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RESUMO

Objetivando-se localizar a Na®, K'-ATPase em espermatozoides ovinos (in natura, pos
decongelacdo e capacitados in vitro), assim como avaliar ainfluéncia da adicdo da
ouabaina sobre o0s parametros cinematicos espermaticos, foram realizados dois experimentos.
Exp.1: amostras de sémen (quatro carneiros, sete repeti¢ces) foram colhidas, diluidas (Tris-
gema, concentracao final de 200 x 10° espermatozoides/mL) e congeladas & -196 C°. Exp. 2:
amostras seminais de quatro ovinos (cinco repeti¢fes) foram diluidas em meio TALPm (50
x10° espermatozoides/mL) e aliquotadas em dois grupos: parte destinada a capacitacgdo in
vitro (adicdo de 2,5% de soro de ovelha em estro - SOE) ou com adicio de ouabaina (10 M),
visando o bloqueio da Na’,K'-ATPase. Aliquotas de sémen de ambos os experimentos foram
avaliadas pelo sistema CASA para analise dos parametros de cinemética espermatica, e por
meio da citometria de fluxo, para a localizacdo da Na®, K'-ATPase (Bodipy FL
Ouabaina), andlise da integridade de membrana plasmética (IP) e acrossomal (FITC-PNA),
viabilidade e estabilidade de membrana plasmatica (YO-PRO e M540). No Exp. 2, além das
analises supracitadas realizou-se também a avalia¢do do potencial de membrana mitocondrial
(JC-1). Para 0 Exp. 2, todas as analises foram efetudas apds Oh e 3h de incubacédo a 36 °C. Os
resultados obtidos foram: 1) a Na*, K'-ATPase foi localizada na pega intermediaria dos
espermatozoides independente do status da amostra (in natura, pds descongelagdo e
capacitados); 2) o processo de congelacdo/descongelacdo resultou em uma diminuicao
(P<0,05) nos parametros de MT, MP e VAP, um aumento no BCF, além de reducdo (P<0,05)
no percentual de celulas apresentando marcacdo com Bodipy FL Ouabaina, com membranas
plasméticas e acrossomal integras, e percentagem de células com membrana plasmaética
estabilizada; 3) A longo do periodo de incubagéo, o bloqueio da Na*, K*-ATPase resultou na
reducdo (P<0,05) da MP, VCL e VSL, enquanto no grupo controle observou-se reducdo (P
<0,05) dos parametros MT, VCL e ALH; 4) A adicdo do SOE ao meio de TALPm resultou
em reducéo (P<0,05) em MP, VCL e ALH, enquanto no grupo controle reduziu (P<0,05) os
valores de MT e MP, ndo havendo diferenca entre tratamentos para 0s paramentros
cinemaéticos. Além disso, independentemente dos tratamentos, observou-se ao longo da
incubacéo elevacdo (P<0,05) no percentual de células apresentando membrana plasmatica
lesionadas, acrossomal integra sem marcagcido da Na', K'-ATPase. Em conclusio,
independente do status fisioldgico, a Na', K'-ATPase ndo alterou sua localizacgéo,
permanecendo na peca intermediaria dos espermatozoides ovinos, e que, sua inibi¢cdo ndo
influenciou sobre os parametros de motilidade espermatica.

Palavras-chave: bomba de sédio, canal ibnico, carneiro, sémen.



ABSTRACT

Aiming to localize the Na*, K'-ATPase in ram sperm (raw, post-thaw and capacitated in
vitro), and to evaluate the influience of ouabain addition on kinematic sperm parameters, two
experiments were performed. Exp.1l: semen samples (four rams, seven replicates) were
harvested, diluted (Tris-gema, final concentration 200 x 10° sperm/mL) and frozen at -196
C°. Exp. 2: sémen samples from four rams (five replicates) were diluted in TALPm (50
x10° sperm/mL) and aliquot for two precedures: in vitro capacitation (addition of 2,5% of
estrous sheep serum - ESS) or ouabain addition (10 M), in order to block the Na* K-
ATPase. Semen aliquots from both experiments were evaluated using CASA system for
kinematic parameters and with aid of flow cytometry it was determined localization of Na*,
K*-ATPase (Bodipy FL Ouabaina), evaluated plasmatic (IP) and acrosomal membrande
(FITC-PNA) integrity, viability and stability of sperm plasma membrane (YO-PRO e M540).
During Exp. 2, it was also evaluated the mitochondrial membrane potential (JC-1). For Exp.
2, all analysis were performed at Oh and 3h of incubation time (36 °C). These are the results:
1) The Na*, K'-ATPase was localized on middle piece of sperm flagellum, despite sample
status (raw, post-thaw and capacitated); 2) the freezing-thawing proccess reduced (P<0,05)
MT, MP and VAP and increased BCF. There was also a reduction (P<0.05) on percentage of
sperm stained with Bodipy FL Ouabain, with intact plasmatic and acrossomal membranes,
and percentage of sperm with stabilized plasma membrane; 3) Throught incubation time, the
Na®, K*-ATPase blocking reduced (P<0.05) MP, VCL and VSL, whereas on control group
reduced (P <0.05) MT, VCL and ALH; 4) The addition of ESS to TALPm reduced (P<0.05)
MP, VCL and ALH, and on control group reduced (P<0.05) MT and MP, with no difference
between treatments for kinematic parameters. Therefore, despite of treatment, there was an
increasing (P<0.05) on percentage of sperm with damages plasma membrane, intact acrosome
and no stain for Na*, K*-ATPase. In conclusion, despit of sperm phisiological status, Na*, K*-
ATPase ramains on middle piece of ram sperm flagellum and its inhibition have no influence
on sperm motility parameters.

Key words: sodium pump, ionic channel, ram, semen.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.

Figura 2.

Localizacdo da Na*,K'-ATPase em espermatozoide ovino in natura
(A), pos descongelacao (B) e capacitado (C), através da citometria
de  fluxo utilizando o  fluorocromo  Bodipy®  FL
OUADAINA..... ..ot e eree e
Capacidade de ligacdo do fluorocromo Bodipy® FL Ouabaina em
espermatozoides ovinos incubados em meio TALPm apds trés horas
de incubagdo (38,5 °C) em meio sem (A) e com (B) adicdo de
0UDAINA (107 M) e

Pagina

54

58



LISTA DE ABREVIATURAS

° C — Graus celcius

ALH — Amplitude do deslocamento lateral da cabeca do espermatozoide
AMPc — Adenosina monofosfato ciclico

ATP — Adenosina Trifosfato

BCF — frequéncia de batimento flagelar cruzado

BD-FL — Bodipy® FL Ouabaina

BSA — Albumina sérica bovina

Ca" — fons Célcio

Ca’-ATPase — Canal i6nico calcio ATPase

CaCl2 — Cloreto de Calcio

cAMP — Monofosfato Ciclico de Adenosina

CASA — Computer Assisted Sperm Analysis

CBRA - Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal

Cd — Cadmo

CEUA — Comissao de ética para uso de animais

Cu — Cobre

DMSO - Dimetilsufoxido

DNA — Acido desoxirribonucleicos

FITC — Isotiocionato de fluoresceina

FITC-PNA — isotiocianato de fluoresceina conjugado a Peanut Agglutinin
FITC-PSA — isotiocianato de fluoresceina conjugado a Pisum Sativum Agglutinin
H — Hidrogénio

H*, K* -ATPase — Canal idnico hidrogénio, potassio ATPase

HCO3" - lons bicarbonato

IA — Inseminacéo artificial

IAC — Integridade de acrossoma

iMP — Integridade de Membrana Plasmatica

IP — lodeto de Propideo

JC-1-5,5",6,6"-tetraclorol,1",3,3 -tetraetilbenzimidazolocarbocianina
K" — lons potéssio

KCI — Cloreto de Potassio

kDa — Quilodalton



LIN — Linearidade

M — Molar

M540 — Merocyanine 540

Mg — Magnésio

MgCl;, — Cloreto de Magnésio

Min — Minutos

mL — Mililitros

MP — Motilidade progressiva

MT — Motilidade total

mM — Milimolar

Na® — lons sodio

Na* K" -ATPase — Canal idnico sodio, potassio ATPase
NaCl — Cloreto de Sodio

NaH,PO, — Fosfato de sodio

NaHCO; — Carbonato de sodio

nm — Nandmetro

PBS — tampao fosfato de sodio

pH — Potencial hidrogenidnico

PMM - Potencial de membrana mitocondrial
ROS — Espécies reativas de oxigénio

R123 — Rodamina 123

SOE - Soro de ovelha em estro

SR Ca'- ATP-ase — Canal idnico céalcio ATPase do reticulo sarcoplasmatico
STR — Retilinearidade

TALPm — Meio TALP modificado

TGO — Tris-gema de ovo

UFRPE — Universidade Federal Rural de Pernambuco
VAP — Velocidade média do percurso

VCL — Velocidade curvilinear

VSL — Velocidade em linha reta

WOB — indice de oscilagéo

YO — YO-PRO®-1 iodide mM

ZP — Zona pelucida

uL — Microlitro



SUMARIO

2.1

2.2

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.7.1

3.7.2

3.7.2.1

3.7.2.2

3.7.2.3

3.7.2.4

4

ARTIGO: Localizagio da Na',K'-ATPase em espermatozoides de ovinos in

natura, pés descongelacao e capacitados in vitro e determinacdo dos efeitos de

N EEI0] 516 107-Y0 J O

OBUIETIVOS..... .o

ESPECITICOS. .. ittt s
REVISAO DE LITERATURA . ......ooieeetceeeeeeeee s,
Célula ESpermatica.....c.coeeiieviiiinnnninnsnccssancsssanesssasesssasesesss

Membrana PlasmatiCa.........ceeeeecnneeeen.

CapacitaGao eSPEIMALICA. .ccveeeerueererneeernrnsnrnmmsmesassassassassassassasssnsses

+ ot
Na' ,K'-ATPase e eeseeeeerransesssssesseranrrrsssssssssssrarrrsssssssssssanans

Influéncia do bloqueio da Na*,K*-ATPase na reproduco do macho
(O 0] o] g=11=] V7 (o3 o USRS
Testes laboratoriais para avaliacdo espermatica.............c.ccceevevvvennenne.
Sistema computadorizado para avaliacédo espermatica — CASA......
Citometria de FIUXO0....ccecuiiiiiniiiiiiiniineiieiicinieiosinsrossssscssnnscnns
Anéalise da integridade da membrana plasmatica ...........c.ccccccevvenen.
Analise da integridade da membrana acrossomal............ccccceveeen.
Anélise da atividade mitocondrial.........cccceeveeeinceeieineneenennenecnnns
Analise da estabilidade de membrana.........cccoeveevivininiiinniiinnnnn.

REFERENCIAS. . ..cutniuierereeeesneesnssenssnsesseesnssssssnssnsessnsensnns

seu blogueio sobre as caracteristicas espermaticas
ANEXO 1- Licenca do Comité de Etica para Uso de Animais

15

17

18

20

21

22

25

25

26

27

28

28

29

30

44

76



12

1 INTRODUCAO

Os espermatozoides sdo células polarizadas (BEDFORD e HOSKINS, 1990),
contituidas por cabeca e flagelo unidos através do colo e revestidas pela membrana plasméatica
(EDDY e O’BRIEN, 1994; MORTIMER, 1997). A membrana plasmatica ¢ extremamente
importante para sobrevivéncia do espermatozoide no trato genital feminino e manutencdo da
funcdo do gameta (PARKS e GRAHAM, 1992), uma vez que € responsavel, dentre outras
funcbes, pela manutencdo do equilibrio osmético (AMANN e GRAHAM, 1993), garantindo a
homeostase e a viabilidade celular (CELEGHINI, 2005).

Independentemente da espécie, a membrana plasmatica € caracterizada por uma
bicamada lipidica, composta por fosfolipidios, esterdis e proteinas integrais ou periféricas, que
dispdem-se em um modelo mosaico fluido (SINGER e NICHOLSON, 1972; EDDY e
O’BRIEN, 1994), diferenciando-se quanto a proporc¢édo e distribuicdo dos seus constituintes
(HOLT e NORTH, 1985) e disposicdo dos mesmos em regides especializadas e dominios da
membrana (THOMPSON, 1993; EDDY e O’BRIEN, 1994).

O modelo mosaico fluido apresentado pelas membranas € possivel devido as interacfes
ndo covalentes entre os lipidios e proteinas, permitindo a movimentacdo lateralizada destes
componentes (BORGES et al. 2011). De acordo com Lehninger et al. (2000) os lipidios
distribuem-se de forma assimétrica nas duas faces da membrana plasmética, especificamente a
esfingomielina e fosfatidilcolina no folheto externo e a fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e
fosfatidilinositol no folheto interno. Ja as proteinas classificam-se em integrais e periféricas,
sendo as integrais de suma importancia, uma vez que, agem COMO canais Ou poros e sao
dispostas entre a camadas membranares (AMANN e PICKETT, 1987).

Dentre as proteinas integrais, destaca-se a sodio-potassio-adenosina-trifosfatase (Na+,
K+-ATPase) ou bomba de sddio, que atua diretamente na homeostase celular e serve como
receptor para glicosideos cardiacos, como a ouabaina e a digoxina (LINGREL e

KUNTZWEILER 1994; PENG et al., 1996; SANDTNER etal., 2011). Estruturalmente a Na+,

K'-ATPase ¢ composta principalmente por duas subunidades (o e ), associando-se um dos
tipos da subunidade o (al, a2, a3 e a4) aum dos tipo de subunidade B (1,2 ¢ 3) NEWTON
et al, 2010; CAMARA et al., 2017).

A bomba de sodio € responsavel por diferentes processos celulares, como a manutengao

do gradiente de Na' e K através da membrana plasmatica, essencial para o transporte de outros
ions através da membrana e regulacdo do gradiente osmdtico (LINGREL e KUNTZWEILER,
1994; BLANCO e MERCER, 1998), atuando indiretamente na regulacio do pH e
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concentracdes de Ca’ intracelulares (BLANCO e MERCER, 1998; THERIEN e BLOSTEIN,
2000). Seu funcionamento dar-se por meio da energia obtida a partir da hidrolise de moléculas
de ATP (LINGREL e KUNTZWEILER, 1994; BLANCO e MERCER, 1998).

Em relacdo a atividade reprodutiva dos machos, especificamenteas células

espermaticas, a troca de ions Na'e K+, através da membrana plasmatica, desempenha um papel
crucial para sua fisiologia, incluindo amotilidade espermética, capacitacdo e reacdo acrossomal
(JIMENEZ, 2011). Além disso, de acordo com Blanco et al. (2011), a a4 é a isoforma
predominante responsavel pelo transporte ativo destes ions através da membrana espermatica,

apresentando uma maior afinidade pela ouabaina, que atua de forma inibitéria sobre a

funcionalidade daNa', K -ATPase (SCHOONER, 2002; SCHNEEBERGER e LYNCH, 2004).

Em relacio ao padrdo de distribuicdo desta proteina em diferentes espécies, a
subunidade a4 foi localizada principalmente na cabeca dos espermatozoides de touros
(NEWTON et al. 2010), atuando no processo de capacitacdo espermatica (GUR e

BREITBART, 2006), e de forma menos intensa sobre a motilidade espermatica. Alem disso, o

bloqueio da atividade da Na+, K'-ATPase com ouabaina resultou em mudancas semelhantes as
que ocorrem durante o processo de capacitacdo (THUNDATHIL etal., 2006; NEWTON et al.,
2010).

Em ratos, camundongos, hamsters e humanos, a subunidade a4 foi identificada na
regido do flagelo (WAGONER et al. 2005; SANCHEZ et al. 2006), e sua atividade influenciou
diretamente com a motilidade espermatica (WOO et al, 2000; WOO et al. al., 2002;
SANCHEZ et al., 2006; JIMENEZ et al.,, 2011a, 2011b; McDERMOTT et al., 2015), e, de
forma mais discreta, a capacitacdo espermatica em ratos (JIMENEZ et al., 2012).

- ~ - - g - ~ +
Uma vez que na literatura ndo foram identificados relatos sobre a localizacdo da Na

+ . . N
K -ATPase em espermatozoides ovinos, e 0s estudos encontrados sobre a avaliacdo da
influéncia desta proteina na cinematica espermatica ndo foram relizados utilizando as novas

técnicas de avaliacdo da qualidade espermatica, esse studo tem como objetivo pesquisar

- ~ ;s = « = & @ ~ - ~ + +
informaces basicas e iniciais sobre a funcdo e localizagdo da Na , K -ATPase em

espermatozoides ovinos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Localizar a Na+, K'-ATPase em espermatozoides ovinos sob diferentes status fisiologicos e

avaliar a influéncia do bloqueio desta proteina sobre as caracteristicas espermaticas.

2.2 Especificos

. + + . . . . ~
Localizar a Na , K -ATPase em espermatozoides de ovinos e evidenciar alteragbes em
sua distribuicdo em amostras de sémen sob diferentes status fisioldgico (in natura, capacitados

in vitro e pos descongelamento);

Avaliar a influéncia do bloqueio da Nat,K*-ATPase sobre a cineméatica e aspectos

funcionais espermaticos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Celula Espermatica

Inicialmente descritos por Van Leeuwenhoek em 1677 (PESCH e BERGMANN,
2006; SILVA e GADELLA, 2006), os espermatozoides séo células altamente especializadas
que tém como principal objetivo a fertilizacdo oocitaria (AMANN e PICKETT, 1987). Uma
descricdo morfologica simples, permite dividir os espermatozoides dos mamiferos em
cabeca, colo e flagelo (HAFEZ e HAFEZ, 2004; PESCH e BERGANN, 2006).

A cabeca apresenta-se de forma hidrodindmica, exercendo influéncia benéfica na
motilidade e capacidade de penetracdo da célula, composta por um nucleo compactado rico
em &cidos desoxirribonucleicos (DNA) (BREWER, et al., 2002; DADOUNE, 2003), sendo
este, carreado para o citoplasma do odcito apos a fertilizagdo (MOTA FILHO, 2009). Outra
estrutura presente na cabeca € 0 acrossoma, organela situada entre a membrana plasméatica e a
regido anterior do nlcleo, composta por enzimas hidroliticas como a pro-acrosina,
hialuronidase, esterases e hidrolases acidas (MOTA FILHO, 2009), essenciais a lise da zona
pelicida (ZP) e penetracdo do espermatozoide no odcito, fenbmenos relacionados ao processo
de reacdo acrossomal (WASSARMAN, 2002; PESCH e BERGMANN, 2006).

Alem da cabeca, 0s espermatozoides possuem um flagelo, que se une a cabega através
do colo (FOUQUET e KANN, 1994; SILVA, 2010). O flagelo apresenta uma estrutura central
denominada axonema (formada a partir de um complexo de microtdbulos) e é subdividido em
trés regides: peca intermediaria, principal e terminal (FOUQUET e KANN, 1994; HAFEZ e
HAFEZ, 2004; PASUPULETI, 2007). O axonema ¢ formado por um par de microttbulos
centrais e nove pares de microtibulos periféricos, interligados através da dineina, proteina
motora que permite o batimento axonenal, através do deslizamento destes microtibulos, por
meio da hidrdlise da Adenosina Trifosfato (ATP) e transformacdo de energia quimica em
energia mecanica (MORTIMER, 1997; PESCH e BERGMAN, 2006).

A peca intermedidria esta localizada entre o colo e o annulus, estrutura que a conecta
a peca principal do flagelo (CELEGHINI, 2005). Composta por mitocondrias, dispostas de
modo helicoidal, envolvendo as fibras densas e o axonema (BACCETTI e AFZELIUS, 1976;
AMELAR, et al., 1980; PESCH e BERGMANN, 2006), sendo as mitocondrias responsaveis
pela produgdo de ATP atraves da fosforilagdo oxidativa (SILVA e GADELLA,

2006). AlteracGes na peca intermediaria exercem influéncia direta na producdo energética,
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necessaria a0 movimento flagelar (GRAVANCE et al., 2000; CELEGHINI, et al, 2007;
ARRUDA, etal., 2015).

A peca principal é formada pelo axonema e fibras densas, enquanto a peca terminal é
constituida apenas por microttbulos individuais (SILVA, 2010). No entanto, ambas tém como
funcdo atuar junto a peca intermadiaria sobre a motilidade espermatica (FLESCH e
GADELLA, 2000).

A motilidade € um importante parametro relacionado afuncdo espermatica (PICKETT
e AMANN, 1993), sendo o principal responsavel pelo transporte da célula através do trato
reprodutivo das fémeas, além de influenciar a penetracdo dos espermatozoides no oOcito
(MORTIMER, 1997), tornando-se indispensdvel ao processo de fertilizacdo. A cessdo
irreversivel da motilidade é indicativa de perda total da funcdo celular (AMORIM, 2008).

Entretanto, para que as células espermaticas se movam, €é necessario que ocorra a
contractilidade e relaxamento flagelar (CORREIA e CORREIA, 1985), provenientes do
funcionamento de ATPases, proteinas que utilizam o ATP como substrato para producdo de
energia (SILVA, 2010), sendo a maior parte da producdo deste ATP resultado do
funcionamento das mitocondrias, presentes na peca intermediaria dos espermatozoides
(TRAVIS, et al.,1998;: CAMARA e GUERRA, 2008).

Com relacdo as mitocondrias, estudos em diferentes espécies foram realizados a fim
de avaliar o real papel destas organelas sobre a funcionalidade espermatica, especificamente na
producdo de ATP (TRAVIS, et al.,1998), uma vez que em espermatozoides de camundongos a
inibicdo da atividade mitocondrial, junto a suplementacdo do meio com substratos de glicose,
ndo influenciou os niveis de ATP nem o batimento flagelar, ocorrendo o inverso quando da
inibicdo da glicdlise, que estimulou a fosforilacdo oxidativa, com reducdo drastica nos niveis
de ATP e no batimento flagelar (MUKAI e OKUNO, 2004). Resultados semelhantes foram
observados por Nascimento et al. (2008) em espermatozoides humanos.

Estes resultados controversos com relacdo ao papel das mitocéndrias sobre a producao
de energia supracitados, junto aos resultados encontrados em demais estudos, levam autores a
concluir que, afosforilacdo oxidativando é suficiente para suprir a necessidade energética para
o motilidade espermatica, ressaltando a via glicolitica como principal fonte de energia, a
depender da espécie (LOSANO et al., 2017).
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3.2. Membrana Plasmatica

A membrana plasmatica € a camada mais externa presente nas células espermaticas,
tornando-a susceptivel a diversas mudancas decorrentes do processamento de sémen, como a
criopreservacdo (BORGES et al, 2011). Quando integra, esta membrana garante a
manutencdo da homeostase celular, atuando como barreira entre os meios intra e extracelular
(AMANN e PICKET, 1987).

Formada por uma bicamada lipidica, arranjada em um modelo de mosaico fluido
(SINGER e NICOLSON, 1972) em consequéncia das ligacbes ndo covalentes entre lipideos e
proteinas (BORGES et al., 2011), o que permite uma movimentacao lateralizada dos lipideos
ao longo da membrana plasmatica (QUINN, 1985; AMANN e PICKET, 1987; LEHNINGER,
et al., 1995; AMORIM, 2008; BORGES et al., 2011). Estas interagbes sdo essenciais para a
formacdo dos dominios e subdominios presentes na membrana plasmatica (FLESCH e
GADELLA, 2000), que se diferenciam entre eles de acordo com o tamanho, estabilidade,
composicdo de lipideos/proteinas e funcionalidade (FLESH e GADELLA, 2000; WASSALL e
STILLWEL, 2009).

Os lipideos presentes nas membranas apresentam sua extremidade apolar direcionada
ao interior da bicamada lipidica e a regido polar para o meio extracelular ou citoplasmatico
(LEHNINGER, etal., 1995; GADELLA, 2008). Dentre os lipideos gque compdem a membrana
plasmatica nos espermatozoides, aproximadamente 70% sdo fosfolipideos, 25% lipideos
neutros e apenas 5% sdo glicolipideos (MANN e LUTWAK-MANN, 1981).

Ja as proteinas, que constituem 50% da massa da membrana, sdo classificadas em
integrais e as periféricas (SOUSA e BICUDO, 2003; SIQUEIRA, 2004; AMORIM, 2008),
diferenciando-se com base na capacidade de dissociagdo da membrana plasmatica. As
proteinas periféricas ndo se inserem na regido hidrofdbica da membrana e podem se dissociar
através de reagentes polares, solugbes com pH basico e ricas em sais, devido a ligacdo idnica
entre estas proteinas e a membrana (COOPER, 2001).

Por outro lado, as proteinas integrais se apresentam de modo transmembranar, expondo
suas extremidades tanto no meio extracelular quanto citoplasmatico, fazendo com que sua
dissociacdo da membrana ocorra junto a ruptura das ligacbes hidrofobicas na bicamada
lipidica (COOPER, 2001), servindo como poros ou canais proteicos de membrana e receptores
para ions e outras moléculas (AMANN e PICKET, 1987; WATSON, 2000). Dentre  0s
canais proteicos, destacam-se 0s canais idnicos, que permitem a passagem de ions através da

membrana plasmatica, por meio da energia obtida a partir da hidrolise do ATP, resultando em
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concentragdo de ions diferente entre 0s meios intra e extracelular e estabelecimento do
gradiente eletroquimico (COOPER, 2001).

Para que as células espermaticas estejam aptas a fertilizar o oocito, as mesmas devem
manter-se em equilibrio i6nico (DARSZON et al., 1999; JIMENEZ, et al., 2012), uma vez que
alteracfes na funcionalidade destes canais desencadeiam comprometimento nos processos
celulares de capacitagdo espermética, hiperativagdo celular e reacdo acrossdmica, culminando
com falhas no processo de fertilizacdo (SHUKLA, et al., 2012).

3.3. Capacitacdo Espermatica

Inicialmente descrita por Austin (1951), a capacitacdo espermatica € um processo
caracterizado por modificacbes complexas ocorridas nos espermatozoides, conferindo aos
mesmos a capacidade de fertilizar um odcito (GADELLA, 2008). Este processo bioldégico
envolve diferentes etapas, caracterizadas por mudancas bioquimicas e estruturais na membrana
plasmética (SILVA, 2010). Estas mudangas sdo relacionadas a eventos como 0 aumento
na fluidez da membrana plasméatica (SENGER, 2003), perda de colesterol da membrana,
influxo de ions de célcio e adenosina monofosfato ciclico (CAMP) e fosforilagdo da tirosina das
proteinas de membrana (BREITBART e NAOR, 1999), resultando no aumento da afinidade
dos espermatozoides a ZP (PUKAZHENTHI et al, 1998), hiperativacdo (essencial a
penetracdo a ZP) (GADELLA, 2008; NASSAR et al., 1999) e posteriormente inducdo da
reacdo acrossomica (GADELLA, 2008).

Em nivel molecular, alguns constituintes destacam-se quanto a sua influéncia durante
a capacitacdo espermatica. A albumina atua na redistribuicdo e efluxo do colesterol da
membrana plasmatica (FLESCH e GADELLA, 2000; VISCONTI et al., 2002), resultando
em uma reorganizacdo estrutural da mesma, de modo a tornar a célula responsiva a reacdo
acrossdmica e hiperativacdo da motilidade (FLESCH e GADELLA, 2000). O colesterol, que
confere estabilidade a membrana plasmatica, é um determinante da capacitacdo espermatica,
e seu efluxo resulta na desestabilizacdo da membrana, assim, aumentando a fluidez da
mesma (SMITH et al., 1998), tornando-a mais permeavel a ions de célcio, bicarbonato e
potassio (LIMA, 2008).

fons bicarbonato (HCOs3") atuam no aumento do pH intracelular (ZENG, et al,
1996), assim como na ativacdo da adenilato ciclase, induzindo a elevacdo dos niveis de
adenosina  monofosfato ciclico (AMPc) (FLESH e GADELLA, 2000; GADELLA e
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HARRISON, 2008) e estimulando a proteina quinase A (PKA) na inducdo da fosforilacdo da
tirosina. Agem, de forma direta e/ou indireta, sobre o deslocamento de fosfolipideos,
ocasionando  alteracbes na estrutura da membrana, resultando em  células
espermaticas capacitadas (SOUSA e BICUDO, 2003), assim como na capacidade de ligacdo
dos espermatozoides as proteinas solubilizadas presentes na ZP (OSHEROFF et al,
1999; GADELLA, 2008; TANNO, 2009). Estudos enfatizaram a importancia do bicarbonato
para capacitacdo espermatica quando relacionaram a reducdo de seus niveis a diferentes
eventos, como a inibicdo da fosforilacdo da tirosina (VISCONTI et al., 1995), diminuicdo da
capacidade dos espermatozoides a se ligar as proteinas especificas da ZP (HARKEMA et al.,
1998), assim como inibicdo da ativacdo da hipermotilidade espermatica (BOATMAN e
ROBBINS, 1991).

O influxo de célcio estimula a capacitacdo (NAZ e RAJESH, 2004) e reagdo
acrossomal (FLORMAN et al., 1992). O aumento de seus niveis intracelulares atuam na
hiperativagdo espermatica, através de sua agao excitatoria sobre a adenilato ciclase, resultando
em elevagcdo nas concentracbes de AMPc, que agem no flagelo, especificamente na peca
intermediaria dos espermatozoides (SENGER, 2003). A hiperativacdo é um evento de suma
importancia para capacidade fertilizante dos espermatozoides e, de acordo com Verstegen, et
al., (2002), caracteriza-se por mudangas no padrdo da motilidade espermética, apresentando
movimentos Vvigorosos ndo progressivos e ndo lineares, com maior amplitude na lateralizacéo
da cabeca e flagelo, com reducdo na frequéncia dos batimentos flagelares e elevacdo na
movimentacdo da curvatura e de movimentos circulares.

Outros ions que desempenham influéncia sobre a capacitacdo espermatica séo o sodio
(Na+) e 0 potassio (K+), que atuam sobre a manutencdo do gradiente ibnico da membrana celular
(SOUZA, 2003), de modo que nos espermatozoides o0s niveis intracelulares de K" sdo maiores
quando comparado aos de Na' (SOUSA e BICUDO, 2003). Este gradiente idnico é mantido

através do funcionamento da bomba Na+, K'-ATPase. No entanto, durante o processo de

capacitacdo espermética, estas concentragdes se alteram significativamente, caracterizando -se
pela reducdo dos niveis intracelulares de K’ (SOUSA e BICUDO, 2003) e elevacdo nas
concentracdes de Na' (YANAGIMACHI, 1994).

De acordo com Fraser et al. (1993) a Na+, K'-ATPase induz a despolarizagdo da
membrana durante a capacitacdo, uma vez que, durante seu estudo observaram que houve uma

inibicdo da capacitacdo espermatica em ratos, quando o sémen foi incubado em meio de
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capacitacdo com reduzidos niveis de sodio, ocorrendo de modo inverso da reacdo acrossomal,

que necessita de maiores niveis de Na'.
34Na', K -ATPase

A Na+,K+-ATPase, também conhecida por bomba de sodio, foi inicialmente descrita
por Skou no ano de 1957, ao reportar a existéncia na membrana celular, de uma enzima que,
na presenca de ions de sddio, potassio e magnésio promovia a hidrélise de adenosina trifosfato
(ATP) (TIAN e XIE, 2008), desempenhando um papel fundamental, direto ou indireto, em

diferentes processos celulares dependentes de gradiente eletroquimico (LEHNINGER, et al.,
1995; BLANCO e MERCER, 1998; SANCHEZ et al., 2006).

Caracterizada como uma enzima transmembranar (APELL, 2004), a bomba de sédio
é constituida por dois principais polipeptideos, a unidade catalitica o, de peso molecular de
110 — 112 kDa e que apresenta quatro tipos (ol, a2, a3 e 04), ¢ a unidade regulatéria P, que
apresenta menor peso molecular 55 kDa e € constituida por trés tipos (B1, B2 e 3) (SUHAIL,
2010). Estas subunidades se associam, de modo que, uma subunidade de a se liga a uma de 3
formando isoformas (CAMARA et al, 2017), sendo, alpl a isoforma presente na maiorias
dos tecidos (THUNDATIL et al.,, 2012), enquanto as demais distribuem-se de maneira mais
restrita (BLANCO, 2005a).

A atividade molecular e arranjo estrutural da Na+,K+-ATPase é regulada pelas
interacOes lipidio-proteina, através de propriedades fisicas, como a espessura € hidrofobicidade
da bicamadalipidica (CORNELIUS et al., 2015), ou quimicas, como a composi¢do de lipidios
da membrana que influencia de modo a alterar a orientacdo da subunidade B e configuragcdo da

bomba de sodio (HICKEY e BUHR, 2011). Vale ressaltar que o colesterol presente na

membrana plasmatica exerce suma importancia aestabilidade da Na+,K+-ATPase, uma vez que
este é o local de ligacdo desta proteina @ membrana, através da jungdo subunidade B-colesterol
(SHINODA et al. 2009). A reducdo do niveis de colesterol na membrana plasmatica resultam
em mudancas a bomba de sddio, como a reducdo da expressdo da subunidade al, indicando
que suas configuracdo tridimensional e exposicdo do sitio catalitico esta relacionada aos niveis

de colesterol presente membrana plasmatica, influenciando ainda na endocitose e degradacéo

da Na',K'-ATPase (CHEN et al., 2011; CHERNIAVSKY-LEV et al. 2014).
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Estudos vém sendo realizados para identificacdo e localizacdo das subunidades, por

exemplo a a4, que limita-Se ao trato reprodutor masculino (WOO et al., 2000), e responde por

aproximadamente dois tercos do transporte ativo de Na'e K nos espermatozoides
(WAGONER et al., 2005). Nos testiculos, foi identificada proxima a subunidade al
(BLANCO et al., 2000; WOO et al., 2000) e associada tanto a 1 quanto B3 (SHAMRAIJ e
LINGREL, 1994; UNDERHILL et al, 1999; BLANCO et al, 2000). Entretanto, o4 e al
também foram identificadas em células de Sertoli (KONRAD et al, 2011) e em
espermatozoides (BLANCO etal., 2000; WOO et al., 2000).

A caracterizagdo bioquimica da subunidade o4 tem sido objeto de diversos estudos,
facilitados pela alta afinidade a ouabaina (BLANCO et al., 1999; WOO et al., 1999), além de,

diferenciar-se das demais subunidades devido a alta afinidade pelo Na+, baixa pelo K" (WOO
et al., 1999). A ouabaina atua de forma a inibir a atividade da bomba de sddio e potassio

(JORGENSEN et al., 2003), acarretando em diferentes alteragdes celulares, como,a elevacédo
dos niveis intracelulares de Ca' (THOMAS, et al, 1990), elevacdo dos niveis

intracitoplasmatico de ions Na' concomitante a reducdo nos niveis de K+(LEHNINGER, et
al., 1995), cuiminando com ac¢do deletéria em algumas células (MARK etal., 1995; TREVISI
et al., 2004).

3.5. Influéncia do bloqueio da Na+, K -ATPase na reproducéo do macho

Tanto asubunidade o quanto a B apresentam um padrao de expressdo e propriedades
enzimaticas particulares (BLANCO, 2005a; BLANCO, 2005b), sendo a 04 com maior
sensibilidade a ouabaina, diferenciado das demais subunidades (BLANCO et al, 1999;

SANCHEZ, 2006). Estudos vem utilizando a ouabaina para avaliar a influéncia da Na+, K-
ATPase em diferentes células, de forma que, o tratamento com diferentes concentracdes deste
glicosideo cardiaco resultou em alteracBes como, ainibicdo da motilidade espermatica (WOO
etal, 2000; SANCHEZ, 2006), e influencia no potencial da membrana, na manutencdo do pH
e nos niveis de célcio intracelular (SANCHEZ, 2006).

Com relacdo a influéncia da bomba de sodio sobre a motilidade espermatica em

diferentes espécies, a inibicdo da Na+, K'-ATPase por meio da adicdo da ouabaina em sémen
po6s descongelagdo, ocasionou em uma reducdo significativa da motilidade espermatica em
caes (MOGAS etal., 2011). Ja em ratos, especificamente a isoforma Blad4 (ATP1A4) que foi
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localizada em maior abundancia na peca intermediaria do flagelo de espermatozoides,
(WAGONER, 2005; SANCHEZ, 2006), quando inibida, reduziu significativamente a

motilidade (WOO, et al., 2000), influenciando ainda, além dos parametros cinematicos, nos

niveis intracelulares de Na*e Ca*, pH e potencial de membrana (JIMENEZ et al.,, 2010),
elementos essenciais para motilidade espermatica (QUILL et al., 2006; DARSZON et al.,
2007).

Ja em espermatozoides de touro, aincubacdo das amostras de sémen com ouabaina nao
interferiu a motilidade espermatica total, entretanto, influenciou significativamente na
motilidade progressiva e VCL de maneira dose—dependente somente ap0s cinco horas de
incubacdo (THUNDATHIL et al., 2006).

Ressaltando a importancia da isoforma o4 para capacidade fertilizante dos
espermatozoides, Jimenez, et al. (2011a) demonstraram que camundongos knouckout (nulos
para a4) apresentaram esterilidade, ja Jimenez et al. (2011b) e McDermott et al. (2012) ao
aumentar a expressao da isoforma ATP1A4 em camundongos, demonstraram elevacdo nos
parametros de motilidade, com padrdes de hiperativacdo, sem alterar a morfologia testicular e
espermatica.

Em relacdo ao processo de capacitacdo espermatica, as respostas celulares obtidas a
partir da interagdo ouabal'na-Na+, K'-ATPase sdo semelhantes aos eventos fisiologicos que

ocorrem durante capacitacdo espermatica em mamiferos (THUNDATHIL, etal. 2006), como

0 aumento intracelular de fons deNa e Ca’ (YANAGIMACH, 1994), fosforilacdo da tirosina
(MARQUES e SUAREZ, 2004; VISCONTI et al., 1995) e producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (DE LAMIRANDE etal., 1997).

3.6 Criopreservacdo do sémen

A criopreservacdo € a biotecnologia que objetiva manter células, tecidos ou embrides
em baixas temperaturas por longos periodos (PEGG, 2002), preservando a manuten¢do
estrutural e viabilidade celular (CAVALCANTE et al., 2006). Dessa forma, a criopreservacao
do sémen é uma ferramenta indispensavel para implantacdo de outras biotecnologias como,
programas de inseminacdo artificial, produgdo in vitro e transferéncia de embrides, devido a
sua capacidade de aumentar o potencial reprodutivo dos machos (LEITE et al., 2011).

Sua adogdo permite a utilizagdo do sémen por longos periodos, favorece rapida difusdo

de material genético em diferentes regides, reduz os custos para aquisicdo, transporte e
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manutencdo de reprodutores nas propriedades e a propagacdo de doencas sexualmente
transmissiveis ( TRALDI, 1994; CASTELO et al., 2008). A criopreservacdo do sémen
constitui-se de diferentes etapas, que vai desde a colheita, seguida a diluicdo, refrigeracéo,
desidratacdo, congelacdo, até a descongelacdo celular (MEDEIROS et al., 2002; GALLEGO,
2010).

Apesar das vantagens obtidas através da implantacdo da criopreservacdo do sémen, a
mesma pode ocasionar alteracfes deletérias aos espermatozoides durante todo o0 seu
processamento, acarretando estresse celular, submetendo estas células a condicbes
desfavoraveis para a manutencdo de sua viabilidade (PURDY, 2006), o que pode conduzir a
danos irreversiveis (CUNHA, 2001) e um elevado nimero de espermatozoides que ndo
resistem ao processamento (NAGY et al., 2004). Dentre os danos provenientes das alteracdes
celulares destaca-se a reducdo na motilidade, viabilidade e capacidade dos espermatozoides
em se locomover ao longo do trato genital feminino, assim como na fertilidade (SALAMON
e MAXWELL, 1995; LEBOEUF, et al., 2000).

Durante o processo de diluicdo do sémen, mudancgas drasticas ocorridas no pH celular
podem ocorrer, resultando em reducdo da motilidade e fertilidade (PURDY, 2006), assim
como, alteragOes da osmolaridade e consequente reducdo da integridade celular (CURRY, et
al., 1994), interferindo com a viabilidade e capacidade fertilizante dos espermatozoides apds
acriopreservacdo (MOLINIA etal., 1994). Aproxima etapa, refrigeracdo, € outro ponto critico
que os espermatozoides sdo submetidos durante a criopreservacdo, pois nesta fase exige uma
maior capacidade em adaptar-se as zonas intermediarias de temperaturas, entre +19 °C e +8
°C (MORAN, 1992), podendo sofrer lesbes severas (MAZUR, 1984). A membrana plasmatica
¢ a estrutura mais susceptivel aos danos sofridos pelos espermatozoides durante a
criopreservacdo (BORGES et al., 2011), sendo sua integridade o parametro mais comume nte
afetado no processamento (AVILA-PORTILLO et al., 2006; ARRUDA et al., 2007), o que
induz agrandes impactos na habilidade fertilizante do espermatozoide (BORGES et al., 2011).

Considerando que as células espermaticas ndo estdo adaptadas as variacBes de
temperatura decorrentes ao processo de criopreservacdo (HOLT, 2000a), danos quimicos e
fisicos ocorrem as membranas (extra e intracelulares), resultando em alteracGes de fase de
transicdo lipidica (PURDY, 2006), caracterizada pela mudanca de sua estrutura do estado
liquido cristalino para o estado gel (CANISSO et al., 2008; BORGES et al., 2011) decorrente
dos rearranjos ocasionados nos fosfolipideos (GRAHAM, 1996; ARRUDA et al, 2010).
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Ressalta-se que é durante o periodo de resfriamento (20°C e 5°C) que ocorrem
mudangas irreversiveis a membrana plasmatica, devido a ruptura e perda de seus arranjos
celulares (WATSON, 1995). Observa-se ainda um rearranjo nas cadeias de acidos graxos.
Inicialmente ordenados de forma aleatoria, passam a ordenar-se paralelamente, resultando em
estrutura rigida, susceptivel a rupturas, fusGes e com perda da permeabilidade idnica seletiva
(AMANN e PICKET 1987; HAMMERSTEDT et al., 1990; WATSON, 1995; HOLT, 2000a).
No entanto, Chakrabarty et al. (2007) ndo relacionaram estas mudancas ocasionadas a
membrana plasmatica somente a mudanca na fase de transicdo lipidica, mas também em
diferencas composicionais na membrana espermatica.

Em relagdo aos efeitos da criopreservacdo, especificamente a refrigeragdo, Watson
(2000) destacou o choque térmico como ponto critico, ocasionando mudancas bioquimicas e
funcionais nos espermatozoides, assim como a irreversivel reducdo da motilidade espermatica.
Outros danos relacionados a refrigeracdo também foram descritos, como disfuncdo
mitocondrial (AURICH, 2005) e anormalidades flagelares (O’CONNELL et al, 2002). De
acordo com Holt (2000b) e Salamon e Maxwell (2000), a utilizagdo de curvas lentas de
refrigeracdo € uma forma de minimizar a ocorréncia do choque térmico, uma vez que HOLT
(2000a) e WATSON, (2000) relacionaram os efeitos deletérios do choque térmico aos danos
ocorridos as membranas espermaticas durante a fase de transicdo lipidica da membrana

espermatica.

O controle da taxa de resfriamento € de suma importancia para criopreservacdo, uma
vez que curvas muito lentas induzem o efeito solugdo, onde os espermatozoides sdo expostos
a elevados niveis de solutos, decorrente da desidratacdo excessiva (FAHY, 1980; WATSON,
1995). Inversamente, se a curva for muito rapida, ndo havera tempo para que ocorra a
desidratacdo dos espermatozoides, possibilitando a formacdo de cristais de gelo intracelular,
causando lesdes estruturais prejudicial a célula (MAZUR, 1984; WATSON, 1995), ambos
agindo de forma deletéria a funcdo espermatica (WATSON, 1995).

Mesmo apds todos os desafios que a célula espermatica é submetida durante a
criopreservacdo, a etapa subsequente — descongelagdo — também deve ser observada, pois
objetiva-se a inversdo das mudancas reversiveis ocasionadas as células espermaticas durante a
criopreservacdo (HOLT et al., 1992). Para isso, € imprescindivel que a mesma seja realizada na
mesma intensidade do processo de criopreservacdo (lenta ou rapida) (PURDY, 2006; SILVA,
2010), de modo que, se a curva de congelagcdo foi lenta, a descongelacdo também devera ser

lenta, permitindo que ocorra a diluicdo dos solutos e reidratacdo das células (ARRUDA et al.,
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2010), e se a criopreservacao foi rapida, o sémen devera ser descongelado rapidamente, visando

evitar a recristalizacdo do gelo formado durante a congelagdo (HOLT, 2000a).

3.7. Testes laboratoriais para avaliacao espermatica

A andlise espermatica realizada através de métodos convencionais como a microscopia
de luz, tem sido um fator limitante as pesquisas, pois € influenciada por diferentes fatores,
como o observador e 0 tempo necessario na preparacdo e analise das amostras relativamente
alto, uma vez que resultam em um nimero reduzido de espermatozoides avaliados (BATISTA
e GUERRA, 2010). Junto ao avanco das pesquisas, diversas biotécnicas vem sendo
desenvolvidas e implantadas para avaliacdo seminal, visando a obtencdo de resultados com
maior acuracia e permitindo uma maior repetibilidade, das quais se destaca o sistema
computadorizado de avaliagdo espermatica (CASA) que permite uma andlise da motilidade e

cinemética espermatica e a citometria de fluxo uma avaliagdo funcional destas células.

3.7.1 Sistema computadorizado de avaliacdo espermatica — CASA

O uso de técnicas automatizadas para avaliacdo de parametros como a motilidade e
cinematica espermatica € de suma importancia, pois € através destas em que avaliamos a
capacidade fertilizante da célula (ARRUDA et al., 2007). No entanto, estudos demonstram
que ndo somente estas varidveis estdo relacionadas a capacidade dos espermatozoides em
fertilizar, também, os elevados percentuais de alteracbes morfologicas (VERSTEGEN, et al.,
2002).

O sistema CASA € um método de analise da motilidade e cineméatica espermética,
desenvolvido de forma a reduzir a subjetividade das avaliagbes (GALLEGO, 2010) das
analises seminais convencionais (VERSTEGEN, et al., 2002; AMANN e KATZ, 2004),
aumentando a confiabilidade e repetibilidade das mesmas (ARRUDA et al., 2000; MATOS et
al, 2008). Mesmo sendo a motilidade gerada a partir do movimento flagelar, os dados séo
obtidos por este sistema por meio do monitoramento do movimento de cabeca dos
espermatozoides, uma vez que, a mesma ndo se movimenta de forma tdo rdpida quando
comparada ao flagelo, permitindo uma melhor captura de imagens (MORTIMER, 2000;
AMANN e KATZ, 2004).

Segundo Mortimer (1997) a analise seminal realizada atraves do sistema CASA,

permite a obtencdo de diferentes parametros celulares como: motilidade total (MT) obtida
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através da razdo das células mdveis sobre o nimero total de células avaliadas, e parametros
cinéticos como a motilidade progressiva (MP) representada pelas células que apresentam
movimentos progressivos sobre o nimero total de células avaliadas, linearidade (LIN) que é a
medida do afastamento da célula numa trajetoria em linha reta e retilinearidade (STR) que é a
medida do afastamento da trajetdria considerando em linha reta, todos expressos em
porcentagem (%).

Outros parametros cinéticos adquiridos a partir da andlise no CASA sao: velocidade
curvilinear (VCL) que refere-se a distdncia percorrida de modo curvilineo pelas células
espermaticas, obtida através do somatorio das distancias ao longo da trajetoria corrigida pelo
tempo, velocidade em linha reta (VSL) que € a distancia percorrida em linha reta entre o ponto
inicial e final da trajetéria dividido pelo tempo em que realizou-se este trajeto e velocidade
média do percurso (VAP) relacionado a velocidade de forma ininterrupta do caminho da
célula, sendo este, indicativo do comprimento da trajetoria geral dos espermatozoides, estes
expressos em punmy/s. Ja a frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF), expressa em Hertz,
é a frequéncia com que a linha da cabega espermatica atravessa a trajetoria celular
independente de direcdo enquanto a amplitude do deslocamento lateral da cabega do
espermatozoide (ALH), expressa em micrometros que corresponde a largura media da
oscilacdo da cabeca durante o deslocamento.No entanto, mesmo com o uso rotineiro deste
sistema e diante das vantagens apresentadas, alguns fatores limitam a utilizacdo deste método,
ressaltando o alto custo para aquisicdo do equipamento e as variagdes morfologicas entre
espécies (AMANN e KATZ, 2004; PESCH e BERGMANN, 2006).

3.7.2 Citometria de Fluxo

O uso de sondas fluorescentes para analise espermatica através da microscopia de
fluorescéncia apresenta-se como um método eficaz utilizado rotineiramente, no entanto, o
nimero de células analisadas (em média 200 células) por esta técnica € muito reduzido,
tornando-se um ponto critico para avaliagdo espermatica (ARRUDA et al., 2007). A citometria
de fluxo apresenta-se de forma vantajosa sobre as demais técnicas utilizadas para a avaliacdo
espermatica, pois, permite analisar maior numero de espermatozoides (até 10.000) em menos
de um minuto, de forma a fornecer resultados com maior exatiddo (ARRUDA, 2000).

Esta é uma técnica de analise objetiva, que permite trabalhar com volumes reduzidos de

amostras e maior repetiblidade experimental (GILLAN et al, 2005), fornecendo dados de
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analises de caracteristicas, como tamanho, forma e complexidade celular, assim como, fungdo
de componentes espermaticos (GRAHAM, 2001; GILLAN etal., 2005).

Inicialmente utilizada na mensuragdo do conteddo de DNA das células espermaticas
(EVENSON et al., 1980), hoje aplica-se a citometria de fluxo para avaliagdo de diferentes
caracteristicas nos espermatozoides, como a viabilidade celular, integridade acrossomal,
atividade mitocondrial, status de capacitacdo espermética, fluidez da membrana e andlise do
DNA (GILLAN et al., 2005), sendo a cada dia mais empregada na avaliacdo das caracteristicas
espermaticas de diferentes espécies de mamiferos (EVENSON, 1980; GARNER e JOHNSON,
1995).

Diferentes fluorocromos tem sido utilizados, em conjunto a citometria de fluxo, para
analisar viabilidade dos espermatozoides (GARNER e JOHNSON, 1995; GRAHAM et al.,
1990; PAPAIOANNOU et al., 1997), seja por analises individuais ou miltiplas, a partir da
associacdo dos mesmos (GILLAN et al, 2005; ARRUDA et al.,2007), fornecendo o real
estado das estruturas celulares (CELEGHINI et al.,, 2007) de forma a determinar a integridade
e viabilidade celular (GRAHAM 1999; ASSUMPCAO et al., 2003).

3.7.2.1 Andlise da integridade de membrana plasmatica

A integridade da membrana plasméatica & um parametro a ser analisado através do uso
de sondas fluorescentes ndo penetrantes diante de membranas integras (AURICH, 2005;
SILVA e GADELLA, 2006).

Dentre varios fluorocromos utilizados para analisar a integridade de membrana
destacam-se 0 Hoechst 33258 (MCLAUGHLIN et al., 1992; HINSCH et al., 1997; ESTEVES
et al., 2000), YoPro-1 (HARRISON et al., 1996; MARTIN et al., 2004) e iodeto de propideo
(IP) (PINTADO et al., 2000; AURICH, 2005; SINGH, 2006), os quais apresentam afinidade
ao DNA celular, penetrando e emitindo fluorescéncia azul, verde e vermelho, respectivamente,
somente em células com membrana plasmatica danificada (SILVA et al., 2009).

No entanto, o uso do iodeto de propidio vem se destacando nas pesquisas, devido a sua
facilidade de preparacdo e aplicacdo da técnica, estabilidade e eficiéncia na avaliacdo da
integridade da membrana plasméatica (MURADAS et al., 2013).
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3.7.2.2 Andlise da integridade da membrana acrossomal

Associada a capacidade fertilizante dos espermatozoides (CARREIRA e CARREIRA,
2008), a reacdo acrossomal € caracterizada pela fusdo da membrana plasmética com a
membrana acrossomal externa, exteriorizando as enzimas acrossomais, permitindo a
penetracdo dos espermatozoides a zona pelicida do ovocito (FLESCH e GADELLA, 2000).

Assim, é de suma importancia aavaliacdo da integridade da membrana acrossomal, que,
de acordo com Herrera et al.(2002), é comumente realizada a partir da associacdo da sonda
fluorescente Isotiocionato de fluoresceina (FITC) a lectinas, como: Peanut Agglutinin (FITC-
PNA) e Pisum Sativum Agglutinin (FITC-PSA). Estas lectinas se ligam a conteddos
acrossomais através da interacdo com glicoconjugados exclusivamente localizados na
membrana acrossomal externa (FITC-PNA) ou com grupos sacarideos da glicoproteina pro-
acrosina (FITC-PSA) (GILLAN et al., 2005; SILVA eben GADELLA, 2006).

Quando utilizado o FITC-PSA, o0s espermatozoides que possuem integridade
acrossomal ndo sdo corados, uma vez que a ndo emissdo de fluorescéncia é devido a
incapacidade de penetragdo desta sonda na membrana acrossomal integra (GRAHAM, 2001),
inversamente, caso apresente acrossoma lesado, o FITC-PSA em contato com o contetdo
acrossomal, se liga a o-manose e a a-galactose da matriz acrossomal (GRAHAM, 2001)
emitindo fluorescéncia verde amarelado (ARRUDA et al., 2007; CELEGHINI et al., 2007).

Ja 0 FITC-PNA, se liga B-galactose que associa-se a pequena por¢do da membrana
acrossomal externa (GRAHAM, 2001) em espermatozoides que apresentam acrossoma
intacto, emitindo fluorescéncia verde brilhante (ROTH et al, 1998). Caso o acrossoma
apresente-se reagido, este fluorocromo ira se ligar a B-galactose somente nas areas ndo lesadas
da membrana acrossomal, corando apenas a regido equatorial da cabeca ou ndo corando toda

a extensdo da mesma em verde fluorescente (ROTH etal., 1998).

3.7.2.3 Andlise da atividade mitocondrial

Influenciada pelo potencial de membrana mitocondrial, a sintese de ATP exerce suma
importancia sobre os batimentos flagelares, consequentemente motilidade espermatica
(COSSON, 1996; CELEGHINI, 2005). Para o monitoramento do potencial de membrana
mitocondrial, o uso de sondas fluorescentes vem sendo enfatizado em Varios estudos, sendo
as rodaminas (Rodamina 123) e o lodeto de 5,5,6,6 -tetraclorol,1",3,3 -
tetraetilbenzimidazolocarbocianina (JC-1) os mais utilizados (CELEGHINI, 2005).
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A rodamina 123 (R123) é o fluorocromo capaz de corar a mitocondrias em células
vivas (BENEL et al., 1986), utilizado para marcar células com mitocondrias funcionais
(GRAHAM etal., 1990). Porém, estudos mostraram que a R123 é capaz de identificar somente
a funcdo mitocondrial da célula, sendo incapaz de identificar o alto do baixo potencial de
membrana mitocondrial (SALVIOLI et al., 1997).

Ja 0 JC-1, é o fluorocromo mais utilizados para andlise do potencil de membrana
mitocondrial, uma vez que, além de corar as mitocondrias funcionais, este, apresenta a
capacidade em analisar os niveis de funcionalidade das mesmas (GRAHAM e MOCE, 2005).
O JC-1, atua de forma a depender do gradiente eletroquimico da célula, sendo necessario um
potencial de membrana mitocondrial negativo para penetrar na organela, assim emitir a
fluorescéncia de acordo com sua comcentracdo final, variando de verde a vermelho (ARRUDA
et al., 2007). Esta variacdo na fluorescéncia é caracterizada de maneira que, quando fluoresce
em verde, encontra-se em baixas concentra¢cdes, permanecendo em seu estado monomérico, e
qguando em vermelho, apresenta-se em altas concentracbes formando J-agregados (ARRUDA
et al., 2007).

3.7.2.4 Andlise da estabilidade de membrana

O uso da sonda fluorescente Merocyanine 540 (M540) € indicado para andlise da
estabilidade da membrana plasmatica, uma vez que, este fluorocromo hidrofobico apresenta
tropismo elevado por lipideos presentes nas membranas desorganizadas (desestabilizadas)
(HARRISON et al., 1996; GADELLA e HARRISON, 2000). Em membranas estabilizadas,
os fosfolipidios permanecem no folheto interno da bicamada lipidica (BORGES et al., 2011),
no entanto, durante a desestabilizacdo da membrana, ocorre a externalizacdo desses
fosfolipidios, permitindo a ligagdo com a M540 (HALLAP et al.,2006), assim, emitindo uma
fluorescéncia laranja e sua intensidade varia de acordo com a desordem lipidica da membrana
(GADELLA e HARRISON, 2000).

A associagdo desta sonda com o0 Yo-Pro-1 é indicada ndo somente para avaliacdo da
estabilidade da membrana plasméatica, também a viabilidade espermética (HALLAP et al.,
2006).
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Resumo

Objetivou-se com este estudo localizar a Na*, K*- ATPase em espermatozoides ovinos in natura,
pos decongelacdo e capacitados in vitro, além de avaliar a influéncia do bloqueio desta proteina
sobre 0s parametros cinematicos e aspectos funcionais. Exp.l: amostras de sémen foram
colhidas e diluidas em Tris-gema de ovo (200 x 108 espermatozoides/mL) e congeladas; Exp.
2: 0s ejaculados foram coletados, diluidas em meio TALPm e aliquotadas para inducdo da
capacitacdo in vitro (adicdo de soro de ovelha em estro) ou o bloqueio da Na*, K*-ATPase com
ouabaina (10* M). Aliquotas de sémen de ambos os experimentos foram analisadas quanto a
cinematica (CASA), e por meio da citometria de fluxo, avaliando a localizagdo da Na*, K*-
ATPase, integridade de membrana plasmatica (IP) e acrossomal (FITC-PNA), viabilidade e
estabilidade de membrana (YO-PRO e M540), e, no Exp. 2 além das andlises supracitadas
realizou-se também a avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial (JC-1)apésOhe 3h
de incubacdo. Independente daamostra (in natura, pds descongelacdo e capacitados in vitro), a
localizacdo da Na*, K*-ATPase manteve-se na peca intermediaria dos espermatozoides. A
criopreservacdo ocasionou uma reducdo (P>0,05) nos parametros de MT, MP e VAP, além de
aumento no BCF. Reducdo (P>0,05) no percentual de células com membranas plasmaticas e
acrossomal integras e membranas estaveis foi também observado. Exp. 2: O bloqueio da Na*,
K*-ATPase, reduziu (P<0,05) MP, VCL e VSL ao longo da incubagdo, engquanto no grupo
controle observou-se uma reducdo (P < 0,05) da MT, VCL e ALH. No momento Oh, a VAP no
grupo tratado foi inferior (P<0,05) ao grupo controle, sendo que apds 3h essa diferenca foi
observada para VAP e VSL. A inducdo da capacitacdo ndo gerou diferencas (P>0,05) no
parametros cinematicos e funcionais quando comparado ao grupo controle, todavia observou-
se ao longo da incubagdo um aumento (P>0,05) no percentual de células com membrana
plasmatica lesionadas, acrossomal integra sem marcacdo da Na*, K*-ATPase. Inversamente,
ocorreu uma reducdo (P>0,05) no ndmero de células com membrana acrossomal reagida,
plasmatica integras ndo marcadas com Bodipy Fl Ouabaina. Assim, conclui-se que a
localizacdo da Na*, K*ATPase ndo se altera em espermatozoides ovinos com diferentes status
fisiologico (in natura, pds desgongelacdo e capacitados in vitro) e que o bloqueio da Na*, K*-
ATPase induz pouca influéncia na cinematica de espermatozoides ovinos.

Palavras-chave: bomba de sddio, canal ibnico, carneiro, sémen.
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Abstract

The aim of this study was to localize the Na*, K*-ATPase in raw, post-thaw and in vitro
capacitated ram sperm, as well as to evaluate the influence of Na*, K*-ATPase blocking on
kinematic and functional sperm parameters. Exp.1: semen samples were harvested, diluted in
Tris-egg yolk (200 x 108 spermVmL) and frozen; Exp. 2: obtained ejaculates were diluted in
TALPm and aliquoted to induce in vitro capacitation (addition of estrous sheep serum) or to
block Na*, K*-ATPase with ouabain (10 M). Semen aliquots from both experiments were
subjected to kinematic (CASA) evaluation and, with aid of flow cytometry, were analyzed Na*,
K*-ATPase localization, plasma (IP) and acrossomal membrane (FITCPNA) integrity,
membrane viability and stability (YO-PRO and M540) and, on Exp. 2, plus abovementio ned
analysis was also detected the mitochondrial membrane potential (JC-1) after 0 and 3 h of
incubation. Regardless the sample status (raw, post-thaw and in vitro capacitated), the Na*,
K*ATPase localization remained on sperm middle piece. The cryopreservation reduced
(P>0.05) MT, MP and VAP parameters, moreover increased BCF. Reduction (P>0.05) o
percentage of sperm with membrane intact and stable or with intact acrosome was also detected.
Exp. 2: Na*, K*-ATPase blocking reduced (P<0.05) MP, VCL and VSL throughout incubation,
whereas on control group there was a reduction (P < 0.05) of MT, VCL and ALH. At 0 h, VAP
on treated group was lesser (P<0.05) than control, but after 3 h differences were detected for
both VAP and VSL. The capacitation induced no differences (P>0.05) on kinematic and
functional parameters compared to control group, however throughout incubation there was an
increase (P>0.05) on percentage of sperm with damaged plasma membrane, intact acrosome
with no Na*, K*-ATPase staining. Conversely, there was a reduction (P>0.05) of sperm with
reacted acrosome, intact plasma membrane and no Na*, K*-ATPase staining. It was concluded
that no Na*, K*-ATPase staining localization does not change despite of ram sperm
physiological status (raw, post-thaw, in vitro capacitated) and no Na*, K*-ATPase staining
blocking induce slight influence on ram sperm kinematic.

Key words: sodium pump, ionic channel, ram, semen.

1. Introducéo
A sddio-potéssio-adenosina-trifosfatase  (Na*,K*-ATPase) também conhecida por
bomba de sddio, € uma proteina transmembranar integral, membro dafamilia ATPases do tipo
P, formada por dois polipeptidios, a subunidade catalitica o, com peso molecular de 112 kDa,
e aregulatoria P, com 55 kDa, sendo que, a a ¢ formada por quatro tipos distintos (al, a2, a3
e a4), enquanto a 3 por trés (B1, B2 e B3) (BLANCO e MERCER, 1998).
A Na*,K*-ATPase atua em diferentes processos celulares, como a geracdo do gradiente
de Na*e K*através da membrana, essencial a fisiologia da célula (JORGERSEN et al., 2003),

para o transporte de diferentes ions e substratos através da membrana, estabelecimento do
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potencial de repouso e gradiente osmético (LINGREL e KUNTZWEILER, 1994; BLANCO
e MERCER, 1998).

Quanto ao padréo de distribuicdo ¢ localizagdo das subunidades o e 3, estas se
apresentam interligadas, de forma que, uma das quatro subunidades o se liga a uma das trés
subunidades P, dando origem as isoformas (CAMARA et al, 2017). Por exemplo, as
isoformas alPB1 € expressa na maioria das células (MOBASHERI, et al, 2000) e a4fB1esta
presente nas células espermaticas (KAPLAN, 2002; JORGERSEN et al., 2003), ressaltando
que a a4 atua de forma responsiva pela maior parte do transporte ativo de Na* e K* através da
membrana dos espermatozoides (WAGONER et al., 2005).

De forma seletiva, a inibicdo da atividade da Na*,K*-ATPase através da adicdo da
ouabaina, resultou na diminuicdo da motilidade espermatica em ratos (WOO et al., 2000),
além de alterar o potencial de membrana plasmatica, pH e niveis intracelulares de calcio
(JIMENEZ et al, 2010). JA& em touros, pode-se observar uma reducdo da motilidade
progressiva e inducdo da capacitacdo espermatica, com modificacdo da distribuicdo da
Na*,K*-ATPase na cabeca do espermatozoide (THUNDATHIL etal., 2006).

Uma vez que na literatura ndo foram identificados relatos sobre a localizagdo da Na*,
K*-ATPase em espermatozoides ovinos, e 0s estudos encontrados sobre a avaliagdo da
influéncia desta proteina na cinematica espermatica ndo foram relizados utilizando as novas
técnicas de avaliagdo da qualidade espermética, esse studo tem como objetivo pesquisar
informacdes béasicas e iniciais sobre a funcdo e localizacdo da Na*, K*-ATPase em

espermatozoides ovinos.
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2 Material e Métodos
2.1. Reagentes e meios

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA),
com excecdo do fluorocromo Bodipy® FL Ouabaina (BD-FL) e YO-PRO®-1iodide (YO), que
foram da Molecular Probes (Life Technologies, Eugene, USA) e do fosfato salino tamponado
(PBS), da Gibco® (Life Technologies, EUA). Solugdes estoques dos fluorocromos foram
preparadas da seguinte maneira: BD-FL (116,45 uM), Iodeto de Propidio (IP: 25 mg/mL),
Merocianina M540 (54mM) e JC-1 (5 mg/ul) em DMSO (dimetilsulféxido), FITC-conjugada
ao Peanut aglutinina (FITC-PNA:1 mg/mL), YO-PRO (ImM) em PBS. As solugdes de
trabalho: BD-FL (10,01 pM), IP (0,5 mg/mL), FITC-PNA (0,04 mg/mL), M540 (270 pm) e
YO (2,5 um) em PBS ¢ JC-1 (3,06 um) em DMSO.

Para adiluicdo do sémen in natura utilizado foi empregada asolu¢do Tris tampdo (3,605
g Tris; 2,204 g acido citrico; 1,488 g frutose; 100 mL de agua MilliQ). Por sua vez, a
criopreservacdo do sémen foi o feita com o diluidor Tris-gema de ovo (TGO), composto por
375 mM de Tris, 124 mM de &cido citrico, 41,6 mM de frutose, 20% de gema de ovo, 5% de
glicerol, 100 Ul de penicilina e 50 mg de estreptomicina, ambos com pH 6,8.

Para a capacitacdo espermatica in vitro utilizou-se o meio TALP (PARRISH et al. 1988),
modificado por Leahy et al. (2016), composto por CaClz (2 mM), KCI (3.1 mM), MgCkL (0.4
mM), NaCl (95 mM), NaH2PO4 (0.3 mM), HEPES (40 mM), lactato de sédio (21.6 mM),
Glicose (5 mM), piruvato de sodio (1 mM), NaHCO3 (15 mM), vermelho de fenol (0.03 mM)
e BSA (3mg/ml), enriquecido com 2,5% de soro de ovelha em estro (SOE). Ja para o blogqueio
da Na*, K*-ATPase o meio utilizado foi o TALPm acrescido de ouabaina na concentracdo de
104 M.

Todas a solucBes descritas acima foram armazenadas a -20 °C, exceto o meio TALP e

a ouabaina que foram armazenados a 5°C.
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2.2 Aspectos éticos
O presente estudo, envolvendo animais, foi conduzido mediante aprovacdo pelo Comité
de Etica no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (licenca n°

071/2017 CEUA/UFRPE).

2.3 Animais e colheita de sémen
2.3.1 Experimento 1

Foram utilizados quatro ovinos da raca Santa Inés, em atividade reprodutiva, com
historico de fertilidade, alojados no biotério do Hospital Veterindrio da UFRPE, e submetidos
a manejo intensivo, dieta com feno de capim Tifton e 400g/dia de ra¢do comercial, &gua e sal
mineral ad libitum.

Durante o0 experimento, as colheitas foram realizadas em dias alternados, onde,

realizouse sete colheitas por animal, totalizando 28 ejaculados.

2.3.2 Experimento 2

Foram utilizados quatro ovinos da raca Dorper (n=2) e White Dorper (n=2),
sexualmente maduros, com historico de fertilidade, pertencentes a uma propriedade particular
localizada no Municipio de Camaragibe-PE. Os animais eram submetidos a manejo intensivo,
onde a dieta era de acordo com o manejo nutricional da propriedade. As colheitas de sémen
foram realizadas com intervalo de 48 horas, tendo sido realizadas cinco colheitas por animal,
totalizando 20 ejaculados ao longo de todo o experimento.

Em ambos os experimentos os ejaculados fora obtidos por meio de vagina artificial
utilizando uma fémea como manequim.

Imediatamente apds as colheitas, os ejaculados foram submetidos a avaliacbes

subjetivas macroscépicas (volume, aspecto e cor) e microscopica (turbilhonamento > 3, vigor
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> 3 e motilidade > 70%), em microscopio de contraste de fase (Olympus, Japao; 100x). Em
seguida a aprovacdo, formou-se um pool dos ejaculados (exp. 1 n=7; exp. 2 n=5) e cada pool
foi submetido a andlise de motilidade e concentracdo espermatica por meio da contagem de

células em Cémara de Neubauer (diluicdo 1:400).

2.4 Avaliacdo espermaética
2.4.1 Avaliacdo da cinematica espermatica

Para avaliacdo da cinemdtica, utilizou-se o sistema computadorizado de anlise
espermatica (CASA, SCA™:; Microptics, S.L., Versdo 5.1, Barcelona, Espanha), onde, em cada
amostra, uma aliquota (2,5 pL) foi colocada em lamina e coberta com laminula ambas
préaquecidas (37 °C), em seguida, foram avaliada em microscopio de contraste de fase (Eclipse
50i, Nikon, Japdo, 100x). As imagens foram capturadas por meio de camera de video (Basler
Vision TechonologiesTM A312FC, Alemanha).

Para cada amostra, cinco campos foram selecionados aleatoriamente com registro
minimo de 500 espermatozoides, onde foram avaliadas as seguintes varidveis: motilidade total
(MT, %), motilidade progressiva (MP, %), linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %),
indice de oscilagdo ou wobble (WOB); velocidade curvilinea (VCL, pm/s), velocidade em linha
reta (VSL, um/s); velocidade média da trajetoria (VAP, pm/s), amplitude lateral da cabeca

(ALH, pum) e frequencia de batimentos do flagelo (BCF, Hz).

2.4.2 Citometria de fluxo
As andlises de citometria de fluxo foram realizadas utilizando o aparelho ImageStream®
X, versdao Mark Il (Amnis, Seattle, WA, EUA), equipado com microscopio com objetiva de

60%, o tamanho das células foi 7 pm e a velocidade do fluxo 44 mm/segundo. O software
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INSPIRE® foi utilizado para a aquisicdo dos dados, e 0 IDEAS® (versdo 6.0) para analise
destas imagens.

Em todas as amostras, foram coletados 5000 eventos, onde os fluorocromos foram
excitados por um laser de 488 nm, no entanto, a poténcia do laser para a associacao
FITCPNA+IP+BD-FL foi de 55 mW, YO-PRO + M540 foi 100.0 mW e JC-1 foi de 130 mW.
As imagens do campo claro foram coletadas no canal 1 apos iluminacdo com luz branca, o
FITCPNA, BD-FL e YO-PRO foram coletados no canal 2 (505-560 nm), o IP no canal 5 (640-
745 nm), M540 coletadas no canal 3 (560-595nm) e JC-1 nos canais 2 e 4 (595- 640 nm).

Para todas as andlises de citometria de fluxo, aliquotas de sémen (50uL) de cada grupo
experimental foram adicionadas em microtubos (1,5mL), no qual, foi depositado lentamente
1,0 mL de PBS e homogeneizadas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (100 g/5 min),

apos, o sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspenso em 40uL de PBS.

2.4.2.1. Avaliacdo da integridade de membranas plasmatica, acrossomal e localizacdo da
Na*,K*-ATPase.

Para avaliagdo da integridade de membranas plasmética e acrossomal e localizacdo da
Na*,K*-ATPase, em cada amostra foi adicionado 2 pL da solugdo de trabalho de BD-FL e
incubado (37 °C/15 min em banho maria exp. 1 e banho seco exp. 2). Em seguida, 1 mL de
PBS foi adicionado em cada amostra e centrifugadas (100 g/5 min). O sobrenadante foi retirado
e opellet ressuspenso em 40 uL de PBS, sendo entdo adicionado 1,0 uL dasolugdo de trabalho
de FITC-PNA e 2,5 uL da solugdo de trabalho de IP. Incubou-se por 5 min a temperatura
ambiente e procedeu-se a leitura.

Uma vez que células que apresentavam membrana acrossomal reagida (PNA+)
raramente apresentavam marcacdo com BD-FL Ouabaina, para fim de analise, foram

consideradas as seguintes subpopulagdes: 1) PNA-/IP-/BD FL+, células com membrana
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plasmatica e acrossomal intregras marcadas com Bodipy® FL Ouabaina; 2) PNA-/IP+/BD
FL+, células com membrana plasméatica lesionada, acrossomal integra e marcadas com
Bodipy® FL Ouabaina; 3) PNA-/IP+/BD FL-, células com membrana plasmética lesionada,
membrana acrossomal integra e que ndo marcaram com Bodipy® FL Ouabaina;
4)PNA+/IP/BD FL-, células com membrana acrossomal reagida, plasmatica integra que nao
apresentaram marcacdo com Bodipy® FL Ouabaina; 5) PNA+/IP+/BD FL-, células com
membrana plasmatica lesionada e acrossomal reagida sem marcacdo com Bodipy® FL

Ouabaina.

2.4.2.2 Avaliacdo da estabilidade da membrana plasmética

A analise da estabilidade de membrana plasmatica dos espermatozoides foi realizada a
partir da associacdo dos fluorocromos M540 e Yo-Pro-1, de modo que, as amostras de sémen
foram incubadas com 5,0 L YO-PRO por 15 minutos a 38,5 °C em banho seco, seguido da
adicdo de 5,0 L de M540 e incubadas por 5 min a temperatura ambiente e logo apds realizo use
a leitura das amostras.

Foram consideradas as seguintes subpopula¢fes: 1) MERO-/YO-, células vidveis com
membrana plasmatica estdvel e 2) MERO+/YO-,, células vidveis com membrana

desestabilizada.

2.4.2.3 Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial

Para analise do potencial de membrana mitocondrial (PMM) foram adicionados 5,0pL
de JC-1 as amostras de sémen, onde foram incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente
e procedeu-se a leitura. Considerou-se células com baixo potencial de membrana mitocondrial
as que fluoresceram em verde a regido de peca intermediaria e alto potencial de membrana as

que fluoresceram em laranja.
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Ressaltando que, aavalicdo do potencial de membrana mitocondrial foi realizada apenas
nas amostras pertencentes ao experimento 2, sendo as demais andlises realizadas em ambos 0s

experimentos.

2.5 Experimento 1: influéncia da criopreservacao sobre a Na*, K*-ATPase
2.5.1 Congelacéo e descongelagdo do sémen
A aliquota de sémen destinada a criopreservacdo foi diluida em meio Tris-gema para

congelagdo (concentracdo final de 200 x 108 espermatozoides/mL). Apds adiluicdo, asamostras
foram envasada em palhetas de 0,25 mL previamente identificadas e congeladas em sistema
automatizado (TK 3000® - TK Tecnologia em Congelagdo Ltda., Brasil). O processo de
congelacdo iniciou em temperatura ambiente 25°C, utilizando a curva de refrigeracdo (-0,25
°C/min; 25°C a5°C), em seguida, as palhetas foram submetidas a um periodo de estabilizacao
durante 120 minutos a 5°C e, ap0s este periodo, iniciou-se a curva de congela¢cdo (—20°C/min;
até -120 °C), seguindo a imersdo e armazenamento das palhetas em nitrogénio liquido (-196
°C), até 0 momento das anélises.

Para as analises pos-descongelacdo, quatro palhetas de cada repeticdo foram
descongeladas em banho-maria a 37 °C, durante 30 segundos, agrupadas e destinadas as
avaliacbes de cineméatica espermatica (CASA), integridade de membranas plasmética e

acrossomal, localizacdo da Na*,K*-ATPase e estabilidade de membrana plasmética.

2.6 Experimento 2 - Influéncia da incubagdo em meio de capacitacdo sobre a Na*,K*-ATPase
e do bloqueio da Na*,K*-ATPase om ouabaina sobre as caracteristicas espermaticas
2.6.1 Capacitacdo espermatica in vitro

Para capacitacdo espermatica in vitro foi utilizada a metodologia descrita por Leahy et

al, (2016), onde o sémen in natura foi diluido em meioTALPm numa propor¢cdo 1:10
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(PARRISH et al. 1988) e centrifugado (600 ¢/10 min). O sobrenadante foi desprezado e
formouse um pool com o pellet esperméatico, o qual foi ressuspenso na razdo 1:1 no mesmo
meio. Em seguida, o pool foi aliquotado em dois grupos: um destinado a capacitagdo in vitro
através da adicdo do soro de ovelha (SOE) em estro ao meio TALPm na concentracdo de 2,5%,
e 0 outro para o bloqueio da Na*,K*-ATPase em meio TALPm acrescido a ouabaina (104 M),
ambos distribuidos em dois tratamentos, grupo tratado (TALPm + 2,5% SOE; TALPm +
ouabaina) e grupo controle (TALPm), ambos diuidos numa concentracdo final de 50 x10°
espermatozoides/mL.

As amostras foram analisadas quanto aos padrfes cinematicos dos espermatozoides
através do CASA tanto para a capacitacdo quanto para o bloqueio da Na* ,K*-ATPase, no
entanto, as analises da integridade de membranas plasmatica e acrossomal, localizacdo da
Na*,K*-ATPase, avaliacdo da estabilidade de membrana plasméatica e potencial de membrana
mitocondrial, foram realizadas apenas para as amostras em meio de capacitagdo, avaliadas
logo ap6s a diluicdo final nos meios supracitados e apds trés horas de incubacdo em banho seco

(38,5 °C).

2.7 Analises estatisticas

Para ambos 0s experimentos, 0s resultados estdo expressos na forma de média * erro
padrdo da média. Inicialmente os dados foram avaliados quanto a normalidade através do teste
de Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram submetidos a analise pelo teste Mann-Whitney
sem transformagdo arco seno dos valores expressos em percentuais, uma vez que, 0S MesMOS
apresentaram distribuicdo normal. Para todas as andlises estatisticas realizadas foi adotado o

nivel de significAncia P<0,05.



3 Resultados

3.1 Experimento 1- influéncia da criopreservacéo sobre a Na*, K*-ATPase

3.1.1 Localizagdo da Na*,K*-ATPase em sémen ovino in natura e pos descongelagao.
Independente da amostra do sémen (in natura e pos descongelacdo), ndo foi observada

diferenca quanto a localizacdo da Na*,K*-ATPase (Figura 01), em ambos pode-se identificar

um padrdo de distribuicdo uniforme localizado na pega intermediaria dos espermatozoides.

Figura 01- Localizacdo da Na*,K*-ATPase em espermatozoide ovino in natura (A), p6s descongelacédo (B) e
capacitados invitro (C), através da citometria de fluxo utilizando o fluorocromo Bodipy® FL Ouabaina.

3.1.2 Influéncia da criopreservacdo sobre a cinematica de espermatozoides ovinos

Naandlise dos padrdes cinematicos do sémen in naturae pos descongelagdo observouse
uma reducdo significativa nas varidveis de motilidade total (MT; P<0,01), motilidade
progressiva (MP; P<0,01), velocidade meédia da trajetoria (VAP; P<0,05) e aumento na

frequéncia de batimento do flagelo (BCF; P<0,05) — Tabela 01.
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Tabela 01-Andlise dacinematica espermatica do sémen de ovinos in natura diluido em meio Tris e imediatamente
pos descongelacdo, criopreservados em meio Tris-gema de ovo utilizando sistema automatizado.

Parametro Tratamento

In natura Descongelado
MT (%)** 81,62 + 1,662 49,19 + 2,25b
MP (%)** 4554 + 3,762 25,18 + 2,180
LIN (%) 79,64 + 3,46 78,41 +£ 1,99
STR (%) 88,60 + 1,42 91,20 + 1,88
WOB (%) 74,85 + 4,64 71,34 +0,88
VCL (ums) 105,01 + 7,73 92,88 + 4,43
VSL (umy/s) 60,64 + 3,50 51,65 + 2,08
VAP (um/s)* 76,36 + 3,322 66,10 + 2,85°

ALH (um) 2,96 + 0,36 2,78 + 0,09
BCF (H2)* 10,90 + 0,852 13,14 +0,28°

Diferentes letras mintsculas na mesma linha indicam diferenca significativa - ** P < 0,01, * P < 0,05.

Motilidade total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade (LIN), Retilinearidade (STR), indice de
oscilagdo ou wobble (WOB), Velocidade Curvilinea (VCL), Velocidade em Linha Reta (VSL) e Velocidade Média
da Trajetoria (VAP), Amplitude Lateral da Cabeca (ALH — ver se vocé usa essa denominacdo) e Frequencia de
Batimentos do Flagelo (BCF).

3.1.3 Influéncia da criopreservacdo sobre os parametros estruturais e funcionais de
espermatozoides ovinos

O processo de criopreservacdo do sémen ovino resultou em uma reducdo significativa
de células com membranas plasmatica e acrossomal integras marcadas com Bodipy FL
(PNAVIP-/BD FL+). Quanto a integridade da membrana plasmatica, constatou-se um aumento
de células com membrana acrossomal integra, plasmatica lesionada, marcadas ou ndo com

Bodipy FL (PNA-/IP+/BD FL+; PNA-/IP+/BD FL-, respectivamente), 0 mesmo ocorreu na
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populacdo de células com membrana acrossomal reagida, plasmatica lesionadas ndo marcados
com Bodipy FL (PNA+/IP+/BD FL-).

Com relagdo a estalibidade de membrana plasméatica, o0 processo de
congelacdo/descongelacdo do sémen acarretou em um aumento significativo de células
apresentando instabilidade da membrana plasmatica (MERO+/YO-), consequentemente uma

reducdo na estabilidade da membrana (MERO-/YO-).

Tabela 02- Parametros estruturais e funcionais de espermatozoides ovinos pés descongelacdo, avaliados em
citometria de fluxo

Parametros Tratamento

In natura Pds descongelacdo
PNA-/ IP-/ BD FL+ (%) 72,72 £ 3,792 8,05+ 1,07°
PNA-/ IP+/ BD FL+ (%) 9,97 + 2,10° 31,09 + 5,022
PNA-/ IP+/ BD FL- (%) 5,25 +1,13b 38,28 + 2,992
PNA+/ IP-/ BD FL- (%) 0,21+ 0,08 0,09 £ 0,02
PNA+ / IP+/BD FL- (%) 10,77 + 1,50P 21,80 + 4,062
MERO+/YO- (%) 6,80 + 0,670 55,54 + 7,40
MERO-/YO- (%) 91,88 + 0,972 44,40 + 7,39

Diferentes letras mintsculas na mesma linha indicam diferenca significativa

Células com membrana plasmética e acrossomal integras marcadas com Bodipy FL (PNA-/IP-/BD FL+), células
com membrana plasmatica lesionada, membrana acrossomal integra e que marcaram com Bodipy FL (PNA- / IP+
/ BD FL+ ), células com membrana plasmética lesionada, membrana acrossomal integra e que ndo marcaram com
Bodipy FL (PNA- / IP+ / BD FL-), células com membrana acrossomal reagida, membrana plasmatica integra e
que ndo marcaram com Bodipy FL (PNA+/IP-/BD FL- ), células com membrana plasméatica lesionada e
acrossomal reagida e que ndo marcaram com Bodipy FL (PNA+/IP+/BD FL-),células com membrana plasmatica
desestabilizada e vidveis (MERO+/YO-) e células com membrana plasmética estavel e viaveis (MERO-/YO-).
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3.2 Experimento 2 - Influéncia da incubac@o em meio de capacitacédo sobre a Na*,K*-ATPase
3.2.1 Localizacdo da Na*,K*-ATPase em sémen ovino incubados em meio de capacitacéo
espermatica

Independente da adicdo do sémen ao meio de capacitacdo espermatica (TALP + 2,5%
SOE), a localizacdo da Na*,K*-ATPase manteve-se similar as amostras in natura e pos
descongelagdo (Figura 01), permanecendo na regido da peca intermediaria no flagelo dos

espermatozoides.

3.2.2 Influéncia do bloqueio da Na*,K*-ATPase sob a cinemética de espermatozoides ovinos

A comprovacdo da capacidade de ligagdo da ouabaina com a Na*,K*-ATPase é
demonstrada na Figura 02, uma vez que as amostras de sémen incubadas em meio enriquecido
com ouabaina apresentou uma reducdo na marcacdo da Na*,K*-ATPase (BD FL) quando
comparado ao controle.

A influéncia da inibicdo da Na*,K*-ATPase sobre a cineméatica espermatica, em
amostras de espermatozoides ovinos mantidos em meio TALPm ¢ apresentada na Tabela 02.
Dentro de um mesmo tratamento, foi possivel observar que as amostras incubadas em meio
TALPm (grupo controle) reduziram significativamente os parametros de MT, VCL e ALH ap6s
0 periodo de incubacdo, enquanto as amostras tratadas com ouabaina apresentaram reducédo
significativa nos parametros de MP, VCL e VSL.

Quando avaliado o efeito dainibicdo da Na*,K*-ATPase (entre tratamentos), observouse
que desde o inicio da incubacdo (0 h) os valores de VAP foram inferiores no grupo tratado em
relacdo ao controle (P < 0,05). Ap6s o periodo de incubacdo (3 h) pode-se observar que, tanto
os valores de VAP quanto aos do VSL se apresentaram inferiores ao do grupo Controle (P <

0,05).
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CONTROLE

Figura 02- Capacidade de ligacdo do fluorocromo Bodipy® FL Ouabaina em espermatozoides ovinos incubados
em meio TALPm apos trés horas de incubagéo (38,5 °C) em meio sem (controle) e com adigdo de ouabaina (10
M) (tratado).
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Tabela 02- influéncia da inibicdo Na*,K*-ATPase com ouabaina (10 M) sobre a cinematica espermatica, em
amostras de espermatozoides ovinos mantidos em meio TALPm ao longo de trés horas de incubacdo (38,5° C)

Parametros Tratamento
Controle Oh Controle 3h Ouabaina Oh Ouabaina 3h
MT (%) 60,38 + 7,062 29,1 + 8,34b 59,20 £ 5,47a 37,45 + 10,49ab
MP (%) 41,30 + 6,072 20,00 + 5,98ab 38,20 + 4,95a 18,20 + 4,56b
LIN (%) 78,35+ 2,78 81,55+ 2,70 69,38 + 4,50 76,52 + 4,24
SRT (%) 88,60 + 1,42 91,20 + 1,88 81,38 + 2,76 84,05 + 3,53
WOB (%) 88,42 £ 2,40 89,38 + 1,53 85,08 +3,37 90,82 + 1,34
VCL (ums) 131,00 £ 9,058 105,88 £ 6,31bc 122,65 + 3,31ab 99,70 £ 4,14c
VSL (unys) 103,45 + 11,14a 86,08 + 4,462 85,45 + 7,662 75,85 = 2,74b
VAP (ums) 116,45+ 11,12a 94,60 + 5,812 104,68 + 6,86b 90,45 + 3,19b
ALH (um) 2,60 + 0,212 1,80 £ 0,25b 2,80+ 0,382 2,08 + 0,20ab
BCF (H2) 9,05+0,43 7,72+1,19 9,62+ 0,61 7,82 0,40

Diferentes letras mintsculas na mesma linha indicam diferenca significativa (P < 0,05).
Motilidade total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade (LIN), Retilinearidade (STR), indice de
oscilacdo ou wobble (WOB), Velocidade Curvilinea (VCL), Velocidade em Linha Reta (VVSL) e Velocidade Média
da Trajetdria (VAP), deslocamento Lateral da Cabeca (ALH) e Frequencia de Batimentos do Flagelo (BCF).

3.2.3 Influéncia da adicdo do soro de ovelha em meio TALPm sob a cinemética de

espermatozoides ovinos

A influéncia da adicdo do soro de ovelha em estro (SOE; 2,5%) ao meio TALPm sobre

a cinematica de espermatozoides ovinos esta disposta na tabela 03. Na avaliagdo dentro de um

mesmo tratamento ao longo da incubacdo, observa-se que as amostras incubadas em meio

TALPm (grupo controle) reduziram significativamente os parametros de MT e MP, a0 mesmo

tempo que, as amostras tratadas com SOE apresentaram uma reducdo significativa nos

parametros de MT, VCL e ALH.
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Entretanto, quando avaliado o efeito da adicdo do SOE entre tratamentos, independente
da incubacdo (Oh-3h), ndo foi observada diferenca (P>0,05) sobre os parametros da cineméatica

espermatica.

Tabela 03: Influéncia da adicdo do soro de ovelha em meio TALPm sob a cineméatica de espermatozoides ovinos

Parametros Tratamento

Controle TALP Controle TALP  Controle TALP + Controle TALP +

o 3h SOE SOE
Oh 3h
MT (%) 54,20 + 3,622 30,25 + 7,870 60,38 + 7,062 29,10 + 8,340
MP (%) 40,33 + 2,772 18,53+ 5,76P 41,30 + 6,012 20,00 + 5,98
LIN (%) 82,95 + 0,89 79,50 + 3,30 78,35+ 2,78 81,55+ 2,70
SRT (%) 91,85+ 0,54 91,18 +1,28 88,60 + 1,42 91,20 + 1,88
WOB (%) 90,30 + 0,94 87,12 + 3,05 88,42 +2,40 89,38 + 1,53

VCL (umys) 136,30 + 3,652 96,22 + 23,662 131,00 + 9,052 105,88 + 6,31°
VSL (unys) 112,98 £ 2,272 75,68 +19,202> 103,45 + 11,14% 86,08 + 4,46°
VAP (ums) 123,00 £ 2,782 83,53 +21,40%® 116,45+ 11,12% 94,60 + 5,81°

ALH (um) 2,30+0,15% 2,00 % 0,48% 2,60 + 0,212 1,80 + 0,25

BCF (Hz) 9,48 £ 0,26 7,83 £1,56 9,06 +0,43 7,73+1,19

Diferentes letras mindsculas na mesma linha indicam diferenca significativa (P < 0,05).

Motilidade total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Linearidade (LIN), Retilinearidade (STR), indice de
oscilagdo ouwobble (WOB), Velocidade Curvilinea (VCL), Velocidade em Linha Reta (VSL) e Velocidade Média
da Trajetoria (VAP), deslocamento Lateral da Cabega (ALH) e Frequencia de Batimentos do Flagelo (BCF).

3.2.4 Avaliacdo dos parametros estruturais e funcionais de espermatozoides ovinos incubados
em meio de capacitacao
A incubacdo (38,5°C/3hs) do sémen ovino em meio de capacitagdo (TALPmM+2,5%

SOE) aumentou significativamente a proporgdo de células com membrana plasmética lesionada
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(IP+) ao longo da incubagdo, assim como no percentual de células com membrana plasmatica
intacta e acrossomal reagida, ndo marcadas com Bodipy® FL Ouabaina (PNA+/IP-/BD-).
Quanto a integridade de membrana acrossomal (PNA-), constatou-se um aumento
(P<0,05) ao longo da incubacdo de células com membrana acrossomal integra. Os parametros
da estabilidade de membrana plasmatica (MERO+/YO- e MERO-/YO) e potencial de
membrana mitocondrial (ALTO PMM e BAIXO PMM) foram similares (P>0,05) ao longo do

periodo de incubacéo.

Tabela 03- Par&metros estruturais e funcionais de espermatozoides ovinos incubados durante trés horas a 38,5°C
em meio de capacitacdo TALPmM+SOE, avaliados em citometria de fluxo

Parametros Periodo
Oh 3h

PNA-/IP-/BD FL- (%) 0,24 + 0,07 0,41+0,24

PNA-/IP-/BD FL+ (%) 2,10+ 1,16 0,48+0,1
IP+ (%) 70,72 + 1,962 85,34 + 2,71°
PNA+/IP-/BD FL- (%) 26,77 + 2,33 13,58 + 2,70V
ALTO PMM (%) 39,71 + 11,08 22,14 + 397
BAIXO PMM (%) 60,25 + 11,13 77,91 + 3,93

MERO-/YO- (%) 0,25 + 0,12 0,12 + 0,02
MERO+/YO- (%) 29,50 + 22,47 12,31 + 4,69

Diferentes letras mindsculas na mesma linha indicam diferenca significativa (P < 0,05).

Células com membranas plasmatica e acrossomal integras e que ndo marcaram com Bodipy FL (PNA-/IP-/BD
FL), células com membrana plasmatica e acrossomal integras marcadas com Bodipy FL (PNA-/IP-/BD FL+),
células com membrana plasmatica lesionada, membrana acrossomal integra e que ndo marcaram com Bodipy FL
(IP+), células com membrana acrossomal reagida, membrana plasmatica integra e que ndo marcaram com Bodipy
FL (PNA+/IP-/BD FL- ), células com alto e baixo potencial de membrana mitocondrial (ALTO PMM e BAIXO
PMM), células com membrana plasmatica desestabilizada e viaveis (MERO+/YO-) e células com membrana

plasmatica estavel e viaveis (MERO-/YO-).
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4 Discusséo

A identificacdo da Na*,K*-ATPase na peca intermediaria em espermatozoides de
ovinos, independente do status fisiologico (in natura, pés descongelacéo e capacitados in vitro)
se assemelha com o padrédo de localizagdo encontrado por Woo et al. (2000), uma vez que,
identificaram a Na*,K*-ATPase em espermatozoides de ratos, especificamente a subunidade o4
na peca intermediaria do flagelo, ressaltando a influéncia desta proteina sobre o parametro de
motilidade espermatica. De modo semelhante, Hlivko et al. (2006), realizaram um estudo
visando localizar a subunidade o4 da bomba de sédio em espermatozoides de humanos, onde
identificaram esta subunidade no flagelo, porém na pega principal.

Apesar da técnica de citometria de fluxo utilizando o fluorocomo Bodipy® FL Ouabaina
nos permitir localizar a Na*,K*-ATPase como um todo, ndo nos possibilitou identificar de modo
diferenciado as subunidades, uma vez que, a concentragdo utilizada foi capaz de se ligar tanto
a isoformas contendo a subunidade al quanto o4 (SANCHEZ et al, 2006).

Embora em nosso estudo o padrdo de localizacdo da Na*,K* -ATPase tenha se
assemelhado ao de ratos, o bloqueio desta proteina ndo influenciou nos padrdes cinematicos
dos espermatozoides quando comparado ao controle, diferindo do estudo realizado em ratos,
em que seu bloqueio resultou na reducdo rapida e significativa da motilidade (WOO et al.,
2000). De modo similar, na espécie ovina, Peris et al. (2000) demonstraram que a adicdo da
ouabaina em meio isosmotico ocasionou um reducdo discreta, porém significativa, no
parametro de motilidade.

A ndo influéncia do blogueio sobre os parametros de motilidade, pode estar associado
as vias metabdlicas utilizadas pelos espermatozoides de ovinos. Apesar das mitocondrias serem
consideradas a principal fonte de ATP para a homeostase e motilidade espermética (TRAVIS
et al., 1998), Losano et al. (2017) em estudo avaliando a influéncia das vias mitocondrial e

glicolitica sobre a funcionalidade de espermatozoides ovinos, demonstraram que a glicolitica é
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a de maior importancia sobre a manuténcdo da motilidade espermética, e ndo necessariamente
a cadeia transportadora de elétrons, que comumente sofrem influéncia do blogueio dos canais
ibnicos celulares, ainda enfatizando que a via mitocondrial exerce maior influéncia sobre os
padrdes de velocidade nos espermatozoides.

As caracteristicas descritas acima sobre as vias metabolicas explica o fato do blogueio
da Na*,K*-ATPase tenha influenciado apenas nos parametros de velocidade VAP e VSL
(reducdo). Entretanto, um outro fator que pode vir a ocasionar esta reducdo € a alteracdo do pH
de modo que a atividade da bomba de sddio também atua em outros sistemas, por exemplo, no
controle do pH, devido a sua funcionalidade agir junto ao trocador N*/H* (JIMENEZ et al.,
2010).

Apesar das vantagens, 0 processo de criopreservacdo pode acarretar diversas alteracdes
as membranas espermaticas, incluindo a membrana plasmatica, acrossomal externa e as
mitocondriais (WATSON, 1995; ZAFFALON, 2009). Assim, a reducdo dos percentuais de
motilidade espermatica total e progressiva observada no presente experimento apds a
criopreservacdo, assemelha-se com resultados apresentados em diferentes espécies. Embora
esta reducdo possa ser explicada devida as alteragbes ocorridas no transporte ativo e
permeabilidade da membrana plasmatica no flagelo, estudos vém demonstrando que
possivelmente mudancas quanto a disponibilidade de energia e danos as estruturas axonemais
também possam contribuir (WATSON, 1995).

O aumento no percentual de células apresentando lesdo de membrana plasmatica e
acrossomal observadas pos descongelacdo em nossa pesquisa, pode estar associado a diversos
fatores. Apesar da natureza destes danos ocasionados as membranas ndo esta totalmente
elucidada, estudos vem demonstrando a relacdo da ocorréncia dessas alteracbes com as
mudancas ocasionadas as membranas durante o processo de criopreservacdo, por exemplo, as

alteracOes fisicas e osmdticas inerentes a este processamento (OLLERO et al., 1998).



Entretanto, outros fatores podem estar associados a ocorréncia destas lesdes as
membranas, principalmente a plasmatica, como areorganizacdo dos lipidios (PONS-REJRAJI
et al, 2009), que resulta em modificacbes nas interacdes lipidio-lipidio e lipidioproteina
presente na membrana (PARK e GRAHAM, 1992), formacdo de cristais de gelo e exposicao
das células a alta e baixa concentracdo de solutos (HOLT, 2000).

Junto as alteracBes de membranas supracitadas, observou-se também um aumento
significativo no percentual de células apresentando membrana plasmatica desestabilizada, que,
de acordo com Steponkus e Lynch (1989), relaciona-se com as alteracbes osmoticas ocorridas
nas células durante a congelacdo/descongelacdo. Ressaltando que, esta desestabilizacdo €
prejudicial a capacidade fertilizante das células, devido ocasionarem uma reacdo acrossomal
precoce (CLARKE e JOHNSON 1987; MARSHBURN et al. 1992) reduzindo o tempo de vida
dos espermatozoides (MARSHBURN et al. 1992).

Associado ao aumento significativo de células com membranas plasmatica lesionada e
acrossomal reagida, pode-se observar a reducdo de células marcadas com fluorocromo
Bodipy® FL Ouabaina ao longo da congelagcdo, fendmeno este que pode estar relacionado a
algumas mudancas celulares, que, de acordo com PONS-REJRAJ et al. (2009) a perda de
proteinas da membrana plasmatica é uma das varias alteracdes ocasionadas durante o0 processo
de criopreservacao.

Visando adaptar-se as mudancas de temperaturas ocorridas durante o processo de
congelacdo/descongelacdo, as células tendem a apresentar diferentes modificacbes na
membrana plasmatica, dentres as alteracdes podemos citar a translocacdo dos fosfolipidios entre
os folhetos membranares, resultante da fosforilagdo da tirosina e do efluxo de colesterol
ocorridos em espermatozoides criopreservados (SILVA e GADELLA, 2006).

O efluxo do colesterol ocorrido durante a criopreservacdo (SILVA e GADELLA, 2006)

afeta diretamente a apresentacdo da bomba de s6dio na membrana plasmatica, uma vez que, 0
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colesterol é descrito como o sitio de ligacdo da subunidade B da Na*, K*-ATPase a membrana
celular (SHINODA et al., 2009). Estas modificacbes podem acometer as interacfes fisicas e
quimicas ocorridas entre a Na*, K*-ATPase e os lipidios, de modo a influenciar tanto na
configuracdo como na atividade da proteina (CAMARA et al., 2017).

O soro de ovelha em estro (SOE; 2-20%) é capaz em manter a viabilidade de
espermatozoides ovinos (THOMPSON e CUMMINS, 1985), além de induzir capacitacdo
espermatica (PUGH et al., 1991; LEAHY et al., 2016), sendo de suma importancia em
processos de fertilizacdo in vitro (FIV). Apesar da associagdo do SOE (2,5%) com o meio
TALPm para inducdo da capacitacdo espermatica no presente estudo, nossos resultados
apresentaram-se de forma contraditoria ao esperado, uma vez que a adicdo do SOEao meio nao
influenciou  significativamente em nenhum parametro cinematico dos espermatozoides,
indicando a ineficiéncia do protocolo adotado.

A hiperativagdo celular ¢ um dos indicativos de ocorréncia da capacitagdo espermética
(JANUSKAUSKAS et al., 1999), que caracteriza-se pelo aumento do VCL e ALH, junto a
reducdo da linearidade eaumento da amplitude dasondulagdes flagelares (MORTIMER, 1997;
VERSTEGEN et al., 2002; MARQUES; SUAREZ; 2007). A ineficacia do SOE a capacitagdo
espermatica aqui observada, pode estar associada a diferentes fatores limitantes, como o
processo de purificacdo das amostras para obtencdo do soro e a variabilidade da composicdo
entre as amostras (GARCIA-ALVAREZ et al., 2015).

Além disso, outra razdo em que pode ter implicado a ineficiéncia do SOE foi o fato de
que, o meio utilizado para capacitacdo in vitro (TALPm + SOE) ndo foi acrescido de nenhum
outro componente capacitante, uma vez que, amaioria dos estudos em que obtiveram eficiéncia
do SOE a capacitagdo espermética, tinham associado a outros componentes como, a heparina,
utilizada em diferentes concentra¢fes tanto em sémen fresco (HUNEAU et al., 1994; WANG

et al., 1998; DATTENA et al.,, 2000), quanto pods descongelados (O'BRIEN et al., 1997; ZHU



66

etal, 2000; COGNIE et al., 2003) e a hipotaurina, que quando adicionada ao meio atuou sobre
aremocdo de radicais de oxigénio (WAKAYAMA et al., 1996), e junto a heparina resultou em
uma elevacdo da motilidade e viabilidade espermética (LUKOSEVICIUTE et al, 2005;
COGNIE et al., 2003; SOUZA et al., 2013).

Outro elemento a ser considerado € ao alto percentual de células marcadas com IP,
indicativo de lesdo de membrana plasméatica, desde o inicio do processo de incubacdo, que, de
acordo com Gadella e Harrison (2000) espermatozoides com alteracdes de membrana, podem
vir a responder de forma diferenciada aos estimulos de capacitacéo.

Diante do exposto, pode-se concluir que, independente do status fisioldgico da amostra
do sémen ovino, a Na*,K*-ATPase localiza-se no flagelo, especificamente na peca
intermediaria, e que, apesar da atividade desta proteina ter influenciado significativamente
apenas em parametros de velocidade (VAP e VSL), junto a relevancia da sua funcionalidade
sobre a homeostase celular, é de suma importancia o desenvolvimento de novas pesquisas que
permitam elucidar sua real influéncia sobre os demais parametros ndo avaliados neste estudo,
assim como, sua correlacdo com 0s canais idnicos presentes na membrana plasmatica de

espermatozoides na espécie ovina.
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