais domésticos (Amann e Pickett, 1987), inclusive para
0 equino (Vidament et al. 1997). Smith e Polge (1950) foram os primeiros pesquisadores a
relatar o efeito crioprotetor do glicerol. Os efeitos protetores do glicerol séo representados por
suas propriedades coligativas, pela diminuicdo do ponto de congelacdo e pela consequente
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reducdo das concentracdes de eletrolitos na fracdo ndo-congelada da amostra, sendo que,
inicialmente, ele ocasiona um estresse osmatico na célula espermética, impedindo a formacao
de grandes cristais de gelo intracelulares (Watson, 2000). Contudo, em alta concentracéo o
glicerol apresenta efeitos deletérios, os quais incluem estresse osmotico, mudancas na
organizacdo, aumento da fluidez e permeabilidade da membrana, e na sua composicéo lipidica
(Watson, 1995). Foi demonstrada uma superioridade nos parametros de motilidade
espermatica, motilidade progressiva, vigor e integridade da membrana plasmatica apds o
descongelamento com o uso do glicerol na concentragédo de 2,5% (Vidament et al, 2002;
Vidament, 2005).

Os diluidores a base de leite desnhatado s@o rotineiramente utilizados na criopreservacao do
sémen equino. Estudos indicam que os componentes ativos envolvidos na protecdo do
espermatozoide pelo leite sdo as micelas de caseina, que interagem com as proteinas BSP, as
quais, por sua vez, podem promover a retirada de fosfolipidios e colesterol da membrana
plasmatica (Bergeron e Manjunath, 2006). O fosfocaseinato mostrou-se o componente com
maior influéncia positiva sobre o espermatozoide de garanhdes armazenados a 4°C, tanto em
sobrevivéncia quanto em fertilidade (Batellier et al. 1997).

A gema de ovo no meio diluidor de criopreservacdo beneficia os espermatozoides ao manter a
pressao coloidal do meio, e também, por conter lipoproteinas de baixa densidade (LDL), as
quais estabilizam a membrana espermatica durante o congelamento e descongelamento, e
reduzem os efeitos das proteinas do plasma seminal (Manjunath e Thérien, 2002).

Atualmente, os sistemas de envasamento mais comumente utilizado sdo as palhetas plésticas
com capacidade de 0.5mL com o objetivo de obter um congelamento mais uniforme das
amostras (Vidament et al, 1997), embasados pelos achados de Loomis et al. (1983).

Para Amann e Pickett (1987), reducdes na temperatura abaixo dos 37°C e, especialmente de
20°C, iniciam alterac@es de natureza biofisica no espermatozoide equino. Estes pesquisadores
concluiram que, para o sucesso de um processo de preservacdo do sémen em baixas
temperaturas, uma série de complexas interacdes entre diluidor, taxas de resfriamento e
temperatura de armazenamento se faz necessario. Pesquisas tém relatado que as taxas de
resfriamento podem ser divididas dentro de 3 categorias: lentas (<0,33°C/min); médias
(0,33°C/min a 1,0°C/min) e réapidas (>1,0°C/min) (Douglas-Hamilton et al, 1984). Na maioria
dos protocolos atualmente disponiveis para o congelamento é utilizada uma curva de
congelamento rapida de -60°C/min, sendo obtida pela exposicdo das palhetas
horizontalmente, 3 cm acima do vapor de nitrogénio (Amann e Pickett, 1987). Ja os principais
fatores a serem considerados no momento do descongelamento sdo: tipo de envase utilizado,
uniformidade de descongelamento em relagdo a condutividade de calor, espessura da parede
das palhetas e a temperatura da agua do banho-maria. A taxa de aquecimento do sémen em
palhetas é convencionalmente controlada pela temperatura da dgua de descongelamento e pela
duracdo da exposicdo da palheta a &gua. Amann e Pickett (1987) concluiram que o
descongelamento de amostras contidas em palhetas com capacidade para 0,5 mL, deve ser
feito a temperatura de 37°C por 30 segundos levando a uma curva de aquecimento de
700°C/min.
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3.7.Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é resultado de um desequilibrio entre os sistemas de geracdo de espécies
reativas ao oxigénio (ROS) e os sistemas antioxidantes enziméaticos e ndo enzimaticos
responsaveis pela sua remocao. Tal equilibrio é cuidadosamente regulado dentro das células,
como também no compartimento extracelular através de uma grande variedade de vias. Se as
células espermaticas sdo expostas a niveis excessivos de ROS, em seguida, a sua capacidade
de fertilizacdo e integridade genética poderdo ser comprometidas (Aitken, 1999).

No caso dos espermatozoides, as fontes de ROS sdo externas e internas. A externa, fonte
particularmente de anion superdxido (O2) e de peroxido de hidrogénio (H,0,), é resultado da
contaminacdo do sémen com leucdcitos. Esta fonte de ROS ja foi associada a sub-fertilidade
ou até mesmo infertilidade em humanos (Aitken et al.,1996). Quanto a fonte interna de ROS,
dois mecanismos envolvidos foram caracterizados em espermatozoides de ratos (Vernet et al.,
2001). Um mecanismo é através da fuga das ROS dos complexos I e 11l da cadeia respiratoria
mitocondrial (Balaban et al, 2005), enquanto o outro mecanismo baseia-se em um sistema
enzimatico relacionado com a familia das NADPH oxidases (NOX) ligadas a membrana
plasmatica da célula, as quais utilizam os dinucleotideos de adenina reduzidos (NADP-H)
como substrato (Ball et al, 2001; Vernet et al., 2001). Um membro dessa familia de oxidases
(NOX5) ja foi caracterizado nos testiculos e espermatozoides equinos indicando um potencial
mecanismo para a geracdo de ROS nestas células (Sabeur e Ball, 2007). Analises da origem
da producéo das ROS através das NADPH oxidases com o auxilio de nitroblue tetrazolium
demonstraram maior concentracao na cabeca e peca intermediaria dos espermatozoides, 0 que
sugere que a producdo de superdxido pode ser atribuida a duas fontes diferentes (Sabeur e
Ball, 2006). A capacidade de geracdo das ROS ¢é significativamente aumentada em
espermatozoides anormais (lwasaki e Gagnon, 1992), particularmente as células com retencao
de citoplasma (Gomez et al, 1996). Espermatozoides com gotas citoplasmaticas apresentam
maior conteddo celular de enzimas citoplasmaticas, incluindo a glicose-6-fosfato
desidrogenase. Esta enzima € responsavel pelo fluxo de glicose através da via das pentoses
fosfato com geracédo associada de NADPH (Baumber et al, 2000).

As concentracdes de radicais livres e espécies reativas derivadas de radicais sdo determinadas
através do equilibrio entre as respectivas taxas de producéo e taxas de degradacdo por varios
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Figura 7: Representacdo das causas e consequéncias do estresse oxidativo na célula espermatica.
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compostos antioxidantes e enzimas (Figura 7). Halliwell e Gutteridge (1989) definiram
antioxidantes como substancias que séo capazes, em concentragdes relativamente baixas, de
competir com outros substratos oxidaveis e, assim, retardar ou inibir significativamente a
oxidacdo desses substratos. Esta definicdo inclui enzimas como a superoxido dismutase
(SOD), a glutationa peroxidase (GPx), e a catalase (CAT), bem como compostos nédo
enzimaticos tais como o a-tocoferol (vitamina E), o B-caroteno, o &cido ascérbico (vitamina
C), e a glutationa (Drdge, 2002).

Em um estudo realizado por Aurich et al (1997), o antioxidante &cido ascorbico mostrou
efeitos protetores sobre a integridade da membrana espermaética equina ap6s armazenamento
do sémen refrigerado, sugerindo que os danos causados pelas ROS podem estar relacionados
a perda da funcdo do espermatozoide durante 0 armazenamento do sémen equino.

Além disso, ha compostos que tém uma atividade antioxidante especifica relativamente baixa,
mas, quando presentes em concentracdes elevadas, podem contribuir significativamente para
a atividade global de eliminacdo de ROS. Como exemplos, temos 0s aminoacidos livres,
peptideos e proteinas. Praticamente todos os aminoacidos podem servir como alvos para
ataque oxidativo por ROS, embora alguns aminoacidos, tais como triptofano, tirosina,
histidina, e cisteina sejam particularmente sensiveis a ROS (Droge, 2002).

Como o espermatozoide possui quantidades limitadas de antioxidantes, o plasma seminal
mostra-se uma fonte potente destes, que atuam protegendo o espermatozoide dos efeitos
adversos das ROS (Ball, 2008). As principais enzimas antioxidantes descritas no sémen sao a
catalase, superdxido dismutase e glutationa peroxidase. Estas enzimas sdo bem conhecidas
por converterem &nion superéxido (O*) e peréxido de hidrogénio (H,O,) em O, e agua
conforme a equacéo (Sikka, 2004):

2(0,7) + 2H* —> H,0, + O,

Catalase

HEOE —)‘ HEO + ].2 Oz

Parece existir uma variacdo grande na abundancia e importancia desses antioxidantes no
plasma seminal. Baumber e colaboradores (2005) determinaram a atividade relativa destas
enzimas no sémen equino encontrando valores de 98,7 + 29,2 U/mg de proteina, 29,15 + 6,64
U/mg de proteina e 0,87 + 0,06puM de NADPH oxidado/min/mg de proteina, para a CAT,
SOD e GPx, respectivamente. A atividade especifica da catalase em homogeneizados de
tecidos foi significativamente maior na prostata do que na ampola, glandula bulbouretral,
glandula vesicular, fluido da cauda do epididimo ou testiculo. Estes dados indicaram que o
plasma seminal equino tem uma atividade relativamente maior de catalase e superoxido
dismutase, com uma variacdo significativa entre garanhdes. A catalase é uma enzima que
apresenta elevada seletividade para o seu substrato H,O,. No entanto, o papel da catalase
parece importante apenas para concentracdes de H,O, superiores a 10° M (Vernet et al,
2004).

A exposicao dos espermatozoides equinos a condi¢Bes hipo ou hiperosmoticas resulta em um
aumento na geracao de anions superoxido pelas células vidveis do sémen indicando que existe
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uma interacdo ativa entre estes dois fatores de estresse osmotico e oxidativo (Sabeur e Ball,
2007). O mecanismo dessa interacdo ndo estd bem caracterizado, no entanto, estudos com
outros tipos de células sugerem que a ativacdo da fosfolipase associada a membrana A2
(PLA2), com consequente ativacdo de uma NADPH oxidase pode representar uma via
potencial para a geracdo do anion superoxido em resposta ao estresse osmotico (Lambert,
2003; Lambert et al, 2006).

O resfriamento e descongelamento dos espermatozoides pode causar um aumento na geracao
de déxido nitrico. O radical NO é produzido em organismos superiores por oxidacdo de um dos
atomos terminais de nitrogénio da L-arginina. Este processo é catalisado pela enzima 6xido
nitrico sintetase (NOS). Dependendo do microambiente, 0 NO pode ser convertido em varios
outras espécies reativas de nitrogénio (RNS), como cation nitrosdnio (NO;), anion nitroxil
(NOy) ou peroxinitrito (ONOO,) (Droge, 2002). Embora a producdo de Oxido nitrico
permaneca inalterada durante o resfriamento do espermatozoide, uma subita explosdo da
producdo de radicais de 6xido nitrico é observada durante o descongelamento (Meyers, 2012).

Uma grande variedade de compostos tem sido testada em combinagdo com crioprotetores
comuns basicos tais como gema de ovo e leite a fim de minimizar os danos causados pelo
congelamento e descongelamento. Estes compostos incluem carnosin, carnitina, hipotaurina,
taurina e vitamina E (Sanchez-Partida et al., 1997; Chatterjee e Gagnon, 2001). Os efeitos
benéficos de tais antioxidantes fornecem evidéncias de que o estresse oxidativo ocorre
durante a criopreservacdo (Alvarez et al, 1987;. Alvarez e Storey, 1992; Chen et al., 1993;
Sanchez-Partida et al., 1997). As ROS sédo uma fonte importante de danos ao DNA do
espermatozoide, e a adicdo de antioxidantes pode desempenhar um papel na reducdo de
apoptose durante a armazenagem de sémen e seu transito no trato genital (Sikka, 2004).

Todavia, as ROS parecem exercer um papel fisiolégico no espermatozoide possivelmente
relacionado com o processo de transducdo de sinais. Muitos eventos fisiologicos dentro das
células espermaticas sdo controlados pelas ROS, como a hiperativacdo, capacitacdo, reacao
acrossdmica, ligacdo a zona pellcida e penetracdo no odcito (De Lamirande et al., 1997). Em
termos moleculares, ja foi mostrado o efeito das ROS no processo de fosforilagdo da tirosina,
intrinsicamente associado a capacitacdo espermatica (Aitken et al, 1995;. Leclerc et al., 1997;
De Lamirande et al., 1997; Lewis e Aitken, 2001).

3.8.Peroxidacao lipidica

Uma das maiores ameacas aos espermatozoides € a sua extrema susceptibilidade ao dano
oxidativo devido ao elevado teor de &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) na membrana
plasmética. Esta composicdo peculiar dad a esta estrutura as propriedades fusogénicas
intrinsecas as quais ele necessita para realizar os eventos relacionados a fusdo das membranas
durante a fertilizacdo (Vernet et al, 2004). No entanto, a presenca de altas concentracfes de
PUFA também torna estas células mais suscetiveis a ataques pelas espécies reativas ao
oxigénio (ROS).

O peroxido de hidrogénio parece ser a principal ROS responsavel por essas mudancas
(Baumber et al, 2000) e a peroxidagdo lipidica seu mecanismo de acdo (Aitken et al 1993;
Baumber at al, 2003a, 2003b). A cascata de peroxidacéo lipidica é iniciada quando as espécies
reativas ao oxigénio atacam o0s acidos graxos poliinsaturados na membrana da célula
espermatica. Como consequéncia da peroxidagédo lipidica, a membrana plasmatica perde a
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fluidez e integridade necessarias para a fusdo das membranas durante a fertilizacdo. Além
disso, a peroxidag&o lipidica pode também danificar o DNA conduzindo a liga¢fes cruzadas
na cromatina, mudancas de base, e quebras na fita de DNA (Baumber et al, 2003). As
espécies reativas ao oxigénio, H,O, e O, ndo possuem energia suficiente para iniciar a
peroxidacdo lipidica, sendo portanto necessaria a acdo de um metal de transicdo catalisador.
ConcentragOes muito baixas de ferro presente em quase todas as solucGes séo suficientes para
catalisar a formacdo de radicais hidroxila a partir de O, e H,O, (De Lamirande, 1997). O
radical hidroxila pode reagir com qualquer componente celular e é um iniciador
extremamente poderoso de peroxidacdo lipidica (Aitken, 1995). Com a presenca de um
catalisador, como o Fe?*, as ROS podem iniciar a peroxidacao lipidica, através da extracio do
hidrogénio e consequente formacdo de um numero de radicais reativos (reacdo de Haber-
Weiss). Estes radicais continuam a reacdo em cadeia, com a formacdo de peroxidos de
lipidios e a formacéo de aldeidos citotoxicos, incluindo o malondialdeido e o mais potente 4-
hydroxynonenol (Aitken, 1995; Ball e Vo, 2002; Ball, 2008).

Reacio de Fenton ou Haber —Weiss
D) Fe'*+ 057 — 4 Fe?*+0,

1) Fe**+H, 0, — Fed*4+ OH™+ OH

Reacao geral: Oy~ + H, O,— OH™ + OH" + O, |

Embora a peroxidacdo lipidica seja bem caracterizada nos espermatozoides de mamiferos, o
espermatozoide equino parece ser relativamente mais resistente a peroxidacdao das membranas
do que o espermatozoide de outros animais domésticos (Baumber et al, 2000; Neild et al,
2005). A criopreservacdo, no entanto, aumenta a susceptibilidade da célula equina a
peroxidacdo lipidica, de forma mais pronunciada na regido da peca intermediaria (Neild et al.,
2005; Ball, 2008).

Um componente antioxidante conhecido do plasma seminal equino é a lactoferrina (Lf), uma
glicoproteina de 80 kDa, que consiste de dois lobos, e cuja propriedade fisica mais marcante é
a altissima afinidade ao ferro (Baker e Baker, 2005). A lactoferrina (Lf) ja foi encontrada no
plasma seminal de garanhdes e sua presenca correlacionada com a concentracdo € namero
total de espermatozoides, refletindo uma possivel fungdo na saude gonadal (lganaki et al,
2001; Kikuchi et al, 2003). As concentragdes de lactoferrina no plasma seminal equino variam
de 42 a 453pg/mL, com um valor médio de 157 + 118ug/mL (Inagaki et al, 2002). A
lactoferrina parece ser o principal componente dos antigenos de superficie, 0s quais protegem
0 espermatozoide (Kobayashi et al, 2007). Além disso, ela exibe atividade bacteriostatica e
previne a formacdo de radicais hidroxila, agentes importantes do processo de peroxidacao
lipidica das membranas (Kikuchi et al, 2003). A biodisponibilidade da Lf parece ser regulada
pela presenca de moléculas de ligacdo a lactoferrina, as quais alteram as suas propriedades
fisico-quimicas e assim influenciam a sua atividade biologica e afinidade pelo
espermatozoide. Desta forma, a Lf pode ser encontrada no plasma seminal numa forma livre
ou associada (Thaler et al, 1990).

Os meétodos comumente utilizados para medir as ROS podem ser categorizados em: 1)
reacoes
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envolvendo tetrazolio nitroazul ou complexos citocromo c-Fez; 0s quais medem as ROS na
superficie da membrana celular; 2) rea¢fes que medem as ROS (geradas dentro ou no exterior
da célula) utilizando quimioluminescéncia; e 3) o0 metodo de ressonancia dos elétrons, o qual
é mais sensivel e pode identificar o tipo de ROS gerado no interior da célula, mas que requer
uma operacdo mais habil, interpretacGes precisas e instrumentacédo cara (Sikka, 2004).

3.9.Métodos de avaliagdo espermética in vitro

Para o desenvolvimento de métodos de congelamento necessita-se de testes in vitro que se
correlacionem com a fertilidade in vivo, visto que ensaios reprodutivos controlados com um
adequado numero de equinos sdo extremamente caros (Katila, 2001). A avaliacdo espermatica
mais utilizada em laboratérios e fazendas € a de motilidade. Apesar de sua limitada
aplicabilidade, este tipo de avaliacdo é de rapida execucao e de facil acesso. Contudo, sabe-se
que a avaliagdo do sémen in vitro através de outros testes € essencial para prever a fertilidade
do sémen.

Avaliacdo da motilidade esperméatica

A motilidade espermatica é importante porque é prontamente identificavel e reflete varios
aspectos essenciais do metabolismo do espermatozoide. Contudo, a motilidade deve ser
avaliada juntamente com outros parametros a fim de se estimar o potencial fertilizante dos
espermatozoides. Normalmente, a motilidade progressiva (espermatozoides com movimento
retilineo e circular amplo) e a total (movimento progressivo e localizado) sdo estimadas
através de porcentagens. O movimento circular amplo no espermatozoide equino é normal e
deve-se a alta incidéncia de ligacOes abaxiais entre a cabeca e o colo da célula (Kenney et al,
1983). O vigor (velocidade dos espermatozoides) é avaliado em uma escala de 0-5.

Para obter uma estimativa precisa, as condi¢cbes ambientais devem ser ideais e padronizadas
para 0 sémen. Todo o equipamento deve ser limpo (de preferéncia descartavel) e antes da
utilizacdo, mantido a temperatura corporal por meio do armazenamento em uma estufa ou em
placa aquecedora. A temperatura da lamina deve ser controlada (+ 37 ° C), utilizando uma
placa aquecedora sobre o microscépio; a profundidade da suspensdo na lamina deve ser
padronizada, sendo que multiplos campos perto do centro da lamina devem ser examinados
(Katila, 2001).

A avaliacdo com microscopia em campo claro ndo requer equipamento caro e é facil de
executar. No entanto, uma grande variacdo pode ser causada por diferencas entre o0s
examinadores, uma vez gque a avaliacdo € subjetiva e exige experiéncia. Se a motilidade for
baixa, provavelmente ndo se indicara a utilizacdo do sémen. Por outro lado, um sémen com
boa motilidade ndo indica, necessariamente, que a capacidade fertilizante do espermatozoide
tenha sido mantida (Hafez, 1995).

Analise espermética computadorizada (CASA)

A avaliacdo visual subjetiva da motilidade é uma técnica propensa ao erro humano e
preconceito. Para tanto, tém sido desenvolvidos métodos mais objetivos, como o baseado em
imagens microscopicas analisadas computadorizadamente (CASA). As imagens de video
informatizadas do movimento espermaético para analise sdo obtidas a partir da visualizagdo ao
microscopio de campos com espermatozoides moveis. Um numero definido (geralmente 20 a
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30) dos quadros de video sucessivos é analisado a uma taxa constante, tipicamente 30-60
quadros por segundo. Quando todos os quadros para um dado campo foram analisados,
algoritmos do computador sdo usados para distinguir espermatozoides de artefatos e
reconstruir as trajetorias dos espermatozoides (Jasko, 1992). Cada espermatozoide é
classificado como maével ou sem motilidade, e a concentracdo de ambos € calculada. Os dados
de motilidade sdo ainda caracterizados da seguinte forma: velocidade curvilinear média
(VCL), velocidade média da trajetoria (VAP), velocidade linear progressiva (VSL),
retilinearidade (STR = VSL/VAP), linearidade (LIN = VSL/VCL), porcentagens de
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), amplitude de deslocamento lateral da
cabeca (ALH) e frequéncia de batimento flagelar (BCF). O que estas caracteristicas
especificas da motilidade nos dizem sobre a qualidade do sémen de garanhdes fresco ou
congelado é pouco clara, visto que ndo estdo definidos valores padrdo para movimentos de
espermatozoides normais ou anormais e nem ha uma normalizacdo internacional de
configuracdes do equipamento (Katila, 2001).

Na anélise de sémen congelado, particulas que ndo sdo espermatozoides (por exemplo a gema
de ovo) podem ser erroneamente identificadas como espermatozoides, causando
superestimacdo da concentracdo de espermatozoides e subestimacdo da proporcdo de
espermatozoides méveis (Combhaire et al., 1992). A concentracdo maxima de espermatozoides
que pode ser lida pelo CASA é usualmente de 50x10° sptz/mL, contudo uma diluicdo de
25x10° sptz/mL tem sido recomendada (Varner et al., 1991).

Palmer e Magistrini (1992) inseminaram 766 éguas com sémen congelado avaliado pelo
CASA, mas nenhum dos critérios medidos (VCL, LIN, ALH, MOT, RAP) teve uma
correlacdo significativa com a fertilidade. Até o momento, a superioridade da anélise
automatica na avaliacdo de sémen congelado ndo foi comprovada, embora seja esta a Unica
maneira de se avaliar com preciséo a velocidade e linearidade (Katila, 2001).

Morfologia espermética e integridade de membrana

Em alguns estudos, o aumento das anormalidades dos espermatozoides foi associado com a
redugdo da fertilidade (Bielanski 1975, Jasko et al. 1990a), mas outros ndo encontraram
nenhuma relacéo entre a morfologia do sémen fresco e a fertilidade (\Voss et al. 1981, Dowsett
& Pattie 1982). Uma ampla gama de desvios morfoldgicos pode ser aceita para garanhdes
reprodutores, se 0 nimero total de espermatozoides moéveis morfologicamente normais no
ejaculado for adequado (Kenney et al., 1983). As vezes, as baixas taxas de prenhez pés-
inseminacdo com sémen congelado sdo devidas ao pequeno nimero de espermatozoides vivos
morfologicamente normais. Ap6s o0 congelamento e descongelamento, mudancas
ultraestruturais sdo observadas no acrossoma, nas fibras externas da peca intermediaria e no
axonema da peca principal (Christensen et al, 1995).

Entre todos os exames, 0 uso de corantes fluorescentes em conjunto com a citometria de fluxo
permite avaliar Vvarios parametros espermaticos simultaneamente de milhares de
espermatozoides em um curto periodo de tempo (Zeginiadou et al., 2000; Rathi et al., 2001).
Estas avaliagOes favorecem a predicdo da fertilidade potencial de um determinado animal e
avaliam com mais acuracia a congelabilidade do sémen de um garanhdo (Magistrini, 2000). A
membrana plasmatica do espermatozoide envolve toda a célula e desempenha diversas
funcBes importantes na fisiologia da célula. Se a membrana plasmatica do espermatozoide néo
estiver funcionalmente intacta este sera considerado invidvel. Normalmente, a integridade



34

fisica da membrana é avaliada depois da marcacao das células com corantes fluorescentes néo
penetrantes.

Uma combinacdo de duas sondas fluorescentes, como a carboxifluoresceinadiacetato (CFDA)
e o iodeto de propidio (IP), pode ser utilizada para avaliar a viabilidade celular. As moléculas
de CFDA atravessam as membranas e sdo de-esterificadas por esterases no interior da célula.
Elas sdo retidas no interior intacto das células, levando-as a fluorescéncia verde. Ja as
moléculas de IP ndo podem penetrar em células com membrana integra, podendo apenas se
ligar e corar o DNA de células danificadas, dando-lhes fluorescéncia vermelha (Malmgren,
1997).

O método mais comumente utilizado para detectar a integridade acrossémica é a coloragdo
com conjugados de fluoresceina-lecitina, tais como a aglutinina do amendoim Peanut
aglutinin (PNA), a aglutinina da ervilha Pisum sativum aglutinin (PSA) ou a concanavalina A
(ConA) acoplados com o isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Magistrini et al. 1997).
Espermatozoides com acrossoma intacto apresentam intensa fluorescéncia verde sobre a capa
acrossomal, enguanto espermatozoides reagidos mostram uma imagem de fluorescéncia
desigual e interrompida. As células esperméticas que completam a reacdo acrossémica
adquirem uma fluorescéncia no segmento equatorial ou permanecem ndo coradas (Cheng et
al., 1996). Kneissl (1993) encontrou alta correlagdo entre a motilidade total avaliada
computadorizadamente (Stromberg-Mika-Cell-Motion-Analysis-System) e a porcentagem de
espermatozoides com membrana integra corados com CFDA e IP. A citometria de fluxo
demonstrou ser uma ferramenta valiosa para discriminar as respostas de diferentes
subpopulages de espermatozoides as condicGes de capacitacdo (Ricker et al, 2006). A
avaliacdo por citometria de fluxo do sémen congelado de 5 garanhdes com o auxilio do
corante IP obteve correlagdo significativa com a fertilidade (r = 0,68) em 40 éguas e foi
superior a analise por outros métodos (MT, penetracdo odcito de hamster) (Wilhelm et al,
1996)

Teste hiposmotico (HOST)

Quando os espermatozoides sdo suspensos em uma solucdo hiposmotica, a dgua penetra na
célula, numa tentativa de atingir o equilibrio osmético. Isto consequentemente aumenta o
volume da célula, reduzindo o comprimento inicial do flagelo e as protuberancias da
membrana plasmatica (Drevius & Eriksson 1966). A entrada de agua ocorre apenas na regiao
da cauda, visto que é onde a membrana é mais frouxamente aderida, criando diferentes tipos
de dobras. O aparecimento de uma dobra na cauda do espermatozoide € um sinal de que a
agua foi transportada de maneira fisioldgica para dentro da célula de modo a atingir o
equilibrio osmotico. Isto indica que a membrana flagelar esta intacta (Colenbrander et al,
1992). Quando o espermatozoide ndo suporta mais 0 estresse osmotico, a membrana
plasmatica se rompe e ocorre desespiralizacdo da cauda (Jeyendran et al., 1984). Sdo nestes
principios que se baseia o teste hiposmdtico. O teste hiposmotico foi desenvolvido para a
avaliacdo do sémen de humanos, utilizando-se uma solucéo a 150mOsm/L contendo citrato de
sodio e lactose (Jeyendran et al.,, 1984). A avaliacdo da funcionalidade da membrana
plasmatica do espermatozoide pode ser realizada com o teste hiposmético utilizando como
solucéo hiposmotica a agua destilada (Lomeo e Giambersio, 1991). Este teste foi modificado
por Lagares et al. (2000) para avaliacdo do sémen equino. Nesta avaliacdo, uma aliquota de
100 pL de sémen ¢ adicionada a 200 pL (diluicdo 1:2) de agua destilada, ambos a 37°C,
seguido de incubagdo em banho-maria a 37°C por 5 min. Apés este periodo, as amostras sao
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analisadas em microscopia de contraste de fase (400x) e 200 células sdo avaliadas. O
percentual de espermatozoides que reagiram positivamente ao teste hiposmotico é calculado
por meio de observacdo da porcentagem de espermatozoides com cauda enrolada, subtraido o
existente anteriormente quando da exposicdo do espermatozoide ao meio hiposmotico.
Lagares (1995) testou 156 ejaculados de 13 garanhd@es, observando uma correlacdo positiva
entre o teste hiposmotico e a taxa de fertilidade.

Interacdo espermatozoide-odcito: ensaio de ligagdo a zona pellcida (ZBA)

Em todas as espécies, a penetracdo do odcito pelos espermatozoides requer que 0 mesmo
possua motilidade, proteinas receptoras intactas para que o espermatozoide possa se ligar a
zona peldcida, além da capacidade de sofrer a reacdo acrossdmica e de se ligar a membrana
plasmatica do odcito. Diferentes ensaios de penetracdo de odcito in vitro foram desenvolvidos
a fim de analisar cada um desses atributos (Graham, 1997).

A ligacdo do espermatozoide com a zona pelucida (ZP) desempenha um papel crucial no
processo de fertilizacdo. Na tuba uterina, 0 espermatozoide penetra a massa circundante de
células do cumulus do odcito e se liga a ZP, a Gltima barreira fisica que o espermatozoide
deve superar antes da fertilizacdo. A incapacidade do espermatozoide em penetrar a ZP
resulta inevitavelmente em infertilidade (Green, 1997). Yanagimachi et al. (1979)
demonstraram que o0 armazenamento de oocitos de diversas espécies em solugdes salinas
hiperconcentradas conserva varias caracteristicas fisicas e quimicas da ZP. Além disso, Fazeli
et al. (1995) demonstraram uma relacdo entre a taxa de ligacdo a ZP de odcitos armazenados
em solucdes salinas e a fertilidade do garanhdo. No entanto, na espécie equina, 0s ensaios de
ligacdo a ZP tém sido limitados devido a escassez de odcitos equinos. Coutinho da Silva e
colaboradores (2012) mostraram que o uso de ZP bovina é adequado para ensaios de ligacdo
com o espermatozoide equino.

Diante do exposto, neste trabalho testamos a hipoOtese de que o uso de antioxidantes no
processo de criopreservacao do sémen equino poderia reduzir os efeitos deletérios do estresse
oxidativo sobre o espermatozoide e, consequentemente aumentar as taxas de capacitacdo e
hiperativacdo espermética induzidas no protocolo de fertilizagao in vitro.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta do sémen

Foi utilizado um ejaculado de seis garanhdes (n=6) clinicamente normais, com idade
compreendida entre 4 e 8 anos, localizados nas cidades de Montes Claros, Janauba, Inhaima e
Conselheiro Lafaiete/MG, nos meses de julho a setembro de 2014. Os animais foram
selecionados a partir de exame androlégico e do histérico reprodutivo. As coletas de sémen
foram realizadas com vagina artificial modelo “Hannover”. Imediatamente apos a coleta, o
sémen foi filtrado para a retirada da fracdo gel e avaliado quanto a motilidade total,
progressiva, vigor, concentracdo e morfologia espermaticas. Uma amostra do ejaculado foi
congelada para posteriores analises de radicais livres.

4.2. Avaliacao do sémen fresco
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O sémen fresco foi avaliado quanto a motilidade espermatica progressiva, total, e vigor com o
auxilio de um microscopio de campo claro (100x). Foram utilizados neste experimento apenas
ejaculados com motilidade progressiva igual ou superior a 50% e vigor igual ou superior a 3.
O célculo da concentragdo espermaética foi realizado através da contagem de espermatozoides
em camera hemocitométrica. A morfologia espermatica foi avaliada através da técnica de
preparacdo Umida (Mies Filho, 1975). O sémen foi preservado em solucdo de formol salina
tamponada e 100 espermatozoides foram avaliados com auxilio de microscopia de contraste
de fase (1000x). Foram utilizados somente ejaculados com porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais maior ou igual a 70% (CBRA, 1998).

4.3. Partel: Avaliacdo da qualidade espermatica pos-descongelamento com diferentes
diluidores contendo antioxidantes

4.3.1. Congelamento do sémen

O sémen foi diluido na proporcao de 1:1 com diluidor de Kenney et al. (1975) e centrifugado
(400xg, 10 min). O sobrenadante foi descartado de modo a se deixar 10% do centrifugado.
Apo6s homogeneizacdo, o sémen foi distribuido em 3 grupos e ressuspendido para se obter 100
x10° esp./mL de acordo com os 3 meios de congelamento: 1) INRA 82 (Controle; Vidament
et al, 1997), 2) INRA 82 suplementado com lactoferrina (500pug/mL, Sigma Chemical St.
Louis, MO, USA), 3) INRA 82 suplementado com catalase (200UI/mL, Sigma Chemical St.
Louis, MO, USA). O sémen ressuspendido foi avaliado quanto a motilidade total, progressiva
e vigor espermaticos. As amostras de sémen foram envasadas em palhetas de 0,5ml, seladas e
imediatamente resfriadas com uma curva de 0,27°C/min até a temperatura de 5°C.
Posteriormente, as palhetas foram dispostas a 2,5cm acima do nitrogénio liquido e ap6s 20
min., imersas neste (-196°C), sendo armazenadas em butijdes de nitrogénio liquido.

4.3.2. Avaliacao espermatica pos-descongelamento
4.3.3. Analise da motilidade espermatica computadorizada (CASA)

Uma amostra de sémen de cada tratamento foi descongelada a 37°C por 30 segundos em
banho-maria e uma aliquota de 5 pL foi avaliada por anélise computadorizada no aparelho
CASA (Sperm Class Analyser, SCA® 2005 VS 4.0.0 Microptik S.L., Barcelona, Espanha)
quanto a motilidade total, progressiva, velocidade curvilinear (VCL-um/s), velocidade média
da trajetoria (VAP-um/s), velocidade linear progressiva (VSL-um/s), amplitude de
deslocamento lateral da cabeca (ALH-um), freqiéncia de batimento cruzado (BCF-Hz),
retilinearidade (STR-%), linearidade (LIN-%) e oscilacdo (WOB- %). Foram analisados 9
campos/gota.

4.3.4. Avaliacao da funcionalidade espermética

A porcentagem de espermatozoides com membrana funcional foi avaliada por meio do teste
hiposmatico com agua destilada (Lomeo e Giambersio, 1991) modificado por Lagares et al.
(2000) na diluicdo 1:2 (sémen: agua destilada). Uma aliquota de 100 uL de sémen foi
adicionada a 200 pL de &gua destilada, ambos a 37°C, seguido de incubacdo em banho-maria
a 37°C por cinco minutos. Apés incubacdo, as amostras foram analisadas em microscopia de
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contraste de fase (400x), com avaliacdo de 200 células por amostra. O percentual de
espermatozoides que reagiram positivamente ao teste hiposmotico com cauda enrolada foi
calculado descontando-se a porcentagem de espermatozoides com cauda enrolada encontrada
no exame morfoldgico.

4.3.5. Avaliacdo da integridade de membranas espermaticas

A integridade das membranas plasmética e acrossomal foi verificada com auxilio de
citometria de fluxo, através dos corantes fluorescentes lodeto de Propideo (IP, Sigma P4170,
Sigma Chemical St. Louis, MO, USA) e Isoticianato de fluoresceina- Peanut agglutinin
(FITC-PNA, Sigma L7381, Sigma Chemical St. Louis, MO, USA). As amostras de sémen
descongeladas foram diluidas 1:20 em PBS (250 puL de sémen:5 mL de PBS). Uma aliquota
de 200uL dessa suspensdo foi corada com FITC —PNA (1,125ug/mL) e incubada por 10 min.
em banho-maria a 37°C. Posteriormente as amostras foram diluidas acrescentando-se 1mL de
PBS, coradas com IP (1,5 mM) e incubadas por 10 min. em temperatura ambiente. Em
seguida, as amostras foram submetidas a leitura no citémetro de fluxo (FACScan, BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). Dez mil eventos, a uma taxa de 500 células/seg., foram
analisados por amostra.

4.3.6. Mensuracdo da concentracdo de espécies reativas ao oxigénio

O efeito antioxidante foi avaliado através da mensuracéo dos niveis de nitrito (NO) e peréxido
de hidrogénio (UM/ug de proteina) utilizando a espectrofotometria com composto de DAN
(Misko et al, 1993) e dosagem pelo método FOX 2 modificado (Nourooz-Zadeh, 1994),
respectivamente. A técnica de determinacdo de nitrito por fluorescéncia baseia-se na reacao
do NO (metabdlito do oéxido nitrico) com o composto ndo-fluorescente 2,3-
diaminonaphthalene (DAN) em meio acido, originando o produto fluorescente 1-(H)-
naphthotriazole. Para tal, 150uL da amostra de sémen descongelado (37°C, 30seg) foi
adicionada a um poco de microplaca com 150uL de &gua destilada, onde foi acrescentado
10puL da solucdo de DAN (0,0omg de DAN solubilizado em 1mL de HCI 0,62M-
0,05mg/mL). A microplaca foi mantida ao abrigo de luz durante 10 min. A reacdo foi
finalizada com 5uL de NaOH 2,8M. Para preparacdo do padrdo os passos anteriores foram
repetidos com a substituicdo do sémen por concentracdes conhecidas de NaNO,. A emissao
de fluorescéncia foi medida a 415nm, com excitagdo a 365nm no espectrofluorimetro. Os
resultados foram expressos em concentracdo de nitrito calculada a partir da equacédo da reta
obtida com os padrdes de nitrito.

Para mensuracdo do hidroperoxido (H,0,) foi utilizada a técnica espectrofotométrica de FOX-
2 modificada (oxidacdo ferrosa do xilenol Orange, versdo 2). Essa técnica consiste na
oxidacdo de fons ferrosos (Fe?*) a fons férricos (Fe**) sob condicdes &cidas, pelos
hidroperéxidos lipidicos. O indicador utilizado é o xilenol Orange, que reage com os fons Fe**
produzindo um croméforo azul-arroxeado com coeficiente de extingdo 4,3x10°M™*cm™, a
560nm. Para tal, preparou-se o reagente de FOX no momento da andlise e este foi mantido ao
abrigo de luz durante todo o experimento. Em um microtubo de 0,5mL, foi adicionado 450uL
do reagente de FOX a 50uL da amostra de sémen descongelado (37°C, 30seg) e apos 30 min,
a amostra foi centrifugada (300xg, 15seg). O branco foi feito com 450uL do reagente de FOX
adicionado de 50puL de agua destilada. Duzentos microlitros das amostras e do branco
(duplicata) foram pipetados para uma microplaca a qual foi submetida a leitura em
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espectrofotdbmetro a 560nm. O calculo da concentracdo de hidroperdxido/H,O, nas amostras
foi realizado de acordo com o coeficiente de extingdo molar dos hidroperdxidos. Logo:
A,=E,.C, onde A,=absorbancia a 560nm; &,= coeficiente de extin¢do molar do cromoforo; C=
concentracdo de hidroperoxidos (mol/mL).

4.3.7. Mensuracéo da concentracao de ferro livre

A bioatividade da lactoferrina foi avaliada através da concentragéo de ferro livre presente nas
amostras de sémen descongelado. Deste modo, procedeu-se a analise das amostras atraves de
espectrofotometria automatizada empregando-se kit comercial (SYNERMED®-Synermed
International Inc), com o auxilio do equipamento COBAS MIRA PLUS® (Roche, Corp.,
Basel, Schweiz).

4.4. Parte2: Avaliagdo da capacidade fecundante do espermatozoide equino submetido a
diferentes protocolos de capacitagdo e hiperativagdo

4.4.1. Selecdo espermatica e inducéo da hiperativacéo

As palhetas criopreservadas foram descongeladas a 37°C por 30 seg e avaliadas quanto a
motilidade e vigor sob microscopia de campo claro. Para selecdo dos espermatozoides
moveis, foi realizado o método swim-up. Uma palheta de cada tratamento foi distribuida em 2
tubos de 4mL contendo 1mL de meio Whittens modificado capacitante (pH=8,5), de forma
que 250uL de sémen foi depositado no fundo de cada tubo. Posteriormente, os tubos foram
incubados por 20 min em estufa a 38,2°C com 5% de CO, para que 0s espermatozoides
maoveis migrassem para cima no meio. Em seguida, retirou-se 750L do sobrenadante de cada
tubo, o qual foi depositado em tubos conicos. Procedeu-se a centrifugacdo do sobrenadante a
500xg por 7min. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado deixando-se de 75-
90uL de sedimento, o qual foi distribuido em 3 aliquotas de 25-30pL. As aliquotas foram
ressuspendidas com o mesmo volume (25-30uL) de meio Whittens modificado capacitante
suplementado com os indutores de hiperativacdo de acordo com 0s seguintes tratamentos
Capacitado controle: Meio Whittens modificado capacitante, Procaina: Meio Whittens
modificado capacitante suplementado com 5mM cloridrato de procaina (Procaine
hydrochloride; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e Calcio ion6foro: Meio Whittens
modificado capacitante suplementado com 5uM calcio ion6foro A23187 (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO). As amostras foram entdo incubadas por 10 min a 37°C. Em seguida, foi
calculada a concentracdo espermatica/mL com o auxilio de uma camera hemocitométrica. A
partir deste resultado, as amostras foram diluidas com meio Whittens capacitante até uma
concentracdo final de 10x10°mL de forma a reduzir a concentracdo de indutores de
capacitacao e se obter a concentracdo de espermatozoides a ser utilizada nas analises (Figura
8).

4.4.2. Anélise dos paréametros de motilidade com o sistema de avaliagdo computadorizada da
motilidade espermética (CASA) ap0s inducdo da capacitacdo/hiperativacao

Apds a preparacdo do sémen para inducdo da hiperativacdo, a motilidade espermatica foi
analisada utilizando-se o aparelno CASA apds a centrifugagdo pos-swim-up (Grupo: pos-
swim-up capacitado), apés 10 min de incubacdo em meio Whittens de capacitacdo (Grupo:
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capacitacdo controle) e de hiperativacdo com a Procaina e o Cal (Grupos: Hiperativ. Proc e
Hiperativ. Cal, respectivamente) contendo 10x10° esp/ml (Fig. 8.) Foram avaliados 7
parametros: velocidade média da trajetoria (VAP- um/s), velocidade linear progressiva (VSL-
pum/s), velocidade curvilinear (VCL- um/s), amplitude de deslocamento lateral da cabega
(ALH- pm), freqiéncia de batimento cruzado (BCF- Hz), retilinearidade (STR- %) e
linearidade (LIN- %).

4.4.3. Analise da integridade de membranas espermaticas e reagcdo acrossdmica apos
inducéo da capacitacao/hiperativacdo

Apbs a preparacdo do sémen para inducdo da hiperativacdo, as avaliacdes de integridade de
membrana plasmatica e acrossoma dos espermatozoides foram realizadas com citometria de
fluxo utilizando-se as colorac6es lodeto de Propideo (IP) e FITC/PNA. Para analise da reacédo
acrossémica ap6s os protocolos de hiperativacdo, as amostras foram coradas apdés a
ressuspensdo para 10x10°sptz/mL (aproximadamente 30pl). Foram adicionados as suspensdes
15pL da solugéo trabalho de FITC/PNA (75ug/mL) e incubados em banho maria a 37°C por
10 min. Posteriormente, as amostras foram diluidas com 1 mL de PBS, coradas com 15uL de
lodeto de Propidio (1,5 mM), incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e submetidas
a leitura no citdmetro de fluxo (FACScan, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Cinguenta
mil eventos, a uma taxa de 1000 células/seg foram analisados por amostra. Os dados
correspondentes a fluorescéncia vermelha (IP-FL3 fotodetector) e verde (FITC/PNA-FL1
fotodetector) dos espermatozoides foram contabilizados. Os espermatozoides que
fluoresceram de vermelho (IP+) foram classificados como néo viaveis e os que fluoresceram
de verde (PNA+), como acrossoma reagido. Foram considerados espermatozoides vidveis
aqueles que nao fluoresceram de vermelho e nem de verde (IP-/PNA-), e com reacdo
acrossémica verdadeira os espermatozoides IP- (viaveis) com regido acrossdmica verde
fluorescente (PNA+).

4.4.4. Preparacao de odcitos para o ensaio de ligacdo a zona peltcida bovina

Para o ensaio de ligacdo de espermatozoides equinos a zona pellcida de odcitos bovinos,
ovarios bovinos foram obtidos em abatedouros locais e transportados ao laboratério em
solucdo salina 0,9% aquecida a 37°C dentro de 2 h ap0s a coleta. Todos os foliculos visiveis
foram aspirados com o auxilio de uma agulha de 20G e os odcitos rastreados em meio M199
com sais de Hanks suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA) com auxilio de um estereomicroscopio. Para a remocao das células do cummulus
dos odcitos foi realizado vortex por 2 min e as células restantes foram removidas com
pipetacdo continua através de Pipeta Pasteur com ponta fina.

Os odcitos foram lavados quatro vezes em M199 com sais de Hanks+ 10%SFB, armazenados
em gotas de solucdo hiperosmética de MgCl, (1,5M MgCl,, 40mM HEPES, 0,1%SFB) sob
6leo mineral e mantidos a 5°C até o uso (Yanagimachi et al, 1979).

4.4.5. Preparacdo do sémen para o ensaio de ligacdo espermatica a zona pelicida (ZBA)
bovina

Para preparacdo do sémen para o ZBA bovina, foi realizada a selecdo espermaética pelo
método de swim-up, sendo que apos a centrifugacdo do semen, o sedimento (75-90uL) foi
distribuido em 3 tubos constituindo: 1) Grupo Capacitado Controle: 30uL de meio
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Whittens modificado capacitante + 35ug/mL de Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA); 2) Grupo Hiperativado Procaina: 30 pL de meio Whittens modificado
capacitante + 5mM de Procaina + 35 pg/mL de Hoechst, e 3) Grupo Hiperativado Calcio
lon6foro: 30 pL de meio Whittens modificado capacitante + 5 UM de Calcio ionéforo + 35
pg/mL de Hoechst (Fig.8). Apos incubacdo (10 min, 37°C), as amostras foram ressuspendidas
com meio Whittens capacitante de forma a se obter a concentragdo de 2 x 10°
espermatozoides/mL. O grupo controle para o ZBA bovina foi considerado o Grupo néo
capacitado (Fig.8). Este foi obtido a partir da selecdo dos espermatozoides pelo método
swim-up (1 palheta de sémen) em meio Whittens ndo-capacitante. O sobrenadante foi
centrifugado, e o sedimento foi ressuspendido em meio Whittens né&o capacitante (75-90uL)
com 35 pg/mL de Hoechst. Apos incubacdo (10 min, 37°C), a amostra foi ressuspendida com
meio Whittens ndo capacitante para se obter uma concentracdo final de 2 x 10°
espermatozoides/mL para o0 ZBA.

4.4.6. Ensaio de ligacao de espermatozoides equinos a zona pellcida de odcito (ZBA) bovino

Para ZBA, os odcitos armazenados foram lavados quatro vezes em meio de Hanks +10%SFB
e incubados em meio M199 com sais de Earle +10%SFB, previamente equilibrado, em
incubadora a 38,5°C com 5% de CO, por 1 hora. Os odcitos foram aleatoriamente depositados
em gotas de 45uL de sais de Earle +10%SFB (5 odcitos/grupo) cobertas com 6leo mineral.
Um volume de 5pL de sémen ressuspendido para concentracio de 2x10° sptz/mL (Coutinho
da Silva et al, 2012), conforme os tratamentos descritos anteriormente, foi adicionado a gota
de 45uL contendo os oocitos. Estes foram inseminados e incubados por 2 horas a 38,5°C em
atmosfera umidificada de 5% de CO,. Apds a incubacdo, os odcitos foram vigorosamente
lavados em 4 gotas de M199 com sais de Earle +10%SFB com uma pipeta de Pasteur com
ponta fina, a fim de remover os espermatozoides ndo firmemente aderidos. Os odcitos foram
dispostos em lamina, com um anel de vaselina em pasta para dar suporte a laminula e o
namero de espermatozoides aderidos a zona pelucida (ZP) foi observado com um microscopio
de epifluorescéncia (filtros 360/340nm de excitacdo e 460/450nm de emissdo, 400x, Olympus,
Center Valley, Pensylvania, USA).



41

3 x palhetas 500ul . 1 palheta 500l
Sémen Congelado » 132 | Mwnc (1ml)
250pl —r
- Descongelamento _ 37°C, 30 seg H I+Lf h
Pés-descongelamento 1 x palheta 500pl o= Swim-up
250pl o
\ H / l+Cat | 38,2°C,5%CO2,
ol MWc s 20min
CASA HOST Citometria de de Pe e (1ml) 1
fluxo %RA/ I 82- I+Lf- I+Cat Sobrenadante
[Fe**, NO, H,0,] viabilidade Swim-up (750pL)
38,2°C, 5%C02, 20min —-
Sobrenadante nm:ﬂ_.:ncmmn.mo
(750pL) Amoomu—w_,:_:v
Centrifugacao (500g, 7min) Sedimento
(75-90pL)
— Sedimento (75-90puL) .—
PGs Mﬂm_p u MWne 1:1
P 25-30pL 25-30pL 25-30uL N3o capacitado

MWe (25-30pL)

MWoc (25-30uL) + Proc
Hiperativado Proc

Capacitado controle

MWe (25-30pL) +Ca-I
Hiperativado Ca-lon

g

\_/

\—/

\

CASA

Y

MWec p/10x10°%esp/ml

>

Citometria de fluxo % RA/viab.

MWec p/2x10%esp/ml

+Hoechst
[
37°C,
10min
/_\ Sul
+Hoechst [—> ZBA

MWnc=Meio de Whitten ndo capacitante, MWc= Meio de Whitten capacitante, Ca-I=Calcio lonéforo 5uM, Proc=Procaina 5mM, ZBA=teste de
ligacdo a zona pelucida, CASA=analise computadorizada da motilidade esp, RA=reac¢do acrossémica, HOST=Teste hiposmodtico, [Fe*™, NO, H,0,]=
dosagem de Fe*™, oxido nitrico, H,0, , I82=diluidor de congelamento INRA 82, controle, |+Lf=182+ Lactoferrina, [+Cat=182+ catalase

Figura 8: Esquema representativo do protocolo de preparacgdo do sémen para as anélises no CASA, citdmetro de fluxo e para o ZBA.
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4.5. Analise estatistica

Para a avaliacdo do efeito dos antioxidantes foi utilizado o delineamento experimental em
blocos ao acaso, considerando o garanhdo como bloco. Os calculos de média, desvio padrao e
analise de variancia foram realizados conforme Sampaio (2002). As médias obtidas para os
diferentes parametros foram comparadas pelos testes: 1) MT e MP pds-descongelamento,
VAP, VCL, VSL, BCF, STR, LIN, WOB, porcentagem de espermatozoides integros apos o
teste hiposmotico, porcentagem de espermatozoides com acrossoma espontaneamente
reagido, dosagem de ferro, nitrito e peroxido de hidrogénio apresentaram distribui¢cdo normal
e as médias foram comparadas pelo teste Tukey, 2) ALH néo apresentou distribui¢do normal e
foi analisada como variavel ndo paramétrica pelo teste de Friedman, e 3) MT, MP e vigor pos-
diluigdo- variaveis ndo paramétricas foram analisadas pelo teste de Friedman. Os dados foram
analisados com o programa SAS (Statistical Analysis System), com uma probabilidade de
P<0.05 sendo considerada significante.

Apos os protocolos de capacitacdo e hiperativacao foi utilizado o delineamento experimental
em blocos casualizados (repeticdo como bloco). Os calculos de média, desvio padréo e analise
de variancia foram realizados conforme Sampaio (2002). As médias obtidas para os diferentes
parametros foram comparados pelos testes: 1) Numero de espermatozoides ligados a zona
pelicida (ZBA), visto que os dados ndo apresentaram distribuicio normal e
homocedasticidade, foram transformados utilizando-se raiz quadrada e analisados por
ANOVA com teste de Tukey; 2) Porcentagem de células viaveis: apresentou distribuicdo
normal e foi avaliada com andlise de variancia pelo teste de Tukey, 3) Porcentagem de
espermatozoides que sofreram reagdo acrossomica ndo apresentou distribuicdo normal e
homocedasticidade e, portanto, foram transformadas utilizando-se raiz quadrada e analisados
por ANOVA com teste de Tukey, 4) Caracteristicas espermaéticas relacionadas aos parametros
de motilidade VCL, VSL, VAP, LIN, STR ndo apresentaram distribuicdo normal e
homocedasticidade e foram transformadas utilizando-se raiz quadrada e analisadas por
ANOVA com teste de Tukey e Scott-Knott, 5) Caracteristicas espermaticas relacionadas aos
parametros de motilidade ALH e BCF ndo apresentaram distribuicdo normal e foram
analisadas como variaveis ndo paramétricas pelo teste de Friedman. Os dados foram
analisados usando o programa SAS (Statistical Analysis System), com uma probabilidade de
P<0,05 sendo considerada significativa.
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5. RESULTADOS

5.1. Partel: Avaliacdo da qualidade espermatica pds-descongelamento com diferentes
diluidores contendo antioxidantes

Os parametros de avaliacdo do sémen fresco do ejaculado dos 6 garanh@es utilizados no
presente experimento foram descritos na Tabela 1. Apds a coleta, 0s ejaculados apresentaram
motilidade total variando de 80 a 90%, motilidade progressiva de 50 a 70% e vigor
espermético entre 3 e 4, estando os valores dentro do aceitivel para criopreservagdo. A
concentracdo espermatica variou de 165 x10° a 467,5 x10° esp./mL e o nimero total de
espermatozoides no ejaculado de 5,5 x 10° a 33,9 x 10°. O nimero de espermatozoides
morfologicamente normais no ejaculado (72,6% a 85,8%) apresentou-se dentro da
normalidade para 0 sémen equino (>70%).

Tabela 1: Caracteristicas de avaliacdo do sémen fresco (n=6).

Garanh MT MP  Vigor (0-  Volume N° Conc./m Morf.
do (%) (%) 5) (mL) Total L (%)
1 80 50 3-4 120 33,%x1 282,65x10 75,2
0
2 80 50 3 30 6,7x10° 222,gx10 81,7
3 80 60 3-4 75 12,%x1 165x10° 85,8
0
4 80 50 3-4 18 7,5x10°  420x10° 80,0
5 80 60 3-4 20 5,5x10° 277,?x10 72,6
6 90 70 4 30 14,%x1 467,65x10 76,9
0
Média 81,6 56,6 35 48,8 13,3x 305,8x 78,7
10° 108

MT: motilidade total; MP: motilidade progressiva; N° total: nimero total de espermatozoides
no ejaculado; Conc./mL.: concentracdo espermatica/mL; Morf.: porcentagem de
espermatozéides morfologicamente normais.

A porcentagem de espermatozoides com motilidade total, progressiva e vigor apés a diluicdo
com os meios testados ndo diferiu estatisticamente (P>0,05, Tab. 2). Da mesma forma, ap06s o
descongelamento, as amostras avaliadas pelo CASA ndo diferiram entre os tratamentos
guanto aos parametros motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade média
da trajetéria (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), velocidade curvilinear (VCL),
frequéncia de batimento cruzado (BCF), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), indice de
oscilacdo (WOB) e deslocamento lateral de cabeca (ALH, P>0,05, Tab. 3).
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Tabela 2: Percentual de espermatozoides com motilidade total, progressiva e vigor apos
diluicdo do sémen fresco (mediana; minimo-maximo).

Tratamento n  Motilidade Total (%)  Motilidade Progressiva  Vigor (1-5)
(%)

INRA 82 6 80 (70-80)* 60 (50-70)°2 3,5(3-4)°

INRA 82 + Lf 6 80 (70-80) * 60 (50-60) 3,5(3-4)°

INRA82+Cat 6 80 (70-85) ¢ 60 (50-70)°% 3,5(3-4)°

Lf: Lactoferrina; Cat: catalase. Os valores ndo diferiram estatisticamente (P >0,05)

Tabela 3: Pardmetros espermaticos avaliados pelo CASA pos-descongelamento (médiat
desvio padrdo), e amplitude de deslocamento lateral de cabeca (ALH) do espermatozoide
(mediana; minimo-maximao).

Trat. MT MP VAP VSL VCL BCF STR LIN WO ALH
%) (%) (umis (um/is (umfs (Hz) (%) (%) B (um)
) ) ) (%)

182 482+ 141+ 30,7+ 245+ 39,1+ 81+ 79,7 623 781 2,1
282°% 114%* 69° 57% 76% 07%° +43 £63 +44 (1,7-24)
a a a

l+Lf 54,9+ 17,3+ 338+ 275+ 42,1+ 80+ 806 644 796 20
120* 62% 72%® 73%* 58% 08% *45 +86 +65 (16-23)
a a

I+Ca 47,3+ 16,7+ 357+ 28,8+ 44,1+ 7,7+ 805 653 80,8 1,7
t 28,1* 94% 67% 65* 71% 10% 62 +97 65 (1524
a a

I82=INRA 82, Lf: lactoferrina; Cat: catalase; MT: motilidade total; MP: motilidade
progressiva; VAP: velocidade média da trajetoria; VSL: velocidade linear progressiva; VCL:
velocidade curvilinear; BCF: frequéncia de batimento cruzado; STR: retilinearidade; LIN:
linearidade; WOB: indice de oscilacdo, Trat=tratamentos.Os valores ndo diferiram
estatisticamente (P >0,05).

Houve um maior percentual de espermatozoides com membrana funcional no grupo com Lf
comparado ao grupo controle, embora ndo tenha diferido do grupo com suplementacdo de
Cat. (Tab. 4). Nao houve diferenca significativa da taxa de espermatozoides com membrana
integra, com reacdo acrossémica espontanea e nem quanto ao nimero de espermatozoides
ligados a ZP bovina, entre os diluidores testados.
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Tabela 4: Percentual de espermatozoides com membranas integras (IP negativo, citometria de
fluxo), funcionais (teste hiposmotico), com reacdo acrossémica (IP negativo e PNA positivo,
citometria de fluxo) pdés-descongelamento, e nimero de espermatozoides ligados a ZP bovina.
(médiax desvio padréo).

Trat. n M M integra RA n N° esp.
funcional (%) espontanea ligados a
(%) (%) 7P
182 6 37,6%15,6 24,1+15, 1,5+1,0° 2 3,8+3,3°
8° 4
I+Lf 6 50,7116 37,748,3%  0,9+0,4? 2 4,8+33°
a
4
I+Ca 6 39,6+13,9 28,314, 0,9+0,22 2 41+38°
t a 0 4

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (P < 0,05), Lf: lactoferrina,
Cat: catalase, 182=INRA82, IP: iodeto de propidio, M: membrana espermética, RA= Reacao
acrossOmica, cap=capacitacéo, hiper=hiperativacao, Trat=tratamentos

A bioatividade da Lf foi avaliada utilizando-se a mensuracao do ferro livre no sémen apés o
descongelamento. O tratamento com a Lf obteve concentracGes de ferro livre inferiores aos
demais grupos (P<0,05, Tab. 5). Com relacdo a atividade antioxidante, foram mensuradas as
concentra¢fes do metabdlito nitrito (NO), como medida da producdo de oxido nitrico, e de
peréxido de hidrogénio. Nao houve diferenca significativa entre a producdo de NO e H,0;
entre os tratamentos (P>0,05, Tab.5).

Tabela 5: Concentragdes de ferro, nitrito e peroxido de hidrogénio no sémen pds-
descongelamento (média+ desvio padréo).

Tratamentos Ferro (mg/dL) Nitrito Perdxido
(UM/pg de (UM/ug de

proteina) proteina)
Fresco - 39,1+36,5° 47,5+27,8°
INRA 82 73,3£13,8° 25,9+4,2° 49,3+7,4°
INRA 82 + Lf 61,4+11,6 " 16,3+7,1° 41,2+13,0°
INRA 82 + Cat 75,6+13,4° 25,3+9,2° 46,3+6,9°

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05), Lf: lactoferrina;
Cat: catalase

5.2. Parte 2: Avaliagdo da capacidade fecundante do espermatozoide equino submetido a
diferentes protocolos de capacitagéo e hiperativagio

Visto que ndo houve interacdo entre os tratamentos de capacitagéo e hiperativagdo com os
diluidores testados, foi avaliada a capacidade fecundante dos espermatozoides submetidos a
diferentes protocolos de capacitacdo/hiperativacdo independente dos diluidores. Os
espermatozoides foram avaliados quanto as caracteristicas de motilidade (CASA), taxa de



46

espermatozoides com membrana integra (IP) e com reagdo acrossdomica (IP/PNA, citometria
de fluxo), numero de espermatozoides ligados a ZP bovina (ZBA), ap6s os protocolos de
capacitacdo/hiperativagéo.

5.3. Caracteristicas de motilidade espermatica como indicagédo de hiperativagado

A avaliacdo computadorizada dos parametros de motilidade pelo CASA foi utilizada como
indicacdo de hiperativacdo espermatica pelos protocolos testados. Foram avaliados 0s
parametros de motilidade espermatica VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH e BCF (Tabela 6).
A velocidade curvilinear (VCL), VSL e VAP do espermatozoide foram maiores apos 0 swim-
up do que apds os protocolos de hiperativagdo com procaina e calcio iondforo. Os grupos pés
swim-up e capacitado controle nédo diferiram quanto aos parametros VCL, VSL, VAP, LIN e
STR (P>0,05). A hiperativacdo com procaina obteve os menores valores de linearidade (LIN,
P<0,05), enquanto que a retilinearidade (STR) foi estatisticamente semelhante para todos 0s
grupos. A ALH e BCF foram maiores no pés-descongelamento do que nos grupos capacitado
controle e hiperativados (P<0,05). No entanto, o grupo hiperativado com a Procaina nao
diferiu do capacitado controle e nem do hiperativado com o Calcio ion6foro (p>0,05).

Tabela 6: Pardmetros de motilidades dos espermatozoides avaliados com o CASA ap0s 0s
protocolos de capacitagdo e hiperativacdo (mediatdesvio padrdo).

Tratamento n VCL VSL VAP LIN STR ALH BCF
(um/is) — (pm/s)  (umis) (%) (%) (um)  (Hz)

Pds swim-up 1 40,6+11, 132+4,6 24,3+9,0* 32,2+7,0° 555+9,9° 19+1,2 47+28
8 16. a a a

Capacitado controle 1 32,9+17, 12,4+46,5 21,8+13, 38,548,9® 60,8+13, 0,7+0,8 2,1+2,0
8 9ab a 4a 2a b b

Hiperativado Proc. 1 22,1+82° 46+2,1° 91+3,7° 21,6+7,7° 518+14, 04407 11+18
8 2a bc be

Hiperativado Ca- 1 10,8+6,8° 3,6+3,1° 55+42° 326+16, 63,7+16, 0,203 0,7+14

C

c

lon 8 9? 72

Hiperativado Ca-lon : Calcio iondforo, Proc.: Procaina, VCL: velocidade curvilinear; VSL:
velocidade linear progressiva; VAP: velocidade média da trajetéria; LIN: linearidade; STR:
retilinearidade; ALH: Amplitude de deslocamento lateral de cabeca; BCF: frequéncia de
batimento cruzado. Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05).

5.4. Avaliacdo da integridade de membrana espermatica, reacdo acrossdmica e ligacdo a
zona pellcida

Na tabela 7, foram apresentadas as taxas de espermatozoides com membrana integra e com
acrossoma reagido avaliados por citometria de fluxo, e nimero de espermatozoides ligados a
zona peldcida (ZBA) apos os protocolos de capacitagdo e hiperativacdo. Foi observada uma
significativa reducdo do nimero de espermatozoides viaveis pos-capacitacdo e hiperativagdo
em relacdo ao grupo controle pos-descongelamento. Em contrapartida, as taxas de reacdo
acrossdOmica foram maiores no sémen capacitado e hiperativado do que no sémen pos-
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descongelamento (P<0,05). Os resultados mostram uma resposta positiva aos protocolos de
capacitacdo e hiperativacdo espermatica.

Os espermatozoides tratados com protocolo de hiperativagdo com o Célcio londforo
mostraram um menor ndmero de espermatozoides ligados a ZP em comparacdo aos
hiperativados com a Procaina. Entretanto, ndo diferiram do meio ndo capacitante (Tab.7).

Tabela 7: Porcentagem de espermatozoides com membrana integra (IP-) e com acrossoma
reagido (RA+, PNA+/IP-) avaliados por citometria de fluxo, e nimero de espermatozoides
ligados a zona pelGcida (ZBA) ap6s os protocolos de capacitacdo e hiperativacao
(médiatdesvio padréo).

Tratamento n M integras RA+ (%) N° esp. ligados a ZP
(%)

Pds-descong./N&o 18  30,1+13,6 1,240,7° 3,3+2,7%"

cap*.

Cap. Controle 18  19,747,3" 4,8422° 5,7+3,6°

Hiperativado Proc 18  18,8+7,5° 5,242,4° 5,9+3,7°

Hiperativado Ca-| 18  21,2+47,9° 6,745,7° 1,942,1°

IP: iodeto de propidio, Proc=Procaina, Ca-lon=Calcio-lonoforo, Cap.=Capacitado, Pos-
descong=p06s-descongelamento. M=membranas, RA reagdo acrossémica, Letras diferentes na
mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05).
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6. DISCUSSAO

No presente experimento, a adicdo de Lf ndo melhorou os pardmetros de motilidade
espermatica apds o descongelamento do sémen equino comparado ao grupo controle.
Resultados similares foram observados quando a Lf foi adicionada a diluidores de
resfriamento de sémen equino a base de leite e caseinato com 0s espermatozoides avaliados
apos 24h de resfriamento (Martins et al, 2012). Os resultados do presente trabalho corroboram
ainda com outros estudos que utilizaram diluidores a base de leite desnatado com adicdo de
antioxidantes e observaram auséncia de efeitos positivos sobre a motilidade espermatica
equina apods o resfriamento do sémen (Aurich et al, 1997). Por outro lado, em bovinos, foi
observado um aumento da motilidade espermatica pés-descongelamento quando os diluidores
de congelamento de sémen foram suplementados com diferentes concentragdes de Lf. No
entanto, tal melhora néo foi refletida nas taxas de fertilidade in vivo (Kobayashi et al., 2007).
Na maioria dos protocolos de resfriamento de sémen equino geralmente ndo se procede a
retirada do plasma seminal (PS), diferentemente do que ocorre na rotina do congelamento de
sémen. Desta forma, era esperado que a suplementacdo de antioxidantes no protocolo de
congelamento fosse benéfica a motilidade, repondo os fatores de protecdo aos ROS perdidos
quando da retirada do plasma seminal. Contudo, tal resultado ndo foi verificado no presente
trabalho. Foi evidenciado, entretanto, que a funcionalidade de membrana plasmatica (MP) dos
espermatozoides foi beneficiada pela adi¢do da Lf. Embora ndo tenha diferido do diluidor
com catalase, tal fato pode ser explicado pela reducdo verificada da concentracao de ferro
livre extracelular observado no grupo com Lf, a qual geraria uma consequente protecdo das
membranas espermaticas frente a peroxidacao lipidica. Ball e Vo (2002) mostraram que a
peroxidacdo lipidica é uma das consequéncias do processo de criopreservagao e que sua
ocorréncia é aumentada pela presenca de Fe™ no meio. O sequestro do Fe do ambiente
externo pela Lf, portanto, pode impedir que ele desempenhe sua acéo catalisadora na reacdo
de Haber-Weiss, na qual se inicia a peroxidacdo lipidica atraves da transformacéo de O, e
H.O, no radical hidroxil (Baker e Baker, 2005). Desta maneira, menores concentracfes de
ferro estariam possivelmente ligadas a uma maior protecdo das membranas espermaticas. No
entanto, no presente experimento, ndo foi observada reducdo da producdo das espécies
reativas ao oxigénio NO e H,0, em relacdo ao controle, corroborando com o achado por
Martins et al (2012) ao testar a suplementacgdo com lactoferrina em diluidores de resfriamento
equino.

Na presente pesquisa, a adicdo de catalase ao diluidor de criopreservacao de sémen, nao foi
superior ao controle e nem ao INRA-Lf quanto a motilidade, integridade fisica,
funcionalidade das membranas espermaticas, e reducdo das concentracdes de NO e H,O; p06s-
descongelamento. Resultados similares sobre a motilidade e integridade da membrana
espermatica foram encontrados no sémen de garanhdo resfriado a 5°C (Aurich et al., 1997,
Ball et al., 2001). Por outro lado, ja foram relatados resultados positivos da adi¢do de catalase
a diluidores de sémen equino, reduzindo a geracdo de H202 pelos neutrofilos ativados, e
prevenindo a reducdo da motilidade espermatica total de garanhdes (Baumber et al., 2002).
Em bovinos, a incubagdo do sémen descongelado em solugdes com catalase e um agente
oxidante (ferro e ascorbato), mostrou que a catalase eliminava o efeito do oxidante,
aumentando a motilidade e o status da cromatina pos-incubacdo (Fernandez Santos et al,
2008). Visto que no presente trabalho, ndo houve diferenga entre as concentragdes de NO e
H.O, no sémen fresco e pos-descongelamento, é possivel que ndo tenha havido aumento
significativo da producdo de radicais livres durante o processo de criopreservagao,
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evidenciando uma possivel acdo protetora do diluidor de sémen INRA 82 sem adicdo de
antioxidantes.

Para avaliacdo da capacidade fecundante dos espermatozoides criopreservados com diferentes
antioxidantes foi realizada a inducdo da capacitacdo e hiperativacdo do espermatozoide
equino com o0s agentes indutores procaina e calcio ion6foro A23187. O protocolo de
hiperativacdo induziu a reducdo da VSL, VAP e LIN observada com o CASA, a qual é
compativel com a hiperativacao espermatica de acordo com Ortgies et al (2011). A entrada de
calcio intracelular através de canais de calcio tem sido descrita como o principal requerimento
para a ocorréncia da hiperativagdo no espermatozoide (Sanchez-Gutierrez et al, 2006).
Inimeras drogas vém sendo testadas como estimuladoras exdgenas deste influxo, tais como a
procaina (McPartlin et al, 2009) e o célcio ionoforo (Landim-Alvarenga et al, 2001) no sémen
fresco. Portanto, é possivel que, no presente estudo, a procaina e o calcio ion6foro tenham
induzido a hiperativacdo do espermatozoide criopreservado.

A amplitude de deslocamento lateral de cabeca (ALH) e a frequéncia de batimento cruzado
(BCF) sofreram reducdo nos tratamentos com procaina e célcio ionoforo, na presente
pesquisa. Enquanto a BCF tende a diminuir durante a hiperativacdo (Ortgies et al, 2011), a
amplitude de deslocamento lateral de cabeca tende a se elevar durante a inducdo da
hiperativagdo (McPartlin et al, 2009; Ortgies et al, 2011). Entretanto, foi observado durante a
avaliacdo que grande parte dos espermatozoides analisados apresentava as cabecas
aglutinadas, em uma formacdo caracteristica de capacitacdo (Figura 9). Como a avaliagdo
computadorizada (CASA) analisa 0 movimento espermatico atraves da trajetdria da cabeca do
espermatozoide (Ho e Suarez, 2001), tal situacdo pode ter levado a uma anélise subestimada

Figura 9: Planos de andlise computadorizada (CASA). As setas indicam pontos de aglutinagdo das
cabecas dos espermatozdides. A) Capacitado, B) Capacitado controle, C) Hiperativado Procaina, D)
Hiperativado Calcio ionéforo.
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da ALH.

McPartlin et al (2009) mostraram que o tratamento do sémen com procaina (5mM) resultou
em mudancas nos parametros de motilidade, os quais definem a hiperativagdo em outras
especies (humanos, bovinos, suinos, macacos rhesus e roedores). Desta forma, definiram que
a hiperativagdo do espermatozoide equino ocorre quando a VSL<46,5+4.4um/seg, a
STR<46,6%+2,9% e a LIN<20,2%+0,7%, embora ainda ndo haja um padréo de hiperativagdo
definido para a espécie equina. Ortgies et al (2011) consideraram que a procaina induziu a
hiperativacdo ao reduzir a proporcdo de espermatozoides progressivamente moéveis e suas
respectivas VSL, LIN e BCF, e ao aumentar a ALH. Em contraste, Spizziri et al (2010) ndo
detectou mudanca nos padrdes de motilidade a 0 ou 3horas apds o tratamento com procaina.
Vale salientar que os valores relatados nesses trabalhos foram obtidos através do sémen
equino fresco, o que difere do presente trabalho, no qual foram avaliados espermatozoides
congelados/descongelados, submetidos provavelmente a um maior nimero de injurias durante
0 processamento.

Foi verificado menor taxa de reacdo acrossdmica espontanea comparada aos grupos tratados
para capacitacdo e hiperativacdo. Tal fato € ideal quando consideramos os diluidores de
congelamento como meios de manutencéo dos espermatozoides por longos periodos de tempo
de forma a preservar sua capacidade fecundante. Foi demonstrado que a “maquinaria”
espermatica envolvida na capacitacdo e motilidade é vulneravel aos danos oxidativos durante
0 processo de fertilizacdo in vitro, o que pode aumentar as falhas na fertilizagdo (Tsunoda et
al, 2012).

Os protocolos de capacitagéo e hiperativacdo reduziram a porcentagem de espermatozoides
com membrana integra, possivelmente devido ao aumento da permeabilidade das membranas
espermaticas ao corante IP, decorrente do tratamento de capacitagdo espermatica. Da mesma
forma, foi possivel observar uma resposta positiva a inducdo da RA no presente trabalho, nos
grupos de espermatozoide capacitado e hiperativado. Apenas os estimulos gerados pelo meio
capacitante (bicarbonato, proteinas, glicose, pH alcalino) ja foram suficientes para deflagrar a
reacdo acrossdmica nos 3 grupos tratados. O efeito da procaina na inducdo da reacdo
acrossdmica em espermatozoides foi relatado em porquinhos da india (Sanchéz- Gutiérrez et
al, 2006). Os autores observaram alta taxa de RA e odcitos fertilizados apds pré-tratamento
dos odcitos em meio de cultura com glicose e procaina. No entanto, ndo foi encontrado um
maior efeito dos indutores de hiperativacdo (procaina e célcio ionéforo) no presente trabalho,
sobre a inducdo da reacdo acrossdmica no espermatozoide equino congelado comparado ao
grupo capacitado. Este fato foi observado com espermatozoide equino in natura (McPartlin et
al., 2009, Ortgies et al., 2011), corroborando com os resultados encontrados no presente
experimento.

A capacidade de ligacdo do espermatozoide equino a zona pellcida de odcito bovino foi
similar nos 3 diluidores de congelamento (Fig.10). Entretanto, quando avaliados apenas 0s
protocolos de hiperativacdo, o espermatozoide equino capacitado e hiperativado com calcio
ionoforo mostrou-se inferior ao espermatozoide tratado com a Procaina quanto a capacidade
fecundante. Foi relatado que a utilizagdo do meio de Whitten capacitante associado a
hiperativagdo com procaina em espermatozoide equino proveniente de sémen fresco foi
eficiente na fertilizacdo in vitro de o6citos de égua (60,7%; McPartlin et al, 2009). Entretanto,
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mais trabalhos s@o necessarios para o esclarecimento dos mecanismos de acdo da procaina, e
sua associacéao a Lf visando um aumento da fertilidade do semen equino in vivo e in vitro.

Conclui-se que a Lf promoveu maior protecdo a funcionalidade da membrana do
espermatozoide equino criopreservado, e que a hiperativagdo com o calcio ionoforo reduziu a
ligacdo de espermatozoides equinos congelados/descongelados ao od6cito bovino, em
comparagao a procaina e ao meio capacitante.

Figura 10: Fotomicrografia mostrando os espermatozdides equinos ligados a zona peltcida bovina
(coloragdo Hoechst 33342).
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7. CONCLUSOES

e O antioxidante Lactoferrina melhorou a qualidade do sémen equino criopreservado
através da reducdo da concentracdo de ferro livre, e do aumento do percentual de
espermatozoides com membrana funcional pos-descongelamento.

e O célcio iontforo reduziu a ligacdo do espermatozoide congelado/descongelado a zona
pellcida de bovino em comparagdo a procaina e ao meio capacitante.

e O meio Whitten’s ndo capacitante promoveu uma taxa ligacdo do espermatozoide
equino congelado a ZP bovina semelhante ao meio capacitante e com adicdo de
procaina, ndo sendo portanto, necessaria a adicdo dos mesmos para a ZBA heterologa.
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ANEXOS
Anexo 1
MEIOS DILUIDORES
Meio de Kenney (Kenney et al., 1975)

Componentes Quantidade (100
mL)

Glicose 4,99

Leite em P4 (desnatado) 2,49

Sulfato de Gentamicina 100mg

Bicarbonato de sodio 8,4% 1,6mL

pH 6,8

Osmolaridade 392 mOsm

Meio INRA 82 para congelamento de semen equino (Vidament et al., 1997)

Componentes Quantidade
(100mL)
Leite desnatado em p6 5¢
Glicose 2,50
Lactose 0,159
Rafinose 0,15¢
Citrato de Sodio 0,025
Citrato de Potéssio 0,041g
Hepes 0,4769g
Gema de ovo 2 ml (2%)
Glicerol 2,5ml (2,5%)
Sulfato de gentamicina 5mg
Penicilina G 5.000 UI
pH 6,64




Anexo 2
FICHA DO EXPERIMENTO

PROTOCOLO PARA SEMEN EQUINO CONGELADO

Garanhéo: Data:_ /[ Hora: N° do
Ejac.:
Idade:
Exame do sémen fresco
Volume: mL  Aspecto: o leitoso Daquoso 0O soroso 0O Cremoso
Motilidade Total: Motilidade Progressiva:
Vigor:
Concentragéo: sptz/mL N total
sptz: sptz/ejaculado
Centrifugacéo: Diluido 1:1 Kenney 400g/10min Deixar 10% do plasma seminal

Espaco para célculo:

Exame do sémen diluido

Motilidade Total Motilidade Vigor
Progressiva

o INRA 82

oINRA 82+ lactoferrina
500ug/mL

o INRA82+ catalase 200UI/mL

Resfriamento: min até 5°C 20 min no vapor de N,
liquido

Caneco:

Teste hiposmético:  Integros: Lesados:

AVALIACAO MORFOLOGICA

Garanhio: Data:

Avaliacio morfologica (%0): (Técnica: preparagio imida)

Total de espermatozoides normais:

Defeito de Acrossoma

Defeito de Cabeca (cab. destacada, subdesenvolvido)
Defeito de Peca intermediaria, quebrada. espessada)
Gota Citoplasmatica Proximal

Gota Citoplasmatica Distal

Defeito de cauda (dobrada)

Defeito de insercio(insergiio retro ¢ para-axial)
Formas teratolagicas:

Total de defeitos:

N2
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Anexo 3

AVALIACAO DO PERCENTUAL DE ESPERMATOZOIDES COM REAGCAO
ACROSSOMICA ESPONTANEA E MEMBRANA INTEGRA COM OS CORANTES
(PNA/IP)

COM CITOMETRIA DE FLUXO

a) Solucéo estoque PNA-FITC: 1500pg/mL
b) Solugéo trabalho: 100uL da solugdo estoque + 2 mL de PBS (75ug/mL)
¢) Solucéo trabalho IP: 0,5mg de IP + 1mL de solugéo salina (0,9% NaCl)

e Diluir aamostra de sémen na proporcéo 1:20 em PBS a 37°C.

e Misturar 200uL. da suspensdo acima + 15ul. da solug¢do trabalho de FITC-PNA
(Concentragao final 1,125pg/mL)

e Incubar 10 min a 37°C em banho maria

e Adicionar ImL PBS + 15uL IP (solucéo trabalho 1,5mM) e incubar por mais 10 min
em temperatura ambiente

e Fazer a leitura no citdmetro de fluxo.

AVALIAQ@O DO PERCENTUAL DE ESPERMATOZQIDES COM ’REAQAO
ACROSSOMICA INDUZIDA COM PROCAINA E CALCIO IONOFORO E
MEMBRANA INTEGRA COM OS CORANTES (PNA/IP) COM CITOMETRIA DE
FLUXO

a) Solucéo estoque PNA-FITC: 1500ug/mL
b) Solugao trabalho: 100uL da solugdo estoque + 2 mL de PBS (75pug/mL)
c) Solucgéo trabalho IP: 0,5mg de IP + 1mL de solug&o salina (0,9% NaCl)

e Diluir aamostra de sémen na proporcao 1:2 em meio Whittens a 37°C.

e Misturar 200pL da suspensdo acima + 15puL da solugdo trabalho de FITC-PNA
(Concentracdo final: 1,125ug/mL)

e Incubar 10 min a 37°C em banho maria

e Adicionar ImL PBS + 15uL IP (0,75mM) e incubar por mais 10 min em temperatura
ambiente

e Fazer a leitura no citdmetro de fluxo.
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Anexo 4

PROTOCOLO DE INDUCAO DA CAPACITACAO E HIPERATIVACAO IN VITRO DO
ESPERMATOZOIDE EQUINO CONGELADO/DESCONGELADO

1. Descongelar 1 palheta de sémen a 37°C por 30 seg.
2. Colocar 1 mL de meio Whittens capacitante em 2 tubos de 4mL.

3. Fazer o Swim-up: Adicionar 250uL de sémen no fundo de cada tubo e incubar por 20
min em incubadora a 38,2°C com 5% CO,.

4. Retirar 750uL do sobrenadante e colocar em tubo conico e centrifugar a 500g por 7
min.

5. Descartar o sobrenadante deixando de 25-30uL de sedimento.

6. Ressuspender com o mesmo volume (25-30ul) de meio Whittens capacitante
suplementado com os indutores Procaina e Calcio ion6foro A23187.

a) Procaina: Adicionar 0.0136g de cloridrato de procaina (Sigma P-9879) em 10mL
de meio Whittens capacitante (concentracdo final 5mM)

b) Calcio iondforo: Adicionar 5,26uL da solucdo estoque (1mg de Calcio lonoforo
A23187+ 2mL de DMSO= 0,00095M) a 994,64ul de meio Whittens
capacitante.

c) Controle: meio Whittens capacitante.

7. Incubar por 10 min a 37°C.

8. Calcular a concentracdo esp/mL. Diluir com meio Whittens capacitante até uma
concentracdo final de 10x10%/mL de forma a reduzir a concentracdo de indutores de
capacitacao e se obter a concentragdo de espermatozdides necessarios para a FIV.

OBS: Para o tratamento “Nao capacitante” foi seguido o mesmo protocolo com a substitui¢ao
do meio Whittens capacitante pelo meio Whittens nao capacitante.
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Anexo 5

PROTOCOLO PARA O ENSAIO DE LIGACAO DE ESPERMATOZOIDE EQUINO A
ZONA PELUCIDA DE OOCITO BOVINO (ZBA, zona binding assay)

e Lavar o0s o0citos 4x em meio de Hanks+10%SFB

e Incubar os odcitos em meio de Hanks+10%SFB por 1hora a 38,5°C em atmosfera com
5% de CO..

e Distribuir os odcitos aleatoriamente em gotas de 45uL de meio 199 com sais de Earle
+10%SFB (5 o6citos/grupo) e adicionar SuL da suspensao de espermatozdides.

e A suspensdo de espermatozoéides serd feita conforme o tratamento de capacitacdo e
hiperativacdo, com a diferenca que o meio Whittens utilizado deve ser suplementado
com 35ug/mL de Hoechst 33342, e com ressuspensao até a concentracdo final de
2x10° sptz/mL.

e Incubar os odcitos e espermatozoides por 2 horas a 38,5°C em atmosfera de 5% de
CO..

e Lavar os odcitos vigorosamente em 4 gotas de Meio 199 com sais de Earle+10%SFB
usando uma pipeta de Pasteur de ponta fina.

e Montar a ldmina com os odcitos utilizando suporte de vaselina para a laminula.
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Anexo 6
MEIOS PARA PROTOCOLO DE CAPACITA(;AO ESPERMATICA IN VITRO

Meio de Whitten nao-capacitante modificado (pH=7,25)

Composicédo mM PM 9/500mL 9/50mL 9/100mL
NaCl 100 58.44 2.922 0.2922 0.5844
KCI 4.7 74.55 0.175 0.0175 0.035
MgCl, 1.2 95.21 0.057 0.0057 0.114
Glicose 55 180.2 0.496 0.0496 0.992
Hepes (H3375) 22 238.3 2.621 0.2621 0.5242
Piruvato de sddio 1 88.06 0.04403  0.004403  0.008806
Acido latico sal 2.4 218.22 0.262 0.0262 0.0524
hemicalcio

Gentamicina 50pL/mL 50ulL 100 pL
Phenol red 250uL 500uL

Meio Whittens modificado capacitante (pH=8.5)

Composicédo mM PM 9/500mL g/50mL 9/100mL
NaCl 100 58.44 2.922 0.2922 0.5844
KCI 4.7 74.55 0.175 0.0175 0.035
MgCI2 1.2 95.21 0.057 0.0057 0.114
Glicose 55 180.2 0.496 0.0496 0.992
Hepes (H3375) 22 238.3 2.621 0.2621 0.5242
Piruvato de sodio 1 88.06 0.04403  0.004403  0.008806
Acido latico sal 2.4 218.22 0.262 0.0262 0.0524
hemicalcio

Gentamicina 50pL/mL 50ulL 100 pL
Phenol red 250uL 500uL
BSA 7mg/mL 0.35

NaHCO; 25 84.01 0.105

Distribuir o0 meio de Whitten ndo-capacitante em 2 amostras de 50mL. A cada uma delas
adicionar BSA e bicarbonato de sodio. Fazer o meio na capela de fluxo laminar com
lamparina acesa. Corrigir o pH com NaOH 10%. Filtrar o meio, identificar e colocar para
equilibrar na incubadora com 5% CO; por pelo menos 3 horas.



