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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da centrifugacdo em coloide de camada tnica (AndroColl®-E;
Minitub, Alemanha) e trés diluentes de congelamento: diluente 1 (Botucri0®; Biotech,
Botucatu, Brasil), diluente 2 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Alemanha + 3% glicerol) e diluente
3 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Alemanha + 3% DMSO), sobre a qualidade do sémen equino.
Utilizou-se 3 ejaculados de 5 garanhdes (n=15). Apos a colheita, o sémen foi diluido com
meio a base de leite desnatado (EquiPlus®, Minitub, Alemanha) e dividido em 2 grupos:
grupo E (centrifugado sem coloide) e grupo A (centrifugado com coloide). No grupo E, o
sémen foi centrifugado a 676g por 15 minutos, no grupo A, o sémen foi centrifugado a 314g
por 20 minutos. Apoés a centrifugacdo, os grupos receberam os diferentes diluentes: diluente 1,
diluente 2 e diluente 3. Logo apo6s foram levadas ao congelamento em maquina programavel
portatil e armazenadas em botijdes criogénicos. A cinética foi avaliada pelo CASA e a
integridade das membranas plasmatica e acrossomal, por associacdo de sondas fluorescentes
submetidas ao Citometro de Fluxo. Com relag@o aos parametros do CASA, pode-se observar
que o grupo Al, centrifugado com o coloide, teve resultado superior nas variaveis LIN e
WOB, comparadas com o grupo El. Ja as variaveis, RAP, VCL, VAP, ALH e BCF, tiveram
resultados inferiores quando centrifugadas com o coldide, grupo Al em relagdo ao grupo El.
Com relagdo a integridade de membrana plasmatica ¢ acrossomal, pode-se observar que os
grupos Al e A3, que foram centrifugados com o coloide, tiveram resultado superior aos
grupos El1 e E3, que foram centrifugados sem o coloide. O uso do coloide melhorou
integridade das membranas plasmatica e acrossomal, provavelmente evitou o processo da
hiperativagdo espermatica e proporcionou menor producdo de ROS. Maiores estudos in vivo

serdo necessarios para comprovagao desta técnica.

Palavras-chave: criopreservagdo, reprodugdo equina, sondas fluorescentes, CASA,

Citometria de Fluxo.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of a colloid in single layer centrifugation
(AndroColl®-E; Minitub, Germany) associated to three freezing extenders: extender 1
(Botucrio®; Biotech, Botucatu,, Brazil), extender 2 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Germany +
3% glycerol) and extender 3 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Germany + 3% DMSO) on equine
semen quality. We used three ejaculates from five stallion (n=15), collected by artificial
vagina. After collection, the semen was diluted with extender to from skimmed milk
(EquiPlus®, Minitub, Germany) and divided into 2 groups: group E (centrifuged without
colloid) and group A (centrifuged with colloid). No grupo E, o sémen foi centrifugado a 676g
por 15 minutos, no grupo A, o sémen foi centrifugado a 314g por 20 minutos. Apds a
centrifugacdo, os grupos receberam os diferentes diluentes: diluente 1, diluente 2 e diluente 3.
The kinetics was evaluated by CASA and the integrity of plasma and acrossomal membrane
by association of fluorescent probes and subjected to flow cytometry. With respect to the
CASA parameters, it can be seen that the A1 group, with the colloid centrifuged, had superior
result in LIN and WOB variables, compared to the E1 group. The variables, RAP, VCL,
VAP, ALH and BCF, had lower results when centrifuged with colloid, A1 group than in the
group E1. With respect to the integrity of plasma and acrosomal membrane, it can be seen that
Al and A3 groups were centrifuged with colloid, they had superior result to E1 and E3
groups, which were centrifuged without the colloid. The use of colloid improved integrity of
plasma and acrosomal membranes probably avoided the process of sperm hyperactivation and

provided lower production of ROS. Greater in vivo studies are needed to prove this technique.

Keywords: cryopreservation, equine reproduction, fluorescent probes, CASA, Flow

Cytometry.



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ...ttt es e s es s s 15
2. OBIETIVOS. ...ttt ettt ettt ettt 17
B B O o) T Ao T 1 v | S 17
2.2, ODbjetivos ESPECIICOS. ...uiiiuiiiiiieiieiieiieeteeit ettt et e et e te et e esve e e teeseaeesseesseesseessseasseessaens 17
3. REVISAO DE LITERATURAL.......cocoueiieeieieeieteteiete et neraes 18
3.1. O espermatozoide € SUAS MEIMDTANAS. .......c.eertreriieeieeieeeertteseeeeeeeeeeeeeseeeneeeseesseeseesnseenseens 18
3.2. CriopreServacao dO SEIMEI.......ceuieriieriieetie et et eeteestte et eteesteesseeseeeee e st esneesneeenseeseesseesnneensens 20
3.2.1. Meios de congelagao de SEIMEM.......c.eeiuieiieerieeieeieetieite e te et e st et e e et eseeesnteeneeeseeseens 25
3.2, 2, CrIOPTOELOTES. ... veeuveeeereereeteesttesteeteesseesesessseesseeseesssessseasseesseasssessseesseesssessseesseeseesssesssennsens 25
3.2.3. Meios de centrifugagao de SEMETM.......cecueeiuiiiieeieeie ettt ettt 28
3.2.3.1. Centrifugagdo em camada UNICA..........cceeecveerrierrereiieereeseerteeteereeseeseaeeseesseesseesseessseessens 28
3.3. Analises espermaticas computadoriZadas...........cceeeeeeieeciierierieiieeie et eeee et see s 29
3.3.1. Analise da CINétiCa ESPETMALICA. .....ccuvireveereeeeiieiiesieeeiteeereeteeteessaesseesseesseesssesssessseesseesssennns 29
3.3.2. Analise de integridade de MemMDbIaNa............ccceeviieiieciieiiieniecie e e eee 30
4. REFERENCIAS......covttiiiiriieeiieseiie i ssseessss ettt 32

5. ARTIGO CIENTIFICO......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e eees s s s eseseseseseseseaeesessenas 39



15

1 INTRODUCAO

A inseminagao artificial ¢ a biotecnia da reproduc@o mais importante e mais utilizada
para melhoramento genético animal, teve inicio em 1957 com a primeira gestacdo equina
gerada por espermatozoides criopreservados (OLIVEIRA et al., 2013). A inseminagdo
artificial associada a criopreservagdo do sémen maximizam o potencial genético do
reprodutor, possibilitando um maior numero de descendentes geneticamente superiores;
melhoria do controle de doengas sexualmente transmissiveis (FURST, 2006); reducdo de
custos e estresse do transporte; utilizagdo do sémen de garanhdes em competicdo ou se
recuperando de alguma afec¢do e armazenamento e possibilidade de uso do sémen mesmo
apos a morte do garanhdo (PIMENTEL; CARNEIRO, 2008).

O uso do sémen congelado ainda ¢ restrito na rotina do campo, pois essa biotecnologia
necessita de controle rigoroso da atividade ovariana, inducdo da ovulagdo, inseminagdo
realizada no momento mais proximo possivel da ovulacdo e ainda apresenta indices
reprodutivos menores que os resultados obtidos com uso do sémen fresco ou resfriado
(SQUIRES et al., 2000).

Ap6s varios estudos, sabe-se que grande parte dos garanhdes possui caracteristicas
peculiares de s€émen pos-descongelacdo (motilidade espermatica e integridade de membrana
celular) inadequadas para o seu uso (SQUIRES et al, 1999), havendo até denominacdo: “bad
freezers” e “good freezers”, para animais que o sémen congela mal e bem, respectivamente.
Isso se deve ao fato da espécie equina ter sido selecionada por fendtipo e desempenho, e a
fertilidade do garanhdo, normalmente ¢ ignorada nos programas de melhoramento genético
(MACIAS GARCIA et al., 2009).

O processo de criopreservacdo causa danos a integridade estrutural, bioquimica e
biofisica da membrana plasmatica (MP) do espermatozoide, resultando em menor fertilidade
do sémen apds a descongelagdo, pois ocorre uma perda de aproximadamente 50% dos
espermatozoides (FURST, 2006). Estudos comprovam que a utilizagio de sémen fresco ou
resfriado tem taxa de fertilidade maior do que o sémen congelado (OLIVEIRA et al., 2013).

Varios protocolos sdo desenvolvidos e testados na tentativa de maximizar a utilizagdo
do sémen equino congelado, procurando diminuir os danos causados pelo processo de
criopreservagao, melhorando assim as taxas de fertilidade.

Os primeiros meios de congelagdo de s€émen equino ndo tinham a presenca de um
agente crioprotetor (SQUIRES et al.,1999). Apos a introducdo de agentes crioprotetores,

como o glicerol, diversos meios de congelacao foram elaborados. Apesar de o glicerol ser o
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crioprotetor mais utilizado, tém sido utilizados crioprotetores alternativos como o
etilenoglicol, metilformamida, dimetilformamida e dimetilsulfoxido (DMSO), e obtiveram
resultados similares ou superiores ao glicerol (SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA et al.,
2005).

Um novo método de centrifugacdo tem sido usado para melhorar a qualidade do
sémen de garanhdes. Essa centrifugagdo ¢ feita depositando o sémen sobre uma unica camada
de silica coloidal, com formulacdo especifica da espécie Equina (AndroColl® Equine). Esse
método de centrifugacdo ¢ conhecido como centrifugacdo em camada unica (Single Layer
Centrifugation - SLC) (MORREL et al, 2013). Segundo Morrel e Rodriguez-Martinez
(2009), a SLC seleciona espermatozoides com boa motilidade, morfologia normal, as
membranas intactas e boa integridade da cromatina.

Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito da centrifugacdo em coloide de camada
Ginica: AndroColl® Equine e trés diluentes de congelamento: Botucrio®, EquiPlus Freeze® +
3% glicerol e EquiPlus Freeze™ + 3% DMSO sobre a qualidade do sémen equino e relacionar
aos seus efeitos sobre os pardmetros da cinética espermatica e sobre a integridade da

membrana plasmatica e acrossomal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito da centrifugacdo em coloide de camada unica e trés diluentes de

congelamento sobre a qualidade do sémen equino.

2.2 Objetivos Especificos

a) Estudar a qualidade dos espermatozoides equinos submetidos a criopreservagao

com trés diferentes diluentes de congelagdo:
- diluente comercial A,
- diluente comercial B + 3% glicerol,

- diluente comercial B + 3% DMSO.

b) Estudar a melhoria da qualidade dos espermatozoides equinos submetidos a

criopreservagdo com e sem coloide de centrifugagdo em camada Unica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O espermatozoide e suas membranas

O espermatozoide de garanhdo € constituido por 3 regides fundamentais (Figura 1):
Cabeca = (1) membrana plasmatica (MP) que reveste a célula espermatica, (2) membrana
acrossomal externa, (3) acrossomo, (4) membrana acrossomal interna, (5) nucleo, (6)

envelope nuclear, (7) anel nuclear; Peca Intermediaria = (8) mitocondrias, (9) parte proximal

do flagelo, (10) anel anular; Cauda = (11) parte distal do flagelo, (12) bainha de revestimento.
A por¢do anterior da cabega (Figura 2) ¢ composta pelo acrossomo, o qual ¢ subdividido em:
(13) regido apical, (14) pré-apical, (15) equatorial e (16) pos-equatorial (GADELLA et al.,
2001).

Figura 1. O espermatozoide e suas regioes

A B

A- Espermatozoide completo, B- Destaque da regido da cabeca.

Fonte: Adaptado de Gadella et al., 2001.

Para fertilizar o oocito, o espermatozoide precisa apresentar pelo menos quatro
atributos pods-descongelagdo: (1) metabolismo para produgdo de energia, (2) motilidade
progressiva, (3) enzimas acrossomais intactas, (4) e proteinas de MP, importantes para a
sobrevivéncia do espermatozoide dentro do trato reprodutivo feminino e para a juncdo do

mesmo ao odcito no momento da fertilizagdo (COTTORELLO; HENRY, 2002).
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As membranas sdo compostas, arranjadas em bicamadas hidrofilicas, externamente e
de cadeias de acido graxo hidrofobicas, internamente (AMANN; PICKETT, 1987). A sua
bicamada lipidica contém: fosfolipidios, colesterol, glicolipideos e diferentes tipos de
proteinas, e estas, s@o classificadas como integrais, que sdo destacadas da membrana apenas
por solventes, e periféricas, que sdo soliveis nos diluidores de sémen ou na agua
(COTTORELLO; HENRY, 2002).

A MP dos espermatozoides no processo de criopreservacdo ¢ uma das principais
estruturas danificadas, tanto pelos efeitos de solugdo como pela formagdo de cristais
intracelulares (ZAHN, 2006). O componente das membranas interna e externa do acrossoma,
nuclear e mitocondrial sdo os elementos mais suscetiveis aos danos causados pela queda da
temperatura (FURST, 2006).

A integridade estrutural da MP ¢é determinada pela temperatura e pela solugdo na qual
ela esta banhada; na temperatura corporal a membrana esté fluida. A fluidez da membrana ¢ a
capacidade dos fosfolipideos de se movimentarem lateralmente (AMANN; PICKETT, 1987;
COTTORELLO; HENRY, 2002; OLIVEIRA, 2002). Com a queda da temperatura, os
lipideos passam pela transicdo de estado fluido para gelatinoso; as cadeias de acidos graxos
que estavam aleatoriamente distribuidas ordenam-se paralelamente, produzindo uma estrutura
rigida e tornando essas areas fracas e suscetiveis a rupturas e fusdes, como também
permeaveis a ions (HAMMERSTEDT et al., 1990); assim os lipideos ficam impossibilitados
de se moverem aleatoriamente, resultando na formacdo de dominios cristalinos
(NASCIMENTO, 2006), com apenas pequenas regides de lipidios no estado liquido onde
ficam aderidas as proteinas. Esta agregacdo de proteinas resulta num aumento da
permeabilidade da membrana e decréscimo da atividade metabolica (COTTORELLO;
HENRY, 2002).

O acrossomo ou capa acrossomal, ¢ uma estrutura de dupla parede situada entre a MP e
a por¢do anterior do nucleo. Esta estrutura, semelhante a um capuchao, contém varias enzimas
hidroliticas, incluindo pro-acrosina, hialuronidase, esterases entre outras, que estdo envolvidas
no processo de fertilizagdo (NEVES, 1998).

De acordo com Morrel (2011), t€ém sido discutidos ao longo das duas ultimas décadas,
mecanismos de sele¢do espermatica dentro do trato reprodutor feminino, os quais permitem
que somente um Unico espermatozoide morfologicamente normal, com membrana intacta e
boa integridade da cromatina, passem para o local da fertilizacao.

Para que o espermatozoide seja considerado viavel, suas membranas devem estar

integras e semipermeaveis. Porém, se a membrana plasmatica estiver intacta, mas
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funcionalmente instavel, o espermatozoide ndo sera capaz de fertilizar o oocito (BATISTA;
GUERRA, 2010).

A manutencdo da membrana do espermatozoide integra ¢ fundamental para a reacdo
acrossomica (Figura 2), um importante evento fisioloégico, que envolve a fusdo da MP
espermatica e a membrana acrossomal externa, com subsequente vesiculacdo e liberacdo de
conteudos do acrossoma (penetragdo na zona pelicida) e a fecundagdo (CASEY et al., 1993;

GOULART et al., 2004).

Figura 2. Reacdo acrossOmica e¢ penetragdo do espermatozoide no

00cito
Nicleo do Perfuragdes na E: i
: spermatozdide no
espermatozide  Acrossoma Membrana parede Enzimas g'rloplasrna do
contendo contgndo plasmatica do ~ do acrossoma dissolvem a ovdcito sem sua membrana
cromossomas enzimas espermatozéide zona pelicida plasmatica

1- Espermatozoide durante a capacitagdo, 2- Espermatozoide sofrendo reacdo
acrossOmica, 3- Espermatozoide formando caminho através da zona pelucida, 4-
Espermatozoide entrando no citoplasma do odcito.

Fonte: Adaptado de Moore e Persaud, 2008.

Os espermatozoides devem apresentar uma séric de caracteristicas para fertilizagdo do odcito

(ARRUDA et al., 2007), tais como integridade de membrana plasmatica e acrossomal (SILVA; GADELLA,
2006).

3.2 Criopreservaciao do Sémen

7

A criopreservagdo de sémen ¢ estudada desde a descoberta do agente crioprotetor

glicerol em 1949, pelo cientista inglés Polge (COTTORELLO; HENRY, 2002). A



21

inseminacdo artificial, biotécnica da reproducdo mais importante e mais utilizada para
melhoramento genético animal, teve inicio em 1957 com a primeira gestagdo equina gerada
por espermatozoides criopreservados (PICKETT; AMANN, 1993).

O processo de criopreservacao do s€émen inclui todas as etapas, desde sua colheita até
a manutencao da viabilidade dos espermatozoides, por um determinado periodo de tempo
ap6s a descongelacio (FURST, 2006).

As taxas alcangadas com sémen criopreservado sdo menores do que as alcangadas com
sémen fresco e resfriado, razdo pela qual, esta fertilidade baixa pode ser atribuida ao declinio
na motilidade progressiva do espermatozoide apos a criopreservagdo e as crioinjirias que o
espermatozoide sofre durante este processo (SCHEMBRI et al., 2002). O sucesso na
criopreservagdo do sémen equino depende das interacdes entre o diluidor, crioprotetor e
curvas de resfriamento e aquecimento, buscando minimizar os danos causados pelo choque
térmico, formagdo de cristais de gelo e desidratagdo celular (AMANN; PICKETT, 1987;
COTTORELLO; HENRY, 2002; JASKO, 1994). A criopreservacdo ideal deve, entdo, ter o
compromisso de preservar o maior nimero de células possiveis e a integridade de diferentes
estruturas espermaticas (NASCIMENTO, 2006).

No processo de criopreservagdo, o sémen ¢ inicialmente resfriado a temperatura
ambiente (37 a 20 °C), o que parece ndo ocasionar maiores danos aos espermatozoides,
quando este se encontra diluido em meio adequado (KETTH, 1998). Durante a fase de
transicdo da membrana plasmatica, de seu estado liquido para o estado gel, o espermatozoide
estd mais suscetivel a danos causados pelo resfriamento (FURST, 2006).

Para minimizar esse efeito, controlar a taxa de resfriamento entre as temperaturas de
19 a 8 °C, deve-se adicionar lipideos (gema de ovo) ou lipoproteina (leite) ao diluente, além
do uso de curvas de resfriamento lentas (-0,05 °C/min), sdo medidas necessarias para diminuir
os danos causados pelo choque frio (FURST, 2006).

A etiologia do choque pelo frio envolve o dano a membrana celular e a alteragdo da
funcdo metabodlica, provavelmente causadas por alteracdo no arranjo de constituintes da
membrana (MEDEIROS et al.,, 2002), alterando a orientagdo dos lipideos, que podem afetar a
estabilidade da membrana ou induzir esta a um rearranjo das moléculas, com formacao de
pontos de fragilidade, que levam a permeabilidade excessiva ou mesmo a ruptura da MP
(NEVES, 1998). O choque pelo frio ¢ evidenciado pela presenga de muitos espermatozoides
movimentando em circulos, perda prematura da motilidade, producdo de energia diminuida,
permeabilidade aumentada da membrana e perda das moléculas intracelulares e ions. O

principal entrave no sucesso da criopreservacdo do sémen equino esta diretamente relacionado
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a taxa da queda de temperatura que o espermatozoide sofre durante o processo de
resfriamento. Uma curva de resfriamento rapido imposta ao s€émen ¢ responsavel pela maioria
das lesdes celulares, em decorréncia de alteragdo da propriedade fisica da membrana
espermatica (FURST, 2006).

A velocidade de reducdo da temperatura durante o resfriamento tem sido um dos
fatores mais importantes no processo de criopreservacdo, visto que o grau de lesdes celulares
depende da curva de resfriamento. (FURST et al., 2005).

Quando as células sdo congeladas, elas estdo sujeitas a estresses resultantes de
interagdes agua-soluto que aumentam com a cristalizacdo do gelo. A descongelagdo envolve o
contrario destes efeitos, € o consequente influxo de agua pode causar ruptura membrana
celular (AMANN; PICKETT, 1987; HOLT, 2000).

As mudangcas fisicas que ocorrem na célula durante o processo de congelacdo estdo
esquematizadas a seguir (Figura 3). Quando uma solu¢do com crioprotetor chega a
temperatura entre cinco graus negativos e 15 graus negativos, ela entra na zona de formagao
de cristais de gelo, levando a formacdo de cristais no diluidor, o que resulta em um aumento
da concentracdo de soluto extracelular. Esta alta concentragdo faz a agua intracelular mover
para o meio extracelular, provocando a desidratacdo da célula. Existem alguns tipos de curva
de congelacao, entre elas a curva de congelagdo lenta, em que ocorre a desidratacdo completa
do espermatozoide, impedindo, assim, a formagdo de cristais de gelo intracelular, porém altas
concentragdes de soluto podem gerar lesdes nas células. A curva de congelagdo rapida evita
que ocorra uma desidratagdo correta da célula, formando, assim, cristais de gelo intracelular,

sendo prejudicial a célula (OLIVEIRA et al., 2013).
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Figura 3. Supostas alteragdes no espermatozoide durante o

congelamento e descongelamento
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Fonte: Adaptado de Hammerstedt, et al., 1990.
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Os principios biofisicos que aplicam a criopreservacdo de células e tecidos vivos
aplicam-se também a criopreservacdo da célula espermatica. Os espermatozoides podem
sofrer danos durante a criopreservagdo e/ou descongelacdo, seja pela formagdo de grandes
cristais de gelo intracelulares como pela concentragdo intracelular de solutos e modificagdes
correlacionadas, que resultam na desidrata¢do das células durante a criopreservagéo (efeito de
solugdo); este fendmeno inclui os seguintes efeitos: de desidratacdo excessiva; elevada
concentracdo de solutos, solugdo toxica a célula; e mudanca de pH celular, alterando o
metabolismo celular. Enquanto que a congelacdo rapida minimiza os danos dos efeitos de
solugdo, leva a formacgao de grandes cristais de gelo, que causam graves danos mecanicos. Por
outro lado, enquanto a congelacdo lenta impede a formag@o de grandes cristais, ela eleva os
danos dos efeitos de solugdo. Por isso, os indices 6timos de congelagdo do sémen dependem
de sua tolerancia relativa aos danos dos cristais de gelo formados e a toxicidade dos efeitos de
solugio (WATSON, 1995; NEVES, 1998; FURST, 2006). Sempre que preconizada uma
curva de  congelagdo, sera  escolhida uma curva de = descongelacdo
subsequentemente. Caso o s€émen seja congelado por meio de uma curva de congelacdo lenta,
devera ser descongelado da mesma forma, para que haja tempo de o espermatozoide se
reidratar. Porém, se for utilizada uma curva de congelagéo rapida, a descongelagdo devera ser

rapida, evitando o fendmeno da recristalizagdo (OLIVEIRA et al., 2013).



24

A adicdo de crioprotetores, como o glicerol, possibilita a congelacdo de
espermatozoides a temperaturas mais baixas. Isto provavelmente retarda a desidratacdo das
células e os fatores deletérios dos efeitos de solucdo; assim, os espermatozoides podem ser
resfriados lentamente o suficiente para prevenir a formacdo de grandes cristais de gelo.
Evitam-se, assim, os efeitos prejudiciais dos cristais de gelo intracelulares que sdo causados
ou pela sua expansdo e recristalizagdo durante a descongelagdo, ou pelo impacto osmdtico
sobre as células, quando os cristais intracelulares derretem (NEVES, 1998). Os crioprotetores
penetrantes, que t€m propriedade solvente, possuem o ponto de congelacdo muito mais baixo
que o da agua. Com a congelagao do diluidor de sémen, a 4gua pura congela primeiro e forma
cristais de gelo e, entre estes cristais de gelo, ficam canais de diluidor ndo congelado, onde o

espermatozoide fica alojado (Figura 4).

Figura 4. Canais ndo congelados

Fonte: Oliveira, 2002.

Com a agua congelada, aumenta a concentracdo de soluto o que aumenta a
osmolaridade do meio extracelular e promove o egresso de agua da célula, consequentemente,
o espermatozoide ird se desidratar, diminuindo seu volume, pois 4gua passa mais rapidamente
através da membrana do que o crioprotetor penetrante. Este processo evita o acimulo de dgua
e a formacdo de cristais de gelo intracelular. Esta mudanca dura até que o crioprotetor
penetrante entre na célula em quantidades suficientes para restaurar o volume celular inicial

(GRAHAM, 1993; WATSON, 1995; HOLT, 2000; CELEGHINI, 2005).
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A curva de congelamento ¢ de extrema importancia na manuten¢ao da integridade
celular. Quando a taxa ¢ adequada, a célula torna-se progressivamente desidratada e
permanece funcional apos o descongelamento. Caso contrario ocorre perda da viabilidade das
células, possivelmente em fungdo da diminuicdo do conteido de agua intracelular,
ocasionando aumento das concentragdes de solutos intracelulares e precipitagdo destes, com
alteragdo do pH e osmolaridade do meio (WATSON, 1995).

Quando a congelacdo ¢ realizada com curva muito rapida, ndo ha tempo suficiente
para que ocorra adequada desidratacdo, resultando na formacdo de grandes cristais de gelo no
meio intracelular. Para o descongelamento, necessita-se de uma velocidade rapida, para que
ndo ocorra a recristalizacdo (fusdo de cristais de gelo) e, consequentemente, lesdo celular. Da
mesma forma, o congelamento lento exige um descongelamento lento. Neste caso, a
desidratacdo celular ¢ maior e necessita de um tempo maior para que ocorra a re-hidratagao
espermatica, para que a célula ndo perca a sua viabilidade morfofuncional. No sémen
descongelado rapidamente, o gelo derrete depressa e dilui o soluto do meio, permitindo a dgua
entrar muito rapidamente no espermatozoide, o qual se encontra altamente concentrado,

danificando o espermatozoide (FURST, 2006).

3.2.1 Meios de congelacdo de sémen

Quando as células espermaticas sdo resfriadas ou criopreservadas na tentativa de
prolongar sua vida 1til e facilitar o transporte até a égua, seu ciclo fisiologico ¢ interrompido.
Para que a preservacdo do sémen pela criopreservagdo tenha sucesso, € necessario que o
espermatozoide seja colocado em um ambiente apropriado, ou seja, em um diluidor. (NEVES,
1998). Por essa razdo, torna-se necessario o uso de diluidores que devem atender aos
seguintes requisitos: ter capacidade tampao; proteger contra o choque térmico; proporcionar
uma fonte de energia; ter capacidade antibacteriana (PIMENTEL; CARNEIRO, 2008).

A definicdo de um “meio de congelacdo ideal” ¢ varidvel, devendo-se levar em
consideragdo variaveis individuais dos garanhdes quanto a congelabilidade do sémen com
determinado tipo de diluente, o método de congelacdo e o envase, assim como a analise do
sémen pos-descongelacdo (SQUIRES et al., 1999).

Os crioprotetores sdo compostos acrescentados ao meio de congelacdo de s€men,
com a finalidade de proteger os espermatozoides durante o processo de congelagdo

(PALMER, 1984). Esses compostos em concentracdes elevadas podem provocar danos aos
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espermatozoides, pela toxicidade e pelo aumento da osmolaridade da membrana plasmatica

(SQUIRES et al., 2004).

3.2.2 Crioprotetores

Os crioprotetores podem ser classificados como penetrantes ¢ ndo penetrantes, de
acordo com sua capacidade em atravessar a membrana plasmatica (MP) (CELEGHINI, 2005).

Os crioprotetores ndo penetrantes sdo grandes moléculas que ndo atravessam a MP
(COTTORELLO; HENRY, 2002). Incluem-se nesta categoria, gema de ovo, proteina do leite,
acucares, dentre outros. Esta categoria protege as células basicamente através de efeitos
osmoticos (OLIVEIRA, 2002), exercem seus efeitos benéficos pela alteragdo das
propriedades de fase de transicao das membranas (AMANN; PICKETT, 1987).

Os crioprotetores penetrantes atravessam a MP do espermatozoide e atuam no meio
intracelular e extracelular. Incluem pequenas moléculas como o glicerol, dimetilsulfoxido,
amidas e outras (COTTORELLO; HENRY, 2002). Os crioprotetores atuam na protegdo das
estruturas celulares, aumentando o numero de canais de solventes que permanecem nao-
congelados e diluindo as altas concentracdes de sais, diminuindo o efeito-solu¢do sobre as
células (GRAHAM, 1993), ligando-se fortemente aos ions de hidrogénio na molécula de
agua, tornando, assim, mais lenta a desidratacdo celular durante a congelagdo. Foi sugerido
que o crioprotetor ideal deve ter baixo peso molecular, grande solubilidade na 4gua e minima
toxicidade (COTTORELLO; HENRY, 2002).

Os primeiros meios de congelagdo de s€émen equino apresentavam em sua composi¢ao
basica os componentes glicose, lactose e gema de ovo, sem a presenga de um agente
crioprotetor (SQUIRES et al., 1999).

Desde a descoberta das propriedades crioprotetoras do glicerol (G), este tem sido o
principal crioprotetor usado para congelar o sémen de garanhdes (ROYERE et al., 1996;
SQUIRES et al., 1999). O glicerol possui alto peso molecular e viscosidade, tendo a
capacidade de difundir-se lentamente através da membrana plasmadtica, diminuindo a
temperatura do ponto de congelagdo (HOLT, 2000) e a concentragdo de sais e solutos
intracelulares (SQUIRES et al., 2004).

O G pode ser prejudicial ao espermatozoide durante o processo de descongelagéo,
mais do que durante a criopreservacio. E provavel que durante o resfriamento haja o
movimento do G para dentro do espermatozoide, ¢ no descongelamento, ele se move de

dentro da célula para o meio extracelular (AMANN; PICKETT, 1987).
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A toxicidade do G ¢ parcialmente devida ao estresse osmotico, por que o G permeia
nas membranas celulares mais lentamente que os outros crioprotetores (ALVARENGA et al.,
2005).

O crioprotetor mais utilizado na espécie equina ¢ o glicerol, apesar do grau de
toxicidade que oferece a célula, no entanto, estudos comprovam que ndo foram encontrados
crioproterores mais eficientes que o glicerol na crioprotecdo. Esse crioprotetor provoca
estresse osmotico, mudancas na organizacao, na fluidez e na permeabilidade da membrana e
mudangas em sua composicao lipidica. Alguns estudos usam niveis de 7% de glicerol como
otima concentracdo para diluidores a base de gema de ovo em métodos convencionais de
congelagdo (OLIVEIRA et al., 2013). As concentracdes usuais de glicerol, de 5 a 7% sdo
utlizadas para obtencdo de indices ideais de criopreservagdo para o sémen ovino (SILVA E
GUERRA, 2011).

Na tltima década, o uso de formamidas (dimetilformamida e metilformamida) como
crioprotetores determinou novas modificagdes aos meios de congelacdo, como o uso
associado das formamidas ao glicerol (PAPA et al., 2002).

O dimetilsulféxido (DMSO), composto quimico organico, apresenta toxicidade
baixa. Sua principal acdo deve-se a sua capacidade de interagir com acidos nucleicos,
carboidratos, lipideos, proteinas e muitas drogas sem alterar de forma irreversivel a
configuragdo molecular, devido a sua rapida penetracdo celular (DE SANTIS; PRATA,
2009).

O mecanismo de acdo do DMSO na célula espermatica ainda ndo estd totalmente
elucidado, porém sabe-se que ele interage com os fosfolipideos estruturais da membrana
espermatica, mantendo a propriedade de transporte de 4gua em temperaturas abaixo do 0°C,
reduzindo a formagdo de cristais de gelo, por diminuir o ponto de congelamento do fluido
intracelular durante o processo de criopreservagdao (SILVA; GUERRA, 2011). Estudos
demonstraram o DMSO foi eficaz na criopreservacdo de espermatozoides bovinos (DE
SANTIS; PRATA, 2009).

No entanto, poucos trabalhos usam a adi¢do apenas de DMSO na criopreservacdo de espécies
mamiferas. Ha relatos de associacdo entre o glicerol e 0 DMSO para a espécie caprina, com
resultados positivos. Desta forma, embora muitos estudos tenham sido realizados com
diferentes crioprotetores penetrantes objetivando a substituicdo do glicerol, este ainda ¢ o
crioprotetor mais utilizado em pesquisas e trabalhos de campo para criopreservacao de células

espermaticas nas espécies domésticas (SILVA; GUERRA, 2011).
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3.2.3 Meios de centrifugacdo de sémen

3.2.3.1 Centrifugagio em Camada Unica

Um novo método de centrifugacdo tem sido usado para melhorar a qualidade do
sémen de garanhoes. Essa centrifugagao ¢ feita depositando o sémen em uma unica camada de
silica coloidal, com uma formulagdo especifica da espécie Equina (AndroColl® Equine). Esse
método de centrifugacdo ¢ conhecido como centrifugacdo em camada unica (Single Layer
Centrifugation - SLC) (MORREL et al., 2013).

Segundo Morrel (2011) e Morrel e Rodriguez-Martinez (2010), as principais
aplicagoes da selecdo de espermatozoides pelo método da SLC sdo: melhorar a qualidade
espermatica nas doses de [A, especialmente para garanhdes "problema'"; aumentar o "tempo
de bancada" de amostras espermaticas normais quer pelo tratamento do sémen fresco antes da
preparacdo das doses de IA ou por tratamento do s€émen da dose armazenada para extrair os
melhores espermatozoides; melhorar o problema de espermatozoides que ndo toleram o
resfriamento até 4-6 ° C; melhorar a sobrevivéncia pds criopreservagdo através da remogao de
espermatozoides mortos ¢ lentos antes da criopreservagdo ou selecdo de espermatozoides
vivos pos-descongelamento; selecionar espermatozoides morfologicamente normais com
cromatina intacta a partir de sémen de garanhdes subférteis para ICSI, aumentando assim o
numero de blastocistos; remover organismos patogé€nicos (virus, bactérias); acelerar o
processo de sele¢do sexual na citometria de fluxo, removendo os espermatozoides mortos ¢
lentos antes da passagem através do feixe de laser; preservar racas raras.

De acordo com Macias Garcia et al. (2009), estudos mostraram que no sémen nao-
centrifugado (controle), a sub-populagdo predominante era de células com baixa velocidade,
apos SLC, a sub-populacdo dominante passou a ser de células com alta velocidade. Outros
parametros de qualidade do sémen como motilidade progressiva e integridade da membrana
plasmatica, também melhoraram apds a SLC. O método SLC ¢ pratico e de facil execugdo,
visando melhorar a qualidade das amostras de s€émen equino descongeladas.

Segundo Morrel e Rodriguez-Martinez (2009), a SLC seleciona espermatozoides com
boa motilidade, morfologia normal, as membranas intactas e boa integridade da cromatina.
Morrel et al. (2013) afirmam que o coloide AndroColl® Equine (AndroColl-E) mostrou ser
eficaz na selecdo de espermatozoides moveis com morfologia normal de ejaculados de

garanhdes subférteis.
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3.3 Analises espermaticas computadorizadas

Apesar das analises rotineiras como, volume, motilidade espermatica, morfologia,
serem importantes, ndo fornecem um diagnostico seguro, pois os individuos podem apresentar
baixa fertilidade ou serem inférteis, mesmo possuindo pardmetros seminais normais (SILVA;
GUERRA, 2012).

O indicador mais utilizado de qualidade espermatica em garanhdes ¢ a motilidade
espermatica subjetiva. Porém, esse indicador tem provado ser um fraco indicador de
fertilidade. Na maioria dos estudos, ndo foi possivel correlacionar a motilidade dos
espermatozoides com a fertilidade campo (MACIAS GARCIA et al., 2009).

Por enquanto, nenhum teste laboratorial isolado é capaz de determinar o potencial de
fertilidade dos espermatozoides, por isso varias técnicas sdo utilizadas para a avaliacdo de
diferentes caracteristicas espermaticas (SILVA; GUERRA, 2012)

Atualmente existem técnicas laboratoriais precisas e modernas que auxiliam no
conhecimento da célula espermatica, como sistema computadorizado CASA, que apresenta
dados de cinética espermatica ndo mensuravel ao olho humano (NASCIMENTO, 2006).

Apesar destas informagdes sobre a cinética espermatica serem muito importantes, nem
sempre podem ser utilizadas para avaliar o potencial de fertilidade do sémen. Acredita-se que
a integridade das membranas espermaticas seja crucial para a fertilizacdo. Por este razao,
grande énfase vem sendo dada ao uso das sondas fluorescentes, uma técnica de grande valor
laboratorial por sua caracteristica de marcar estruturas especificas das células e detectar
integridade estrutural ou funcionalidade de forma clara, sendo possivel avaliar a integridade
das membranas plasmatica e acrossomal (GRONDAHL et al., 1994).

O uso das sondas fluorescentes associado ao citdmetro de fluxo possui uma maior
rapidez e acurdcia para mensurar pardmetros espermaticos em larga escala (BATISTA;

GUERRA, 2010).

3.3.1 Analise da cinética espermatica

Na analise de cinética espermatica realizada pelo sistema computadorizado CASA, de
acordo com Verstegen et al. (2002), sdo consideradas as seguintes variaveis: motilidade total
(MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade ao longo de uma trajetéria média
(VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s) velocidade curvilinear (VCL, pm/s),
deslocamento lateral da cabeca (ALH, pm), retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %) e
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espermatozoides rapidos (RAP, %); Freqiiéncia de Batimentos (BCF, Hz) e indice de
oscilagdo ou wobble (WOB, %).

Dentre os indices fornecidos pelo CASA, a velocidade primaria (VCL) e as
velocidades calculadas (VSL e VAP) s@o os mais confidveis da qualidade espermadtica em
estudos com humanos e animais (RODRIGUEZ MARTINEZ et al., 2008) e sdo considerados
como sendo altamente correlacionada com a fertilidade a campo (OLDS-CLARKE, 1996;
HOLT et al.,, 1997; DE GEYTER et al., 1998, PINHEIRO NETO, 2015).

Apesar das inumeras variaveis fornecidas pelo sistema CASA, Budworth et al. (1897,
1988) observaram uma correlagdo significante entre motilidade e velocidade do
espermatozoides com o indice de fertilidade.

Olds-Clarke (1996), em estudos com ratos, demonstrou que o VCL elevado ¢ essencial
para penetragdo do espermatozoide na juncdo Utero-tubarica, para a formacao do reservatorio
de espermatozoides e para a penetragdo na zona pelicida.

No entanto, para uma melhor migracdo e penetracdo no muco cervical, amostras com
valores elevados dos parametros de velocidade, LIN e BFC foram mais eficientes
(VERSTEGEN et al., 2002).

Silva et al. (2006), em estudos com caninos, Holt et al. (1997), em suinos, relataram
que a fertilidade tanto in vivo como in vitro ¢ dada por altas velocidades de espermatozoides.

Hirano et al. (2001) demonstraram que ambos os indices, VCL e VSL, tiveram

correlacdo positiva com as taxas de fertilizagdo in vitro em humanos.

3.3.2 Analise de integridade de membrana

Para avaliacdo da integridade dessas membranas, varias metodologias tém sido
desenvolvidas, dentre as quais se destacam as analises fluorescentes e as analises
computadorizadas (ARRUDA et al., 2007). A func@o desses testes ¢ avaliar a capacidade
fecundante do espermatozoide, visando preservar caracteristicas fundamentais da célula
espermatica, como: enzimas localizadas no acrossoma, essenciais para penetracao no odcito e
proteinas presentes na MP (FURST, 2006).

A integridade de membrana ¢ normalmente avaliada apds o contato dos
espermatozoides a corantes impermeaveis a membrana, assim, os gametas ndo corados sdo
considerados vivos. Atualmente muitos corantes usados sdo fluoréforos que reagem com

enzimas citoplasmaticas ou ligam-se ao DNA (BATISTA; GUERRA, 2010), refletindo o real



31

estado das estruturas celulares (CELEGHINI et al., 2007a) e a possibilidade de utilizacao
isoladamente ou em combinagdo, para a determinacdo da integridade e da viabilidade celular
(SILVA; GUERRA, 2012).

De acordo com Batista; Guerra (2010), a integridade acrossomal pode ser mensurada
por diferentes métodos, todavia os mais comumente usados sdo aqueles que utilizam
isotiocianato de fluoresceinas conjugadas a lectinas, tais como: Peanut Agglutinin (FITC-
PNA).

Os sistemas de andlises computadorizadas de imagens fornecem alta repetibilidade dos
resultados e sdo mais precisos, acurados, rapidos e objetivos, com o uso da citometria de
fluxo, que pode ser usada em associagdo aos fluorocromos, permitindo a avaliacdo de
milhares de células por segundo (ARRUDA et al., 2007; SILVA; GUERRA, 2012).

A possibilidade de se associar sondas fluorescentes para a avaliagdo simultanea das
membranas plasmatica e acrossomal em espermatozoides ¢ muito utilizada por varios autores
(CELEGHINE, 2005).

A analise de integridade de acrossoma (Figura 5) pode ser avaliada de acordo com a
técnica de coloragdo FITC-PNA, a Peanut agglutinin (PNA) conjugada a isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (ROTH et al., 1998), classificados em: a) acrossomas intactos (Al),
quando apresentarem-se corados em verde; b) acrossomas reagidos (AR), quando
apresentarem-se corados em verde mesclado; ¢) sem coloragdo ou apenas uma faixa verde
fluorescente na regido equatorial da cabeca espermatica.

A andlise de integridade de membrana plasmatica (Figura 5) pode ser realizada pelo
corante lodeto de Propidio (IP), segundo Coleto et al. (2002), modificado. Esta sonda cora em
vermelho o nucleo de células com membrana plasmatica lesada (ARRUDA, 2000; ARRUDA
et al., 2003a; NASCIMENTO, 2006).

O numero de espermatozoides viaveis na analise de integridade de MP correlaciona-se
positivamente com a fertilidade, sendo a variavel de maior impacto na predicao da fertilidade

seminal (JANUSKAUSKAS et al., 2003; PINHEIRO NETO, 2015).
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Figura 5. Imagem feita por Citometria de Fluxo das células espermaticas coradas com a

associacdo das sondas fluorescentes PI ¢ FITC-PNA

PI + (positivo): nucleo corado de vermelho, FITC-PNA + (positivo): acrossomo corado de verde. A- Célula
com membrana plasmatica lesada, acrossomo lesado (IP+, FITC-PNA+), B- Célula com membrana
plasmatica intacta, acrossomo lesado (IP-, FITC-PNA+), C- Célula com membrana plasmatica lesada,
acrossomo intacto (IP+, FITC-PNA-), D- Célula com membrana plasmatica intacto, acrossomo intacto (IP-,
FITC-PNA-).
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5. ARTIGO CIENTIiFICO

Efeitos do coldide de centrifugacido em camada tinica e de diferentes diluentes de
congelamento na qualidade do sémen equino
Effects of colloid in a single layer centrifugation and different freezing extenders on equine

sperm quality

A.B. Finazzil*, G.F. Carneirol, M.M. Nunes3, A.M. Batistaz, B.B. Santanal, L.C.P.

Arrudaz, M.M.P. Guerra’

"Laboratorio de Reprodugdo Animal de Pernambuco - LABRAPE, Unidade Académica de Garanhuns,
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Garanhuns, PE, Brasil.
?Laboratério de Andrologia - ANDROLAB, Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural
de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.
3MINITUBE, Porto Alegre, RS, Brasil.

* A . .
Autor para correspondéncia: amandafinazzi@bol.com.br.

Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da centrifugagdo em coloide de camada unica
(AndroColl®-E; Minitub, Alemanha) e trés diluentes de congelamento: diluente 1 (Botucrio®;
Biotech, Botucatu, Brasil), diluente 2 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Alemanha + 3% glicerol) e
diluente 3 (EquiPlus Freeze™; Minitub, Alemanha + 3% DMSO), sobre a qualidade do sémen
equino. Utilizou-se 3 ejaculados de 5 garanhdes (n=15), colhidos por vagina artificial. Apos a
colheita, o sémen foi diluido com meio a base de leite desnatado (EquiPlus®, Minitub,
Alemanha) e dividido em 2 grupos: grupo E (centrifugado sem coloide) e grupo A

(centrifugado com coloide). No grupo E, o sémen foi centrifugado a 676g por 15 minutos, no
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grupo A, o s€men foi centrifugado a 314g por 20 minutos. Apds a centrifugacdo, os grupos
receberam os diferentes diluentes: diluente 1, diluente 2 e diluente 3. Logo apds foram
levadas ao congelamento em maquina programavel portatil e armazenadas em botijoes
criogénicos. A cinética foi avaliada pelo CASA e a integridade das membranas plasmatica e
acrossomal, por associacdo de sondas fluorescentes submetidas ao Citometro de Fluxo. Com
relacdo aos parametros do CASA, pode-se observar que o grupo Al, centrifugado com o
coloide, teve resultado superior nas variaveis LIN e WOB, comparadas com o grupo E1. Ja as
variaveis, RAP, VCL, VAP, ALH e BCF, tiveram resultados inferiores quando centrifugadas
com o coldide, grupo Al em relacdo ao grupo E1. Com relacdo a integridade de membrana
plasmatica e acrossomal, pode-se observar que os grupos Al e A3, que foram centrifugados
com o coloide, tiveram resultado superior aos grupos E1 e E3, que foram centrifugados sem o
coloide. O uso do coloide melhorou integridade das membranas plasmatica e acrossomal,
provavelmente evitou o processo da hiperativacdo espermatica e proporcionou menor

producdo de ROS. Maiores estudos in vivo serdo necessarios para comprovagao desta técnica.

Palavras-chave: criopreservagdo, reprodugdo equina, sondas fluorescentes, CASA,

Citometria de Fluxo.

Abstract
This study aimed to evaluate the effect of a colloid in single layer centrifugation
(AndroColl®-E; Minitub, Germany) associated to three freezing extenders: extender 1
(Botucrio®; Biotech, Botucatu,, Brazil), extender 2 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Germany +
3% glycerol) and extender 3 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Germany + 3% DMSO) on equine
semen quality. We used three ejaculates from five stallion (n=15), collected by artificial

vagina. After collection, the semen was diluted with extender to from skimmed milk
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(EquiPlus®, Minitub, Germany) and divided into 2 groups: group E (centrifuged without
colloid) and group A (centrifuged with colloid). No grupo E, o sémen foi centrifugado a 676g
por 15 minutos, no grupo A, o sémen foi centrifugado a 314g por 20 minutos. Apds a
centrifugacdo, os grupos receberam os diferentes diluentes: diluente 1, diluente 2 e diluente 3.
The kinetics was evaluated by CASA and the integrity of plasma and acrossomal membrane
by association of fluorescent probes and subjected to flow cytometry. With respect to the
CASA parameters, it can be seen that the A1 group, with the colloid centrifuged, had superior
result in LIN and WOB variables, compared to the E1 group. The variables, RAP, VCL,
VAP, ALH and BCF, had lower results when centrifuged with colloid, A1 group than in the
group E1. With respect to the integrity of plasma and acrosomal membrane, it can be seen that
Al and A3 groups were centrifuged with colloid, they had superior result to E1 and E3
groups, which were centrifuged without the colloid. The use of colloid improved integrity of
plasma and acrosomal membranes probably avoided the process of sperm hyperactivation and

provided lower production of ROS. Greater in vivo studies are needed to prove this technique.

Keywords: cryopreservation, equine reproduction, fluorescent probes, CASA, Flow

Cytometry.

Introducao

A inseminagao artificial ¢ a biotecnia da reproduc@o mais importante e mais utilizada
para melhoramento genético animal, teve inicio em 1957 com a primeira gestacdo equina
gerada por espermatozoides criopreservados (OLIVEIRA et al., 2013). A inseminacao
artificial associada a criopreservagdo do sémen maximizam o potencial genético do
reprodutor, permitindo o maior numero de descendentes de animais de alto mérito genético;

melhoria do controle de doencas sexualmente transmissiveis (FURST et al., 2012); reducdo de
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custos e estresse do transporte; utilizacdo do sémen de garanhdes em competicdo ou se
recuperando de alguma afec¢do e armazenamento e possibilidade de uso do sémen mesmo
apos a morte do garanhdo (PIMENTEL; CARNEIRO, 2008).

O uso do sémen congelado equino ainda € restrito na rotina do campo, pois essa
biotecnologia necessita de controle rigoroso da atividade ovariana, indugdo da ovulagdo,
inseminac¢do realizada no momento mais préximo possivel da ovulacdo e ainda apresenta
indices reprodutivos menores que os resultados obtidos com uso do sémen fresco ou resfriado
(SQUIRES et al., 2000).

Ap6s varios estudos, sabe-se que grande parte dos garanhdes possui caracteristicas
peculiares de s€émen pods-descongelacdo (motilidade espermatica e integridade de membrana
celular) que podem ser inadequadas para o seu uso (SQUIRES et al, 1999), havendo até
denominacdo: “bad freezers” e “good freezers”, para animais que congelam mal e bem,
respectivamente. Isso se deve ao fato da espécie equina ter sido selecionada por fenotipo e
desempenho, ¢ a fertilidade do garanhdo, normalmente ¢ ignorada nos programas de
melhoramento genético (MACIAS GARCIA et al., 2009).

O processo de criopreservacdo causa danos a integridade estrutural, bioquimica e
biofisica da membrana plasmatica (MP) do espermatozoide, resultando em menor fertilidade
do sémen apds a descongelagdo, pois ocorre uma perda de aproximadamente 50% dos
espermatozoides (FURST et al., 2012).

Varios protocolos sdo desenvolvidos e testados na tentativa de maximizar a utilizagdo
do sémen equino congelado, procurando minimizar os danos causados pelo processo de
criopreservagao, melhorando assim as taxas de fertilidade.

Apesar de o glicerol ser o crioprotetor mais utilizado, recentes pesquisas, utilizaram

crioprotetores alternativos como o etilenoglicol, metilformamida, dimetilformamida e
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dimetilsulfoxido, e obtiveram resultados similares ou superiores ao glicerol (ALVARENGA
et al., 2005).

Um método de centrifugacdo conhecido como centrifuga¢do em camada tnica (Single
Layer Centrifugation - SLC) tem sido usado para melhorar a qualidade do sémen de
garanhdes. Essa centrifugacdo ¢ feita depositando o sémen em uma unica camada de silica
coloidal, com uma formulagdo especifica da espécie Equina (AndroColl® Equine).
(MORREL et al., 2013). Segundo Morrel e Rodriguez-Martinez (2009), a SLC seleciona
espermatozoides com boa motilidade, morfologia normal, as membranas intactas e boa
integridade da cromatina.

Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito da centrifugacdo em coloide de camada
tinica: AndroColl® Equine e trés diluentes de congelamento: Botucrio”, EquiPlus Freeze® +
3% glicerol e EquiPlus Freeze® + 3% DMSO sobre a qualidade do sémen equino e relacionar
seus efeitos sobre os parametros da cinética espermatica e sobre a integridade da membrana

plasmatica e acrossomal.

Material e métodos
Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados apds aprovagdo pela
Comissdo de FEtica para Experimentagio Animal da Universidade Federal Rural de

Pernambuco (UFRPE), licenga n° 057/2015 CEUA/UFRPE.

Desenho Experimental

Foram utilizados 5 garanhdes da raga Quarto de Milha, com idade entre 7 e 20 anos,
sob regime regular de colheita de sémen, todos mantidos em um mesmo manejo, pertencentes
ao Haras Monte Verde, localizado no municipio de Sairé, PE, Brasil (8°19'42"S e

35°4123"W).
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Apo6s exame clinico-andrologico, foram colhidos 3 ejaculados de cada garanhdo
(n=15) por meio da utilizacdo de vagina artificial (modelo Botucatu) e auxilio de fémea como
manequim. Imediatamente apos a colheita, a fragdo gel foi separada e desprezada. As
amostras foram submetidas a avaliagdo subjetiva em microscopio Optico com contraste de
fase (Olympus, Tokyo, Japan; 100 x) para motilidade e vigor. Foram utilizadas as amostras
que se apresentaram dentro dos padrdes minimos recomendados pelo CBRA (2013) para o
sémen equino (motilidade > 60% e vigor > 3).

A concentragdo espermatica foi determinada utilizando Camara de Neubauer. O s€émen
foi diluido em meio a base de leite desnatado e a concentragdo mantida em 100 a 150 x 10°
espermatozoides/mL.

Posteriormente, o sémen foi dividido em dois grupos, Grupo E (centrifugado sem
coldide) e Grupo A (centrifugado com coloide). No Grupo E, o s€émen foi subdividido em 3
tubos Falcon de 60 mL e centrifugados a 676g por 15 minutos. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi desprezado e cada um dos tubos receberam um diluente diferente: Diluente 1
(Botucrio®™; Botupharma), Diluente 2 (EquiPlus Freeze™; Minitub + 3% glicerol) e Diluente 3
(EquiPlus Freeze®; Minitub + 3% DMSO). No Grupo A, 15 mL do coloide foram
acrescentados em 3 tubos Falcon de 60 mL. Em cada tubo, 15 mL do sémen diluido foi
depositado lentamente sobre o coldide, com o auxilio de uma pipeta. Para deposi¢do do sémen
sobre o coloide, o tubo foi mantido num angulo de aproximadamente 45°. Apds a correta
deposicdo, pode-se observar uma interface definida entre as solugdes. As amostras foram
centrifugadas a 314g por 20 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi aspirado com
o auxilio de uma pipeta e desprezado, e em seguida, cada um dos tubos recebeu um diluente
diferente: Diluente 1 (Botucri0®; Biotech Ltda/ME, Botucatu, Brasil), Diluente 2 (EquiPlus

Freeze™; Minitub + 3% glicerol) e Diluente 3 (EquiPlus Freeze"™; Minitub + 3% DMSO).
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A concentragdo foi mantida em 10 x 10° espermatozoides por mL, envasadas em
palhetas de 0,5 mL e lacradas com alcool polivinilico, que foram levadas ao congelamento em
maquina programavel portatil (TK3000%, TK Tecnologia em Congelacdo LTDA, Uberaba,
MG, Brasil) com curvas de resfriamento -0,25°C/min e de congelagdo -10°C/min até -80°C e -
5°C/min, até atingir -120°C, quando as palhetas foram mergulhadas em N liquido (-196°C) e

armazenadas em botijdes criogénicos.

Andlise da cinética espermatica

Os pardmetros de cinética espermdtica foram avaliados pelo Sistema de Anaélise
Espermatica Computadorizada (CASA; SCA™ Microptics, S.L., Version 5.1, Barcelona,
Spain) utilizando os seguintes sttings: magnificagdo 100 x; nimero de imagens; imagens por
segundo 24; area de cabega 4 a 75 pum*; VAP; lento 10 pm/s < médios 45 pm/s < rapidos 90
um/s; progressividade 75% STR; circular 50% LIN.

Para realizar essas analises, foram utilizadas amostras do sémen descongeladas a
temperatura de 37 °C por 30 segundos, sem nenhuma dilui¢do posterior. Para cada amostra
analisada, uma aliquota de 5 pL. de s€émen foi colocada sobre 1amina e coberta com laminula
(18x18 mm), ambas pré-aquecida a 37 °C e avaliadas em microscopia de contraste de fase
(Eclipse 501, Nikon, Japan). Para cada amostra, pelo menos 500 espermatozoides foram
registrados em cinco campos aleatorios ndo consecutivos, pelo mesmo operador.

Na andlise de cinética espermatica pelo CASA, foram consideradas as seguintes
variaveis, de acordo com Verstegen et al. (2002): motilidade total (MT, %), motilidade
progressiva (MP, %), velocidade ao longo de uma trajetéria média (VAP, um/s), velocidade
progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL, pm/s), deslocamento lateral da cabega
(ALH, pm), retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %), espermatozoides rapidos (RAP,

%), freqiiéncia de batimentos (BCF, Hz) e indice de oscilagdo ou wobble (WOB, %).
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Andlise de integridade de membranas plasmdtica e acrossomal

Para a técnica de associacdes das sondas PI e FITC-PNA, utilizou-se uma amostra de
50pL de sémen, adicionada a 1,5mL de solucdo PBS (Fosfato Salino Tamponado) e
centrifugada a 600g durante 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e o sedimento foi
ressuspendido com 35uL de PBS, logo apos foi adicionado a amostra 1uLl. de PNA, 2ul de IP
e S5uL de Glutaraldeido a 4%.

Para andlise de integridade das membranas plasmatica e acrossomal (iPAM), as
amostras foram incubadas a 37 °C por 10 minutos com 1 uLL de FITC-conjugada ao Peanut
aglutinin (FITC-PNA; 200 pg/mL) e 2 pL de iodeto de propideo (IP; 0,5 mg/mL) em PBS.
Apos coloragdo, os espermatozoides foram fixados com 5,0 pL de paraformaldeido a 4%,
incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e avaliados.

Os espermatozodides foram classificados como portadores de: membramas plasmatica e
acrossomal integras (IP-/PNA-), membranas plasmatica integra e acrossomal danificada (IP-
/PNA+), membranas plasmatica danificada e acrossomal integra (IP+/PNA-) e membranas
plasmatica e acrossomal danificadas (IP+/PNA+).

Todas as analises foram realizadas utilizando o citdbmetro de fluxo
AmnisImageStream™ Mark II (EMD Millipore Corp.), equipado com microscopio com
objetiva de 60x, com taxa de imagem de 5000 células/segundo. O tamanho das células ¢ a
velocidade do fluxo foi de 7,0 um e 44 mm/seg., respectivamente. A aquisi¢do das imagens
brutas foi obtida através do software INSPIRE®. As analises das imagens brutas foram
realizadas através do software IDEAS®™ (versdo 6.0).

Um laser de excitagdo de 488 nm com intensidade definida para 55,0 mV (PNA/IP) foi
utilizado. Aproximadamente 5000 eventos foram colhidos por amostra. FITC-PNA coletados

no canal 2 (505-560nm) e IP foi coletado no canal 5 (640-745 nm).
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Analise Estatistica

As analises dos dados foram realizadas utilizando o software GraphPad InStat versdo
3.10. Os dados foram testados para distribuicdo normal usando o teste Kolmogorov-Smirnov.
Quando necessario, os dados foram transformados por meio do log ou raiz quadrada para
obter normalidade de distribuicdo. As variaveis expressas em porcentagem foram
transformadas por arco seno (arco seno P/ 100).

A influéncia do coloide e dos diluentes sobre as variaveis de qualidade seminal foram
testadas por analise de variancia (ANOVA) para mensuragdes repetidas, seguidas pelo teste
de comparacdo multipla de Tukey-Kramer. As diferencas foram consideradas significativas

quando P < 0,05.

Resultados

Os resultados relacionados as varidveis de cinética espermdtica computadorizada
(CASA) e integridade das membranas plasmatica e acrossomal (sondas fluorescentes
associado ao Citometro de Fluxo) pos-descongelamento estdo expostos na Tab. 1.

Com relacdo aos parametros do CASA, pode-se observar que o grupo Al,
centrifugado com o coloide, teve resultado superior nas variaveis LIN e WOB, comparadas
com o grupo El. Ja as varidaveis, RAP, VCL, VAP, ALH e BCF, tiveram resultados inferiores
quando centrifugadas com o coloide, grupo Al em relagdo ao grupo El.

Com relagdo a integridade de membrana plasmatica e acrossomal, pode-se observar
que os grupos Al e A3, que foram centrifugados com o coloide, tiveram resultado superior
aos grupos E1 e E3, que foram centrifugados sem o coloide. Ja no grupo A2, centrifugado
com coloide, comparado com grupo E2, centrifugado sem o coldide, ndo houve diferenca

significativa nos valores.
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Discussao

Houve influéncia da centrifuga¢do com coloide sobre os resultados dos diluente 1 e 3.
No diluente 1, houveram diferencas nos resultados dos pardmetros de cinética espermaética e
da integridade das membranas plasmatica e acrossomal, ja o diluente 3 houveram diferencas
somente na integridade das membranas plasmatica e acrossomal.

Pode-se observar que o grupo Al, centrifugado com o coloide, teve resultado superior
nas varidveis LIN e WOB, comparadas com o grupo El. Ja as varidveis, RAP, VCL, VAP,
ALH e BCF, tiveram resultados inferiores quando centrifugadas com o colodide, grupo Al em
relagdo ao grupo E1.

Com relagdo a integridade de membrana plasmatica e acrossomal, pode-se observar
que os grupos Al e A3, que foram centrifugados com o coloide, tiveram resultado superior
aos grupos El e E3, que foram centrifugados sem o coloide.

No presente estudo, os resultados de integridade de membranas foram semelhantes aos
observados por Macias Garcia et al. (2009). Porém, nos resultados de cinética, Macias Garcia
et al. (2009) observaram uma melhoria significativa nos pardmetros VAP, VCL, VSL, MP,
que foram diferentes do presente estudo. Uma diferenga na metodologia foi que Macias
Garcia et al. (2009) realizaram a centrifugacao pos-descongelamento.

Guimaraes et al. (2015) estudaram o efeito da SLC antes da criopreservacdo sobre a
cinética espermatica apos o descongelamento. Eles relatam que a SLC com o uso do
Androcoll-E encontraram uma discreta melhoria da cinética espermatica em amostras SL.C,
um aumento de 5% do STR, o que provavelmente n3o tem implicagcdes praticas. A
centrifugacdo do presente estudo também foi realizada antes da criopreservacdo, porém o0s
resultados encontrados por Guimardes et al. (2015) foram diferentes. No presente estudo a

variavel STR nao apresentou diferenga apos o uso do coloide.
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Geralmente ocorrem quedas esperadas nos valores de integridade da membrana plasmatica do
espermatozoide apds a criopreservacao, que sdo provocadas por formagdo de cristais de gelo e
mudangas intracelulares, provocando desidratacdo e morte celular (FRANCISCO JUNIOR et
al., 2015). Porém, pode-se observar aumento no niimero de espermatozoides com membranas
integras apos uso do coloide, comprovando que sua fungao foi eficaz.

Segundo Gutiérrez-Cepeda et al. (2012) a centrifugagdo coloidal pré-criopreservacio
pode aumentar o numero de espermatozoides com morfologia normal p6s-descongelamento,
assim como melhorar a motilidade, a integridade da membrana e viabilidade espermatica. De
acordo com os resultados do atual estudo, a centrifugacdo coloidal pré-criopreservacao foi
capaz de aumentar o niumero de espermatozéides com membranas plasmatica e acrossomal
integrais.

Roca et al. (2016) analisaram amostras de s€émen criopreservadas com uso do coloide
pré-criopreservacao e pos-criopreservacdo. Observaram que as amostras que passaram pela
centrifugacdo com o coloide antes da criopreservacdo tiveram melhor motilidade e
viabilidade, e menor produgdo de ROS (espécies reativas de oxigénio).

Alguns autores realizaram a centrifugacdo com coloide pos-criopreservagdo e outros
pré-criopreservacao, porém de acordo com Roca et al. (2016) a remocao de espermatozoides
mortos deve ser feito o mais rdpido possivel, logo apds a ejaculagdo, tanto para
armazenamento por refrigeragdo como para criopreservagao, pois os espermatozdides mortos
exercem efeitos nocivos sobre os espermatozoides viaveis.

Analisando os pardmetros obtidos no grupo E1, que ndo foi centrifugado com coloide, os
resultados sugerem que possa ter ocorrido uma possivel hiperativacdo espermatica, que ¢ um
processo que ocorre durante seu progresso pelo oviduto da fémea, sendo descrito como um
movimento vigoroso, ndo progressivo, ndo linear e estd relacionado com o processo de

capacitacdo e fertilizacdo. Durante esse processo, o padrdo e o vigor da trajetoria do
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espermatozoide sdo alterados, passando a ser caracterizados por uma larga amplitude do
batimento flagelar, aumento médio do movimento lateral da cabeca e cauda do
espermatozoide associados também com uma motilidade lenta ou ndo progressiva de baixa
freqiiéncia de batimento flagelar (VERTESGEN et al., 2002).

De acordo com Vertesgen et al. (2002), a falha da fertilizagdo tem sido correlacionada com
algumas populagdes de espermatozoides que perderam a sua motilidade vigorosa pela
hiperativag@o por causa de uma incubagao prolongada in vitro. No presente estudo, caso tenha
ocorrido hiperativagdo espermatica no grupo El, que ndo foi centrifugado com coloide,
implica em diminuicao da taxa de fertilidade, ja que a hiperativagdo ¢ um processo fisiologico
que ocorre no oviduto da fémea e ndo deveria ocorrer no s€émen in vitro.

Viarios estudos t€m sugerido que a hiperativagdo faca que os espermatozoides saiam do
reservatorio do oviduto e tenham um maior impulso para a penetragdo do cumulus, auxiliando
na penetracdo através da zona pelucida oocito. Nos seres humanos, os espermatozodides ndo
capacitados apresentam cerca de 0,4% de hiperatividade, atingindo cerca de 22% em
ejaculados férteis, demonstrando que a hiperatividade espermatica est4 relacionada com altas
taxas de fertilidade do s€émen. No sémen humano, o espermatozoide hiperativado ¢ aquele que
apresenta: VCL > 70um/s, ALH > 7um, LIN > 30% e VSL > 30 um (VERTESGEN et al.,

2002).

Conclusio
O uso do coloide na SLC proporcionou resultados de membrana plasmatica intacta e
acrossomo intacto estatisticamente superiores nos diluentes 1 e 3, em relacdo aos mesmos
diluentes sem o uso do coloide, indicando que o coloide foi eficaz para preservar a integridade
das membranas plasmatica e acrossomal nesses grupos. Caso a hipotese de ter ocorrido

hiperativacdo espermatica no grupo El, que ndo foi centrifugado com coloide, o coloide
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evitou o processo da hiperativagdo espermatica, o que possivelmente implicard que essas
amostras tenham uma maior taxa de fertilizacao.

De acordo com outros estudos, pode-se sugerir também que o s€émen centrifugado com
o coloide pré-criopreservagdo tera uma menor produgcdo de ROS, consequentemente, uma

melhor qualidade espermatica pds-descongelacdo e consequente maior taxa de fertlizagao.
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372 Ilustracgoes

373  Tabela 1. Resultados das analises pos-descongelamento referentes a cinética espermatica e a

374  integridade das membranas plasmatica e acrossomal

Variavel Tratamentos
Grupo A Grupo E
Al A2 A3 El E2 E3

MT  43,6+122" 12,0+71%" 190+9,8"" 384+134% 164+122% 13,6+98%

MP 21,8+8,0" 324272 524354 202477 43+£54"° 41+43"°
RAP 46+£39%  03+05%  08+08" 75+34™  07+07% 12+14%
VCL 60,1 +£129" 46,1+£10,6% 457+10,1% 778+108" 481+82" 540+11,1"°
VSL  444+6,6" 292+62"" 30,1+83"" 505+49" 285+68"" 314794
VAP  50,7+£8,7% 351+7,1" 3590+£90% 602+55% 358+744% 40,1+81"
LIN 749+ 644  64,1+84% 653+69"" 658+9,0% 590+85% 584+11,6"
STR  879+28" 832+4,1" 832+44% 839+52% 792+64" 776+77
WOB  852+51% 77,0+83" 783+47"" 780+6,5"% 742+65" 74,7+84"
ALH 19+05%  1,7£07™  19+05*  26+04* 18+06% 1,9+05"
BCF 951,75  80+28" 92+21™ 119+14% 85+3,0" 88247

PNA-/IP- 41,0+£82%" 222+88% 324+70% 283+112% 165+87"" 203+9,5%

375  Grupo A: centrifugado com coloide (AndroColl®-E), Grupo E: centrifugado sem coloide

376 (AndroColl®-E), Al: diluente 1 (Botucrio”), A2: diluente 2 (EquiPlus® Freeze + 3% glicerol),

377  A3: diluente 3 (EquiPlus® Freeze + 3% DMSO), El: diluente 1 (Botucrio®), E2: diluente 2

378  (EquiPlus® Freeze + 3% glicerol), E3: diluente 3 (EquiPlus® Freeze + 3% DMSO). Letras

379  maitsculas diferentes (A, B) indicam comparagdo entre Grupo A (centrifugado com coloide

380  AndroColl) com Grupo E (centrifugado sem coldide AndroColl). Letras minusculas diferentes

381 (a, b, ¢) indicam comparagdo entre as diferentes diluentes, dentro do mesmo grupo. O nivel de
382  significancia de 5% considerado no teste de Tukey foi de 5,0%.



