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Resumo

O objetivo do estudo foi investigar os efeitos de diferentes concentracdes de
sacarose sobre a qualidade do sémen equino poOs-descongelacdo. Foram
utilizados 24 ejaculados obtidos de 6 garanhdes da raga Mangalarga
Marchador e Campolina, no qual, cada ejaculado foi dividido em 5 grupos:
controle (diluidor de congelacdo sem sacarose), controle positivo (Botucrio®®)
e trés grupos constituidos do diluidor de congelacdo suplementados com
Sacarose nas concentragbes de 25 mM, 50 mM e 100 mM. As amostras de
sémen foram obtidas com vagina artificial, avaliadas e transportadas (5 °C)
para o laboratério. As amostras de sémen foram diluidas (200x10°
espermatozoides/mL), envasadas em palhetas e submetidas a congelacéo.
Imediatamente apds descongelacdo (37 °C, 30s), as amostras de sémen foram
avaliadas quanto a cinética, integridade das membranas plasmatica e
acrossomal, estabilidade de membrana e potencial de membrana mitocondrial.
A adicdo de 50 e 100 mM de sacarose ao diluidor de congelacdo aumentou (P
< 0,05) os parametros de MT, MP, VCL, VSL e VAP, em relacdo ao grupo
controle. O parametro WOB do grupo suplementado com sacarose na
concentracdo de 100 mM foi maior (P < 0,05) do que o grupo controle. Maiores
valores (P < 0,05) de ALH e BCF foram observados nos grupos tratados com
sacarose (25, 50 e 100 mM), em comparacdo ao Botucrio®. O sémen
congelado na presenca de 100 mM de sacarose apresentou porcentagens
maiores (P < 0,05) de espermatozoides com membranas plasmatica e
acrossomal intactas (PNA-/IP-), e alto potencial de membrana mitocondrial
(APMM), quando comparado com o sémen congelado sem sacarose (grupo
controle), com Botucrio® (controle positivo). Conclui-se que a adicdo de
sacarose nas concentracdes de 50 e 100 mM ao diluidor & base de leite/gema

pode ser um eficiente crioprotetor para congelacdo de sémen equino.

Palavras-chave: Crioprotetor, sacarose, citometria de fluxo, criopreservacéo,
sémen equino.
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1 INTRODUCAO

Segundo os dados do IBGE (2016), o Brasil possui 0 maior rebanho de
equinos da Ameérica Latina e o terceiro rebanho mundial. Movimentando
aproximadamente 16 bilhdes de reais e proporcionando cerca de 3,2 milhdes
de empregos diretos e indiretos, onde se destacam os fornecedores de
insumos, produtos e servicos (ALMEIDA e SILVA, 2010). Além da importancia
econbmica, a equideocultura contribui no aspecto social, possibilitando
atividades de esporte e lazer, como a equoterapia para tratamentos
psicomotores (LIMA et al., 2006).

O uso de biotecnologias que possibilitem maior aproveitamento na
reproducdo no sistema de criacdo da espécie equina tem sido desde entdo
amplamente empregado por criadores, como as técnicas de criopreservacao de
sémen. Entre os principais beneficios, observa-se a diminuicdo dos custos e
riscos no transporte dos animais que se deseja reproduzir, incluindo a
possibilidade de uso de animais de paises diferentes; controle de doencas;
maior aproveitamento de animais geneticamente superiores e possibilidade de
utilizacdo do sémen de garanhdes que estdo em atividade esportiva, doentes

Ou que ja morreram.

No entanto, ao que se refere a técnica de criopreservacdo, 0
espermatozoide equino apresenta baixa resisténcia ao processo de
congelacéo, refletindo em reduzida taxa de fertilidade do sémen congelado-
descongelado (FERREIRA, 2008).

No Brasil, muitos centros de reproducdo equina realizam congelacao de
sémen de garanhfBes com o uso de amidas como crioprotetor, tendo bons
resultados de fertilidade a campo (ALVARENGA e PAPA, 2011). O glicerol por
sua vez, é o crioprotetor mais usado na espécie equina, diminuindo os efeitos
agressivos da congelacdo e descongelacdo, apesar do grau de toxicidade
(OLIVEIRA et al, 2013). Em virtude de tal limitacdo, tem se buscado

alternativas que possam atuar em associacdo ao glicerol na formacdo de
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diluentes, sendo a dimetilformamida a mais utilizada (ALVAREZ et al., 2014;
WU et al., 2015).

Os acgucares, como crioprotetores ndo penetrantes, agem minimizando o
estresse osmoético durante a congelacdo, assim como desempenhando
importante papel no diluente de congelacdo (HOLT, 2000). Segundo Yildiz et
al. (2000), além de atuarem como crioprotetores, 0s agUcares sdo substratos
energeéticos para o espermatozoide durante a incubacéo, protegendo também a
membrana plasmatica durante a congelacdo e descongelacdo, através de
interacbes diretas nas membranas plasmatica e acrossomal, podendo ter

resultados diferentes de acordo com o tipo do agucar.

A trealose, a lactose e a sacarose ja foram descritas como crioprotetores
eficazes no processo de criopreservacao de sémen, em trabalho desenvolvido
com ratos (PIASSI et al., 2009). Outros experimentos foram realizados usando
sacarose, tanto na criopreservacao de sémen de touros (WOELDERS et al.,
1997; BUYUKLEBLEBICI et al., 2014) quanto de cées (YILDIZ et al., 2000) e
gatos (VIZUETE et al., 2014). No entanto, pouco se sabe sobre a atuacdo do
mesmo na espécie equina, havendo a necessidade de realizacdo de mais
estudos para avaliar a eficacia da sacarose como crioprotetor no sémen dessa

espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inseminacao Artificial em equinos

Bastante utilizada na reproducdo, a inseminacdo artificial (IA) em
equinos é uma ferramenta que traz varios beneficios, como o maior controle de
doencas, diminuicdo de riscos de acidentes por monta natural, maior nimero
de potros filhos de um mesmo garanhao e reducdo de custos quando se quer
crias de animais que estdo em locais distantes. E uma técnica ja disseminada
em todo o mundo, mais comumente utilizada com uso de sémen refrigerado
(LOOMIS, 2006).

Acredita-se que a primeira espécie a ser submetida a IA com sucesso
foi a equina, mas o interesse por esta técnica persiste até os dias de hoje,
sendo usada na maioria de suas racas (ALLEN, 2005). Além disso, a IA é a
base para outras biotecnologias, desde a transferéncia de embrides até a
clonagem, ganhando aceitacdo crescente nos ultimos 25 anos na criacdo de
cavalos (AURICH, 2012).

Segundo Loomis (2006), uma vez que a colheita de sémen é realizada
em sistema diferente da monta natural (sendo a monta natural um circuito
fechado), deve-se ter o cuidado com o manejo do ejaculado obtido através de
colheita por vagina artificial, que pode ser prejudicado por alteracdes de

temperatura, pressdo osmotica ou exposto a agentes contaminantes.

A diluicdo do sémen para uso na IA deve ser feita em meio adequado
para que maximize a longevidade dos espermatozoides, uma vez que ira
influenciar a manutencdo da integridade de membrana e do DNA, e,
consequentemente, seu potencial de fertilizagcdo (LOVE et al., 2001). Uma boa
diluicdo necessita de volumes precisos (por proporcao), boa concentracao de

espermatozoide/mL e motilidade progressiva minima (SAMPER et al., 2004).
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A inseminacao artificial com sémen congelado-descongelado se destaca
na industria de criacdo de cavalos esportivos, sendo as palhetas de sémen
congelado vendidas em todo o mundo com valores consideraveis. No entanto,
a capacidade de fertilizacdo do sémen criopreservado do garanhdo é muitas
vezes inferior a do sémen fresco e apds a descongelacdo os espermatozoides
ndo mantém uma motilidade suficientemente alta para o uso na IA (BATTUT et
al., 2017).

No manejo reprodutivo, Ferris et al. (2012) observaram que a maioria
das éguas ovulam de 36-42h apds a indu¢cdo com hCG ou deslorelina, estando
a égua com foliculo pré-ovulatorio =2 35 mm e edema uterino no momento da

administragao dos medicamentos.

Para a inseminacdo com sémen descongelado (inseminacéo profunda),
€ necessdria a avaliacao diaria durante o estro, usando indutores de ovulacdo
(gonadotrofina humana ou horménio liberador da gonadotrofina) quando um
foliculo maior que 35 mm ¢é detectado na presenca de edema uterino, sendo
feito um acompanhamento com uso de aparelho de ultrassom no intervalo de 6
horas (iniciando 24h apdés a inducéo), sendo a inseminacéo realizada logo apd6s
detectar a ovulacdo através de ultrassonografia (ALVARENGA et al., 2016).

2.2 Congelagcdo de sémen em equinos

Antes de escolher um garanhdo para ser usado em um programa de IA, é
importante avaliar a capacidade de tolerancia dos espermatozoides desse
animal aos processos de refrigeracdo ou congelacdo, uma vez que 0 USO
dessas biotécnicas pode influenciar significativamente nos resultados
desejados (SAMPER et al., 2004). A técnica de criopreservacao utilizada deve
preservar a integridade das estruturas de um maior nimero possivel de células
espermaticas (NASCIMENTO, 2006). Para isso, € necessario escolha

adequada da curva de congelacéo e de um protocolo eficaz.

O sémen criopreservado do garanhdo exibe alta variabilidade na
viabilidade poés-descongelacdo, sendo classificados como “congeladores

pobres” aqueles que apresentam baixa viabilidade apds a criopreservacao e
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como “bons congeladores” aqueles que possuem alta viabilidade pods-
descongelacdo (HOFFMAN et al., 2011).

Quando ocorre algum evento que faca a colheita de sémen ou
acasalamento impossivel (lesdo ou morte), podem ser colhidos os
espermatozoides do epididimo que possam fertilizar. Nesse caso, 0s gametas
podem ser congelados para uso futuro, porém a fertilidade do sémen de
epididimo pos-descongelacdo é menor do que a do sémen ejaculado
(OLACIREQUI et al., 2014).

H& uma estimativa em que 30-40% dos garanhdes produzem sémen
adequado para a criopreservacdo e uma grande variacao inter-individual de
espermatozoides sobreviventes na congelacdo (ALVARENGA et al., 2003).
Esses fatos limitam o uso generalizado do sémen congelado na industria do
cavalo, de modo que é necessario uma melhoria do diluente de congelacéo e
dos protocolos. A melhora das técnicas de congelagcédo pode ser obtida através
da otimizacdo das curvas de temperatura, tempos de incubagcéo e composicdo
do diluente (BLOMMAERT et al., 2016).

Os diluentes de congelacédo geralmente contém leite desnatado, gema de
ovo e glicerol como agentes crioprotetores (SIEME et al., 2015). Também,
podem ser usados outros agentes crioprotetores penetrantes, como o
etilenoglicol e dimetilformamida, ou crioprotetores ndo penetrantes, como 0S
dissacarideos trealose e sacarose (HOFFMAN et al., 2011; OLDENHOF et al.,
2013).

No processo de criopreservacao, o sémen é congelado utilizando uma
curva de congelacdo em duas etapas, sendo que a primeira inicia com a
temperatura ambiente e termina quando a temperatura atinge 5 °C, momento
em que serd realizado o tempo de estabilizacdo, que vai depender do tipo do
diluidor. A segunda etapa (curva negativa), tem inicio com a temperatura de
5 °C e termina quando atinge -196 °C, com uso do nitrogénio liquido. Todo
esse procedimento pode ser realizado em maquina de congelacdo de sémen
ou com uso de caixa de isopor contendo nitrogénio liquido e suporte para
palhetas (ALVARENGA et al., 2016).
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2.3 Danos celulares pés-congelacéao

O processo de congelacdo causa diversas alteracdes na estrutura dos
espermatozoides, principalmente na fase de inducdo a transicdo da membrana
plasmatica, momento em que passa do estado liquido para o estado gel,
durante a refrigeracdo (FURST, 2006). Sendo assim, provavelmente, 0os danos
causados a membrana celular e funcdo metabdlica deve-se pela alteracdo no
arranjo dos constituintes da membrana durante o choque térmico causado pela
baixa temperatura (MEDEIROS et al., 2002).

Além do choque térmico, na criopreservacdo, ha outros eventos que
podem causar danos a membrana do espermatozoide, sendo estes a formacao
de cristais de gelo intracelulares e o efeito solugdo, no qual os
espermatozoides estdo em condi¢cdes hipertdnicas na formacdo de gelo
extracelular, resultando na desidratacdo da célula para manter o equilibrio
entre os meios intra e extracelular, transportando a 4gua para fora da célula,
ocorrendo principalmente quando se congela de forma mais lenta. Na
descongelacdo ocorre o inverso, resultando em captagao de agua e “inchago”
da célula (OLDENHOF et al., 2013; SIEME et al., 2015).

A congelacdo pode causar danos irreversiveis aos espermatozoides,
principalmente na membrana plasméatica, quando as células passam da
temperatura ambiente para a temperatura de 1 °C. Os fosfolipideos liberados
durante essa fase de transicdo aumentam a permeabilidade, podendo ocorrer a
ruptura da membrana e morte celular (AMANN e PICKETT, 1987).

Durante a criopreservagdo, 0os espermatozoides sofrem um estresse
osmaético severo. Isso ocorre devido a adicdo e remocdo de agentes
crioprotetores, além da congelacdo e descongelacdo (MAZUR, 2004). A
refrigeracdo altera a estrutura e/ou a organizagdo das células (lipidios, acidos

nucleicos, proteinas), comprometendo suas fun¢des (GOUSSET et al., 2002).

Sob condig@es fisiologicas, as membranas dos espermatozoides estédo
em sua fase fluida, no qual sdo ricas em colesterol e esfingolipidios (BROWN e
LONDON, 2000).
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Assim, eventos da perda de agua e da desidratacédo celular séo efeitos
desejaveis na criopreservacao, pois reduzem a probabilidade de causar danos
as estruturas internas/membrana plasmética, através de grandes canais de
gelo nas células (SQUIRES et al., 1999).

2.4 Crioprotetores

Para que a criopreservacdo do sémen equino apresente melhores
resultados, € fundamental a interacdo do diluente com a curva de refrigeracao
e com o crioprotetor utilizado (JASKO, 1994). Os crioprotetores podem ser
divididos em duas classes: penetrantes e ndo penetrantes. Entre o0s
penetrantes encontram-se dimetilsulfoxido, 1,2 propanodiol, glicerol,
etilenoglicol e amidas. Os crioprotetores ndo penetrantes sdo lactose, manose,
frutose, sacarose e alguns polimeros sintéticos, encontrados nas proteinas que
estdo presentes no leite, na gema de ovo e nos agucares (AMANN e PICKETT,
1987).

Os crioprotetores penetrantes podem mover-se através das membranas
e modular a taxa de desidratacdo celular durante a fase de transicbes das
membranas induzidas pela congelacdo. JA os nao penetrantes, incluindo
acucares e proteinas sao utilizados para aumentar a temperatura de transicado
vitrea do diluente de congelacao, preservando as estruturas celulares (SIEME
et al., 2016). Além disso, 0s crioprotetores penetrantes substituem a &agua
dentro da célula e os compostos inibem a formacédo de gelo intracelular (WU et
al., 2015).

Segundo Pillet et al. (2011), a presenca da gema de ovo de galinha ou
fosfolipidios é essencial no diluente de congelacdo, sendo importante para a
viabilidade dos espermatozoides poOs-congelacdo. Assim, essas substancias
sao utilizadas rotineiramente com sucesso como agentes protetores, para
aumentar a resisténcia espermatica ao choque térmico em sémen de muitos

animais domeésticos ou selvagens.

Contudo, a gema de ovo possui trés desvantagens no uso dos diluentes

de congelacdo que requerem atencao, sendo elas: 1) Ser um componente de
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origem animal e representar um risco de contaminagao por bactérias em doses
de inseminacéo artificial (BOSSEAU et al., 1998); 2) Nao ser pratica por conter
material granular do mesmo tamanho dos espermatozoides, o que pode
interferir nas observacdes microscopicas, além de nédo vir pronta, precisando
ser retirada através da quebra do ovo manualmente; 3) E um produto
extremamente complexo, possui composicdo bastante variavel, pode
apresentar diferenca entre lotes e sua composicao lipidica também pode mudar
de acordo com a dieta das aves (PILLET et al., 2011).

A criopreservacao requer uso de crioprotetores que tenham o minimo
de efeitos toxicos (DAVIDSON et al., 2014). Sendo assim, tem se buscado
crioprotetores alternativos para diminuir os efeitos téxicos do glicerol, que € o
crioprotetor mais utilizado em garanhdes. Essa substituicdo pode ser de forma

parcial ou completa no diluente de congelacéo (SIEME et al., 2016).

2.4.1.Dimetilformamida

Experimentos realizados para comparacdo de crioprotetores na
congelacdo de sémen de garanhdo tem mostrado que as amidas sao
crioprotetores eficientes. Alvarenga et al. (2003) constataram que a
dimetilformamida melhorou significativamente a motilidade espermaética total e
progressiva de espermatozoides de garanhdes da raca Mangalarga, sendo
uma raca que € conhecida por apresentar garanhdes classificados como “mal

congeladores” com uso de glicerol.

Squires et al. (2004) utilizaram a dimetilformamida como crioprotetor
alternativo na congelacao de sémen equino, obtendo resultados satisfatorios de
48-54% de células médveis pos-congelacao, semelhante ao glicerol que obteve
52%. Outros estudos mostram que a dimetilformamida ao ser utilizada nas
concentracbes de 2,5-5% tem efeito significativo na melhoria de varios
parametros seminais, tanto de espermatozoides do ejaculado quanto do
epididimo (ALVAREZ et al., 2014).
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A dimetilformamida como agente crioprotetor, combinado com o
INRA96®, € uma alternativa para melhorar a mobilidade, integridade de
membrana e a viabilidade, considerando que o glicerol pode determinar efeito
toxico aos espermatozoides (AMANN e PICKETT, 1987; SALAZAR et al.,
2011).

Nascimento et al. (2015) constataram também a boa acdo da
dimetilformamida, quando combinada com glicerol em concentragdes de 1 ou
2%, resultando em melhores resultados pos-descongelacdo, quando
comparado ao diluidor contendo apenas glicerol a 5%. No caso, para o diluente
no qual se utilizou somente o glicerol, as variaveis foram inferiores em todas as
avaliacdes. Para os diluentes contendo combinacdo de amidas com glicerol
ndo houve diferenca nas variaveis de motilidade, vigor e integridade de
membrana plasmatica e acrossomal em relacdo aos outros grupos

experimentais.

2.4.2 Sacarose

A sacarose é um dissacarideo, ou seja, um composto formado por dois
monossacarideos, sendo uma molécula de frutose e uma molécula de glicose
(MANHANI et al.,, 2014). Por suas caracteristicas de crioprotetor nao
penetrante, a sacarose pode causar efeitos significativos na criopreservacao de
sémen, conseguindo alterar a fase de membrana e o comportamento da
permeabilidade celular em temperaturas abaixo de 0 °C (OLDENHOF et al.,
2013). A sacarose tem o poder de aumentar esse coeficiente de
permeabilidade, implicando em uma taxa inicial de desidratacdo mais lenta,
fazendo com que a mudanca de fase seja mais gradual (SIEME et al., 2015).

A sacarose, como um acgucar, tem o papel de manter a pressao osmotica
dos diluentes induzindo a desidratacao celular e a menor formagéo de cristais
de gelo nos espermatozoides (PURDY, 2006). O acucar, além de poder formar
uma pelicula protetora agindo na temperatura da fase de transicdo da

membrana, pode interagir com os fosfolipidios das membranas em baixa
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hidratacédo, provocando a estabilizacdo das membranas (HINCHA et al., 2006).
A sacarose, assim como a trealose, sendo ambos dissacarideos, pode interagir
com os grupos de fosfolipidios polares durante a congelacao e descongelacao,
reduzindo as forcas de Van Der Waals (devido a interacdo eletrostatica de ions,
atuando quando uma molécula estd muito perto da outra) entre as cadeias de
hidrocarbonetos (AISEN et al., 2002).

Segundo De Leeuw et al. (1993), os agucares, ao substituirem as
ligacbes das moléculas de agua com os fosfolipidios, previnem o dano as
membranas, causado por desidratacdo extrema. E, além disso, através deste
mecanismo, 0s acglcares podem aumentar 0 espacamento entre 0S grupos
cabeca polares dos fosfolipidios, diminuindo, assim, as interacdes de Van der
Waals entre as cadeias de acil de fosfolipidios, causando, consequentemente,
diminuicdo na temperatura de transicdo de fosfolipidios. Geralmente, os
dissacarideos sdo mais eficientes que os monossacarideos na prevencdo da
desestabilizacdo da bicamada lipidica durante o processo de congelacéo-
descongelacédo (DE LEEUW et al. (1993).

Laffaldano et al. (2014), ao usarem sémen congelado tratado com
sacarose, fresco ou suplementado com lipoproteinas de baixa densidade da
gema de ovo, na inseminacao de coelhas, obtiveram bom resultado com as
fémeas inseminadas com sémen congelado tratado com sacarose, tendo
desempenho reprodutivo semelhante aquele observado com sémen fresco,

comprovando ser um bom crioprotetor ndo permeével.

El Sheshtawy et al. (2015) testaram diferentes concentracdes de
trealose e sacarose em diluente para sémen de touro e constataram que a
sacarose usada em concentracfes de 50-100mM causou efeitos benéficos na
congelacdo-descongelacdo, melhorando a motilidade, integridade de
membrana e acrossoma dos espermatozoides pds-descongelacéo.

Na criopreservacdo de espermatozoides humanos, Liu et al. (2016), ao
utilizarem diluentes com crioprotetores diferentes, observaram que tanto a
trealose quanto a sacarose foram mais eficazes em relagcdo a outros
crioprotetores utilizados como tratamento, recuperando 69% e 68,9% da

motilidade dos espermatozoides, respectivamente.
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Desde entdo, a sacarose tem se mostrado uma alternativa de
crioprotetor ndo penetrante eficiente na congelacdo de sémen de espécies
diferentes, mas ainda ha a necessidade de se aprofundar para saber mais

detalhes sobre seu mecanismo de acdo nas células espermaticas.

2.5 Métodos de avaliacdo espermatica

Na rotina, a analise do sémen inclui concentracdo espermética, volume,
morfologia e motilidade espermética. Porém, essas andlises sdo subjetivas e
imprecisas, necessitando de melhores formas de investigar a cinética e as
mudancas na estrutura do espermatozoide, antes e apds a congelagdo. Dentre
0s métodos de avaliagcdo mais avancados pode-se destacar os que possuem
analise computadorizada, como o0 sistema computadorizado de andlise da

cinética espermatica (CASA) e a citometria de fluxo.

2.5.1 Sistema computadorizado de andlise espermatica (CASA)

A analise computadorizada da cinética espermatica (CASA) foi
introduzida ha cerca de duas décadas, usando um microscopio combinado com
uma camera, no qual os espermatozoides sao visualizados e reconhecidos de
acordo com as configuragbes do software, produzindo dados precisos e
repetitivos com diferentes parametros da cinética dos espermatozoides,
podendo ser usado em espécies diferentes (HOOGEWIJS et al., 2011). O
CASA é um sistema automatizado (Software e Hardware) para visualizar e
digitalizar imagens sucessivas, analisando e fornecendo informacdes precisas
da cinética individual dos espermatozoides (AMANN e KATZ, 2004). A
avaliacdo automatizada da motilidade dos espermatozoides é de relevante
interesse, tendo a cinética espermatica sua devida importancia na
determinacao do potencial de fertilidade dos espermatozoides (CELEGHINI et
al., 2008).
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Os parametros de cinética obtidos pelo CASA sao: Motilidade total (%),
populacdo de células que se movem em uma velocidade minima; Motilidade
progressiva (%), que €é a percentagem de células que se movem
progressivamente; Velocidade média do trajeto (VAP, um/s); Velocidade
Progressiva (VSL, um/s), velocidade média percorrida do inicio ao fim do trajeto
em linha reta; Velocidade curvilinear (VCL, um/s), que é a velocidade calculada
de ponto a ponto do trajeto percorrido; Frequéncia de batimentos (BCF, Hz),
que é a frequéncia com que a cabeca do espermatozoide cruza a direcdo do
movimento; Amplitude do deslocamento lateral da cabeca do espermatozoide
(ALH, pum), largura média da oscilacdo da cabeca no movimento da célula;
Retilinearidade (STR, %), que é o valor médio da propor¢cdo VSL/ VAP;
Linearidade (LIN, %), valor médio de VSL/VCL; e Velocidade rapida (%)
(ARRUDA, 2011).

2.5.2 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo pode ser utilizada para o estudo do sémen de
varias espécies em diversas areas, como na andrologia clinica, para avaliar o
potencial de fertilidade; na toxicologia reprodutiva, para estudar os efeitos de
exposi¢cOes terapéuticas, ambientais e ocupacionais; e na ciéncia veterinaria,
para selecéo de género, fazendo triagem dos cromossomos X e Y (CORDELLI
et al., 2005).

Nos ultimos anos, tem se buscado a melhoria da qualidade das técnicas
de avaliacdo de sémen, sendo a citometria de fluxo uma anélise que permite a
observacdo das caracteristicas das células espermaticas, como tamanho,
forma e funcdo. Essa andlise é realizada com uso de um marcador
fluorescente, fornecendo informagfes precisas e confidveis, tais como
integridade de membrana, integridade do acrossoma, atividade mitocondrial,
peroxidacao lipidica, estabilidade de membrana e danos ao DNA (NIZANSKI et
al., 2012).
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Para a realizacdo dessas analises, 0s espermatozoides sédo corados e a
quantidade de sonda fluorescente absorvida por cada célula é avaliada pelo
citbmetro, coletando informacgdes individuais através de canais fechados, por
onde passa um feixe de laser que faz com que as sondas fluorescentes que
estdo combinadas com os espermatozoides sejam refletidas, permitindo a

avaliacdo de uma estrutura especifica e sua funcao (GRAHAM, 2001).

A descoberta de uma variedade de fluorocromos e compostos
conjugados as sondas fluorescentes possibilitou uma analise mais detalhada
da qualidade do sémen a nivel bioquimico, estrutural e funcional. Assim, a
analise realizada com auxilio de um microscopio de fluorescéncia, que avalia
um numero pequeno de espermatozoides € demorada, subjetiva e geralmente
mede atributos dos espermatozoides de forma individual. Na citometria de
fluxo, esses marcadores fluorescentes podem ser utilizados com rapidez e

precisao, permitindo aferir parametros em larga escala (GILLAN et al., 2005).
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Resumo

O objetivo do estudo foi investigar os efeitos de diferentes concentracdes de
sacarose sobre a qualidade do sémen equino pos-descongelacdo. Foram
utilizados 24 ejaculados obtidos de 6 garanhfes da raca Mangalarga
Marchador e Campolina, no qual, cada ejaculado foi dividido em 5 grupos:
controle (diluidor de congelacdo sem sacarose), controle positivo (Botucrio®) e
trés grupos constituidos do diluidor de congelacdo suplementados com
Sacarose nas concentracbes de 25 mM, 50 mM e 100 mM. As amostras de
sémen foram obtidas com vagina artificial, avaliadas, diluidas e transportadas
(5 °C) para o laboratério. As amostras de sémen foram diluidas (200x10°
espermatozoides/mL), envasadas em palhetas de 0,5 ml e submetidas a
congelacdo. Imediatamente apos descongelacéo (37 °C, 30s), as amostras de
sémen foram avaliadas quanto a cinética, integridade das membranas
plasmatica e acrossomal, estabilidade de membrana e potencial de membrana
mitocondrial. A adicdo de 50 e 100 mM de sacarose ao diluidor de congelacao
aumentou (P < 0,05) os parametros de MT, MP, VCL, VSL e VAP, em relacéo
ao grupo controle sem tratamento. O parametro WOB do grupo suplementado
com sacarose na concentracdo de 100 mM foi maior (P < 0,05) do que o grupo
controle. Maiores valores (P < 0,05) de ALH e BCF foram observados nos
grupos tratados com sacarose (25, 50 e 100 mM), em comparacdo ao
Botucrio®. O sémen congelado na presenca de 100 mM de sacarose
apresentou porcentagens maiores (P < 0,05) de espermatozoides com
membranas plasmatica e acrossomal intactas , e alto potencial de membrana
mitocondrial em relacdo aos outros grupos. Conclui-se que a adicdo de
sacarose nas concentracfes de 50 e 100 mM como suplemento ao diluidor

base € um eficiente crioprotetor para congelacao de sémen equino.

Palavras-chave: Citometria de fluxo, crioprotetor, criopreservagédo, sacarose,

sémen equino.
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Abstract
The objective of the study was to investigate the effects of different
concentrations of sucrose on equine semen quality after thawing. Twenty-four
ejaculates obtained from 6 Mangalarga Marchador and Campolina stallions
were used, in which each ejaculate was divided into five groups: control
(freezing diluent without sucrose), positive control (Botucrio®) and three groups
consisting of the freezing diluent supplemented with Sucrose at concentrations
of 25 mM, 50 mM and 100 mM. The semen samples were obtained with
artificial vagina, evaluated, diluted and transported (5 °C) to the laboratory. The
semen samples were diluted (200x106 sperm / mL), filled in 0.5 ml vanes and
subjected to freezing. Immediately after thawing (37 ° C, 30s), the semen
samples were evaluated for kinetics, plasma and acrosomal membrane
integrity, membrane stability and mitochondrial membrane potential. The
addition of 50 and 100 mM sucrose to the freezing diluent increased (P <0.05)
the MT, MP, VCL, VSL and VAP parameters in relation to the control group
without treatment. The WOB parameter of the group supplemented with 100
mM sucrose concentration was higher (P <0.05) than the control group. Higher
values (P <0.05) of HLA and BCF were observed in the sucrose-treated groups
(25, 50 and 100 mM) compared to Botucrio®. Frozen semen in the presence of
100 mM sucrose had higher percentages (P <0.05) of spermatozoa with intact
plasma and acrosomal membranes, and high mitochondrial membrane potential
in relation to the other groups. It is concluded that the addition of sucrose at
concentrations of 50 and 100 mM as a supplement to the base diluent is an

efficient cryoprotectant for freezing equine semen.
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Key words: Flow cytometry, cryoprotectant, cryopreservation, sucrose, equine

semen.

1. Introducéo

A criopreservacdo de sémen € uma das biotecnologias que possibilitam
vantagens na reproducdo da espécie equina, tendo como principais beneficios
a diminuicdo de custos e riscos dos transportes dos animais que se deseja
reproduzir, o controle de doencas, o transporte de sémen de animais
geneticamente superiores e 0 uso do sémen de animais que estdo em alguma
atividade esportiva ou que jA morreram. Porém, o espermatozoide equino
apresenta baixa resisténcia ao processo de criopreservacao, refletindo
diretamente em baixas taxas de fertilidade do sémen congelado-descongelado
(FERREIRA, 2008).

Segundo Holt (2000), acucares usados como crioprotetores n&o-
penetrantes agem minimizando o estresse osmotico durante a congelacao,
mantendo a pressdo osmoética do diluidor induzindo a desidratagcdo celular e
evitando maiores formacdes de cristais de gelo (PURDY, 2006) e
desempenhando um importante papel no diluidor de congelacdo. Além de
atuarem como crioprotetores, 0s aclUcares podem agir como substratos
energéticos e protetores da membrana plasmatica durante a congelacdo e
descongelacdo, através de interacbes diretas com a membrana dos
espermatozoides (YILDIZ et al., 2000).

A sacarose pode fazer um 6timo papel na criopreservacdo de sémen,
sendo utilizada e comprovada na congelacdo de sémen de touros

(WOELDERS et al., 1997; BUYUKLEBLEBICI et al., 2014), cdes (YILDIZ et al.,
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2000), gatos (VIZUETE et al., 2014), coelhos (LAFFALDANO et al., 2014) e
cavalos (OLDENHOF et al., 2013), no qual houve um estudo sobre a acdo de
diferentes crioprotetores analisando a permeabilidade e a fase de membrana
em temperatura abaixo de 0° C, sendo um deles a sacarose. No entanto, ainda
€ necessario conhecer melhor a acdo da sacarose nos espermatozoides,
através da analise de seus efeitos de interacdo na criopreservacdo de sémen
equino, somando aos dados obtidos por Oldenhof et al. (2013) . O objetivo
deste estudo foi investigar os efeitos da adicdo de sacarose e agregar mais
informacdes, em diferentes concentracdes, ao diluidor de criopreservacdo de

sémen equino sobre a qualidade dos espermatozoides pos-descongelacao.

2. Material e Métodos

Todos os procedimentos foram realizados apés a aprovacao pelo Comité
de Etica no Uso dos Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco

(CEUA-UFRPE), licenga n° 093/2016 CEUA/UFRPE.

2.1. Reagentes e diluidores

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA), exceto os especificados. O diluidor base foi constituido de 5% de leite
desnatado, 25g/L de glicose, 0,25 g/L de citrato de sddio, 4,76 g/L de HEPES,
3,5 mL de piruvato e 0,5 mg de antibiético (pentabidtico, Fort Dodge®), com pH
7,0. Para congelacéo, utilizou-se o diluidor base acrescido de 20% de gema de

ovo e dimetilformamida a 4%. Para os grupos experimentais, foram realizadas
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suplementacdes ao diluidor de congelagcdo com sacarose nas concentracdes
de 25mM, 50mM e 100mM. Também, foi utilizado o diluente de congelacdo
Botucrio® (Botupharma, Botucatu-SP) como controle positivo, o qual n&o foi

exposto ao tratamento experimental, por ja se conhecer o seu efeito.

2.2. Animais

Foram utilizados 6 garanhdes das racas Mangalarga Marchador (n=5) e
Campolina (n=1), com idade entre 4 e 8 anos, oriundos de trés haras situados
na Zona da Mata do Estado de Pernambuco: (7° 75 40" S, 35° 0’ 22" W).-As
amostras de sémen foram obtidas no periodo de setembro a dezembro de
2016. Todos os animais foram mantidos em baias individuais, com livre acesso
a agua, sendo oferecido concentrado e feno, levando em consideracdo que

cada haras mantém seu regime de manejo e nutricao.

2.3. Colheita e Avaliagdo do sémen

As amostras de sémen foram obtidas utilizando vagina artificial (modelo
Botucatu). Foram coletados 4 ejaculados de cada garanhdo, colhidos duas
vezes por semana, totalizando 24 ejaculados. Apés a colheita e remocao da
fracdo gel (através do filtro contido no copo coletor da vagina artificial), as
amostras foram submetidas a avaliacbes macroscopica (volume, aspecto, cor)

e microscopica (motilidade e vigor). Foram utilizados apenas os ejaculados que
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apresentavam motilidade 260% e vigor =3, seguindo os padrbes minimos
recomendados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).
ApoOs estas etapas, o sémen foi diluido em meio de transporte, tendo como
base o INRA 82 modificado (1:1), foi acondicionado em caixa isotérmica e
transportado em condi¢cdes refrigeradas a 5 °C para o Laboratorio de
Andrologia do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (Androlab — UFRPE), onde foram avaliados os
parametros cinéticos, com auxilio do Sistema Computadorizado de Analise
Espermatica (CASA; SCA™ Microptics, S.L., Version 5.1, Barcelona,
Espanha). A concentracdo espermatica foi determinada em Camara de
Neubauer, apds diluicdo do sémen puro em solucéo de formol salina (1:20), em

microscopio de contraste de fase (Olympus, Tokyo, Japan; 100 X).

2.4. Formacao dos grupos e congelacdo do sémen

ApoOs aprovacdo dos parametros, as amostras de sémen foram divididas
em tubos de ensaio (15 mL) e submetidas a centrifugacdo a 600 x g por 10
minutos, para retirada do plasma seminal. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet utilizado para formacdo de cinco grupos experimentais: Controle (sem
adicdo de sacarose), controle positivo (Botucrio®) e trés grupos tratados com
sacarose (25, 50 e 100mM), na concentracéo de 200x10° espermatozoides/mL.

A seguir, as amostras de sémen foram envasadas em palhetas (0,5 mL),
previamente identificadas e submetidas & congelacdo em maquina (TK3000®,
TK Tecnologia em Congelacdo LTDA, Uberaba, MG, Brasil), utilizando a

seguinte curva de criopreservacao: -0,5 °C/min até atingir 5 °C, seguida por
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estabilizacdo de 30 minutos; curva de congelacdo de -15 °C /min até atingir a
temperatura de -120 °C, seguida pela imersdao em nitrogénio liquido e

armazenamento em botijdes criogénicos a -196 °C.

2.5. Descongelacdo e andlise das amostras

As palhetas foram descongeladas em banho-maria (37 °C/ 30s) e
realizada a avaliacdo de cinética, integridade das membranas plasmatica e

acrossomal, estabilidade de membrana e potencial de membrana mitocondrial.

2.5.1. Cinética espermatica

A cinética espermatica foi avaliada no CASA, utilizando as seguintes
configuracbes: magnificacdo 100 x; niamero de imagens por segundo 24; area
de cabega 10 a 70 um? VAP; lento 10 pm/s < médios 45 pym/s < rapidos 90
pm/s; progressividade 75% STR; circular 50% LIN. Aliquotas de cada amostra
(5,0 pL) de sémen descongelado, foram avaliadas individualmente sobre
lamina coberta com laminula (18 x 18 mm), pré-aquecidas a 37 °C e
examinadas em microscOpio de contraste de fase, com objetiva de 10x,
acoplado ao sistema CASA. Foram capturados pelo menos 500
espermatozoides por amostra, em cinco campos aleatérios ndo consecutivos,
selecionados pelo mesmo operador. Dentre os parametros fornecidos pelo
programa, foram consideradas as seguintes variaveis: motilidade total (MT, %),

motilidade progressiva (MP, %), velocidade curvilinear (VCL, um/s), velocidade
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em linha reta (VSL, pm/s), velocidade média da trajetoria (VAP, um/s),
retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %), amplitude lateral da cabeca
(ALH, um), frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF, Hz) e indice de

oscilacédo (WOB, %).

2.5.2. Citometria de fluxo

As avaliacbes de citometria de fluxo foram realizadas utilizando o
Citdmetro Amnis® ImageStream™ Mark Il (EMD Millipore Corp.), equipado com
microscopio com objetiva de 60x, com taxa de imagem de 5000 células/seg.
Um laser de excitacdo de 488 nm foi utilizado e foram colhidos,
aproximadamente, 5000 eventos por amostra.

O tamanho das células e a velocidade do fluxo foi de 7,0 um e 44
mm/seg, respectivamente. A aquisicdo das imagens brutas foi realizada através
do software INSPIRE® e as anélises das mesmas através do software IDEAS®
(versao 6.0).

Uma aliquota (50 uL) de sémen descongelado foi acrescida de 1 mL de
PBS (Fosfato Salino Tamponado), pH 7,2 e 300-400 mOsm/L, e submetida a
centrifugacédo (500 x g/ 5 m). Apds essa etapa, o sobrenadante foi removido e o

pellet ressuspenso em 40 uL de PBS.

2.5.2.1. Integridade das membranas plasmatica e Acrossomal

Para analise da integridade das membranas plasméaticas e acrossomal

(iPAM), foi utilizada a associacdo de fluorocromos composta por Peanut
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aglutinin (FITC-PNA) e iodeto de propidio (IP). A solucdo de trabalho de PNA
foi formulada a 0,04 mg/mL em PBS, e a solucéo de IP, a 0,1 mg/mL de PBS.
Foram adicionados a amostra 5 uL de PNA e 5 uL de IP, seguido da adicao de
5 uL de paraformolaldeido a 4% e incubacdo por 5 minutos a temperatura
ambiente.

Os espermatozoides foram classificados como portadores de
membranas plasmatica e acrossomal integras (IP-/PNA-), membranas
plasmatica integra e acrossomal danificada (IP-/PNA+; Figura 1), membranas
plasmatica danificada e acrossomal integra (IP+/PNA-) e membranas
plasmatica e acrossomal danificadas (IP+/PNA+; Figura 2). O fluorocromo
FITC-PNA foi detectado pelo canal 2 (505-560nm) e IP no canal 5 (642-745

nm) (Figura 3).

2.5.2.2. Estabilidade de Membrana

A avaliacdo da estabilidade de membrana plasmatica dos
espermatozoides foi realizada usando uma associacdo de fluorocromos,
compostas por Merocianina 540 (M540), corante especifico para deteccdo da
desorganizacdo lipidica da membrana, e Yo-Pro-1 (YP), que possui afinidade
pelo DNA, sendo um corante impermeavel, incapaz de passar pela membrana,
atravessando somente quando a membrana do espermatozoide esta
danificada. A solucéo de trabalho de M540 foi formulada a 270 pM em PBS, e a
solucéo de YO-PRO-1 a 2,5 uM em PBS. Foram adicionados 5 pL de YO-PRO-

1, homogeneizado e incubado a 37 °C por 15 minutos. Apos essa etapa, foram
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adicionados 5uL de M540 e paraformaldeido a 4%, seguido de incubacéo a
temperatura ambiente por 5 minutos e avaliacao.

Os espermatozoides foram classificados nas seguintes categorias:
viaveis com membrana estabilizada (YP-/M540-); viaveis com membrana
plasmatica desestabilizada (YP-/M540+); ndo viaveis com membrana
estabilizada (YP+/M540-); e nao viaveis com membrana desestabilizada
(YP+/M540+). O fluorocromo YP foi detectado pelo canal 2 (505-560nm) e a

M540 pelo canal 3 (560-595 nm).

2.5.2.3. Potencial Mitocondrial

Para analise do potencial de membrana mitocondrial, foi utilizado o
fluorocromo catidénico lipofilico: lodeto de 5,5,6,6’-tetrachloro-1,10,3,30-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1). A solucdo de trabalho de JC-1 foi
formulada a 306 nM em DMSO. Foram adicionados 5 pL de JC-1, seguido de
homogeneizagéo e incubacdo a temperatura ambiente (5 minutos) e posterior
analise.

As células coradas em laranja, detectadas pelo canal 4 (595-642 nm) na
peca intermediaria, foram classificadas como detentoras de alto potencial de
membrana mitocondrial (Figura 4), enquanto aquelas coradas em verde,
detectadas pelo canal 2 (505-560nm), foram classificadas como portadoras de

baixo potencial de membrana (Figura 5).
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2.6. Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
InStat (versédo 3.10, 2009). Os dados das variaveis estudadas foram testados
para normalidade e homogeneidade da variancia, usando o teste Kolmogorov-
Smirnov e Bartlett’s test, respectivamente. As variaveis expressas em
porcentagem foram transformadas por arco seno (arco seno VP/100). A
influéncia dos diluentes sobre as variaveis de qualidade seminal foram testadas
por analise de variancia (ANOVA) para as repeticdes, seguidas pelo teste de
comparacao multipla de Tukey-Kramer. Os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo da média e as diferencas foram consideradas

significativas quando P < 0,05.

3. Resultados

Os dados apresentados na Tabela 1 mostram que a adicdo de 50 e
100 mM de sacarose ao diluidor de congelacdo aumentou (P < 0,05) os
parametros de MT, MP, VCL, VSL e VAP, em relacdo ao grupo controle. O
parametro WOB do grupo suplementado com sacarose na concentracdo de
100 mM foi maior (P < 0,05) do que o grupo controle. Os parametros de LIN,
STR, ALH e BCF néo apresentaram diferenca (P > 0,05) entre oS grupos
controle e suplementados com sacarose nas concentracdes de 25, 50 e 100
mM.

Ao comparar a cinética espermatica dos grupos suplementados com

sacarose, em comparacao ao do grupo Botucrio® (controle positivo), evidencia-



304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

46

se menores (P < 0,05) percentuais de MT no grupo sacarose 25mM, e de MP,
LIN, STR, WOB, nos grupos suplementados com 25, 50 e 100 mM. Observa-
se também que o VCL, nos trés grupos suplementados com sacarose (25, 50 e
100 mM), nao diferiu (P > 0,05) do grupo Botucrio®, enquanto a VSL nos
grupos suplementados com sacarose nas concentracdes de 25 e 50 mM foram
menores (P < 0,05) que o do Botucrio®. Além disso, constata-se menor valor
(P < 0,05) de VAP no grupo de 25 mM de sacarose, quando comparado ao
grupo Botucrio®. Maiores valores (P < 0,05) de ALH e BCF foram observados
nos grupos tratados com sacarose (25, 50 e 100 mM), em comparacdo ao
Botucrio®.

Como demonstrado na Tabela 2, o sémen congelado na presenca de
100 mM de sacarose apresentou porcentagens maiores (P < 0,05) de
espermatozoides com membranas plasmatica e acrossomal intactas (PNA-/IP-
), e alto potencial de membrana mitocondrial (APMM), quando comparado com
o sémen congelado sem sacarose (grupo controle), com Botucrio® (controle
positivo) ou na presenca de 25 mM ou 50 mM de sacarose.

Ndo houve diferenca significativa (P > 0,05) para o parametro de
estabilidade de membrana (M540-/Yo-Pro-1-) entre 0os grupos suplementados
com sacarose (25, 50 e 100mM), sem sacarose (controle) ou Botucrio®

(controle positivo).

4. Discussao

Neste estudo, foi demonstrado que a inclusdo de sacarose, nas

concentragcbes de 50 e 100 mM, ao meio de criopreservagédo, conferiu
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significativa melhora na motilidade total e progressiva dos espermatozoides
congelados de garanhdes, assim como nas variavéis de VCL, VSL e VAP.
Além disso, a adicdo de 100 mM proporcionou significativo efeito crioprotetor
sobre a integridade das membranas plasmatica e acrossomal e sobre o
potencial de membrana mitocondrial em comparacdo ao diluidor sem este
dissacarideo ap0s a criopreservacao.

Os maiores valores observados em VCL, VSL e VAP podem estar
relacionados ao efeito crioprotetor da sacarose, aliada a dimetilformamida nas
células espermaticas, preservando sua funcdo mitocondrial. Segundo Darr et
al. (2016), a motilidade dos espermatozoides depende da energia obtida do
metabolismo mitocondrial, e que o dano mitocondrial observado durante o
processo de criopreservacao pode ser uma das principais causas na reducao
da mobilidade dos espermatozoides. Assim, diminuindo a mobilidade dos
espermatozoides, certamente os parametros cinéticos de velocidade também
irdo diminuir.

Percentagens semelhantes de motilidade total dos espermatozoides
foram obtidas com sémen congelado em diluidor comercial (Botucrio®; controle
positivo), em relacdo aqueles suplementados com sacarose (50 e 100 mM).
Entretanto, os espermatozoides congelados em Botucrio® (controle positivo) ou
sem sacarose (controle) apresentaram menores percentuais de membranas
plasmatica e acrossomal integras, assim como menor percentual de
espermatozoides com alto potencial de membrana mitocondrial, quando
comparado ao diluidor acrescido de 100 mM de sacarose. Os resultados
obtidos neste experimento estdo de acordo com estudos prévios, sobre o uso

de sacarose no meio de criopreservacao, relatados em caes (YILDIZ et al.,
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2000), no qual a sacarose e outros dissacarideos reduziram a porcentagem de
acrossoma danificado e a taxa de espermatozoides mortos pos-descongelacéao.
Também em coelhos, LAFFALDANO et al. (2014) constataram um Otimo
desempenho da sacarose pés-descongelacdo, tendo um resultado equivalente
ao do sémen fresco na taxa de fertilizacdo. E touros (EL-SHESHTAWY et al.,
2015), no qual a sacarose a 50 e 100mM mostrou bons resultados pos-
descongelacdo. Além disso, Oldenhof et al. (2013) relataram que a adicdo de
sacarose (75 mM) ao diluidor comercial (INRA82) resultou em elevada
motilidade e membranas plasmatica intactas, pés-descongelacdo, de
espermatozoides de garanhdes.

A melhora na qualidade do sémen pos-descongelacdo sob a adicdo da
sacarose ao diluidor, provavelmente foi devido a reducéo nas injarias causadas
pela cristalizacdo do gelo, uma vez que a sacarose torna o meio hipertonico,
diminuindo a agua congelavel intracelular (SIEME et al.,, 2015). A sacarose
aumenta a temperatura de transicdo vitrea do diluidor de congelacdo e a
diferenca na capacidade térmica associada a transicdo vitrea. Como
consequéncia, € formada uma matriz vitrea mais estavel, na qual as células
podem ser preservadas a temperaturas abaixo de zero (OLDENHOF et al.,
2013).

Estudos prévios demonstraram que a atividade mitocondrial de
espermatozoides equinos € susceptivel aos danos induzidos pela
criopreservacdo (SCHOBER et al., 2007; ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2009)
e pelo choque osmatico (BALL e VO, 2001). Por outro lado, tem sido observado
gque amostras congeladas de sémen de garanhdes em diluidores contendo

dimetilformamida, como crioprotetor permeéavel, apresentaram menor
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percentagem de mitocondrias com baixo potencial de membrana (MORILLO
RODRIGUEZ et al., 2012). No presente experimento, amostras congeladas em
diluidor contendo 100 mM de sacarose associado a 4% de dimetiformamida
apresentaram significativamente mais mitocondrias com alto potencial de
membrana mitocondrial. Sugere-se, portanto, ter havido efeito associado dos
crioprotetores, promovendo, assim, reducdo do estresse osmotico e
favorecendo a manutencéo da atividade mitocondrial.

O ensaio Merocianina 540 detecta espermatozoides com desordem dos
lipidos da membrana espermatica (RATHI et al., 2001) e que 0 aumento na
fluorescéncia de merocianina tem sido relacionado com estagios iniciais de
capacitacdo (FLESCH et al., 2001). Nas condicfes do presente estudo, as
amostras de sémen criopreservadas em diluidor contendo 100 mM de sacarose
tiveram percentagem reduzida de espermatozoides viaveis com membranas
desestabilizadas, mas néo foi significativamente diferente dos demais grupos.

Provavelmente, esse resultado aconteceu devido a composicdo do
diluidor utilizar crioprotetores diferentes, que atuaram em conjunto, protegendo
as membranas dos espermatozoides e evitando uma maior desestabilizacdo da
mesma.

A preservagdo da estabilidade da membrana pode ter ocorrido pela
adicdo da sacarose, devido a sua acao protetora na fase de transicdo vitrea,
estando de acordo com estudos feitos por Oldenhof et al. (2013), que permitiu
que a célula se adequasse ao meio em baixas temperaturas com menor gasto
de energia, dando mais tempo para a membrana se organizar no momento da
congelacédo. A sacarose, como um dissacarideo, pode ter também o mesmo

poder da trealose, estando de acordo com estudos feitos por Aisen et al.
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(2001), no qual o dissacarideo faz interacdo com os fosfolipidios polares da
membrana durante o processo de congelacdo-descongelacdo, diminuindo as
forcas de Van Der Waals entre as cadeias de hidrocarbonetos e ajudando a
manter a estabilidade de membrana.

Os resultados desse estudo também corroboram com os dados de
Fernandez-Santos et al. (2007), ao comprovarem a influéncia da sacarose na
organizacdo da membrana plasmatica de espermatozoides obtidos do
epididimo de Cervus elaphus hispanicus, demonstrando que manose, glicose,
maltose e sacarose melhoraram a estabilidade da membrana por interacdo
direta com fosfolipidios.

Da mesma forma, Gomes-Fernandez et al. (2012), ao compararem a
acao de diferentes monossacarideos e dissacarideos na qualidade do sémen
criopreservado de suino, observaram que dissacarideos apresentando o
mesmo peso molecular, porém com composicdo diferente, tiveram efeitos
distintos na qualidade do sémen pés-descongelacdo. Esse resultado evidencia
gue a acao nao é sb pelo peso molecular, mas também por sua composicao e
interacdo com a membrana plasméatica através de grupos cabeca polar de
fosfolipidios (AISEN et al., 2002).

A interacdo entre os acucares e as membranas pode explicar 0s
diferentes efeitos crioprotetores dos aclUcares dependendo da espécie, uma
vez que a composicdo da membrana plasmatica varia entre as espécies.
Assim, € provavel que um acucar seja mais apropriado para uso na congelacao
do sémen de uma espécie, devido a composi¢cado de sua membrana plasmatica,

do que em outras (GOMES-FERNANDEZ et al., 2012)..
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5. Conclusao

A adicao de sacarose, nas concentracdes de 50 e 100 mM, ao diluidor &
base de leite/gema, utilizando dimetilformamida, pode ser um eficiente
crioprotetor para congelacdo de sémen equino, em virtude de preservar a
motilidade, integridade das membranas plasmatica e acrossomal, assim como

a atividade mitocondrial dos espermatozoides.
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Tabela 1. Parametros cinéticos avaliados pelo CASA. Sémen criopreservado

de equino com meio de congelacdo a base leite/gema, sem sacarose

(controle), com Botucrio® (controle positivo) ou suplementado com Sacarose

(25 mM, 50 mM e 100 mM). Os dados sdo expressos como média + desvio

padréo

Botucrio® Controle 25 mM 50 mM 100 mM
Parametros
MT (%) 58,46+14,02° 35,9+11,94° 43,78+15,22° 49,67+19,04% 52,95+15,85%
MP (%) 42,17+7,19° 22,06+4,49° 28,58+5,98% 32,85+7,27° 35,30+8,41°
LIN (%) 65,246,587  47,58+4,36" 47,744,29"  48,55+4,45" 51,88+553"
STR (%)  83,2+4,76*  76,73+3,51" 76,58+4,20° 75,99+3,84°  77,39+4,58"
WOB (%)  77,86+3,99* 61,9+3,42° 62+2,81° 63,56+2,89°  66,77+3,66"
VCL (um/s) 62,6+6,83® 52,8+9,30° 60,51+11,09°° 65,60+8,47*° 68,95+11,81°
VSL (um/s) 40,78+6,97*° 25,10+4,86° 28,71+6,67° 31,90+6,27° 35,66%8,73%
VAP (Um/s) 48,86+6,84% 32,53+5,64° 37,47+7,51™ 41,71+6,70* 46,05+9,47°
ALH (um)  230+0,23° 2,80+0,65° 3,09+0,24*°  3,14+0,19° 3,030,187
BCF (Hz)  10,27+0,71° 11,74+2,18% 12,8+1,05°  12,6+0,76°  12,17+1,19°

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 trajetdria, ALH: amplitude
de deslocamento lateral da cabeca, BFC: frequéncia de batimento cruzado.
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca (P < 0,05)
entre 0S grupos.
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Tabela 2. Integridade das membranas plasmatica e acrossomal, potencial de
membrana mitocondrial e estabilidade de membrana mensurados por
citometria de fluxo de espermatozoides equinos submetidos a congelagédo em
diluente a base leite/gema, sem sacarose (controle), com Botucrio® (controle
positivo) ou suplementado com Sacarose (25 mM, 50 mM e 100 mM). Os

dados sdo expressos como média + desvio padrao

Botucrio® Controle 25mM 50mM 100mM
Parametros
PNA-/IP- 44,21+536° 46,78+4,94° 4590+4,49° 45,69+6,25° 53,75+6,88%
APMM 36,46+9,96° 39,20+7,99° 38,44+6,13° 40,9+5,94° 48,04+6,23%

M540-/ Yo-Pro-1- 74,22+21,88 69,12+21,05 67,79+21,57 67,61+20,74 70,57+19,79

M540+/ YO-Pro-1- 24,08+21,69 23,3+20,98 23,53+21,17 24,42+19,21 19,95+18,33

PNA-/IP-: Membrana plasmatica e acrossomal intactas; APMM: alto potencial
de membrana mitocondrial e M540-/Yo-Pro-1-: viaveis com membrana estavel,
M540+/Yo-Pro-1: viaveis com membrana desestabilizada. Letras minUsculas
diferentes na mesma linha indicam diferenca (P < 0,05) entre os grupos.
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Figura 1. Espermatozoide Figura 2. Espermatozoide
equino, pés-descongelacéo, equino, pos-descongelacéo,
com membrana plasmatica com lesdo na membrana
integra e acrossomal danificada plasmatica e acrossomal
(IP-/PNA+). (PNA+/IP+).
ESPERMATOZOIDES
PNA-/IP+ PNA+/IP+
165—E
1e5 <
.
6I
QO led
EI E
£ 1e3
0_
-1e3
ed E PNAIP- PNA+IP-
1é4 o -1:33 (I) 1:;3 “I1I:|35 “1;6 S 1e|1

Figura 3. Dot-plot com subpopulagbes espermaticas de

Intensity_MC_Ch02

equinos, pos-

descongelacdo, avaliadas para integridade de membrana plasméatica e

acrossomal.
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Figura 4. Espermatozoide Figura 5. Espermatozoide
equino,  po6s-descongelacéo, equino, po6s-descongelacéo,
com alto potencial de com baixo potencial de

membrana mitocondrial. membrana mitocondrial.



