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RESUMO

Este estudo teve por objetivo investigar o efeito da proteina anticongelante do tipo IlI,
adicionada ao diluidor de criopreservagdo de espermatozoide caprino, sobre a
viabilidade espermatica pos-descongelacdo. No primeiro experimento, 16 pares de
testiculos e epididimos foram obtidos em abatedouro, e transportados a,
aproximadamente, 5 °C em caixa térmica em torno de 10 horas, até o recebimento e
processamento do mesmo. Os espermatozoides foram recuperados e avaliados em
microscopio de contraste de fase. Congelados em diluidor a base de Tris-gema de
ovo, suplementado com proteina anticongelante tipo Il — PAC IIl (0; 1; 10; 100
pug/mL), utilizando o sistema automatizado. Apds descongelacdo (37 °C/30 seg),
foram avaliadas cinética espermaética, pelo sistema automatizado CASA, integridade
de membrana plasméatica e acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e
producdo intracelular de ROS, por citometria de fluxo. Nao houve diferenca (P = 0,05)
entre 0S grupos experimentais para os parametros de cinética espermatica, potencial
de membrana mitocondrial e producdo de ROS. A integridade de membrana
plasmatica e acrossomal de espermatozoides congelados com 100 ug/mL de PAC llI
foi inferior (P< 0,05) ao grupo controle. O segundo experimento foi dividido em duas
partes, onde foi investigado o efeito da PAC Il em diluidor a base de Tris-gema de
ovo (Experimento 1) e Leite desnatado (Experimento IlI). O sémen de quatro bodes
Saanen (6 repeticoes) foi utilizado para formacdo do pool e testado nos Diluentes
Tris-gema de ovo (Experimento I) ou Leite desnatado (Experimento IlI), ambos
suplementados com concentragdes da PAC Il (0; 1; 10; 100 pg/mL). Apo6s a diluigédo
(200 x 10° espermatozoides/mL), as amostras foram envasadas em palhetas (0,25
mL) e congeladas (-196 °C). Para cada grupo, duas palhetas foram descongeladas
(37 °C por 30 s) e agrupadas para analise in vitro da cinética espermatica (CASA) e
da integridade de membrana plasmatica e de acrossoma (microscopia de
epifluorescéncia). Duas palhetas foram descongeladas para analise ultraestrutural dos
espermatozoides por microscopia eletrénica de varredura. Ndo houve diferenga (P =
0,05) entre os grupos experimentais dos dois Experimentos para os parametros de
cinética espermética, integridade de membrana plasmatica e acrossomal. Os
resultados da avaliagcdo ultraestrutural mostraram que independente do diluidor
utilizado, a PAC Ill danificou a membrana plasmatica das células espermaticas.
Baseado nos resultados do presente estudo, conclui-se que a adicdo da PAC Il ao
diluidor Tris-gema de ovo n&o favorece a criopreservacdo de espermatozoides
epididiméarios caprinos, além disso, quando em alta concentragcdo (100 pg/mL)
compromete a integridade de membrana plasmatica e acrossomal dessas células.
Ainda, que a PAC Illl, nas concentracfes utilizadas, em diluidor a base de Tris-gema
de ovo ou leite desnatado, ndo preserva a qualidade seminal de espermatozoides
ejaculados caprinos.

Palavras-chave: Criopreservacdo; bode; citometro de fluxo; cinética espermatica,
cristais de gelo.



ABSTRACT

This study aimed to investigate the effect of antifreeze protein type Il (AFP 1ll) added
to cryopreservation extender of goat sperm on post-thawing sperm viability, with the
objective of improving semen cryopreservation protocols. In the first experiment, 16
testicular pairs were collected in a slaughterhouse and transported at approximately 5
°C in a thermal box around 10 hours, until processing in the laboratory. Epididymis
spermatozoa were recovered by washing and evaluated with phase contrast
microscope. Then cryopreserved in Egg Yolk based extender , supplemented with
antifreeze protein type Il (0; 1; 10; 100 pg/mL), using automated system. After thawing
(37 C /30 sec), spermatic kinetics were evaluated by CASA automated system,
acrosome plasma membrane integrity, mitochondrial membrane potential and
intracellular ROS production by flow cytometry. No difference (P = 0.05) was seen
between the experimental groups for the parameters of spermatic Kinetics,
mitochondrial membrane potential and ROS production. However, the integrity of
plasma membrane and acrosome of frozen sperm with 100 ug/mL of AFP IIl was lower
(P < 0.05) when compared to control group. The addition of AFP Il to tris-egg yolk
extender, used in the freezing of sperm obtained from the epididymis of goats, does
not favor preservation of goat sperm recovered from epididymis. In addition, when at
high concentration (100 pg/mL) it compromises the integrity of the plasma and
acrosome membrane of these cells. The second experiment was divided into two
parts: Experiment | and Il, where the effect of AFP IIl on extenders based on Tris- egg
yolk and skimmed milk was investigated, respectively. The semen of four Saanen
goats (6 replicates) was used for pool formation and used in Egg Tris-yolk Diluent
(Experiment I) and Skim Milk Based Diluent (Experiment Il), both supplemented with
AFP 11l concentrations, obtaining the following sample groups: 0; 1; 10; 100 pg/mL.
After dilution (200 x 108 sperm/mL), the samples were filled in 0.25 mL straws and
frozen (-196 °C). For each group, two straws were thawed (37 °C for 30 s) and
grouped for in vitro analysis of spermatic kinetics, through CASA; and plasma
membrane integrity (IMP) and acrosome integrity (IAC) by epifluorescence
microscopy. Two straws were thawed for ultrastructural analysis of spermatozoa by
scanning electron microscopy. No difference (P = 0.05) was seen between
experimental groups from the two experiments for the parameters of kinetics, plasma
membrane integrity and acrosome. Except for the progressive motility that the
concentration of 1 and 100 pg/mL differed (P < 0.05) from each other when skim milk
Based Diluent was used. The results of the ultrastructural evaluation showed that
regardless the diluent used, AFP Il damaged the plasma membrane of the spermatic
cells in a dose-dependent manner. Based on the results of the present study, it is
concluded that AFP Il in the concentrations used, in extenders based on egg tris-yolk
and skimmed milk, does not improve seminal quality.

Keywords: Cryopreservation; goat; flow cytometer; spermatic kinetics; ice crystals.
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura € uma atividade econémica de notéria importancia mundial e
apresenta grande potencial de crescimento no Brasil, devido a capacidade de
adaptacao desses animais frente as condi¢des climaticas adversas (XIMENES, 2012).
Dentre varios aspectos, a exploracdo de caprinos na regido Nordeste destaca-se pelo
seu efetivo, onde 94,6% do rebanho nacional sdo explorados nessa regido (IBGE,
2019). Por esta razao, é fundamental a implantacdo de biotécnicas reprodutivas para
otimizar e melhorar as condi¢cfes deste agronegocio (BICUDO et al., 2003; TEIXEIRA
et al., 2013).

A criopreservacao € uma biotécnica que permite a conservacao do sémen por
tempo indeterminado, possibilitando a rapida difusdo de material genético superior
(SALAMON; MAXWELL, 2000; LV et al., 2018). No entanto, a conservacao pelo frio é
um evento estressante para o espermatozoide e pode gerar danos estruturais e
funcionais que podem comprometer a viabilidade celular (PURDY, 2006; SEIFI-
JAMADI et al.,, 2017). Sugere-se que a formacdo de cristais de gelo tem grande
importancia sobre esses danos, pois submete as células a condi¢gdes anisosmoticas,
gue causam alteracbes do volume celular, e desequilibrio oxidativo (HOLT, 2003;
ROBLES et al., 2019).

Buscando minimizar os danos decorrentes da criopreservacéo, diversas
pesquisas estdo focadas na modificagdo dos diluidores, através da utilizagdo de
compostos que atuam diretamente sobre a célula espermética, como fontes lipidicas
(VIDAL et al., 2013) e/ou crioprotetores penetrantes (BEZERRA et al., 2011; ARAUJO
SILVA et al., 2019). No entanto, pouco se tem pesquisado sobre substancias que
atuem também na matriz extracelular, minimizando os efeitos deletérios decorrentes
da formacdao, dissolucéo e recristalizacdo dos cristais de gelo, como a utilizacdo de
proteinas e glicoproteinas anti-congelantes (PACs e GPAC) (PROVESI; AMANTE,
2015).

As PACs e GPAC sao uma classe de polipeptideos produzidas por peixes,
fungos, algumas espécies de insetos e plantas, com capacidade de modificar o
crescimento normal do gelo (YANG et al., 1988), a recristalizacado (KNIGHT, 1984) e
agir como protetores da membrana plasmética em baixas temperaturas (RUBINSKY
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et al.,, 1991). Sdo conhecidos cinco membros que compdem a familia das proteinas
anti-congelantes (PACI, PACII, PACIIl, PACIV e GPAC), mas apenas trés estao
disponiveis comercialmente (PACI, PACIIl e GPAC). A suplementacdo dos diluidores
de sémen com as PACs e GPAC tem sido realizada, mas os resultados variam de
acordo com a espécie (YOUNIS et al., 1998; QADEER et al., 2014; ZILLI et al., 2014;
CORREIA et al., 2021; LV et al., 2021).

Melhores resultados poOs-descongelacdo foram obtidos para motilidade
espermatica de ovinos (PAYNE; OLIVER; UPRETI, 1994; CORREIA et al., 2021),
caprinos (LV et al., 2021) e coelhos (NISHIJIMA et al., 2014), motilidade e integridade
da membrana plasmatica dos espermatozoides dos chimpanzés (YOUNIS et al.,
1998) e bufalos (QADEER et al., 2014), resisténcia osmaética da célula espermatica de
bovinos (PRATHALINGAM et al., 2006), e linearidade, velocidade linear progressiva e
integridade de membrana do sémen de peixes (BEIRAO et al., 2012). Todavia, a
adicdo das proteinas anticongelantes foi deletéria a taxa de sobrevivéncia
espermética de ratos (KOSHIMOTO et al., 2002).

Devido a esses dados conflitantes e a auséncia de estudos relatando os efeitos
da adicao destas proteinas ao sémen da espécie caprina, bem como das evidéncias
gue sugiram de que as proteinas e glicoproteinas anticongelantes exergcam papel na
protecdo dos espermatozoides, seu real mecanismo precisa ser elucidado. Por
conseguinte, propde-se, com este estudo, avaliar o efeito da PAC Ill sobre o sémen

criopreservado de caprino, por meio de sua avaliacéo funcional pés-descongelacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sémen

O sémen € uma suspensdo celular liquida, composta por espermatozoides,
secrecao dos 6rgdos acessorios do trato genital masculino (HAFEZ; HAFEZ, 2004),
composto de substancias organicas, como frutose, proteinas, fosfolipidios, acido
citrico e prostaglandinas (QUEIROS, 2018). Os gametas masculinos sao produzidos
nos testiculos e, posteriormente, maturados no epididimo (CUNNINGAH; KLEIN,
2008).

A ejaculacdo € formada pela porcdo fluida e espermatozoides dessa
suspensao, chamada de plasma seminal, que possui caracteristicas proprias em cada
espécie e é capaz de proporcionar condicées 6timas de sobrevivéncia, manutencao e
transporte espermatico no sistema reprodutor animal (SOUZA et al., 2009). A
guantidade e qualidade do sémen varia em decorréncia de diversos fatores, como
raca, variacao de luminosidade diaria, temperatura do ambiente e, principalmente,
fotoperiodo (PAULA et al., 2008; GUASTI et al., 2012).

O sémen caprino pode ser usado tanto fresco, seja puro ou diluido, quanto
refrigerado ou congelado, sendo o fresco e o refrigerado 0s que apresentam maior
taxa de fertilidade, embora haja restricdo de utilizacdo apenas no periodo sexual dos
machos. Enquanto o sémen criopreservado pode ser aproveitado por longos periodos
de tempo (CASTELO et al., 2008). No entanto, possui algumas particularidades, como
a presenca da glicoproteina SUB-IIl, identificada na secrecdo da glandula
bulbouretral, que induz uma reacédo acrossomal capaz de prejudicar a sobrevivéncia
dos espermatozoides (CHUNRONG et al., 2019), além das enzimas coaguladoras da
gema do ovo (EYCE) (SILVA, 2015).

2.2 Espermatozoides epididimarios

O trato genital de caprinos é formado por testiculos, epididimos, escroto, canais
deferentes, glandulas anexas, uretra, pénis e prepucio. O epididimo possui trés
regides distintas, sendo elas cabeca, corpo e cauda (CAMPOS, 2003), as quais sdo
responsaveis pela reabsorcdo, maturacdo espermatica e armazenamento de

espermatozoides férteis, respectivamente (ROCHA, 2012). A colheita de
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espermatozoides diretamente da cauda do epididimo mostra-se como uma alternativa
para os casos em que ndo ha a possibilidade de obtencdo de gametas por meio da
ejaculacao, e necessita de preservacédo (BERTOL et al., 2014).

A aquisicdo de material seminal diretamente do epididimo ndo é
completamente elucidada no que diz respeito a motilidade e capacidade fecundante,
mas estudos sugerem que essas células, quando colhidas diretamente da cauda do
epididimo, apresentam uma maior taxa de fertilizacdo quando comparadas aquelas
obtidas da cabeca ou corpo (MONTEIRO, 2013).

Rocha (2012) relatou que existe diferenca na membrana dos espermatozoides
epididimarios daqueles obtidos do ejaculado, devido a influéncia do plasma seminal,
uma vez que o plasma também é composto por secre¢cdes das glandulas anexas, o
gue eleva a variabilidade de componentes bioquimicos, acarretando aumento ou
diminuicao da fertilidade. Santiago-Moreno e colaboradores, (2017) constataram, que
em caprinos, o plasma seminal causa influéncia negativa na viabilidade do sémen
congelado.

Existem cinco métodos basicos para colheita de espermatozoides diretamente
da cauda do epididimo, sendo duas delas in situ, com pacientes vivos, e trés em
animais mortos ou castrados (GUERRERO, 2006). Os métodos aplicados em
pacientes vivos sdo a aspiracao percutanea de espermatozoides do epididimo (PESA)
e a aspiracdo microcirurgica de espermatozoides do epididimo (MESA). Estes
métodos sdo mais comumente aplicados em humanos. Os métodos de colheita em
animais mortos ou castrados sao o de flutuacdo, de perfuracdo ou o de fluxo
retrogrado da cauda do epididimo (MONTEIRO, 2013).

Na técnica de perfuracdo, utiliza-se uma placa de Petri, onde é colocada a
cauda do epididimo e, com auxilio de uma agulha, realiza-se a perfuracao dos ductos
para, em seguida, filtrar e centrifugar a amostra para que sejam removidos 0s
contaminantes e, em seguida, criopreservar. Embora apresente boa taxa de
recuperacao, quando expostas a centrifugacao, sdo separadas de restos celulares, no
entanto, esse processo pode afetar a viabilidade espermatica (SANTOS, 2017).

O método de colheita por flutuacdo consiste em cortar ou fatiar a cauda do
epididimo para que o0s espermatozoides sejam expostos ao meio exterior,
possibilitando a migracdo para o meio e, posteriormente, sejam recuperados por meio
de um processo de filtragdo (GRANEMANN et al., 2005).
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A técnica de fluxo retrogrado da cauda do epididimo é realizada por meio de
um corte entre a cauda e o corpo do epididimo. Apds isso, utiliza-se uma seringa para
exercer pressao nos ductos deferentes, de modo que o0s espermatozoides extravasem
pelo corte realizado inicialmente (MONTEIRO, 2013). A pressao gerada pela seringa
pode ser tanto por meio da injecdo de ar, como de algum liquido ndo deletério aos
espermatozoides (GERMANN et al., 2005).

2.3 Diluidor de sémen

Os diluentes seminais possuem diversas funcdes importantes, entre elas a
protecdo da membrana espermatica contra danos provocados pelo choque térmico
ocorrido durante a criopreservacao e fornecimento de fonte de energia decorrente da
adicdo de nutrientes, além de possuir efeito tampdo, manter a pressdo osmotica
(CAMARA et al., 2018) e facilitar a divisdo do ejaculado em doses de sémen, além de
tornarem o meio favoravel para a sobrevivéncia dos espermatozoides in vitro (SOUSA
et al., 2020).

H& uma enorme variedade de diluentes, sejam eles comerciais ou ndo, para a
utilizacdo no processo de criopreservacdo do sémen caprino (CORREDOR, 2014). A
escolha de um bom diluente deve ter como foco a auséncia de toxicidade a célula
espermética, poder nutritivo e baixo custo, além de possuir acdo tamponante e de
estabilizacdo da membrana e pH ideal para a espécie (SANTOS et al., 2018), como o
Tris; um ou mais acUcares, como glicose, lactose, frutose ou trealose; sais como
citrato de soédio; crioprotetores penetrantes (etilenoglicol ou glicerol) ou né&o
penetrantes (gema de ovo ou leite desnatado); e antibidticos, como a penicilina e a
estreptomicina (GIBBONS, 2002).

Dentre os varios diluidores utilizados na criopreservacdo do sémen, a gema de
ovo e o leite desnatado sdo 0os mais comuns, embora seu uso possa acarretar inibicao
da motilidade espermatica e induzir a reacao acrossomal, decorrente de problemas de
interacdo com enzimas do plasma seminal (CAMARA et al., 2017). Além do fato de se
tratarem de produtos de origem animal, o que representa um risco potencial de
contaminacgéo (SANTOS et al., 2018).
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2.3.1 Diluidor a base de Leite Desnatado

O leite € um liquido orgéanico bastante utilizado como diluente para o sémen
caprino. Apresenta alta propriedade biolégica de conservacdo dos espermatozoides,
uma vez que possui capacidade tampao, boa viscosidade, quantidade abundante de
carboidratos que podem ser utilizados pelas células espermaticas para producdo de
energia, além de possuirem capacidade tampdo (CASTELO et al., 2008;
MANJUNATH, 2012).

Os diluentes a base de leite desnatado sdo bastante utilizados para sémen
caprino e demonstram preservar a capacidade fertilizante dos espermatozoides por
cerca de 12 a 24 horas. Todavia, apesar de ser um meio fisiolégico, € bastante
complexo, o que faz com que sua capacidade de preservacdo celular ndo seja bem
elucidada, visto que pode apresentar resultados variados (BISPO, 2009; COUTINHO
DA SILVA et al., 2012).

2.3.2 Diluidor a base de Gema de ovo

Trata-se de um componente amplamente utilizado na criopreservacao do
sémen de animais domésticos, pois apresenta efeito protetor sobre a membrana
plasmatica da célula espermética. Isso se deve ao fato de sua composicéo apresentar
fracOes lipoproteicas de baixa intensidade, como a fosfatidilcolina, que, ao interagir
com a superficie da célula, tem a capacidade de restaurar a perda de fosfolipideos,
comumente observado no processo de resfriamento (OLIVEIRA, 2016). Além de sua
protecdo a membrana espermatica, a gema de ovo é também conhecida por servir
como uma fonte proteica no diluente (CAMARA et al., 2018).

Roy (1957) constatou que, quando diluidas em gema de ovo, as células
espermaticas tiveram a sua motilidade mantida, desde que o plasma fosse removido.
Todavia, quando adicionado ao sémen puro, a gema coagulou e os espermatozoides
morreram. Este fato ocorreu devido a interagcdes prejudiciais entre o plasma seminal
de caprinos e a gema de ovo, devido as enzimas coaguladoras da gema do ovo
(EYCE) (SILVA, 2015). Estas enzimas possuem atividade fosfolipase e hidrolisam a
lecitina, que € um fosfolipideo presente tanto na gema do ovo quanto ha membrana
plasmatica dos espermatozoides, em &cidos graxos e lisolecitinas, que sao toxicos

para o espermatozoide. Desta forma, tanto as enzimas que compdem O sémen
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caprino quanto a gema do ovo possuem elevada importancia no processo de
criopreservacédo (BEZERRA, 2010). A interacdo da gema com a EYCE, que incorre na
producdo de substancias toxicas aos espermatozoides, faz com que haja inibicdo da
motilidade espermatica (CAMARA et al., 2017).

Os granulos formados pela coagulacdo da gema causam opacidade Optica, o
gue dificulta a avaliagcdo microscopica imediata, sendo mais uma das desvantagens
da utilizacdo da gema de ovo na composicao do diluente (SANTOS et al., 2018).

Apesar de ser bastante utilizada para estabilizar as membranas biolégicas, o
gue diminui os efeitos causados pelo choque térmico, a gema de ovo deve ser usada
com cautela, em decorréncia dos problemas relatados acerca da interacdo dos
espermatozoides com a EYCE (SOUSA, 2020). A reducéo da concentracdo da gema
de ovo a 2,5% néo prejudica a viabilidade pds-descongelacédo dos espermatozoides, 0
gue possibilita a utilizagcdo de diluidores contendo concentragdes menores de gema
na criopreservacao do sémen caprino (MARTINS, 2019).

Embora existam inconvenientes ao utilizar diluidores a base de gema de ovo e
de leite desnatado na criopreservacao de sémen caprino, Queiros (2018) relatou que
a pratica da centrifugacdo, ao separar o plasma seminal das células espermaticas,
mostra-se eficiente para evitar as reacfes indesejadas entre o sémen, a EYCE e
SUB-IIl, embora possa exercer influéncia negativa na integridade da membrana
plasmatica e do acrossoma do espermatozoide. Como forma de minimizar os efeitos
indesejados causados pela centrifugacdo e manter a prote¢cdo as células, a utilizacdo
do tempo e velocidade adequados, além de pré-diluidores, devem ser aliados
(NEVES, 2008).

2.4 Criopreservacgao de sémen

Devido ao rapido desenvolvimento do agronegocio, 0s pequenos ruminantes,
gue incluem os caprinos e ovinos, tem apresentado uma reducédo na diversidade de
racas desses animais, em todo o mundo. Acredita-se que tal fato deve-se,
principalmente, a preferéncia por racas de alta produtividade para fins comerciais, que
apresentam intensa atividade reprodutiva e alta selecao artificial (MARTINS, 2019).

A conservacao seminal, aliada a inseminacéao artificial, tem sido importante no
gue diz respeito aos avangos genéticos da espécie. O sémen pode ser processado de
formas variadas (SOUSA, 2020), sendo a criopreservagao amplamente utilizada como
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um procedimento eficiente para conservacdo genética dos pequenos ruminantes
(CHUNRONG, 2019). Em caprinos, o sémen foi congelado pela primeira vez em
1950, por Smith e Polge, os quais relataram que a fertilidade pds-descongelacéo era
muito baixa (BISPO, 2009).

O processo de criopreservacdo consiste em congelacdo a temperaturas muito
baixas, geralmente -190 °C, de células e tecidos biologicos, o que possibilita, além da
conservacao genética, reduzir custos relacionados ao transporte de reprodutores,
acesso mais amplo a locais mais distantes (HOLT, 2003; BARROSO, 2018),
minimizar a propagac¢do de doencas sexualmente transmissiveis (SUN et al., 2019), e
conservar por longos periodos a capacidade fecundante do sémen (CAMARA et al.,
2017). Todos estes fatores favorecem a utilizacdo do sémen em momentos de contra-
estagdo reprodutiva (BEZERRA, 2010).

Embora demonstre resultados satisfatorios, a criopreservacdo apresenta
algumas limitacbes, como o custo elevado decorrente da necessidade de
equipamentos especificos para a sua realizacdo (MATIAS et al., 2019). Além disso, o
processo de refrigeracdo e reaquecimento provoca mudancas repentinas de
temperatura, podendo ocasionar a formagao de cristais de gelo, que, por sua vez,
afetam a integridade dos espermatozoides (SALAMON; MAXWELL, 2000; SANTOS
et al., 2018).

O sémen congelado deve ser submetido ao processo de descongelacao, que
ocorre, tradicionalmente, com o sémen caprino envasado em palhetas e submetido a
temperatura de 37 °C durante 12 a 30 segundos. O emprego de temperaturas mais
altas, deve ser feito de maneira cautelosa, visto que o tempo se torna um fator critico.
Desta forma, a descongelacdo a 37 °C € a mais recomendada na pratica, em
decorréncia da diminuicdo do risco de superaquecimento, que pode acarretar altas
taxas de mortalidade esperméatica (BEZERRA, 2010; BEZERRA et al., 2011)).

A qualidade do sémen criopreservado determina a taxa de concepc¢éo, por
isso, tem influéncia direta no sucesso da inseminacéo artificial. Por conseguinte, faz-
se necessario o monitoramento regular da qualidade do material durante todo o
processo de congelagéo e descongelacdo (YADAV, 2016).

A tecnologia de criopreservacdo de gametas vem sendo cada vez mais
aplicada e se mostra fundamental no que diz respeito a manutencdo do potencial
reprodutivo das espeécies no futuro (SOUZA et al., 2013). Durante o processo de

criopreservacéo, o espermatozoide passa pelas etapas de refrigeracdo, congelacdo e
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descongelacdo (LEITE et al., 2011). Uma vez que a solucdo chega a temperatura
entre -5 °C e -15 °C, ha a formacéo de cristais de gelo, que traz como resultado o

aumento da concentragao de soluto extracelular (OLIVEIRA et al., 2016).

2.5 Proteina anticongelante

Na década de 70 foi identificada uma classe de proteinas capaz de interagir e
influenciar o crescimento do nucleo dos cristais de gelo, reduzir o ponto de fusdo da
agua, bem como inibir a recristalizacdo. Sado as chamadas proteinas anticoagulantes
(PACs), provenientes de peixes de agua fria e encontradas também em plantas e
microrganismos adaptados a baixas temperaturas (DEVRIES; WOHLSCHLAG, 1969).

Por meio da utilizagcdo experimental de proteinas anticongelantes na
criopreservacdo de odcitos imaturos bovinos, Rubinsky (1991) relatou que as células
de mamiferos, sensiveis ao frio, tornam-se mais resistentes apos a adicdo das PACs,
gue protegem as células e suas membranas dos efeitos causados pela baixa
temperatura.

As PACs sdo subdivididas em quatro grupos, PAC I, II, 1ll e IV,
numeradas sequencialmente, de acordo com a ordem que foram descobertas, e
variam entre si quanto a tamanho, composicao e fonte (BAARDSNES et al., 1999),
além da GPAC (glicoproteina antocongelante) (PAYNE; YOUNG, 1995; PROVESI;
AMANTE, 2015).

As PACs de vegetais tém ganhado destaque devido a capacidade de inibir o
processo de cristalizagdo, mesmo em concentragdes baixas (< 25ug/L),
provavelmente pela interacdo dessas proteinas com cristais de gelo. Isto se deve ao
fato das PACs serem encontradas apenas em variedades vegetais de inverno,
adaptadas a exposicao a baixas temperaturas (PROVESI; AMANTE, 2015).

Existem trés provaveis maneiras de interacdo entre as proteinas
anticongelantes (PACs) e os cristais de gelo. A interacdo pode ocorrer através do
processo de nucleacdo, onde algumas PACs se ligam a substancias nucleadoras e
impedem que haja a formacé&o de cristais de gelo. A segunda maneira é por meio da
diminuicdo da temperatura de congelacdo para atingir a histerese térmica, que, a

depender da proteina utilizada e de uma maior concentracdo da mesma, pode reduzir
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0 ponto de congelacdo da agua em até 3 °C. E, por ultimo, através da utilizacdo de
uma PACs, que, mesmo sem a necessidade de quantidades elevadas, tem a
capacidade de inibir a recristalizagcdo em concentragbes menores do que 100 ug/L
(PROVESI; AMANTE, 2015).

2.6 Método de Avaliacdo Espermatica

A andlise do sémen inclui testes tanto macroscépicos quanto microscopicos, a
fim de identificar e classificar a amostra como apta ou ndo para seu emprego nos
sistemas de inseminacéo artificial (CORREDOR, 2014).

A avaliacdo espermatica é indispensavel para garantir a selecdo de um sémen
de qualidade para que seja submetido a criopreservacao e, ainda assim, mantenha
motilidade e vigor favoraveis pés-descongelagdo, visto que a motilidade é o principal
parametro analisado para avaliar a capacidade fertilizante de uma amostra de sémen
(COUTO, 2018).

2.6.1 Sistema Automatico de Andlise Espermatica (CASA)

A motilidade espermatica € mais comumente avaliada por meio da utilizacéo de
microscoépio Optico e um técnico experiente, mas o método pode fornecer informacdes
com variagOes, entre as avaliagbes, que vao de 30 a 60 %, a depender de quem
esteja realizando o procedimento, 0 que torna a avaliacao subjetiva e imprecisa. A fim
de reduzir essas diferencas e aumentar a fidedignidade dos resultados, existe a
alternativa da utilizagdo de sistemas computadorizados (SNOECK, 2020).

O CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) € um sistema proposto por Dotty
Foster, em 1979 (CORREDOR et al., 2013), capaz de fornecer imagens sucessivas
dos espermatozoides, fornecendo informacBes precisas das caracteristicas
morfologicas e funcionais dos mesmos (AMANN; KATZ, 2013).

Os primeiros sistemas computadorizados a serem comercializados com a
finalidade de avaliar a motilidade espermatica foram o CellSoft®, em 1985, e 0 HTM
2000® em 1986, ambos para uso em laboratérios de pesquisa. Em 1992 surgiu o
HTM-IVOSS Sperm Analyzer®, um sistema integrado de computador e microscopio,
gque permitia a obtencdo de imagens e forneciam a porcentagem dos

espermatozoides méveis, bem como sua média de velocidade (MATOS et al., 2008).
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As maiores vantagens dos sistemas computadorizados estdo na producédo dos
resultados de maneira rapida e precisa de varios parametros, como taxa de
espermatozoides moveis e as caracteristicas desses movimentos, além de possibilitar
a obtencdo de informagfes individuais e da populagdo espermatica como um todo
(NEUMANN, 2019).

No entanto, entre as suas desvantagens, incluem-se os altos custos com a
aquisicdo dos equipamentos e softwares, bem como a sua configuracdo, somado a
necessidade de seguir rigorosamente alguns critérios especificos para que obtenha o
maximo possivel de precisdo e sensibilidade. Dentre estes critérios, incluem-se
padronizacdo da diluicdo utilizada, concentracdo, taxa de captura da camara e
duracdo da cena, o que permite que os resultados possam ser comparados entre
laboratérios que utilizam o mesmo sistema (NEUMANN, 2019).

O software é programado com uma micrometragem minima € uma maxima,
gue dependem da espécie animal a ser avaliada. Os objetos que apresentarem
tamanho que se adequem a faixa estabelecida, sdo considerados espermatozoides e
estardo presentes nas imagens. O sistema trabalha realizando a captura de fotos
sucessivas dos espermatozoides, por meio de um sistema estroboscépico acoplado
ao computador, e, quando unidas, formam um video com todo o trajeto da célula
espermatica, possibilitando obter informacdes de alta precisdo destes gametas. A
cabeca do espermatozoide € a parte avaliada, marcando onde se encontram em cada
uma das fotos, visto que é a parte mais facil de se observar o movimento
(BERGSTEIN, 2014).

Apoés a identificacdo de seu trajeto, as células espermaticas sdo avaliadas
guanto ao seu movimento e classificadas, dentro de padrdes definidos, como mével
ndo progressivo, linear lento, linear rdpido ou imével. Para que esses padrdes sejam
definidos, sdo mensurados: VAP - velocidade do trajeto; VSL - velocidade
progressiva; VCL — velocidade curvilinear; ALH — amplitude de deslocamento lateral
de cabeca; BCF — frequéncia de batimentos do flagelo; STR — retilinearidade; e LIN —
linearidade (SANTOS, 2017).

2.6.2 Analise por Fluorescéncia

A funcionalidade dos espermatozoides é monitorada por procedimentos de

coloracdo, conhecidos como sondas fluorescentes, que se ligam a estruturas
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especificas das células e permitem um diagndstico facil. As afinidades especificas das
sondas por pontos especificos dos espermatozoides sao determinadas pela interacéo
entre as proteinas e lipideos presentes nas membranas dos espermatozoides e nas
sondas fluorescentes (SANTOS, 2018).

As sondas podem ser utilizadas isoladamente ou em associacdo, 0 que
possibilita a avaliacdo de compartimentos espermaticos diferentes simultaneamente,
como a observacdo do potencial de membrana mitocondrial, integridade da
membrana plasmatica, reacdo acrossémica, entre outros (SANTOS et al., 2018). ApGs
coradas, as células podem ser avaliadas em citbmetro de fluxo ou microscopia de
fluorescéncia (ARRUDA et al., 2011).

A citometria de fluxo € uma técnica utilizada para avaliar a integridade e
viabilidade espermatica, cujo sistema automatizado possui a capacidade de avaliar
cerca de trinta mil células em um tempo inferior a um minuto (ARRUDA et al., 2011).
Esta analise fornece dados sobre todas as células de uma amostra, 0 que a torna
ideal para a avaliacdo dos espermatozoides, por se tratarem de populaces
heterogéneas (SOUZA, 2017).

A andlise por citometria de fluxo possui alto nivel de repetibilidade, é objetiva e
permite a utilizacdo de amostras com volumes reduzidos, além da possibilidade de
avaliar mais de um atributo em um mesmo espermatozoide, por meio da adicdo de
multiplos fluorocromos (BATISTA; GUERRA, 2010).

Por meio da técnica de citometria de fluxo, a contagem e classificacdo das
células ocorre em solucdo aquosa, que é direcionada a um fluxo onde as células
passam através de um feixe de luz ou laser, que excita as sondas fluorescentes
aderidas as células e capta a frequéncia da luz. Essa frequéncia é convertida pelo
equipamento em sinais elétricos, os quais sdo quantificados rapidamente por
softwares (BERGSTEIN et al., 2014).

As técnicas de coloracdo com sondas fluorescentes tém sido usadas como
ferramenta de auxilio na determinacdo da funcionalidade dos espermatozoides, apos
processo de congelacdo e descongelacdo, auxiliando na analise do DNA, de
membranas, lectinas e de enzimas intracitoplasméticas (SILVA et al., 2009).

Muitos corantes fluoréforos tém sido utilizados, pois reagem com as enzimas
citoplasmaticas ou se ligam ao DNA. Os mais utilizados para analise da integridade

da membrana dos espermatozoides de caprinos s&o o iodeto de propidio (IP) em
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associacdo ao diacetato de carboxifluorescepina (DFC); o IP em associacdo com o
SYBR®14 e 0 Hoechst 33258 (BATISTA; GUERRA, 2010).

As membranas sao avaliadas quanto a sua integridade, apds exposi¢cdo aos
corantes impermeaveis as membranas, uma vez que 0S gametas vivos ndo sao
corados (BATISTA; GUERRA, 2010). Estudos citam o uso do brometo de etidio para
a avaliacdo da integridade da membrana dos espermatozoides, pois caracteriza-se
como uma sonda que nao ultrapassa a membrana, mas tem especificidade ao DNA.
Ao impermeabilizar a membrana, o brometo entra na célula e se liga a dupla hélice do
DNA, fazendo com que sua fluorescéncia aumente em onze vezes. Apesar da sua
alta funcionalidade, sua utilizacao é restrita devido a sua alta toxicidade (CELEGHINI,
2005).

O iodeto de propidio (IP) possui afinidade pelo DNA e cora em vermelho o
nacleo das células com membrana plasmatica (BATISTA; GUERRA, 2010). O DFC,
por sua vez, € um éster ndo polar e nao fluorescente, além de mostrar-se permeavel a
membrana plasmatica. Uma vez dentro da célula, o mesmo € hidrolisado e resulta em
um composto impermeavel a membrana plasmatica, que fluoresce em verde. A
utilizacdo do IP e DFC possibilita a obtencdo de resultados confidveis no que diz
respeito a integridade da membrana, pois a membrana integra sera corada em verde
pela acdo do DFC e a membrana lesada, por sua vez, sera corada em vermelho em
decorréncia da ligacdo do IP ao nucleo celular (SILVA et al., 2009).

A incapacidade de fertilizacdo dos espermatozoides pode ser originaria de
diversos fatores, o que justifica a eficAcia da mensuracdo de varios parametros
espermaticos simultaneamente. Portanto, o uso de sondas florescentes, por sua
capacidade de ligar-se a compartimentos especificos das células, permitindo a analise
de diferentes compartimentos, aumenta a precisdo das analises de sémen. A
associacdo de sondas fluorescentes € uma técnica usual na analise de potencial da
membrana mitocondrial e das estruturas acrossomal e da membrana plasmatica
(SILVA; GUERRA, 2012).

As amostras coradas com a utilizacdo de sondas fluorescentes podem ser
analisadas através de citbmetro de fluxo ou da utilizacdo de um microscopio de
fluorescéncia. A avaliacdo pela citometria de fluxo ocorre através do direcionamento
de uma solucdo aquosa a um fluxo linear, onde as células passam, uma a uma,
através de um feixe de luz que, por sua vez, excita as sondas florescentes e capta a
frequéncia da luz (BERGSTEIN et al., 2014).
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2.6.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrdbnica € um método eficaz para a analise morfoldégica em
escala nanométrica, pois possui maior poder de resolugdo e aumento. Possibilita
obtencdo de micrografias tridimensionais com minlcias da superficie e da
profundidade, fornece imagens tridimensionais. E uma ferramenta valiosa para
caracterizar a ultraestrutura de espermatozoides durante o processo de
criopreservacéo (KLEIN; BUHR; FRASE, 2012).

O MEV convencional é composto por uma coluna Optica eletrbnica que se
adapta a camara da amostra, sistema eletrénico, detectores e sistema de vacuo.
Possui uma alta resolucéo e apresenta uma imagem tridimensional, o que o torna um
dos instrumentos mais versateis no que diz respeito a observacéo de caracteristicas
microestruturais de objetos. Este equipamento consiste de um feixe de elétrons capaz
de explorar toda a superficie da amostra, detalhadamente, com posterior transmisséo
de sinal do detector a uma tela em que a varredura se encontra sincronizada com o
feixe de elétrons. O sinal captado pelo detector modula o brilho do monitor,
permitindo, assim, a observacdo do material (DEADIV et al., 2007).

Para a andlise estrutural dos espermatozoides no MEV é realizado um
esfregaco em lamina de vidro, com sémen fresco. Imediatamente ap0s sua secagem,
sdo submetidas a solucéo fixadora em solucdo de glutaraldeido a 2,5%, seguido da
lavagem das mesmas, por trés vezes, em PBS e, posteriormente, fixadas em solugéo
a 1% de tetréxido de ésmio. Em seguida, as laminas sao lavadas novamente por trés
vezes em PBS, e desidratadas em solucédo de etanol, em diferentes concentracdes,
de forma gradativa (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%). ApGs este procedimento, as
laminas passam pelo processo de secagem no ponto critico e sdo metalizadas com
uma camada de ouro, antes de serem submetidas a analise no microscépio (PERES,
2005).
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3 OBJETIVOS

Determinar o efeito da adicdo da proteina anticongelantes do tipo Il (PAC IlI),
nas concentracdes de 1, 10 e 100 pg/mL aos diluidores de criopreservacdo de
espermatozoides caprinos, oriundos do epididimo ou de ejaculados, sobre a
viabilidade espermatica e avaliacdo ultra estrutural destas células, pos-

descongelacéo.
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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da proteina anticongelante tipo Il (PAC 1) na
congelacdo de espermatozoides epididimarios de caprinos. Foram obtidos 16 pares
de testiculos, em abatedouro, transportados a, aproximadamente, 5 °C em caixa
térmica, até o recebimento e processamento do mesmo no laboratério em torno de 10
horas. Os espermatozoides do epididimo foram recuperados por lavagem retrégrada
e avaliados com microscopio de contraste de fase. Em seguida, criopreservados em
diluidor a base de Tris-gema de ovo, suplementado com proteina anticongelante tipo
[l (O; 1; 10; 100 pg/mL), utilizando sistema automatizado. Apés a descongelacao (37
°C/30 seg), foram avaliadas cinética espermatica, pelo sistema automatizado CASA,

integridade de membrana plasmatica e acrossomal, potencial de membrana
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mitocondrial e producéo intracelular de ROS, por citometria de fluxo. Ndo houve
diferenca (P = 0,05) entre 0s grupos experimentais para 0os parametros de cinética
espermaética, potencial de membrana mitocondrial e producdo de ROS. No entanto, a
integridade de membrana plasmatica e acrossomal dos espermatozoides congelados
com 100 ug/mL de PAC Il foi inferior (P < 0,05) ao grupo controle. Conclui-se que a
adicdo da PAC Ill ao diluidor Tris-gema de ovo, usado na congelacdo de
espermatozoides obtidos do epididimo de caprinos, ndo melhora a preservacdo
dessas células. Além disso, a concentragéo de 100 pg/mL compromete a integridade

de membrana plasmatica e acrossomal.

Palavras-chave: Criopreservacao; bode; citbmetro de fluxo; cinética espermatica;

cristais de gelo.

1 Introducéo

A recuperacdo de espermatozoides epididimarios, associado a técnica de
criopreservacdo, representa uma importante ferramenta para a conservacio de
material genético de reprodutores, principalmente em casos de doencas ou morte
subita. Essas biotécnicas permitem que o germoplasma desses individuos possa ser
obtido e armazenado por tempo indeterminado (LUVONI, 2006; VILELA et al., 2017).

Durante o processo de criopreservacao, alteracdes fisicas e quimicas, como a
formacédo de cristais de gelo e alta pressdo osmotica, interferem nas membranas
espermaticas, afetando a viabilidade celular e a capacidade de fertilizacdo (PENA et
al., 2012). Como alternativa para minimizar esses danos, a adicdo de proteinas
anticongelantes (PAC) em meios diluidores vem sendo utilizada em bovinos
(PRATHALINGAM et al., 2006; MANJUNATH et al., 2002), humanos (ZANDIYEH et
al., 2020), chimpanzés (YOUNIS et al., 1998), bufalos (AKHTER et al., 2012; KUMAR
e ATREJA, 2012), ovinos (PAYNE et al., 1994), coelhos (NISHIJIMA et al., 2014) e
peixes (BEIRAO et al., 2012).

As PAC sao uma classe de polipeptideos encontrados em peixes, algumas
espécies de insetos e plantas, que se adaptam em locais de baixas temperaturas
(RUBINSKY et al., 1991). O uso dessas proteinas para a criopreservacdo tem se
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mostrado (til, pois, além da capacidade de inibir a formacéo de cristais de gelo e

recristalizacdo, impede a saida de ions por meio das membranas (WANG, 2000).

Os resultados da suplementacéo dos diluidores de sémen com as PACs variam
de acordo com a espécie estudada. Melhores resultados pés-descongelacdo foram
observados para a motilidade espermatica de ovinos (PAYNE et al., 1994), caprinos
(LV et al.,, 2021) e coelhos (NISHIJIMA et al., 2014), motilidade e integridade da
membrana plasmética dos espermatozoides de homens (ZANDIYEH et al., 2020),
chimpanzés (YOUNIS et al., 1998) e bufalos (QADEER et al.,, 2014), resisténcia
osmoética da célula espermatica de bovinos (PRATHALINGAM et al., 2006) e
linearidade, velocidade linear progressiva e integridade de membrana dos
espermatozoides de peixes (BEIRAO et al., 2012). No entanto, em espermatozoides
de rato, a adicdo das proteinas anticongelantes foi deletéria a taxa de sobrevivéncia
dessas células (KOSHIMOTO et al., 2002).

Diante dos resultados divergentes encontrados na literatura, foi proposto nesse
estudo avaliar a acdo das PAC do tipo Il sobre a sobrevivéncia de espermatozoides

epididiméarios, obtidos de caprinos e submetidos a congelacéo.

2 Material e Métodos
2.1 Reagentes

Os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), exceto
o fluorocromo CM-H:DCFDA (5- (e-6) -carboxi-2 ', 7'-diclorodi-hidrofluoresceina
diacetato) (Molecular Probes, Life Technologies, EUA) e solucédo salina tamponada
com fosfato (PBS; Gibco, Life Technologies, EUA). A proteina anticongelante do tipo
[l (PACIII) foi obtida na A/F PROTEIN CANADA INC. (Waltham, MA, EUA). A solucéo
estoque da PACIII-1M foi preparada em DMSO e armazenada a -20 °C.

2.2 Colheita de testiculos
Foram obtidos 16 pares de complexo testiculo epididimo de caprinos
provenientes de um matadouro localizado na cidade de Brejo da Madre de Deus-PE,

Brasil, e armazenados em uma caixa térmica com gelo a aproximadamente 5 °C. Os
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complexos foram transportados por volta de 10 horas até o recebimento e

processamento do material.

2.3 Recuperacédo dos espermatozoides do epididimo

Para a recuperacao espermatica, utilizou-se uma lamina de bisturi para incisao
nas tdnicas testiculares e extracdo dos testiculos e epididimos. Inicialmente, os
testiculos e epididimos foram lavados em solucéo de cloreto de sédio a 0,9%, para a
retirada de conteldo sanguinolento proveniente da seccdo das tunicas. A cauda do
epididimo foi isolada do testiculo e posicionada em placa de Petri. O processo de
obtencéo dos espermatozoides foi realizado por meio de lavagem retrograda (GARDE
et al., 1994; BRUEMMER et al., 2006).

Com o auxilio de pinca anatébmica e lamina de bisturi, o epididimo foi dissecado
e, em seguida, foi realizada uma seccdo em sua base para facilitar a liberacéo
seminal. Uma seringa contendo 5 mL da solu¢do TRIS lavagem (3.605 g Tris; 2.024 g
acido citrico; 1.488 g frutose, 100 mL de &gua MilliQ, pH 6.8), aquecida a 35 °C, foi
conectada ao ducto deferente e, por pressao, procedeu-se a lavagem retrograda para
obtencdo dos espermatozoides. Em seguida, os gametas obtidos foram transferidos
para tubos tipo Falcon e submetidos a centrifugacdo (600 g/5 minutos), para a

remocdao de residuos celulares.

Apos a centrifugacdo, as amostras que apresentaram valores minimos de 50%
de motilidade total (CASA) foram aprovadas, correspondendo a quatro amostras de
espermatozoides de epididimos de animais diferentes, totalizando 8 pools. Em
seguida, a concentracdo espermatica do pool foi determinada utilizando a camara de
Neubauer e a motilidade espermatica foi analisada pelo sistema computadorizado de
analise espermatica (CASA, SCA TM; Microptics, S.L., Versdo 5.1, Barcelona,
Espanha).

2.4 Criopreservacao dos espermatozoides

Para a congelacéo, cada pool de espermatozoides foi diluido em Tris-gema de
ovo (3.605 g Tris; 2.024 g acido citrico; 1.488 g frutose, 100 mL de agua, 20% gema

de ovo, 5% glicerol, pH 6,8), suplementado com PAC Ill, de acordo com 0s grupos
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experimentais (0, 1, 10 e 100 pg/mL), para a concentracdo final de 200 x 10°
espermatozoides/mL. A seguir, as mostras foram envasadas em palhetas (0,25 mL),
identificadas por grupo, e congeladas em sistema automatizado (TK Tecnologia em
Congelacao Ltda, Uberaba, Brasil). Foi usada curva de refrigeragéo de —0,25 °C/min,
iniciando a temperatura ambiente (27 °C). ApoOs atingir 5 °C, as palhetas foram
submetidas ao periodo de estabilizagdo durante 120 minutos e, logo apds este
periodo, foi iniciada a curva de congelagdo com diminuicdo de —15 °C/min, até chegar

a —120 °C. Em seguida, as palhetas foram estocadas em nitrogénio liquido (—196 °C).

2.5. Descongelacao e avaliacdo dos espermatozoides
Duas palhetas da amostra de cada grupo experimental foram descongeladas
(37 °C/30 seg), agrupadas e submetidas as avaliacbes de cinética espermética e

citometria de fluxo, apds cinco minutos de incubacao a 37 °C.

2.5.1 Anadlise da cinética espermatica

Aliquotas (10 pL) de sémen foram diluidas em tris-gema de ovo (sem glicerol)
para a concentracdo de 50 x 10° espermatozoides/mL e incubadas em banho-maria
(37 °C/15 min). A avaliacdo da cinética espermaética foi realizada no sistema CASA
(software SCA™, Microptics, S.L., versdo 5.1,Barcelona, Espanha). Uma aliquota (3
pL) da amostra diluida foi depositada sobre uma lamina e coberta com laminula (18 x
18 mm), ambas pré-aquecidas (37 °C), e avaliadas em microscopio de contraste de
fase (Eclipse 50i, Nikon, Japéo, 100x). As imagens foram capturadas por uma camera
de video (Basler Vision Technologies TM A312FC, Alemanha). Para cada amostra,
cinco campos aleatorios foram selecionados, com pelo menos 500 espermatozoides
registrados. As variaveis analisadas foram: motilidade total (MT,%), motilidade
progressiva (MP,%), linearidade (LIN,%), retilinearidade (STR,%), indice de oscilacdo
(WOB,%), velocidade curvilinea (VCL, pum/s), velocidade em linha reta (VSL, um/s),
velocidade média da trajetéria (VAP, um/s), amplitude de deslocamento lateral da
cabeca (ALH, um/s), frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF, Hz). Os valores
do CASA foram medidos com as seguintes configuragdes: temperatura, 37 °C;
ampliacdo, 100x; numero de imagens, 25; fotos por segundo, 25; area da cabeca, 20

a 70 um>.
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2.5.2 Andlise por citometria de fluxo

As analises foram realizadas de acordo com o protocolo descrito por Arruda et
al. (2018), para o estudo da integridade de membrana plasmatica e acrossomal
(iPAM), potencial de membrana mitocondrial (PMM) e niveis de ROS intracelular
(IROS). Aliquotas (50 uL) de sémen de cada grupo experimental foram distribuidas
em microtubos (1,5 mL) para cada avaliacdo, onde foi adicionado 1 mL de PBS, e
homogeneizadas. Apds centrifugacdo (100 x g/5 min) para retirada do diluidor, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 40 pL de PBS.

Para a andlise de IMPA, as amostras foram coradas com 5 pL de FITC
conjugado com aglutinina de amendoim (FITC-PNA) e 5,0 uL de iodeto de propidio
(IP). Ap6s a coloracdo, as amostras foram incubadas por 5 min em temperatura
ambiente e entdo avaliadas. As células que mostraram marcacdo PNA- / IP- foram
classificadas como tendo membranas acrossomais e plasméticas intactas; células
com marcacdo PNA + / IP- foram classificadas como tendo acrossoma reagido e
membrana plasmatica intacta; células com marcacdo PNA- / IP + foram classificadas
como tendo acrossoma intacto e membrana plasmatica danificada; e as células com
marcagdo PNA + / IP + foram classificadas como tendo membranas acrossomais e
plasméticas danificadas.

Em relacdo a analise de PMM, 5 pL de JC-1 foram adicionados as amostras
de espermatozoides, as quais foram incubadas por 5 min, em temperatura ambiente,
e avaliadas. As células com pecas intermediarias coradas de laranja foram
classificadas como tendo alto potencial de membrana mitocondrial (aPMM) e aquelas
com pecas médias coradas em verde foram classificadas como tendo baixo potencial

de membrana mitocondrial.

Para a andlise de iROS, 5 pL de CM-H2DCFDA (solucdo estoque 0,5 mM em
DMSO; solucdo de trabalho 50 puM em PBS) foram adicionados as amostras
espermaticas, que foram incubadas a 37 °C por 30 min. Essas foram, posteriormente,
diluidos com 1 mL de PBS e centrifugados (100 x g/5 min), para remover o
fluorocromo néo ligado, e o sedimento foi ressuspenso com 40 pL de PBS. Em
seguida, 5 pL de IP foram adicionados a amostra, incubados em temperatura
ambiente (5 min) e analisados. Os resultados foram expressos como porcentagem de
células viaveis com altos niveis de ROS (DCFDA+/IP-), correspondente aquelas

marcadas em verde fluorescente, ou células vidveis com baixa producdo de ROS
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(DCFDA-/IP-), como aquelas ndo marcadas ou com baixa intensidade de

fluorescéncia verde.

Todas as analises foram realizadas com o citbmetro de fluxo Amnis
ImageStream Mark 1l (EMD Millipore Corp.), equipado com uma objetiva 60x, com
uma taxa de captura de imagem de 5.000 células/segundo. O tamanho da célula foi
mensurado para 7 pm e a velocidade de fluxo de 44 mm/segundo. A aquisicdo das
imagens brutas foi obtida pelo software INSPIRE® e as analises foram realizadas no
software IDEAS® (versdo 6.0). Todos os fluorocromos foram excitados por um laser
de 488 nm. Para a associacdo FITC-PNA + PI, a poténcia do laser usada foi de 55
mW, FITC-PNA e foi detectada no canal 2 (505-560 nm) e o IP no canal 5 (640-745
nm). Para o JC-1, a poténcia do laser foi de 130 mW e a detecgéo realizada nos
canais 2 e 4 (595-640 nm). Para DCFDA + IP, a poténcia do laser foi de 80 mW e foi
detectada nos canais 2 e 5, respectivamente. Aproximadamente 5000 eventos foram

capturados por amostra.

2.6 Andlises estatisticas

Os dados foram testados para a normalidade, usando o Teste Shapiro-Wilk.
Em seguida, as variaveis paramétricas foram submetidas a andlise de variancia
(ANOVA) unilateral, seguida do teste de Tukey. As variaveis ndo paramétricas foram
analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Os dados foram expressos como média + SD
(desvio padrdo) e foram considerados significativos se P < 0,05. As analises

estatisticas foram realizadas utilizando-se a versdo GraphPad Prism8 (Version 8.0.1).

3 Resultados

Na Tabela 1 estdo apresentados os parametros de cinética espermatica (MT,
MP, LIN, STR, WOB, VCL, VSL VAP, ALH e BCF) que nao diferem (P = 0,05) entre os

grupos experimentais, independentemente das concentragdes testadas de PAC lII.
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Tabela 1. Cinematica (CASA) de sémen criopreservado de bodes em diluidor acrescido com

diferentes concentragdes de PAC Ill. Os dados sdo expressos como média + desvio padrao

PAC Ill (ug/mL)

Variaveis 0 1 10 100

MT (%) 67.41+4.71 64.61+9.01 66.63+10.83 63.91+8.54
MP (%) 25.51+7.06 23.36+4.14 23.66+£12.56 21.95+7.62
LIN (%) 52.35+5.34 52.91+4.36 53.60+£7.04 50.84+ 4.44
STR (%) 77.06% 2.97 77.53£3.55 78.19+4.21 77.18%£2.67
WOB (%) 67.78+ 4.44 68.19+ 3.10 68.34+ 5.47 65.79+ 3.87
VCL (um/s) 71.41+£12.79 68.75+£16.43 73.80+10.38 69.23+ 6.63
VSL (um/s) 42.60+7.27 40.4445.25 41.08+8.02 38.59+6.61
VAP (um/s) 55.09+£7.98 52.28+6.87 52.31+8.20 49.9618.24
ALH (um/s) 2.86%0.39 2.71+0.43 2.78+0.42 2.78+£0.45
BCF (Hz) 11.44+0.89 11.38+0.63 11.70+0.82 11.7940.82
PAC Il - proteina anticongelante do tipo Ill; MT — motilidade total; MP — motilidade progressiva; LIN-

linearidade; STR- retinilearidade; WOB: indice de oscilagdo; VCL — velocidade curvilinea, VSL —
Velocidade em linha reta; VAP — velocidade média da trajetéria; ALH- amplitude de deslocamento
lateral da cabeca; BCF- frequéncia de batimento flagelar cruzado. A, B, C, D: letras diferentes na

mesma linha representam diferenca estatistica entre os tratamentos (P <0,05).

O percentual de espermatozoides portadores de membrana plasmatica e

acrossomal integras (Tabela 2) congelados em Tris-gema de ovo suplementado com

100 pg/mL de PAC Il foi inferior (P < 0,05) ao grupo controle (sem adicao de PAC III).

No entanto, as amostras congeladas nas concentracoes de 1 e 10 pg/mL de PAC lli

nao diferiram (P = 0,05) do grupo controle (sem adicdo de PAC lll) e nem do

suplementado com 100 pg/mL da proteina.
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Tabela 2. Integridade de membrana plasmatica e acrossomal, potencial de membrana
mitocondrial, niveis de ROS intracelular (citometria de fluxo) de sémen criopreservado de
bodes, em diluidor acrescido com diferentes concentracbes de PAC lll. Os dados sé&o

expressos como média + desvio padrao

PAC Il (ug/mL)

Variaveis 0 1 10 100

iIMPA (%) 36.17+7.572 30.69+4.49% 29.02+6.692° 26.51+6.17°
MMP (%) 14.61+8.84 18.81+£12.05 18.88+11.44 22.16+13.16
iROS (%) 79.02+35.51 88.67+23.13 86.54+32.00 85.35+31.69

PAC IllI: proteina anticongelante do tipo Ill; iPMA: porcentagem de células com membrana plasmatica e
acrossomal intactas; MMP: potencial da membrana mitocondrial; iROS: niveis ROS intracelulares.
Média + desvio padréo; a, b, c, d: letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica
entre os tratamentos (P <0,05).

A adicédo de PAC lll, nas concentracfes de 1, 10 e 100 pg/mL, nas amostras de
espermatozoides obtidos do epididimo de caprinos, e submetidos a
congelacao/descongelacéo, também néo afetaram (P = 0,05) o percentual de células
espermaticas portadoras de alto potencial de membrana mitocondrial, bem como os
niveis de espécies reativas de oxigénio, quando comparados ao grupo controle (sem
adicéo de PAC III).

4 Discussao

As PACs tém despertado interesse em pesquisas em areas biomédicas, pois
apresentam propriedades Unicas, como anticongelantes biolégicos. No entanto,
poucos estudos avaliaram sua aplicacdo na criopreservacdo de sémen e nenhum
deles utilizou espermatozoides obtido a partir de epididimo de bode (PROVESI e
AMANTE, 2015). Embora os resultados de estudos anteriores tenham sugerido que
ha efeitos benéficos das PACs, a comparacdo direta entre eles € dificil porque,
geralmente, sdo utilizadas diferentes condi¢des experimentais. Fatores como o uso de
diferentes tipos de proteina (I, 1l e Ill), além da origem do espermatozoide e das
espécies empregadas, podem contribuir para a obtencéo de resultados contraditorios.

Neste trabalho, foram utilizados espermatozoides de bode obtidos a partir de
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epididimo e congelados em Tris-gema de ovo (5% glicerol), acrescidos por diferentes
concentracdes de PAC lll, onde ndo houve diferenca entre 0s grupos experimentais
para 0s parametros de cinética, potencial de membrana mitocondrial e producéo de
ROS. A integridade de membrana plasméatica e acrossomal de espermatozoides
congelados com 100 pg/mL de PAC Il foi menor que o grupo controle. Esses

resultados diferem dos relatados na literatura para outras espécies.

Autores que utilizaram a PAC Ill para a congelagdo de sémen de carneiros
(CORREIA et al., 2021), chipanzé (YOUNIS et al., 1998), bufalos (QADEER et al.,
2014) e peixes (ZILLI et al., 2014) relataram aumento na motilidade e na protecéo da
membrana plasmatica dos espermatozoides. Além disso, a suplementacao com 1 ug /
mL de PAC lll, ao diluidor de congela¢édo, melhorou a qualidade pés-descongelacao

dos espermatozoides de caprinos (LV et al., 2021).

A diferenca acima relatada pode estar associada ao fato de que os
espermatozoides epididimarios nao interagiram com as proteinas presentes no
plasma seminal, que promovem altera¢des bioquimicas e atuam como decapacitantes
(MOORE e HIBBIT, 1976; MOUSTAFA e MEZAROS, 1981). Isto pode justificar uma
possivel dificuldade do espermatozoide epididimario interagir com as proteinas
anticongelantes, as quais sao capazes de se ligar a canais ionicos, bloqueando e

estabilizando a membrana plasmatica dos espermatozoides (INGLIS et al., 2006).

Rubinsky et al. (1990) propuseram que as PACs podem atuar blogueando
canais ibnicos, estabilizando os gradientes eletroliticos transmembrana. De acordo
com esta teoria, o influxo de calcio seria diminuido, inibindo parcialmente o processo
de capacitacdo. Os resultados controversos neste estudo, poderia ser devido as
diferencas i6nicas no fluido epididimario ou até mesmo na permeabilidade dos canais

dessas células armazenadas no epididimo (KUNKITTI et al., 2017).

As PACs interagem nao apenas com 0s cristais de gelo, mas também com as
superficies celulares e soluto, durante a preservacdo em baixa temperatura
(RUBINSKY e DEVRIES et al.,, 1989). Essas proteinas induzem histerese térmica,
inibem a recristalizacdo do gelo, reduzem a cinética de formacdo do gelo e
influenciam sua morfologia (VENKETESH e DAYANANDA). E dificil prever as

interacdes proteina-gelo com a membrana do espermatozoide, pois a proteina pode
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sofrer mudancas conformacionais durante a variacdo de temperatura, perdendo sua
capacidade de protecdo (ANTSON et al., 2001).

O comprometimento a integridade da membrana plasmatica e acrossomal dos
espermatozoides caprinos pela PAC lll, na concentracdo de 100 ug/mL, constatado
nesse estudo, corrobora com os reportados por Zandiyeh et al. (2020). Esses autores,
apos a criopreservacao de sémen humano, relataram a ineficacia do uso da PAC Il
em concentragdes acima de 10 pg/mL. Além disso, Koshimoto e Mazur (2002)
demonstraram a diminui¢cdo na viabilidade espermatica com o uso dessa proteina na

concentracdo de 100 yg/mL em espermatozoides congelados de camundongos.

Parece que a menor protecdo as membranas dos espermatozoides, apos
emprego de altas concentracdes de PAC, esta relacionada a sua acao nos canais
ibnicos, pela saida de agua de dentro da célula em quantidade maior que a
necessaria para a criopreservacdo, promovendo o chamado “efeito solugao”.
Acreditava-se que, como as ceélulas foram colhidas da cauda do epididimo, elas
teriam passado pelas modificagbes na membrana plasmatica para desenvolver sua
motilidade potencial e entdo poderiam interagir com as PACs em maior concentracao

para desidratar as células.

O mecanismo de acao das PAC Ill nas membranas e no crescimento do cristal
de gelo ocorre por meio da ligacdo a bicamada lipidica, que aumenta a temperatura
de transicdo de fase das membranas, estabilizando-as (TOMCZAK et al., 2002;
INGLIS et al., 2006). Entretanto, foi observado que o efeito protetor da proteina é
espécie-dependente, com efeito benéfico em algumas espécies e prejudiciais em
outras, devido a um possivel efeito citotéxico (PAYNE et al., 1994; YOUNIS et al.,
1998; PRATHALINGAM et al., 2006).

Comparando nossos resultados com os obtidos por outros autores, a falta de
efeito crioprotetor da PACIII observada nos espermatozoides caprinos pode estar
relacionada a diferenca em sua interacdo com os componentes da membrana, com
arranjos particulares de lipidios de cada espécie e temperaturas de transi¢cao de fase
caracteristicas. Além disso, a espécie caprina apresenta a membrana plasmatica dos
espermatozoides com maior grau de saturacdo e, no tocante ao espermatozoide
epididimario, que nao sofreu o segundo efluxo de colesterol, € possivel que a

interacdo da PAC Il aos lipidios das membranas tenha resultado em estabilidade
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durante a congelacdo. No entanto, este fato pode ter ativado a criocapacitagcéao
espermatica no momento da descongelacdo, uma vez que, ao desorganizar a
estrutura dos cristais, pode ter resultado em organizagdo da membrana plasmatica
devido a descongelacado, como distribuicdo das canoas de fosfolipideos e isto pode
favorecer o efluxo de colesterol, pelo restabelecimento da temperatura, promovendo a
reacao acrossomal (IBORRA et al., 2000).

Os resultados da baixa sobrevivéncia espermaética, devido as elevadas
concentracbes de PAC Il (100 ug/mL), pode ser uma consequéncia da possivel
formacéo de gelo ao redor das células, e até mesmo devido a possivel alteracdo da
forma do cristal de dendritico a bipiramidal (CARPENTER e HANSEN, 1992; CHAO et
al, 1996). Esta afirmacgéo se baseia no fato de que a PAC pode danificar as células
congeladas por via mecanica, causando distorcdo da membrana celular e formacéo
de gelo intracelular, decorrente de elevada concentracdo da PAC, resultando em
cristais de gelo espiculares, cujo tamanho das espiculas de gelo se assemelham ao
das células (PHAM et al., 1990; KOUSHAFAR et al., 1997).

Estas condi¢cdes da utilizacdo da PAC que sdo espécie-especifica e dose-
dependente reforcam estudos anteriores, que, ao utilizarem concentracbes menores
(0,2 e 1 pg/mL) de PAC, obtiveram resultados satisfatérios (QADEER et al., 2014;
ZILLI et al., 2014). Isso € evidente no relato de Qadeer et al. (2014), que observaram
aumento na motilidade progressiva e integridade de membrana plasmatica apoés
congelacdo de sémen de bufalos utilizando 0,1 ug/mL da PAC Ill, possivelmente

devido a promocao da estabilizacdo da membrana.

Além disso, Zilli et al. (2014), ao utilizarem a mesma concentracéo (0,1 yg/mL
da PAC llI), obtiveram melhor motilidade, viabilidade e VSL durante a congelacao-
descongelacdo de sémen de peixes. Assim, as baixas concentragdes (0,1 e 1 pug/mL)
dessa proteina parecem ter mais sucesso, uma vez que as concentracdes mais
elevadas (10 e 100 pg/mL) alteram a permeabilidade ibnica, estimulando a
criocapacitacdo, resultando em menores percentuais de gametas portadores de
membrana plasmatica e acrossomal integras, além de poder ser téxico para 0s
espermatozoides (INGLIS et al., 2006).
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Quanto ao potencial de membrana mitocondrial, foi observado que, embora
sem diferenca estatistica, a adicdo da PAC Il ao diluidor de congelacdo de sémen

caprino elevou numericamente o parametro em relagéo ao grupo controle.

A producdo intracelular de ROS nao foi alterada pela adicdo de PAC Il nas
concentracbes de 1, 10 e 100 ug/mL, em relagdo ao grupo controle. Existem
condi¢cdes em que os niveis de ROS néo sao afetados pela criopreservacao (SOUZA
et al., 2017), fato que foi demonstrado inclusive ao comparar o sémen congelado-
descongelado de algumas espécies com amostras de sémen fresco (SANTIANI et al.,
2014). Os efeitos crioprotetores do PAC IIl parecem nao estar associados com a
reducdo do estresse oxidativo, uma vez que nossos achados foram semelhantes aos
descritos por Correia et al. (2021) e Lv et al. (2021).

A utlizacdo da PAC Ill como aditivo ao diluidor de sémen tem sido
recomendada, com base em resultados favoraveis (YOUNIS et al., 1998; QADEER et
al.,, 2014; ZILLI et al., 2014; CORREIA et al.,, 2021; LV et al., 2021). Contudo, os
mecanismos de acdo, dose adequada e sua provavel interacdo com outros
componentes presentes no diluente de espermatozoides caprinos, ainda precisam ser
elucidados, principalmente sobre espermatozoides epididimarios, sendo este um
campo valido, que poderia aumentar a resposta da criopreservacdo, reforcando a

necessidade de estudos mais detalhados.

Em concluséo, a adicdo da PAC Il ao diluidor Tris-gema de ovo, usado para a
congelacdo de espermatozoides obtidos do epididimo de caprinos, ndo apresenta
efeito sobre a cinética espermatica, potencial de membrana mitocondrial e producao
intracelular de ROS. No entanto, o uso de 100 pg/mL dessa proteina diminui o
percentual de espermatozoides portadores de membrana plasmatica e acrossomal

intactas.
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Resumo

Objetivou-se investigar o efeito da suplementacdo da proteina anticongelante
do tipo Il (PACII) em diferentes diluidores de congelacdo de sémen caprino. Seis
pools de sémen, obtidos de quatro reprodutores caprinos, foram congelados em
diluidor a base de tris-gema de ovo (TGO; Experimento 1) ou diluidor a base de leite
desnatado (LD; Experimento 2), ambos suplementados com PAC IIl (0; 1; 10; 100
png/mL). Apds a descongelagdo (37 °C/30 s), avaliou-se cinética (CASA), viabilidade
(integridade de membrana plasmatica — iMP, e integridade de membrana acrossomal
— IMA por microscopia de fluorescéncia), e ultraestrutura espermatica por meio de
microscopia eletronica de varredura. Nos experimentos 1 e 2 ndo houve diferenca (P
> 0,05) entre 0s grupos experimentais para os parametros de cinética e viabilidade
espermatica. Os resultados da avaliacao ultraestrutural demonstraram que a adi¢ao
da PAC lll causou danos na membrana plasmatica localizada na cabeca e na regido
do colo espermatico. Conclui-se que, nas condicbes deste experimento, a adi¢cdo da
PAC Il aos diluidores a base de tris-gema de ovo e leite desnatado, utilizados para
criopreservacdo do sémen caprino, ndo apresenta efeito positivo sobre a
ultraestrutura dos espermatozoides caprinos submetidos a

congelacédo/descongelacao.

Palavras-chave: Bode; espermatozoide; cinética espermatica; cristais de gelo;

microscopia.

1 Introducéo

As tecnologias reprodutivas sdo fundamentais para o crescimento da
caprinocultura mundial (PURDY et al., 2009), como a inseminacao artificial (1A) e a
criopreservacado seminal, que reforcam a necessidade de desenvolver protocolos que
melhorem a eficiéncia da IA com o uso de sémen pds-descongelacdo. Nesse sentido,
as principais mudancas estdo relacionadas a congelacdo de sémen, por ser o
principal método de preservacdo espermatica por tempo indeterminado (SANTIAGO-
MORENO et al., 2011).

O processo de criopreservacdo pode causar danos irreversiveis as

mitocbndrias, membranas plasmaticas e acrossomais dos espermatozoides,
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comprometendo a viabilidade celular. Esses danos podem ser causados por
mudancas de temperatura, formacdo de cristais de gelo e toxicidade do diluidor
(WATSON, 1995; PURDY, 2006). Dessa forma, investiga-se o aperfeicoamento das
curvas de refrigeracdo/congelacdo, a natureza quimica dos diluidores e os
mecanismos de crioprotecdo, como a suplementacdo dos diluidores com agentes
antioxidantes e/ou com agentes crioprotetores intra ou extracelulares, seja de
natureza lipidica ou proteica, como € o caso das proteinas anticongelantes (PAC)
(PROVESI; AMANTE, 2015).

A PAC é uma classe de peptideos capaz de interagir e influenciar no
crescimento do nucleo inicial dos cristais de gelo, na reducdo do ponto de
congelamento da &gua, bem como na inibicdo da recristalizacao; (DE VRIES et al.,
1970; DE VRIES, 1988). Sdo conhecidos cinco membros que compdem a familia das
proteinas anticongelantes (PACI, PACII, PACIII, PACIV e GPAC), mas apenas trés
estdo disponiveis comercialmente (PACI, PACIII e GPAC) (PROVESI; AMANTE,
2015).

A PAC Il vem sendo estudada com resultados promissores como agente
crioprotetor em espermatozoides de diferentes espécies, como chimpanzés (YOUNIS
et al., 1998), bufalos (QADEER et al.,, 2014), peixes (ZILLI et al., 2014), ovinos
(CORREIA et al., 2021) e caprinos (LV et al., 2021). Por isso, formulamos a hipétese
de que a suplementacao da PAC Ill em diferentes diluidores de congelacdo de sémen

caprino poderia aprimorar e elucidar a acao desta proteina na célula espermatica.

Assim, o objetivo desse estudo foi investigar in vitro o efeito da adicdo da PAC
[l na qualidade pds-descongelacdo espermatica, bem como possiveis interacdes

desta proteina com os diluidores tradicionais da criopreservacéo do sémen caprino.

2 Material e Métodos

Todos os procedimentos experimentais foram realizados ap6s aprovacao pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), licenca n® 110/2019.
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2.1 Reagentes

Os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A
solucdo estoque da proteina anticongelante Il (PACIII -1 M) foi preparada em DMSO

e armazenada a -20 °C.

2.2 Animais, colheita de sémen e avaliacdo do sémen fresco

Quatro bodes Saanen, sexualmente maduros, alimentados com feno de
Tifton, racdo comercial peletizada (400 g/dia), sal mineral e agua ad libitum foram
utilizados neste estudo. Amostras de sémen foram obtidas utilizando o método de
vaginal artificial, com uma fémea como manequim. Seis ejaculados foram obtidos de
cada animal, em dias alternados, totalizando 24 ejaculados. Imediatamente apos a
colheita, as amostras foram avaliadas subjetivamente quanto a turbilhonamento,
motilidade e vigor espermatico, sob microscopio de contraste de fase (Olympus,
Japado, 100x). Os ejaculados que apresentaram valores minimos de 70% de
motilidade total foram aprovados e destinadas a formac¢do do pool. Em seguida, a
concentracdo espermatica foi determinada utilizando-se a camara de Neubauer e a
motilidade espermatica do pool foi analisada no sistema computadorizado de analise
de espermatozoides (CASA, SCATM; Microptics, S.L., Versdo 5.1, Barcelona,
Espanha).

2.3 Criopreservagéo do sémen

O pool de sémen foi submetido duas vezes ao processo de lavagem com
tampao TRIS (3,605 g Tris, 2,024 g de &cido citrico, 1.488 g de frutose, 100 mL de
agua MilliQ, pH 6.8), por centrifugacdo (600 g/10 min), para remoc¢do de plasma
seminal. Dois experimentos foram realizados. No experimento 1, foi utilizado o diluidor
a base de Tris-gema de ovo (TGO: 3,786 g de Tris; 2,172 g de &cido citrico; 0,625 g
de frutose; 20% de gema de ovo; 100 mL de agua ultrapura; 5% de glicerol, pH 6,8).
Para o experimento 2, foi utilizado o diluidor & base de leite desnatado (LD: 10 g leite
em pé desnatado; 0,0194 g glicose; 100 mL de &gua ultrapura; 5% glicerol, pH 6,8).

Em ambos os experimentos a concentracdo final do sémen diluido foi de 200 x 10°
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espermatozoides/mL. Apoés diluicdo, foram formados os grupos experimentais e foram

suplementados com diferentes concentracdes de PAC 11l (0, 1, 10 e 100 pg/mL).

A seguir, as amostras foram envasadas em palhetas (0,25 mL), identificadas
por grupo, e congeladas em sistema automatizado (TK Tecnologia em Congelacao
Ltda, Uberaba, Brasil). Foi utilizada curva de refrigeracdo de —0,25 °C/min, iniciando a
temperatura ambiente (27 °C). Apés atingir 5 °C, as amostras de sémen foram
submetidas ao periodo de estabilizacdo durante 120 minutos e, logo apos este
periodo, foi iniciada a curva de congelacdo com diminuicdo de —15 °C/min, até chegar

a—120 °C. Em sequida, as palhetas foram estocadas em nitrogénio liquido (—196 °C).

2.4 Descongelacao e avaliacdo do sémen

Duas palhetas de sémen de cada grupo experimental foram descongeladas (37
°C/30 s), agrupadas e submetidas as avaliacfes, apds cinco minutos de incubacédo a
37 °C.

2.4.1 Andlise da cinética espermética

Aliguotas (10 pL) de sémen foram diluidas nos respectivos diluidores (sem
glicerol) para a concentracdo de 50 x 10° espermatozoides/mL e incubadas em
banho-maria (37 °C/15 min). A avaliacdo da cinética espermética foi realizada no
sistema CASA. Uma aliquota (10 pL) da amostra diluida foi depositada sobre uma
lamina e coberta com laminula (18 x 18 mm), ambas pré-aquecidas (37 °C), e
avaliadas em microscoépio de contraste de fase (Eclipse 50i, Nikon, Japao, 100x). As
imagens foram capturadas por uma camera de video (Basler Vision Technologies™
A312FC, Alemanha). Para cada amostra, cinco campos aleatdrios foram
selecionados, com pelo menos 500 espermatozoides registrados. As variaveis
analisadas foram: motilidade total (MT,%), motilidade progressiva (MP,%), linearidade
(LIN,%), retilinearidade (STR,%), indice de oscilacdo (WOB,%), velocidade curvilinea
(VCL, um/s), velocidade em linha reta (VSL, um/s), velocidade média da trajetoria
(VAP, um/s), amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH, um/s), frequéncia de

batimento flagelar cruzado (BCF, Hz). Os valores do CASA foram medidos com as
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seguintes configuracdes: temperatura, 37 °C; ampliacdo, 100x; nimero de imagens,

25; fotos por segundo, 25; area da cabeca, 20 a 70 um?; 50% LIN.

2.4.2 Andlise por microscopia de epifluorescéncia

As anadlises de integridade de membrana plasmatica (iMP) e integridade de
acrossoma (iMA) foram realizadas por meio de microscopia de epifluorescéncia (x400;
Carl Zeiss, Gottingen, Germany). A iMP foi avaliada pelo método de dupla coloracéo,
utilizando os fluorocromos diacetato de carboxifluoresceina (CFDA; 0,46 mg/mL em
DMSO) e iodeto de propidio (IP; 0,5 mg/mL em PBS). Para cada tratamento, uma
aliquota (30 uL) da amostra foi corada com 5,0 yL de CFDA e 5,0 uL IP, incubada por
10 min (25 °C). Um total de 200 espermatozoides foram avaliados usando filtro de
excitacdo DBP 485/20 nm e filtro de emisséo de 580-630 nm.

A avaliacdo da integridade de membrana acrossomal (iMA) foi realizada
utilizando o fluorocromo isotiocianato de fluoresceina conjugado a Peanut aglutinin
(FITC-PNA; 100 pg/mL em PBS). Para cada tratamento, uma aliquota (10 uL) da
amostra foi utilizada para confeccéo de estiraco, que, apos seco ao ar, foi corado com
20uL de FITC-PNA e incubado em camara umida (4 °C) por 20 minutos, no escuro.
Posteriormente, as laminas foram imersas em TRIS tamp&o, duas vezes, e secas
naturalmente. Imediatamente antes da avaliagdo, 5,0 uL do meio de montagem (4,5
mL de glicerol, 0,5 mL PBS e 5,0 mg de p-fenilediamine) foram colocados na lamina e
cobertos com laminula. Ao todo, 200 espermatozoides por lamina foram avaliados sob
imerséo, utilizando filtro de emissao LP 515 nm e filtro de excitacdo BP 450-490 nm. A
integridade acrossomal é avaliada segundo a coloracdo observada em microscopia,
com a utilizagdo do FITC-PNA (SILVA; GUERRA, 2012). Os espermatozoides com
acrossoma intacto fluorescem em verde brilhante, e os espermatozoides com
acrossoma reagidos coram em verde por toda extensdo da cabeca (ROTH et al.,
1998).

2.4.3 Andlise por Microscopia Eletronica de Varredura
Para analise ultraestrutural, amostras dos grupos de ambos 0s experimentos
foram lavadas trés vezes em tampao fosfato salino (PBS; pH 7,2) e fixadas por 2

horas a 25 °C em solucdo contendo 2,5% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido
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em tampdo cacodilato a 0,1 M (solu¢cdo de Karnovsky; pH 7,2). Em seguida, as
células foram lavadas trés vezes em PBS e pos-fixadas por 1 hora em solucédo a 1%
de tetroxido de ésmio a 0,8%, ferricianeto de potassio a 5 mM e CaClz em 0,1 M de
tampédo cacodilato, por 30 minutos, no escuro. As células foram lavadas mais trés
vezes em PBS, aderidas com poli-L-lisina em laminulas, desidratadas gradativamente
em solucédo de etanol (etanol a 7, 15, 30, 50, 70, 90 e 100%), submetidas ao ponto
critico no aparelho HCP-2 Critical Point Dryer (Hitachi, Tokyo, Japan) e metalizadas
com uma camada de ouro de, aproximadamente, 20 nm. As imagens foram geradas
pelo microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-.5600LV (JEOL, Tokyo, Japan).
Foi realizada uma avaliacdo descritiva das estruturas espermaticas. Na cabeca, o
acrossoma e membrana plasméatica foram analisados. Na cauda, foi observada a

peca intermediaria.

2.5 Andlises estatisticas

Os grupos experimentais foram testados para a normalidade, usando o Teste
Shapiro-Wilk. Em seguida, as variaveis paramétricas foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) unilateral, seguida do teste de Tukey. As varidveis nédo
paramétricas foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Os dados foram
expressos como média + SD (desvio padrao) e foram considerados significativos se P
< 0.05. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se a versdo GraphPad
Prism8 (Version 8.0.1).

3. Resultados
3.1 Experimento 1

O efeito da adicédo de PAC Ill ao diluente Tris-gema de ovo na congelagao de

sémen de caprinos foi investigado.
3.1.1 Avaliacdo da cinética espermatica e integridade celular

N&o houve diferenca (P > 0.05) nos parametros cinéticos (MT, MP, LIN, STR,
WOB, VCL, VSL, VAP, ALH e BCF) dos espermatozoides pés-descongelados dos
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grupos tratados com PAC Il em relacdo ao grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios dos parametros cinéticos de espermatozoides caprinos, apos
congelagdo em diluidor & base de Tris-Gema de ovo, adicionado de diferentes concentragdes
(0,1,10 e 100 pg/ml) de PAC 1lI

PAC 1l (ug/ml)

Variaveis 0 1 10 100

MT (%) 50.43+£12.89 48.41+6.87 54.56+15.56 51.66+14.07
MP (%) 27.9948.51 30.3945.17 32.74+8.99 33.34+9.20
LIN (%) 73.70+£13.96 73.84+ 5.52 73.41+4.31 73.76+4.49
STR (%) 86.97+ 7.83 89.46+3.24 88.06+3.48 88.83+2.63
WOB (%) 84.03+£9.73 82.46+ 3.83 83.37+£3.17 79.69+9.68
VCL (um/s) 66.26+9.20 76.39+8.63 73.53+10.97 78.40+11.44
VSL (um/s) 47.97+6.76 56.30+6.64 53.81+7.79 57.67+8.44
VAP (um/s) 56.11+5.27 62.89+6.71 61.19+8.72 65.01+9.90
ALH (um/s) 1.90+0.57 2.34+0.35 2.23+0.33 2.30+0.37
BCF (Hz) 9.41+2.17 11.71+1.18 11.26+1.58 11.23+1.85

PAC Il — proteina anticongelante do tipo Ill; MT — motilidade total; MP — motilidade

progressiva; LIN - linearidade; STR - retilinearidade; WOB: indice de oscilagdo; VCL —
velocidade curvilinea, VSL — velocidade em linha reta; VAP — velocidade média da trajetéria;
ALH- amplitude de deslocamento lateral da cabeca; BCF - frequéncia de batimento flagelar.

Quanto a integridade de membrana plasmatica e integridade de membrana
acrossomal também nao foi observada diferenca (P > 0.05) entre os grupos controle e
os tratados com PAC lll (Tabela 2).

Tabela 2. Percentual de espermatozoides caprinos portadores de membrana plasmatica
(iIMP) e membrana acrossomal (IAC) integras, apds congelacdo em diluidor a base de Tris-
gema de ovo, adicionado de diferentes concentragbes (0,1, 10 e 100 pg/ml) de PAC Il e
avaliados em microscopia de epifluorescéncia

PAC 1l (ug/ml)
Variaveis 0 1 10 100
iMP (%) 38.07+11.05 38.14+8.91 46.86+19.56 38.23+7.13
iIMA (%) 20.2945.23 20.00+6.63 24.17+11.72 21.0045.00

PAC IllI: proteina anticongelante do tipo lll; iMP: porcentagem de células com a membrana
plasmatica integras; iIMA: potencial de células com a membrana acrossomal integras.
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3.1.2 Avaliacéo da ultraestrutura por microscopia eletrénica de varredura

A analise através da microscopia eletrénica de varredura evidenciou danos na
membrana plasmatica dos espermatozoides caprinos congelados em diluidor a base

de Tris-gema de ovo, suplementado com PAC IlI.

A andlise dos espermatozoides do grupo controle (O pg/mL; Figuras 1A e 1B)
evidenciou a membrana plasmatica intacta, enquanto nas amostras dos grupos
tratados com diferentes concentra¢des (1, 10 ou 100 pg/mL) de PAC lll (Figuras 1C,
1E e 1G, respectivamente), foram observados danos erosivos na membrana
plasmatica na regido da cabeca espermatica e danos localizados na regido do colo,
em espermatozoides dos grupos suplementados com 1 e 10 pg/mL de PAC Il

(Figuras 1D e 1F, respectivamente).
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Figura 1. Espermatozoides caprinos, apds congelacdo em diluidor Tris-gema de ovo,
adicionado de diferentes concentracbes de PAC lll, avaliados em microscépio eletrbnico de
varredura. A e B) espermatozoides sem PAC lll, com membranas plasmaticas integras; C e
D) espermatozoides com 1 pg/mL de PAC lll com leséo (dupla —) na membrana plasmatica;
E e F) espermatozoides com 10 pg/mL de PAC Il com descamacéao e fissura (seta grossa)
da membrana plasmética; G e H) espermatozoides com 100 pg/mL de PAC Ill com
descamacéo intensa e danos erosivos na membrana plasmatica (seta grossa).
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3.2 Experimento 2

Neste experimento, a adicdo de PAC Ill ao diluidor & base de Leite desnatado
para congelacdo de sémen de caprinos foi avaliada.

3.2.1 Avaliacdo da cinética espermatica e integridade celular

O grupo acrescido de 1 pg/mL de PAC Il apresentou menor (P<0.05) MP que
0 grupo tratado com 100 pg/mL de PAC lll, porém, sem diferir dos demais grupos.
N&o houve diferenca (P>0.05) para os demais parametros cinéticos (MT, MP, LIN,
STR, WOB, VCL, VSL, VAP, ALH e BCF) entre os grupos avaliados (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios dos parametros cinéticos de espermatozoides caprinos, apds
congelacdo em diluente a base de Leite desnatado, adicionado de diferentes concentragfes
(0,1, 10 e 100 pg/ml) de PAC IlI

PAC 1l (ug/ml)
Variaveis 0 1 10 100
MT (%) 45.23+7.99 35.7746.73 39.8345.93 48.98+10.78
MP (%) 20.40+4.83"8 13.33+1.36° 19.53+6.95"8 23.97+5.274
LIN (%) 61.10+7.97 61.25+ 9.27 62.58+9.46 64.50+6.31
STR (%) 78.55+ 5.93 78.87+7.29 81.00+6.75 82.27+3.81
WOB (%) 77.50+4.72 77.35+£4.87 76.97+6.66 78,28+4.76
VCL (um/s) 97.92+20.92 79.33+16.26 85.40£13.02 86.02+14.23
VSL (um/s) 58.88+10.16 48.03+9.00 53.37+11.07 55.30+9.09
VAP (um/s) 75.47+14.78 61.23+12.28 65.93+12.42 67.30+11.42
ALH (um/s) 3.10+0.61 2.70+0.45 2.88+0.44 2.70£0.40
BCF (Hz) 11.23+1.00 10.42+1.25 11.42+1.82 10.92+1.49
PAC Il — proteina anticongelante do tipo Ill; MT — motilidade total; MP — motilidade

progressiva; LIN - linearidade; STR - retilinearidade; WOB: indice de oscilacdo; VCL —
velocidade curvilinea, VSL — velocidade em linha reta; VAP — velocidade média da trajetéria;
ALH- amplitude de deslocamento lateral da cabeca; BCF - frequéncia de batimento flagelar. *
B: letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica entre os tratamentos (P
<0,05).

Para integridade de membranas plasmatica e acrossomal nenhum efeito

protetor (P>0.05) foi observado com a adicdo de PAC Ill ao diluente leite desnatado

usado na congelacéo do sémen caprino (Tabela 4).
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Tabela 4. Percentuais de espermatozoides caprinos com membrana plasmatica (iMP) e
membrana acrossomal (iIMA) integras, pos-congelacao em diluente a base de leite desnatado,
adicionado de diferentes concentracdes (0, 1, 10 e 100 pg/mL) de PAC Ill e avaliados em
microscopia de epifluorescéncia

PAC Il (ug/mL)

Variaveis 0 1 10 100
iMP (%) 44.95+8.16 38.14+8.91 46.86+19.56 38.23+7.13
iIMA (%) 28.35+4.66 31.60+7.96 36.00+14.91 29.50+12.77

PAC IlII: proteina anticongelante do tipo IllI; iMP: porcentagem de células com a membrana
plasmatica integra; iMA: porcentagem de células com a membrana acrossomal integra.

3.2.2 Avaliacéo da ultraestrutura por microscopia eletronica de varredura

A avaliacdo através da microscopia eletrbnica de varredura evidenciou danos
extensos a membrana plasmatica, tanto na regido da cabeca quanto do colo, dos
espermatozoides caprinos congelados em diluidor & base de leite desnatado,
suplementado com diferentes concentracbes PAC Il (Figura 2). A andlise dos
espermatozoides do grupo controle (0 pg/mL; Figuras 2A e 2B) evidenciou a
membrana plasmatica intacta, enquanto nas amostras dos grupos tratados com
diferentes concentragdes (1, 10 e 100 ug/mL) de PAC lll (Figuras 2C, 2D, 2E, 2F, 2G
e 2H, respectivamente). Foram observados danos erosivos na membrana plasmética
localizada na cabeca dos espermatozoides e danos localizados na regido do colo
(Figuras 2D, 2E, 2F e 2G).
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Figura 2. Espermatozoides caprinos, pés-congelacdo em diluidor a base de Leite Desnatado,
adicionado de diferentes concentracdes de PAC lll, avaliados em microscopio eletrdnico de
varredura. A e B) espermatozoides sem PAC lll, com membranas plasmaticas integras; C e
D) espermatozoides com 1 pg/mL de PAC Il com lesdo (dupla —) na membrana plasmatica;
E e F) espermatozoides com 10 pg/mL de PAC Il com descamacéo e fissura (seta grossa) da
membrana plasmatica; G e H) espermatozoides com 100 ug/mL de PAC Ill com descamacao
intensa e danos erosivos na membrana plasmatica (seta grossa).
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4 Discussao

Este estudo considerou os efeitos da adicdo do PAC Il na congelagdo de
espermatozoides caprinos, com foco na qualidade pds-descongelamento e avaliacédo
ultraestrutural. Concentracbes diferentes de PAC Ill foram avaliadas e foi
demonstrado que a sua adi¢do, independente da concentracdo e do diluidor testado,

causou danos as membranas espermaticas.

Os resultados do presente estudo foram contrarios a outros autores que
mostraram efeitos estimulantes da adicdo desta proteina sobre a motilidade dos
espermatozoides, onde a suplementacédo de PAC | e Ill (0,1 pg/mL, 1 pg/mL e 10
pMg/mL) em diluidor de sémen de peixes, determinou efeitos positivos na motilidade e
na velocidade poOs-descongelamento, especialmente com PAC Il (SHALIUTINA-
KOLESOVA et al., 2019), resultados semelhantes foram obtidos em peixes com a
adicdo de 10 pM de PAC Ill (ABED-EKMDOUST et al.,, 2017). Considerando a
espécie utilizada, é importante ponderar que o espermatozoide de peixe apresenta
condi¢cOes diferentes para a criopreservagao, quando comparado ao espermatozoide
de mamiferos, como o caprino, pois apresentam maior necessidade de crioprotetores
penetrantes, variando entre 10% a 20% da solu¢do (CHE-ZULKIFLI et al., 2018), que

alteram a propriedade coligativa da agua e favorecem a desidratacdo celular.

Outra condicao observada foi a reducdo das concentracfes de crioprotetores
penetrantes e a associacao com a PAC Ill, como relatam Hossen et al. (2021). Estes
autores verificaram que a adicdo de 10 ug/mL de PAC Ill, associada a 8% de
dimetilsulféxido, pode criopreservar eficientemente espermatozoides de moluscos, ou

seja, reducédo da quantidade de DMSO comumente utilizada, que é de 10%.

E importante considerar que as proteinas anticongelantes possuem afinidade
de ligacdo ao gelo e sdo capazes de reduzir a temperatura de congelacdo de uma
solucdo de forma néo coligativa, com influéncia negativa em sua temperatura de
fusdo, fendbmeno conhecido como histerese térmica (TH). Além disso, tem interacao
do diluidor suplementado com PAC Il aos canais iGnicos, que estabiliza os gradientes
eletroliticos transmembrana (FLORES et al., 2018). Assim, a célula desidrata e os

cristais de gelo sdo formados na regido extracelular.
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Os diluidores testados nos dois experimentos possuem glicerol, um alcool que
promove modificacdo da propriedade coligativa. Porém, ndo houve reducdo da
guantidade comumente usada deste crioprotetor penetrante para a adicdo da PAC I,
0 que pode ter acentuado o processo de desidratacdo celular, previamente a

congelacéo, formando cristais de gelo extracelulares.

Em experimentacdo realizada com hemacias, Ishiguro e Rubinsky (1994)
observaram que a adicdo de PAC promoveu desidratacdo celular, porém modificou a
formacdo dos cristais de gelo para um formato de espiculas. Quanto maior a
concentracdo de PAC, maior o tamanho das espiculas e a destruicdo celular. Desta
forma, acredita-se que o0 mesmo comportamento observado em hemacias ocorreu
com a célula esperméatica caprina, ou seja, o glicerol promoveu a desidratacao celular
e a PAC Il organizou os cristais de gelo em formato de espiculas, que danificaram a
membrana plasmatica, justificando as alteragcbes observadas na microscopia

eletrbnica de varredura.

Os estudos de Lv et al. (2021) demonstraram que a adicdao de PAC Il ao
diluente de congelacdo melhorou a qualidade pés-descongelacéo do sémen caprino,
com a concentracdo de 1 pg/mL. Porém, nas maiores (10, 50 e 100 pg/mL)
concentragcdes de PAC Il foram observadas menor efeito crioprotetor. Estes estudos
corroboram com 0s observados em nosso experimento, pois ndo foi observada
diferenca entre os parametros de integridade celular entre os grupos tratados e o
controle, quando utilizadas as sondas fluorescentes. No entanto, as lesdes
observadas na MEV podem indicar lesbes subletais, que podem comprometer a

funcdo espermatica.

Considerando outras espécies, Zandiyeh et al. (2020), apés a criopreservacao
de sémen humano, relataram a falta de efeito da PAC Il em concentragdes acima de
10 pg/mL. Koshimoto e Mazur (2002) demonstraram a diminuicdo na viabilidade
espermatica com o uso da proteina na concentracdo de 100 pg/mL em
espermatozoides congelados de camundongos. Lv et al. (2021) demonstraram que a
adicdo de 1 pg/mL de PAC lll em amostras de sémen caprino foi mais viavel, e acima
desse valor ndo teve efeito protetor. Assim, mostrou que a menor protecdo as
membranas dos espermatozoides apds uso de altas concentragbes (10, 50 e 100

Mg/mL) de PAC parecem estar relacionadas ao aumento de danos.
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A concentracdo de 100 pg/mL ndo otimiza o uso da PAC Ill. No presente
estudo, as concentracbes de PAC Il utilizadas sdo semelhantes as utilizadas
anteriormente (LV et al., 2021). No entanto, combinagdo com outros componentes do
diluidor, diferentes tipos de PAC, bem como concentracdes mais altas de PAC que
poderiam aumentar a resposta da atividade protetora na criopreservacéao, reforca a
necessidade de estudos mais detalhados. Isso poderia ser uma perspectiva de futuro,
visto que cada diluidor possui uma composicao diferente que pode atuar e interagir
com as proteinas sobre mecanismos diferentes (ANTSON et al., 2001). Neste caso,
considerar a reducdo da concentragdo de crioprotetores penetrantes, como 0s

estudos na criopreservacao de espermatozoides de moluscos.

A avaliacdo ultraestrutural para estudar o efeito da adicdo da PAC em
diferentes diluidores na congelacdo de sémen ainda ndo tinha sido demonstrado.
Entretanto, neste estudo a adicdo da PAC Il causou danos erosivos na membrana
plasmatica localizada na cabeca dos espermatozoides e danos localizados na regiao
do colo dos espermatozoides. Tais danos celulares podem ter ocorrido pela
capacidade das PACs interagirem com os cristais de gelo, com as superficies
celulares e com os solutos, durante a preservacao em baixa temperatura (RUBINSKY;
DEVRIES et al., 1989).

No entanto, ndo se sabe como ocorrem essas interagdes entre a proteina e o
gelo com a membrana desta célula, pois a proteina pode sofrer mudancas
conformacionais durante a variacdo de temperatura e perder sua capacidade
protetora (ANTSON et al., 2001). E sabido que as proteinas agem através da
adsorcao de suas superficies planas de ligacdo ao gelo sobre os planos especificos
dos cristais de gelo, inibindo ou prevenindo o crescimento posterior do gelo (FLORES
et al., 2018), mas esse mecanismo na crioprotecdo ao espematozoide ainda nao é

bem elucidado.

Em concluséao, a adicdo de PAC Il aos diluidores a base de Tris-gema de ovo
e leite desnatado, usados para a congelacédo de sémen, ndo apresenta efeito positivo
sobre a cinética espermatica e integridade de membrana plasmatica e acrossomal.
Além disso, a adicdo da PAC Ill causa danos erosivos & membrana plasmética

localizada na cabeca dos espermatozoides e danos localizados na regiéo do colo.
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6 Consideracgdes finais

O aprimoramento dos protocolos de criopreservacdo de sémen caprino €
importante para o crescimento da caprinocultura no pais. No entanto, algumas
condicbes durante a criopreservacdo podem ser causas fundamentais da baixa
gualidade do sémen pos-descongelacéo, uma delas € a formacgéao de cristais de gelo.
E por isso que essas proteinas foram utilizadas em diluidores de sémen, com o intuito
de minimizar os danos causados na congelacdo-descongelacdo dos

espermatozoides.

Os resultados do primeiro artigo permitem consideracdes iniciais sobre 0s
efeitos da suplementacao do diluidor de congelagdo de espermatozoide caprino com
PAC IlIl, antes do processo de criopreservacao. A adicdo da PAC Il ao diluidor Tris-
gema de ovo, usado para a congelacdo de espermatozoides obtidos do epididimo de
caprinos, ndo apresenta efeito sobre a cinética espermaética, potencial de membrana
mitocondrial e producgdo intracelular de ROS. O uso de 100 pg/mL dessa proteina
diminui o percentual de espermatozoides portadores de membrana plasmatica e
acrossomal intactas. A auséncia de efeitos significativos ou negativos do tratamento
com PAC lll, para as concentracdes testadas no presente estudo, pode ter ocorrido

pela suplementacdo com niveis insuficientes ou excessivos.

Mesmo quando utilizado dois tipos de diluidores para congelacdo de sémen
caprino, concentracdes (1, 10 e 100 pug/mL) de PAC Ill em ambos diluidores (LD e
TGO) foram incapazes de exibir seus efeitos crioprotetores nos espermatozoides de
bode. Além disso, adicdo da PAC Ill causou danos erosivos ha membrana plasmatica

localizada na cabeca dos espermatozoides e danos localizados na regido do colo.

Mais estudos serdo necessarios para se obter resultados mais concretos a
respeito das concentragcdes mais eficazes que possam melhorar a qualidade do
sémen caprino pos- descongelacdo, pois a confirmacdo e esclarecimento dos

resultados relatados exigem uma investigacdo mais aprofundada.
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