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FARRAS, M. C. Influéncia do estresse oxidativo sobre as caracteristicas
espermaticas no sémen de garanhdes. Botucatu, 2015. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

RESUMO

Muitos garanhdes nédo respondem de forma satisfatoria frente ao processo de
criopreservacao sendo varios os fatores envolvidos nessa intolerancia. Visando
elucidar resultados superiores de alguns animais aos processos de
criopreservacdo esperméatica, foram realizados dois experimentos. No
experimento |, o objetivo foi avaliar a acdo do estresse oxidativo e as
consequéncias no sémen de garanhdes resistentes e sensiveis ao processo de
congelacdo espermatica, verificando também a influéncia do fator racial frente
ao processo de congelacdo espermatica. No experimento I, o objetivo foi
avaliar a influéncia da presenca do plasma seminal sobre a resisténcia
espermatica no sémen refrigerado de garanhdes considerados bad e good
coolers. Para avaliacdo das amostras seminais foi realizada anélise
computadorizada de cinética espermatica (CASA, Thorne Research — HTMA
IVOS), andlise e quantificacdo do estresse oxidativo pela mensuracdo das
substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), analise da fragmentacéo
do DNA espermatico (HALOMAX) e andlises de translocacdo de fosfolipidios
da membrana, indice de caspase ativada e quantificacdo de espécies reativas
de oxigénio pela citometria de fluxo. No experimento |, ndo houve influéncia
racial com relacdo a qualidade espermatica, além disso, os garanhdes bad
freezer, que apresentaram maior perda de qualidade seminal apds a
congelacdo espermética, revelaram maiores niveis de estresse oxidativo e
fragmentacdo do DNA espermatico. No experimento Il, os garanhdes sensiveis
a refrigeracéo apresentaram melhora da qualidade espermatica ao retirarmos o
plasma seminal. Ja nos good coolers houve uma manutencdo da qualidade
espermética na presenca do plasma seminal e uma diminuicdo da qualidade
sem o plasma seminal. Além disso, observamos ao submeter as amostras ao
teste-desafio, que as analises espermaticas se tornam mais confiaveis pelo fato

de amplificar e evidenciar as diferencas.
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Palavras-chave : Sémen, criopreservacgao, estresse oxidativo, fragmentacao de
DNA, plasma seminal, garanh&o.
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FARRAS, M. C. Influence of oxidative stress on sperm parameters of
stallion semen. Botucatu, 2015. Thesis (PhD) — University of Veterinary

Science and Animal Science, Botucatu, Paulista State University.

ABSTRACT

A significant number of stallions do not respond in a satisfactory way to the
cryopreservation process and that there are many factors involved. In order to
elucidate the reasons why some animals have superior results in the spermatic
cryopreservation processes, two experiments were conducted. In experiment |,
the goal was to evaluate the action of oxidative stress and the consequences in
the semen of stallions that were resistant and susceptible to the spermatic
freezing process. The influence of the racial factor to the spermatic freezing
process was also verified. In experiment Il, the goal was to evaluate the
influence of the seminal plasma presence on spermatic resistance in cooled
semen of stallions considered as bad and good coolers. To evaluate seminal
samples, computer analysis of the spermatic cinetic was done (CASA, Thorne
Research — HTM IVOS), oxidative stress levels were assessed by thiobarbituric
acid-reactive substances (TBARS), sperm DNA fragmentation (HALOMAX) and
analysis of the translocation of membrane phospholipids, activated caspase
indices and quantification of ROS with flow cytometry were done. In experiment
I, there was no influence of the breed factor in relation to the sperm quality of
the analyses that were done. Furthermore, the bad freezers stallions, that
showed the most loss of seminal quality after spermatic freezing, presented
higher rates of oxidative stress and spermatic DNA fragmentation. In
experiment I, the stallions that were considered sensitive showed improvement
of the sperm quality as the SP was removed. Furthermore, in the good coolers
we observed the preservation of sperm quality in the presence of SP and a
quality decrease in the samples without the SP. Additionally, we also observed
the importance of the test challenge for the evaluation of the sperm analysis,
because when submitted to stressful situations, the differences were evident.
Keywords : Semen, cryopreservation, oxidative stress, DNA fragmentation,

seminal plasma, stallion.
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INTRODUCAO

A comercializacdo e o transporte de sémen, tanto refrigerado como
congelado, estdo entre as biotécnicas mais utilizadas pelas centrais de
reproducdo equina no Brasil. O armazenamento do sémen em baixas
temperaturas tem como objetivo ndo s6 prolongar a viabilidade espermatica,
reduzindo o metabolismo celular e a formacdo de subprodutos indesejaveis,
como também possibilitar a manutencao e utilizacdo do material genético por
um periodo maior e em locais onde a monta natural seria inviavel (ALTHOUSE
et al., 1998; MOORE et al., 2005; HOFFMANN et al., 2011).

No entanto, durante o processo de reducédo de temperatura, ocorre uma
reorganizacdo nos lipideos da membrana plasmatica e uma exposicdo da
célula a situagBes deletérias que afetam diretamente a longevidade dos
espermatozoides no trato reprodutor feminino e consequentemente a fertilidade
(HOLT, 2000; GRAHAM, 2010). Nos ultimos anos, muitos pesquisadores tém
se dedicado ao estudo da manutencado da viabilidade espermatica, na tentativa
de melhorar os indices de fertilidade em diversas espécies.

Na espécie equina, por sua vez, devido aos métodos de selegcédo
genética impostos a esta espécie, valorizando aspectos fenotipicos frente a
qualidade reprodutiva, existe uma grande variabilidade individual quanto as
respostas a criopreservacdo espermatica, refletindo em garanhdes com boa
resisténcia e outros considerados intolerantes ao processo de refrigeracao e/ou
congelacéo (BRITO et al., 2007).

Varios sdo os fatores associados ao sucesso das biotécnicas de
criopreservacao espermatica, a presenca e/ou auséncia do plasma seminal, o
metabolismo celular e seus subprodutos, o estresse oxidativo, 0s meios
diluentes utilizados, as caracteristicas morfofuncionais das células
espermaticas e seu comportamento frente as taxas de reducéo da temperatura
sao alguns dos fatores envolvidos.

Neste contexto, diante das varias formas de se avaliar e predizer a
viabilidade espermatica, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do
estresse oxidativo e da presenca do plasma seminal no sémen de garanhdes
resistentes e sensiveis ao processo de refrigeracdo e congelacéo espermatica,

buscando estabelecer possiveis causas e diferencas existentes entre esses



grupos. Para tanto, fez-se uso dos parametros de cinética espermatica,
integridade de membrana plasmatica e acrossomal, translocacdo de
fosfolipidios, ativacdo de caspase, avaliacdo do estresse oxidativo e avaliacao

da fragmentacdo do DNA espermatico.



HIPOTESE

O estresse oxidativo e o plasma seminal influenciam na viabilidade
espermatica de forma distinta, dependendo da sensibilidade do garanhdo ao
processo de criopreservacdo, sendo as diferencas evidenciadas quando

submetidas a testes de estresse.

OBJETIVO

Avaliar se o0 estresse oxidativo influencia nas caracteristicas
morfofuncionais do sémen refrigerado e congelado de garanhdes sensiveis ou
nao ao processo de criopreservacao.

Avaliar a influencia do fator racial nas caracteristicas morfofuncionais do
sémen congelado de garanhdes sensiveis e resistentes ao processo de
congelacao espermatica.

Avaliar se a presenca e a auséncia do plasma seminal influenciam de
forma distinta garanhd&es com diferentes niveis de sensibilidade ao processo de

refrigeracdo espermatica.



REVISAO DE LITERATURA

1. Célula Espermatica

Os espermatozoides sao ceélulas especializadas na transferéncia da
informacéo genética, com habilidades de motilidade ativa, fertilizacdo do odcito
e unido dos gametas, para que haja a formacdo de um novo individuo
(MORTIMER, 1997; AURICH, 2005). Para que ocorra essa unidao, o
espermatozoide deve manter condi¢cdes basicas como metabolismo para a
producdo de energia, motilidade progressiva, integridade das membranas
plasmatica e acrossomal (SQUIRES et al., 1999) e integridade do DNA para
que ocorra a ligacdo com o gameta feminino e finalmente a fertilizacdo (LOVE,
2005).

O gameta masculino tem origem nas ceélulas primordiais localizadas nos
tibulos seminiferos, por meio de um processo conhecido como
espermatogénese. Nos mamiferos, esse € um processo complexo e Unico que
envolve mudancas fisioldgicas, bioquimicas e morfolégicas no qual uma
espermatogobnia diploide da origem a uma série de espermatozoides haploides
totalmente diferenciados, com nucleo condensado, acrossomo e flagelo
(SENGER et al., 1999).

1.1 Morfologia Espermatica

Didaticamente, ao estudar a célula espermatica, € comum subdividi-la
em cabeca e cauda ou flagelo, que por sua vez é constituido pela peca
intermediaria, peca principal e peca terminal, todos esses envoltos pela
membrana plasmatica, sendo a forma, o tamanho e a estrutura dos
espermatozoides bastante varidvel entre as espécies (BRITO, 2007; VARNER
et al., 2015).

Na cabeca estdo localizados o nucleo e o acrossomo. O nucleo contém
o0 material genético e ocupa a maior porcdo da cabeca do espermatozoide,
preenchendo praticamente todo seu volume, na forma de DNA altamente
condensado e estavel, sendo este o responsavel pela protecdo da cromatina
(D"OCCHIO et al., 2007).



O acrossomo, derivado do Complexo de Golgi, é a estrutura
responsavel pela penetragdo do espermatozoide no o0cito, armazena enzimas
hidroliticas importantes para que haja a fecundacdo. (RAMALHO-SANTOS et
al., 2002; BRITO, 2007). Ao se ligar a zona pellcida do odcito ocorre a reagao
acrossomal e a liberacdo dessas enzimas. Esse processo, associado a
hiperativagcdo espermatica, sdo 0s responsaveis pela penetracdo da zona
pelicida e consequente fertilizacdo do oocito (HONDA et al., 2002).

Na porcdo distal da célula espermética encontra-se a cauda,
responsavel pelo armazenamento de energia e pela movimentacdo do
espermatozoide, sendo subdividida em quatro regides: o colo ou peca de
conexdo, a peca intermediaria, a peca principal e a peca terminal (BARTH e
OKO, 1989; VARNER e JOHNSON, 2007). Na peca intermediaria estédo
localizadas as mitocondrias, organelas responsaveis pela producdo de
adenosina trifosfato (ATP) e consequentemente pelos batimentos flagelares
(COSSON, 1996).

A membrana plasmatica, que envolve todas essas estruturas, é
constituida por uma bicamada lipidica, contendo fosfolipidios, colesterol e
glicolipideos e diferentes tipos de proteinas organizados em modelo de
mosaico fluido. Durante a criopreservacdo do sémen, ocorre um rearranjo
nessa estrutura e a relacdo entre seus componentes estruturais sdo 0s
principais envolvidos na integridade celular durante o processo (ALBERTS et
al., 1997). Devido sua importancia para a protecdo do espermatozoide e
manutencdo de suas funcdes, a sua integridade também € utilizada para
avaliar a viabilidade dos espermatozoides (JANUSKAUSKAS et al.,, 2000;
GARNER et al., 1997).

1.2. Ndcleo

No inicio da espermatogénese, o DNA esta associado as histonas assim
como na configuracdo de uma célula somatica qualquer (D’OCCHIO et al,
2007). Posteriormente, a forma e tamanho do nucleo e o grau de compactagao
da cromatina mudam drasticamente (DADOUNE, 2003).

Concomitante as alteracfes visiveis na organizacdo da cromatina dos
espermatozoides ocorre a substituicdo das nucleoproteinas, na qual as

histonas sdo removidas do DNA de espermatdcitos e espermatides iniciais,



sendo substituidas por proteinas de transicao, que por sua vez sdo substituidas
pelas protaminas (STEGER, 1999; KIERSZENBAUM, 2001; ZHAO et al.,
2001). Estas interagem com o DNA de forma u(nica, resultando no seu
enrolamento em subunidades extremamente compactas em forma de
solenoide, que sdo as responsaveis pela condensacéo final e estabilizacdo da
cromatina dos espermatozoides (BALHORN et al.,, 1999; D’OCCHIO et al.,
2007).

O nucleossomo € composto por DNA envolto em um octamero de
histonas (NOLL 1974). Cada nucleossomo esta ligado a fita de DNA através de
um “DNA-linker”, adquirindo a forma de um colar de contas (WOLFFE 2001).
Com o uso da microscopia eletronica, foi possivel observar que a organizacéo
da cromatina do nucleossomo em espermatides iniciais desaparece e é
substituida por fibras lisas. A agregacdo dessas fibras da origem a fibras
maiores, que se aglutinam em uma densa massa homogénea resultante da
interacdo do DNA espermatico com as protaminas (DADOUNE, 2003). Dessa
forma a cromatina dos espermatozoéides € organizada de forma diferente das
células sométicas (HAAF e WARD, 1995; EVENSON et al, 2002).

1.3. Nucleoproteinas

As histonas representam aproximadamente 20% das proteinas
nucleares em espermatozoides humanos (DADOUNE, 2003) e podem ser
divididas em trés categorias (MEISTRICH et al, 1989). As histonas sométicas:
encontradas em células somaticas e nas ceélulas espermatogénicas do
testiculo; variacdes de "células germinativas" presentes em células somaticas,
e pouco encontradas em células espermaticas (MEISTRICH et al, 1989); e as
histonas especificas dos testiculos, encontradas somente em células
espermaticas e testiculares (MEISTRICH et al, 1989).

A acetilizacdo da porcao terminal da cauda das histonas H4 reduz sua
afinidade pela fita de DNA (McCARREY 1998), e consequentemente sua
rigidez, tornando possivel a interacdo com outras proteinas, o que resultara na
substituicdo das histonas pelas proteinas de transicdo (MEISTRICH et al,
1992).

As proteinas de transicdo sdo as mais encontradas nas espermatides

durante o periodo de substituicdo das histonas pelas protaminas (MEISTRICH



et al, 1989). Durante esta fase, pode-se dizer que ocorrem trés importantes
eventos: a reorganizacdo da cromatina no nucleossomo, ordenando-as em
fibras lisas; o inicio da condensacdo da cromatina; e o fim da fase de
transcricdo. Sugerindo assim que as proteinas de transicdo estdo envolvidas
em pelo menos um destes processos. (DADOUNE 2003).

Nas espécies mamiferas, encontram-se varios tipos de proteinas de
transicdo, porém as proteinas denominadas 1 e 2 (PT1 e PT2) sdo comuns a
todas as espécies. Acredita-se que estas realizam a funcdo de alinhamento
longitudinal do DNA (DADOUNE 2003), e que também estdo ativamente
envolvidas no processo de condensacao nuclear, que transforma a cromatina
somatica na cromatina fibrilar dos espermatozoides maduros (LEVESQUE et
al, 1998).

A PT1 tem a capacidade de desestabilizar e relaxar a fita de DNA,
reduzindo sua interagdo com o nucleossomo (LEVESQUE et al, 1998). Além
disso, esta envolvida no processo de reparacdo de quebras na fita do DNA
(CARON et al, 2001). J&4 a PT2 tem maior participacdo na estabilizacdo e
condensacdo da cromatina, antes mesmo da atuagcdo das protaminas
(LEVESQUE et al, 1998).

Varios estudos tém demonstrado o envolvimento de dois tipos diferentes
de protaminas na compactacdo dos espermatozoides, a P1, encontrada em
todas as espécies mamiferas, e a P2, encontrada somente em algumas
espécies (BALHORN et al, 1999).

Devido as diferentes proporcdes entre P1 e P2 encontradas nas
diferentes espécies, existe uma dificuldade de se estabelecer como estas duas
protaminas participam no processo de compactacdo do DNA espermatico.
Porém sabe-se também que ha uma relacdo constante entre a soma das
protaminas associadas a fita de DNA. Podendo entdo, ser estabelecido um
padrao sobre sua quantidade total e consequentemente ao comprimento de fita
de DNA que esta associado a elas (BALHORN et al, 1999).

Através da microscopia eletronica, foi observado pela primeira vez que
as protaminas ligadas a fita de DNA sdo as responsaveis pela organizacao da
cromatina em forma de rosca, dando origem a uma estrutura Unica
extremamente compactada e resistente ao processo de desnaturacéo

(D’OCCHIO et al, 2007), demonstrando assim a importancia do papel das



protaminas e do seu correto funcionamento com relacéo a fertilidade masculina
e ao desenvolvimento embrionario. Dessa forma, por alguma falha no
mecanismo de substituicdo das nucleoproteinas, pode n&o ocorrer a correta
substituicdo dessas histonas, resultando na formagcdo de uma estrutura
inadequada com uma cromatina instavel e susceptivel a danos (EVENSON et
al, 1999).

2. Criopreservacdo Espermética

Héa alguns anos varias pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de
prolongar a longevidade espermatica através da criopreservacdo do sémen
equino, seja pela refrigeracado ou congelacdo, e com isso melhorar as taxas de
fertilidade. Muitas dessas pesquisas tém como objetivo desenvolver diluidores,
aditivos, curvas e protocolos que garantam a motilidade e integridade do
sémen equino, ou pelo menos minimizem os danos intrinsecos ao processo de
exposicdo a baixas temperaturas e com isso indices de fertilidade melhores e
menos variaveis.

A partir da década de 90, houve um aumento consideravel na utilizacéo
do sémen equino refrigerado e congelado, principalmente devido a aceitacdo
de grande parte das associagOes de criadores de cavalos. O uso destas
biotécnicas facilita muito o manejo reprodutivo nos haras, jA que ndo ha
necessidade da presenca da égua e do garanhdo no mesmo local (SQUIRES
et al, 1998). O fato de se transportar o sémen até as éguas, ao invés de
transporta-las até o garanhdo oferece inUmeras vantagens, como a eliminacao
de gastos com transporte, a diminuicdo do estresse animal, a diminuicdo dos
riscos impostos aos potros e as proprias matrizes em relagcdo a possiveis
acidentes e de adquirir doengas, como resultado da exposicao a patégenos em
seu novo ambiente, além, destas propriedades serem, na grande maioria,
distantes e dispenderem altos custos com a hospedagem dos animais
(BRINSKO e VARNER, 1992).
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2.1. Sémen Refrigerado

O sucesso da inseminagdao artificial nos equinos, assim como em outras
espécies, depende da manutencdo da viabilidade e fertiidade do sémen
durante o armazenamento (IJAZ E DUCHARME, 1995). Aléem disso, quanto
maior o tempo no qual se mantém o potencial fertilizante do sémen refrigerado,
maior flexibilidade tera o médico veterinario para coletar e enviar o sémen aos
haras em que as éguas se encontram (PICKETT, 1995), resultando em maior
éxito da técnica (BATELLIER et al., 2001).

Diluidores adequados, taxa de refrigeracdo lenta, temperatura de
manutencdo adequada, a minimizacdo dos danos na membrana plasmatica e o
bloqueio da capacitacdo prematura do espermatozoide séo alguns dos fatores
diretamente ligados ao sucesso da preservacao espermatica pelo processo de
refrigeracdo (LOOMIS, 1992). Entretanto, sabe-se que a taxa de fertilidade do
sémen refrigerado diminui a medida que aumenta o tempo de armazenamento
(PICKETT, 1995).

O intervalo de temperatura entre 4 e 5°C € considerado como o ideal
para a manutencao das células espermaticas (SQUIRES et al 1999 ), para que
se chegue a estas temperaturas, é recomendado que o sémen seja refrigerado
rapidamente da temperatura de 35°C até 19°C, porém apoés esta etapa deve-se
diminuir a taxa de refrigeracéo a -0,05°C/min a fim de se evitar o “cold shock”
(choque frio) devido a alta sensibilidade do espermatozoide equino ao atingir
temperaturas proximas a 8 e 9°C (KATILA et al, 1997 ). Esse processo se
caracteriza por alteracdes nos padrdes normais de motilidade (movimento
circular ou retrogrado), perda rapida de motilidade, danos ao acrossomo e
membrana plasmatica, reducdo de metabolismo e perda de componentes
intracelulares (AMANN e GRAHAM, 1992).

Todos esses cuidados sdo necessarios, pois a exposicdo do sémen
desprotegido a baixas temperaturas resulta em desarranjos morfologicos e
bioquimicos que tornam o0s espermatozoides irreversivelmente imoveis e
inférteis (WATSON, 1981) e quanto mais tempo o potencial fertilizante do
sémen refrigerado possa ser estendido, mais facil sera uso do sémen
transportado juntamente com o sucesso da técnica (BATELLIER, et al., 2001).

A conservacdo do sémen em temperaturas superiores (15 a 20°C)

também tem sido utilizada, sendo que nestas temperaturas o0 sémen nao deve
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ser armazenado por um periodo maior que 24 horas, 0 que resulta na
diminuicdo das taxas de fertilidade (SQUIRES et al, 1999). No Brasil, a
refrigeracdo do sémen a temperatura entre 15 e 18°C é frequentemente
utilizada, por necessitar de sistemas de armazenamento mais simples
(ALVARENGA e CARMO, 2007).

Apesar da grande difusédo em relagcdo ao uso do sémen equino
refrigerado, este ainda apresenta algumas limitacbes, sabe-se que ha uma
variacdo consideravel nas taxas de fertilidade, que na medida em que o tempo
de armazenamento aumenta, a fertilidade do sémen diminui, e que para
conseguir bons indices de fertilidade o sémen ndo deve ser refrigerado por um
periodo superior a 24 horas (PICKETT, 1995). Dentre os fatores que podem
afetar essas taxas podemos ressaltar a fertilidade intrinseca do garanhao e da
égua, a composi¢ao do diluente adicionado ao sémen, a curva de refrigeracao,
a temperatura de armazenamento do sémen diluido, a dose inseminante
(quantidade total de espermatozoides moveis), a relacdo entre a inseminacao e
a proximidade da ovulacdo e o tempo de armazenamento in vitro. (PICKETT,
1995).

2.2. Sémen Congelado

Na ultima década, houve um aumento consideravel nas pesquisas sobre
protocolos para congelacdo de sémen equino, principalmente devido a
aceitacdo de grande parte das associacdes de criadores de cavalos
(ALVARENGA et al 2005), buscando sempre garantir sua qualidade quando
submetido ao processo de congelacdo e descongelacdo (HOLT, 2000b),
visando sempre que os indices de fertilidade melhorem e sejam menos
variaveis.

Dentre as vantagens do uso desta biotécnica, pode-se destacar a
potencializacdo do uso de reprodutores em situacdes em que a monta natural
ou inseminacao artificial (I.A.) com sémen fresco ou refrigerado n&do seria
possivel, seja pela distancia, como no caso do comércio internacional de
sémen, ou pela participacdo em atividades esportivas, e até mesmo quando
este vem a oObito. Dessa forma podemos continuar utilizando e disseminando
seu potencial genético (GRAHAM, 1996), ndo somente por um periodo maior,

como também por uma area mais extensa.



12

Apesar de nosso pais ser um dos que mais se utilizam das biotécnicas
da reproducgéo para gerar produtos (VIANA & CAMARGO, 2007), os resultados
obtidos, com o uso do sémen congelado, ainda sdo muito variaveis. Essa
variacdo se deve, ndo sO ao processo biotecnolégico, mas também as
caracteristicas e comportamento individual, do ejaculado de cada garanh&o
exposto ao processo de congelacdo, que muitas vezes nao resistem de forma
satisfatoria para que se obtenha um potencial fertilizante adequado (BRINSKO
et al., 2000).

Outro fator importante € a selecdo genética no qual os equideos foram
submetidos ao longo dos anos, valorizando-se principalmente alguns padrbes
raciais e de desempenho atlético (AMANN & GRAHAM, 1992) e raramente
visando aspectos reprodutivos, resultando assim, na selecdo de um numero
significativo de reprodutores com baixo desempenho reprodutivo (LOOMIS,
2006).

Arruda et al. (2003) verificaram que além haver diferencas entre os
crioprotetores e diluentes, também existe a influéncia do garanhdo e uma
interagdo entre esses elementos, sugerindo que, antes de se adotar um
protocolo de congelacdo de sémen, deve ser feito uma série de testes afim de
se descobrir o protocolo mais favoravel aquele individuo, obtendo-se o melhor
resultado possivel. Amman e Pickett (1987) destacam que, além dos fatores
raciais, podem ser observadas grandes diferencgas individuais dentro de uma
mesma raca.

Estudando as consequéncias do processo de congelacdo no sémen de
garanhdes, Maziero (2010) observou que 0s animais que obtiveram ejaculados
com alta congelabilidade apresentaram uma maior taxa de concepcéao (70,6 vs
44,5%) com relagdo ao grupo de baixa congelabilidade, apresentando uma
chance de se obter uma prenhez cerca de quase trés vezes maior.

No Brasil Alvarenga et al. (1996, 2003 e 2005) observaram que
garanhdes da raca Mangalarga e Mangalarga Marchador, por fatores ainda néao
determinados, sdo mais susceptiveis ao processo de congelacdo espermética
quando comparado a outras ragas. Alvarenga et al. (1996) demostraram que
animais de racas de salto (Hannoveriano, Holstainer e Trackner) apresentaram
80% de individuos tolerantes ao processo em relacdo as racas Mangalarga e

Mangalarga Marchador (15%). Vidament et al. (1997) relataram que 20% dos
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garanhfes apresentam bons resultados frente a congelacdo, 60% apresentam
indices aceitaveis e 20% nao respondem bem e congelam mal, justificando a
menor taxa de fertilidade do sémen congelado frente ao sémen fresco ou
refrigerado (SAMPER & MORRIS, 1998; WATSON, 2000).

A exposicdo do sémen desprotegido a baixas temperaturas resulta em
desarranjos morfolégicos e bioquimicos que tornam o0s espermatozoides
irreversivelmente imoveis e inférteis (WATSON, 1981), resultando em menores
indices de fertilidade (AURICH, 2008). Durante os processos de reducéo de
temperatura, tanto na refrigeracdo quanto na congelagdo, ocorre
reorganizacbes nos lipideos da membrana plasmatica, diminuindo a
longevidade dos espermatozoides (HOLT, 2000). Dentre os fatores que
diminuem esta fertilidade existem causas que afetam a proporcao de células
espermaticas vivas (choque de temperatura, curva de resfriamento, estresse
osmatico e composicdo de diluentes), e causas que afetam a funcionalidade
dos espermatozoides vivos (estabilidade de membrana, estresse oxidativo,
integridade de membrana, integridade da estrutura do DNA) (WATSON, 2000).

Diante desses acontecimentos, 0 uso correto dos crioprotetores, da taxa
de refrigeracdo, de congelagdo e de descongelacdo sdo fatores
importantissimos para o sucesso desta biotécnica e diminuicdo da variabilidade
das taxas de prenhez (METCALF, 2007).

3. Estresse Oxidativo

Seja pela producao excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs)
ou por deficiencia na funcdo dos antioxidantes, o desequilibrio entre sua
producéo e neutralizacdo caracteriza o estresse oxidativo (DIPLOCK, 1994).

Apesar de o estresse oxidativo estar ligada a eventos fisiolégicos como a
capacitacdo espermatica, reacdo acrossomal, hiperativacdo e fusdo do
espermatozoide com o oécito (BAUMBER et. al., 2000; GADELLA et. al., 2001),
0 aumento excessivo da concentracdo de EROs, induz a peroxidacéo lipidica e
proteica da membrana plasmatica, o que compromete a integridade
espermatica, traz consequéncias e danos a fita de DNA, resultando, assim, em

efeitos indesejados na funcéo esperméatica (MORTE et.al., 2008).
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Em equinos, estudos demonstraram que as EROs atuam promovendo a
peroxidacao lipidica, além de estar associada com a diminui¢do da fertilidade
(BAUMBER et al, 2000; BALL e VO, 2002), visto que a peroxidacédo altera a
fluidez da membrana plasmatica e compromete a fusdo das membranas
esperméticas, durante a rea¢do acrossomal (BALL, 2011).

Ortega-Ferrusola et. al. (2009) observaram uma correlagdo negativa da
lipoperoxidacdo com a viabilidade espermatica (r= -0,789, p<0,001), e com o
potencial mitocondrial (r=-0,689, p<0,001), sugerindo que a lipoperoxidacdo
influencia diretamente na crio-resisténcia do sémen de alguns garanhdes, e

também, entre ejaculados dos mesmos.

3.1. Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs)

As espécies reativas de oxigénio (EROs), moléculas e/ou atomos
derivados do metabolismo oxidativo, apresentam alta instabilidade devido a
presenca de elétrons desemparelhados, o que faz com que sejam
extremamente reativas e atuem tanto como agente oxidante (sequestrando
elétrons), ou como agente redutor (doando elétrons) (HALLIWELL 1991;
MARLIN et al., 2002; AGARWAL et al., 2005; MAKKER et al. 2009).

A principal fonte de producdo de EROs no sémen dos mamiferos esta
relacionada a cadeia de transporte de elétrons nas mitocondrias (BALL et al.,
2001; KOPPERS et al., 2008; ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2009; PENA et al.,
2011), sendo esta a responsavel pela fosforilagdo oxidativa e producdo de
maior parte da energia fornecida as células (BLIER et al., 2001). A partir de
reacoes oxido-reducdo, uma molécula de oxigénio € reduzida e origina uma
molécula de agua e energia na forma de ATP. Essa reacdo pode gerar
intermediarios reativos acarretando na formacdo das EROs (DOWNLING e
SIMMONS, 2009; MAIA, M. e BICUDO, S., 2009).

Dentre os intermediarios reativos originados do metabolismo energético
destaca-se o radical superoxido (O2-), o radical hidroxila (OH-) e o peroxido de
hidrogénio (H,O,) como os principais envolvidos no estresse oxidativo das
células espermaticas (HALLIWELL, 1989; FERREIRA e MATSUBARA, 1997;
BAUMBER et al., 2000; BILODEAU et al, 2001; BURNAUGH et al., 2007;
BURNAUGH et al., 2010).
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Radical superoxido (O2-)

O anion superodxido € um radical livre, formado a partir de uma molécula
de oxigénio pela adicdo de um elétron. Considerado um subproduto da cadeia
respiratOria, € pouco reativo e ndo é capaz de transpassar as membranas
lipidicas, atuando apenas no sitio de producdo (FERREIRA e MATSUBARA,
1997; NORDBERG e ARNER, 2001; ANDRADE et al., 2010).

Como consequéncia da reducdo da molécula de oxigénio, o O2-, uma
das primeiras EROs formadas, ou reage de forma rapida ou é catalisada pela
superéxido dismutase (SOD) dando origem ao perdxido de hidrogénio (H202)
(BALL et al. 2001).

Peréxido de hidrogénio (H202)

O pero6xido de hidrogénio, por sua vez, ndo € um radical livre e sim um
metabdlito intermediario do oxigénio, que sob a acdo da catalisacdo de ions
Fe2+ ou Cu2+, é transformado pela reacdo Fenton e resulta na formacédo do
radical hidroxila (OH-). E considerado altamente reativo e deletério, apresenta
tempo de meia-vida longo e é capaz de transpassar membranas biolégicas
(BALL et al., 2001; BURNAUGH et al., 2007; OTT et al., 2007; PENA et al.,
2011; FERREIRA e MATSUBARA, 1997; NORDBERG e ARNER, 2001; MAIA,
2006).

Radical hidroxila (OH-)

Considerado o mais reativo das EROs, o radical hidroxila (OH-), é
produzido a partir da reacdo de Fenton, catalisada por ions Fe2+ ou Cu2+
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997; NORDBERG e ARNER, 2001; MAIA,
2006;). E capaz de desencadear a reacdo de peroxidacdo lipidica da
membrana plasmatica pela retirada de um atomo de hidrogénio dos acido-
graxos poli-insaturados danificando-a e comprometendo sua funcédo. Além
disso, quando produzida proximo a molécula de DNA causa danos estruturais e
funcionais a cromatina (MAIA e BICUDO, 2009; SILVA e GUERRA, 2010;
FERREIRA e MATSUBARA, 1997; NORDBERG e ARNER, 2001).
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Por apresentar um alto teor de &acidos-graxos poli-insaturados,
essenciais para que a membrana plasmatica dos espermatozoides apresente a
permeabilidade necessaria para realizar suas funcdes (motilidade ativa,
integridade estrutural, fusdo com o 00cito), 0os espermatozoides se tornam
altamente susceptiveis aos danos causados pelo estresse oxidativo, como a
diminuicdo da motilidade, lesbes na fita de DNA e a diminui¢cdo da capacidade
fertilizante do espermatozoide, visto que os lipidios estdo entre os principais
acometidos pelas EROs (AITKEN & KRAUSZ 2001, MAKKER et al. 2009,
AITKEN & BAKER, 2004, BAUMBER et. al. 2000, IRVINE et al., 2000;
VALENCA e GUERRA, 2007; SILVA e GUERRA, 2010).

Ao reagir com as EROS, as duplas ligacfes presentes nos acidos graxos
poli-insaturados da membrana plasmatica sofrem uma reacdo em cadeia de
peroxidacao lipidica, levando a diminui¢cdo da permeabilidade dessa membrana
e, consequentemente, a perda da funcdo espermatica (AITKEN e KRAUSZ,
2001). Baumber et al (2000) averiguaram que a motilidade espermatica pode
decair antes mesmo de se detectar a lipoperoxidacéo, sugerindo que as EROs
influenciam a cinética espermatica independente da peroxidacao lipidica, muito
provavelmente pela alteragédo da fung&o mitocondrial (BAUMBER et al., 2003).

No processo de criopreservacdo ocorrem danos na membrana
plasmatica dos espermatozoides, e na presenca de células criolesadas, nao
viaveis e/ou com defeitos morfoldgicos, como gota citoplasmatica proximal ou
defeitos na peca intermediaria, ha um aumento na formacdo de EROs e
consequentemente do estresse oxidativo (BALL et al., 2001), que por ser
considerado a principal causa de fragmentacdo do DNA espermatico (SAKKAS
e ALVAREZ, 2010), eleva os niveis basais de danos no DNA, que podem
atingir até 50% apos 6 horas de incubacéo a 37°C (LOPEZ-FERNANDEZ et. al,
2007), comprometendo de forma significativa a fertilidade (TESARIK et al.,
2004).

Ball (2008) observou que outra importante alteracdo derivada do
processo de criopreservacdo sdo os efeitos deletérios causados as
mitocondrias, evidenciado pela alta prevaléncia de edema de peca
intermediaria no momento pdés-descongelacdo, o que pode levar a um
metabolismo oxidativo anormal, a formacéao excessiva de EROs e a indu¢éo da

apoptose.
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3.2. Antioxidantes

Como antioxidantes, podemos considerar qualquer substancia que
retarde, previna, regule, iniba e/ou elimine, de forma direta ou indireta, os
danos ou agentes oxidativos (HALLIWELL 2007; KHLEBNIKOV et al., 2007).
Estes podem ser subdivididos em antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.

No grupo dos antioxidantes enzimaticos, ou naturais, destaca-se as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxirredoxinas (Prx),
glutationa (GSH), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx). Ja os
antioxidantes ndo enzimaticos ou sintéticos sdo adquiridos pela dieta,
apresentam baixo peso molecular e incluem o acido ascérbico (Vitamina C),
acido a-lipoico, o tocoferol (Vitamina E), ubiquononas, taurinas, caroteno,
betacaroteno, selénio e zinco. (MAIA, 2006; FERREIRA e MATSUBARA,
1997).

Existem duas caracteristicas, importantes no dano oxidativo, relevantes
para a etiologia da infertilidade masculina, primeiro, a ocorréncia da catalisacao
da cascata da peroxidacdo por metais de transicdo, como ferro e cobre,
encontrados no plasma seminal em quantidade suficiente para catalisar esta
reacdo. A segunda € a presenca de antioxidantes nas secre¢bes do trato
reprodutivo, incluindo enzimas protetoras secretadas no espaco extracelular,
como, por exemplo, a GPx e a SOD, produzidos na cabeca e cauda do
epididimo, respectivamente (VERNET et al.,, 1996 e 1997), justificando o
porqué de alguns homens considerados inférteis apresentarem uma atividade
antioxidante deficitaria nos ejaculados, resultando em uma correlacdo inversa
com a fertilidade (SMITH et al, 1996).

Por apresentarem uma capacidade limitada de resistir ao estresse
oxidativo (AITKEN,1994; NICHI et al., 2006), os espermatozoides se tornam
dependentes de substancias antioxidantes, seja presente no plasma seminal
(BAUMBER et al 2005) e/ou nos diluentes, para que se minimize os efeitos
deletérios das EROs (CRESPILHO et al, 2014; BAUMBER et al., 2002 e 2003;
AITKEN & CLARKSON, 1988).

Embora o plasma seminal dos equinos apresente alta atividade
neutralizadora das EROs, sua concentracdo e mecanismo de acéo é altamente

influenciada pela diluicdo e/ou remocdo do plasma seminal durante a



18

criopreservacdo (BALL et al.,, 2001; BALL, 2008), podendo intensificar a
vulnerabilidade dos espermatozoides devido a perda de substancias
antioxidantes presente no plasma seminal (BAUMBER et al., 2005).

Durante o metabolismo oxidativo, a lipoperoxidacdo da membrana
plasmatica gera subprodutos especialmente toxicos como o radical peroxil, o
malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenol (BAUMBER et al., 2000 e 2003).
Estes, se ndo inativados e regulados a concentracao fisiolégica adequada,
interferem diretamente na motilidade, viabilidade celular e fertilidade
espermatica (AGARWAL et al., 2003; FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SILVA
e GUERRA, 2010).

O MDA (CH2(CHO),), subproduto da decomposicdo lipidica da
membrana plasmatica, € um composto organico frequentemente utilizado como
marcador do estresse oxidativo podendo ser mensurado pela reacdo com o
acido tiobarbittrico (TBARS), avaliando-se assim a peroxidagao lipidica ndo sé
em ceélulas espermaticas, mas também em diversos tecidos e sistemas.
(BONNES-TAOUREL et al., 1992; DOMINGUEZ-REBOLLEDO et al., 2010;
CRESPILHO et al 2014.; NICHI et al., 2006).

4. Fragmentacdo do DNA Espermético

A integridade do DNA espermatico é essencial para a correta
transmissao da informacdo genética. Por apresentar uma estrutura altamente
compacta e complexa, qualquer anormalidade na cromatina ou dano no DNA
pode influenciar diretamente na fertiidade masculina (AGARWAL e SAID,
2003).

Entre os parametros avaliados para se determinar as caracteristicas de
uma amostra de sémen, a fragmentacdo do DNA espermético vem
despertando grande interesse (GOSALVEZ et al, 2006). Em humanos, o estudo
da fragmentacdo do DNA espermatico tem ajudado a entender as causas de
infertilidade em espermogramas considerados normais (SERGERIE et al,
2005). Além disso, foi relatado que a fertilidade in vivo diminui
progressivamente quando se identifica mais de 30% dos espermatozoides com

danos no DNA, existindo uma correlacdo negativa entre fragmentacdo do DNA
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e fertilidade (LOVE, 2005; MORRELL et al., 2008).

O processo de dano ou fragmentacdo do DNA esperméatico tem origem
multifatorial, e apesar de ainda ndo estar bem definida, ja se sabe que alguns
acontecimentos sdo determinantes para que ocorra a fragmentacdo do DNA
espermatico (GOSALVEZ et al, 2006). Erros durante a compactagdo da
cromatina, no processo de substituicho de histonas por protaminas
(GORCZYCA et al, 1993; SAILER et al, 1995; GOSALVEZ et al, 2006; DE
AMBROGI et al, 2006), a presenca de espécies reativas de oxigénio (EROS)
(KODAMA et al, 1997; SUN et al, 1997; AITKEN et al, 1998; LOPES et al,
1998; IRVINE et al, 2000; AITKEN e KRAUSZ, 2001; MOUSTAFA et al, 2004,
GOSALVEZ et al, 2006; DE AMBROGI et al, 2006), e a ocorréncia de apoptose
celular (SAKKAS et al, 1999 e 2002; GOSALVEZ et al, 2006) sdo alguns dos
fatores que influenciam na fragmentagcdo do DNA espermaético.

No inicio da espermatogénese, o DNA esta associado as histonas em
uma configuracéo classica assim como a de outra célula somatica. Porém, com
o decorrer da espermatogénese ha uma substituicdo dessas histonas por
protaminas. Este evento ocorre antes da saida do espermatozoide dos
testiculos. Ja no epididimo ocorre a formagdo de pontes de dissulfeto intra e
intermoleculares nas protaminas, resultando em uma compactacdo e uma
maior resisténcia do DNA a desnaturacdo. Dessa forma, a ocorréncia de
algumas falhas nesse procedimento pode alterar as caracteristicas das
nucleoproteinas, resultando em uma cromatina susceptivel ao processo de
desnaturacao (D’OCCHIO et al, 2007).

Em um estudo de Gosalvez et al (2011), comparando a dinamica da
fragmentacdo do DNA espermatico em 11 espécies de mamiferos, foi
observado que os espermatozoides de espécies que continham as protaminas
P1 e P2 apresentaram valores médios de fragmentacdo do DNA espermético
(SDF) significativamente mais elevados do que aquelas apenas com a P1
(19,26+1% e 11,49+2% , respectivamente). Além disso, foi possivel, através do
sequenciamento de aminoacidos presentes na Pl e das diferencas
apresentadas pelas espécies, construir uma arvore filogenética que justifica as
altas taxas de fragmentacdo apresentadas por algumas espécies quando
comparadas a outras. Esta andalise parece indicar que as respostas da

fragmentacdo do DNA sdo semelhantes nas espécies que compartilham
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grande parte de sua histéria evolutiva (GOSALVEZ et al, 2011).

Em humanos tem-se atribuido alguns casos de infertilidade a diminuigéo
no nivel de protamina P2, causado pela persisténcia de histonas ou por alguma
deficiéncia nos precursores da P2. A presenca de moléculas de cisteina nas P1
também foi um fator correlacionado a estrutura do DNA espermatico, por
estabilizar a composicdo da cromatina e auxiliar na manutengao das pontes de
dissulfeto (DE YEBRA et al, 1998).

Em outro estudo, avaliando a relacdo de protaminas 1 e 2 (P1/P2),
GARCIA-PEIRO et al (2011) verificaram que a taxa de P1/P2 obteve correlagio
com o indice de Fragmentacdo do DNA Espermatico (SDF) (r=0,424; p=0,015)
e com o indice de Fragmentacdo do DNA Espermatico ao Longo do Tempo
(rSDFI) (r=0,525; p=0,002) no momento apds a descongelacdo, demonstrando,
assim os individuos mais susceptiveis ao dano da cromatina espermatica.

O aumento da concentragdo de EROs tem influéncia direta na
peroxidacao lipidica e proteica das membranas, plasmatica e acrossomal, dos
espermatozoides, o que compromete sua integridade e leva a desnaturacéo da
fita de DNA (MORTE et.al., 2008). A perda da propor¢cao entre a producéo e
protecdo das EROs pode desencadear efeitos indesejados na funcéao
espermatica, sendo que o controle fisioldgico da sua producéo esta ligado com
eventos como a capacitacado espermatica, reacao acrossomal, hiperativacéo e
fusdo do espermatozoide com o o6cito (BAUMBER et al., 2000; GADELLA et.
al., 2001).

No plasma seminal existem enzimas e moléculas com caracteristicas
antioxidantes, como a albumina, taurina, piruvato, lactato, acido ascorbico,
tocoferol e ergotionina, que auxiliam significativamente na protecdo do
espermatozoide (DE LAMIRANDE e GAGNON, 1992; DE AMBROGI et al,
2006; BAUMBER et al., 2000; AITKEN 2004). Estas tém por funcao controlar a
concentracdo de EROs, mantendo-as a niveis fisioldgicos, prevenindo assim a
ocorréncia de danos celulares. Logo, todo mecanismo que diminua a
concentracdo destes antioxidantes, acarreta em um aumento das EROs, do
estresse oxidativo e um consequente aumento no dano celular (BAUMBER et
al., 2000; AITKEN 2004).

Baumber et al (2002 e 2003) comprovaram que a incubacgéo in vitro da

xanthine-xanthine oxidase (X-XO) resultou em um aumento dose—dependente
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na fragmentacdo do DNA esperméatico de equinos, que, por sua vez, foi
neutralizada com a adicdo de CAT, mas ndo com a adicdo de SOD e GPx,
demonstrando certa eficacia do uso de substancias antioxidantes na reducéo
do estresse oxidativo e na preservacao da integridade do DNA. Sergerie et al
(2005) também demonstraram que a exposicao artificial a EROs causou um
aumento do dano no DNA espermatico. JA AITKEN e CLARKSON (1988)
observaram um efeito neutralizador do estresse oxidativo pela adicdo de
enzimas e antioxidantes no sémen.

Em estudo com sémen humano exposto a crescentes graus de estresse
oxidativo, verificou-se que quando submetidos a baixos niveis, a fragmentagéo
do DNA espermatico foi significantemente baixa, e as taxas de fuséo
espermatozoide—odcito foram aumentadas (AITKEN 1999). JA com o aumento
do estresse oxidativo, 0 mesmo autor verificou que o grau de dano no DNA
aumentou significantemente e ainda nos niveis mais altos de estresse
oxidativo, houve altissimas taxas de fragmentacdo de DNA, juntamente com a
diminuicdo da motilidade e capacidade de fusdo com o odcitos.

Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Ahmadi e Ng (1999),
gue avaliaram a capacidade fertilizante de espermatozoides de “hamsters” com
DNA danificado, pela exposicdo a diferentes graus de radiacdo gama,
demonstrando assim, que os espermatozoides com DNA danificado possuem a
capacidade de fertilizar o odcitos, porém o desenvolvimento embrionario se
torna comprometido.

A ocorréncia de apoptose celular é outro fator que parece ter influéncia
sob a fragmentacdo do DNA espermatico. A “Fas” é uma proteina de
membrana, que pertence ao grupo de fator de necrose tumoral, e que tem
como fungéo atuar como receptor do fator de crescimento e como mediador da
apoptose celular (SUDA et al, 1993; KRAMMER et al, 1994; SCHULZE-
OSTHOFF et al, 1994).

A apoptose nos espermatozoides, assim como nas ceélulas somaticas,
ocorre como forma de eliminar células germinativas defeituosas (SAKKAS et al,
1999), assim, durante o processo da espermatogénese o mecanismo de
verificacdo da célula germinativa, regido pelas células de Sertoli, é responsavel
pela inducéo de apoptose em 50% a 60% de todas as células germinativas que

expressarem os marcadores apoptoéticos “Fas”, resultando na sua fagocitose e
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consequente eliminagdo (BANERJEE et al, 1995). No entanto, esse
mecanismo pode nao funcionar de forma eficiente, deixando que um percentual
variavel de células com defeito continue o processo de remodelacédo durante a
espermiogénese, estando presente mais tarde no ejaculado. Quanto a falha do
mecanismo de rastreamento, os resultados de um estudo de Burrello et al.
(2003), sugerem que a qualidade do DNA e o remodelamento da célula
espermatica sdo eventos independentes, ou seja, a célula pode ter o nucleo
corrompido e ainda sim resultar em um espermatozoide morfologicamente
normal. Logo, o fato de uma porcentagem varidvel de espermatozoides
expressar marcadores apoptéticos, indica que este fendbmeno poderia ser
utiizado para selecionar o0os espermatozoides em amostras de sémen
(TESARIK et al, 1998).

Por muitos anos se pensou que a mortalidade embrionaria nas espécies
mamiferas fosse resultante de fatores relacionados com a infertilidade feminina
(D'OCCHIO et al, 2007). Atualmente tém-se importantes evidéncias que
correlacionam a integridade da cromatina espermatica, ndo s0 com a
fertilizacdo, mas também com o desenvolvimento embrionario (MORRIS et al,
2002; WARD et al, 2000; D’OCCHIO et al, 2007).

A avaliacdo da estrutura da cromatina espermatica tem mostrado uma
boa correlacdo com a fertilidade em diversas espécies como: touros
(EVENSON et al, 1980; BALLACHEY et al, 1988; KARABINUS et al, 1990),
humanos (EVENSON et al, 1999), ratos (EVENSON et.al., 1980) e garanhdes
(LOVE e KENNEY, 1998; FARRAS, 2012), onde espermatozoides de
individuos com baixa fertilidade apresentaram uma maior desnaturacdo da
cromatina que os espermatozoides de machos de alta fertilidade (GILLAN
et.al., 2005; FARRAS, 2012).

Em estudo com a espécie equina, Love (2005) demonstrou que a
qualidade da cromatina pode decair mesmo com a manutencdo de bons
padrées de motilidade espermatica. Ahmadi e Ng (1999) perceberam que
ejaculados contendo espermatozoides com DNA comprometido, parecem ter a
mesma capacidade de fertilizar o6citos quanto espermatozoides normais.

Em estudo com 89 casais humanos submetidos aos tratamentos
reprodutivos de fertilizacdo in vitro (FIV) e Injecdo intracitoplasmatica de

espermatozoides (ICSI), Larson-Cook et al (2003) verificaram que néao houve
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gestacdo quando os indices de fragmentacdo foram maiores que 27%. Ja
Bungum et al (2004) obtiveram melhores resultados na ICSI em relacdo a FIV
utilizando o mesmo indice de fragmentacdo. Donelly et al (2001) comparando
sémen fresco e congelado do mesmo ejaculado de homens considerados
férteis e inférteis, relataram que no grupo de homens férteis, a estrutura do
DNA néao foi afetada pelo processo de criopreservacao, totalmente oposto do
grupo de homens inférteis, na qual teve um grau de dano de DNA significativo

e relacionado ao processo de congelacao.

4.1. Avaliagdo da Cromatina Espermética

A biologia molecular voltada a area da reproducédo tem resultado em
inUmeras técnicas para a avaliacdo da qualidade da cromatina espermatica e
para a determinacdo da fragmentacdo do DNA espermatico (SERGERIE et al,
2005). Atualmente, existem basicamente duas estratégias para se estudar a
fragmentacdo do DNA em amostras de sémen, a primeira inclui as tecnologias
que medem a capacidade da cromatina e do DNA em sofrer desnaturacéo
diante de varios tratamentos (técnicas: SCSA (Sperm Chromatin Structure
Assay); COMETA (Single-cell gel electrophoresis-SCGE); e o SCDtest (Teste
de Dispersdo da Cromatina Espermatica)). A segunda estratégia inclui as
técnicas que se utiliza de marcadores, incorporando moléculas nos locais de
quebra do DNA, facilitando a sua determinacao (Técnicas: TUNEL; e ISNT (In
Situ Nick Translation) (GOSALVEZ et al, 2006)).

As técnicas mais utilizadas para avaliar a integridade do DNA
espermatico sao: SCSA, TUNEL e o COMETA (SCGE) (SERGERIE et al,
2005). A SCSA desenvolvida por Evenson et al (1980) é baseada na utilizacéo
da citometria de fluxo, juntamente com as propriedades metacromaticas da
substancia fluorescente “acridine orange”, a qual tem afinidade pela fita de
DNA (LOVE, 2005), possuindo uma utlizacdo bastante difundida,
principalmente, em seres humanos (GOSALVEZ et al, 2006), além de ser
considerada a mais aceita pelos pesquisadores da area (LOPEZ-FERNADEZ
et al, 2008). O principio basico desta técnica esta na susceptibilidade do DNA,
intacto ou fragmentado, ser desnaturado, onde a cromatina que possui 0 DNA
fragmentado serd muito mais susceptivel ao processo de desnaturacéo. Ao se

intercalar na fita dupla de DNA, ou seja, no DNA integro, este sera visualizado
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na cor verde, e ao se ligar a por¢cado desnaturada, fragmentada da fita, emitira
uma fluorescéncia alaranjada, permitindo assim, que se contabilizem essas
células com o auxilio do uso do Citometro de Fluxo, mensurando-se entédo o
grau da fragmentacéo do DNA espermatico (GOSALVEZ et al, 2006).

O teste COMETA se baseia na utilizacdo da técnica de eletroforese.
Desta forma, um nucleo fragmentado, que ndo contenha proteinas e esteja
danificado, sera movimentado com mais facilidade ao campo elétrico positivo,
sendo que esta movimentacdo sera proporcional ao tamanho dos fragmentos
(GOSALVEZ et al, 2006), gerando uma imagem semelhante & cauda de um
cometa. Os espermatozoides com DNA integro geram uma imagem discreta da
cauda (GOSALVEZ et al, 2006). Em humanos tem sido bastante util para
avaliar a integridade do DNA espermatico e a qualidade do sémen (IRVINE et
al, 2000), bem como danos causados pelos processos de manipulagdo do
sémen, como os de criopreservacao (STEELE et al, 2000).

O teste TUNEL é baseado na técnica de introduzir nucleotideos
conhecidos modificados nos locais de quebra do DNA, através de uma reacéo
enzimatica com a "terminal deoxynucleotidyl transferase” (TdT) fazendo assim
com que estes sejam visualizados. Estes nucleotideos sofrem reagdes com
anticorpos conjugados a sonda fluorescente, sendo mais tarde analisados por
microscopia de fluorescéncia ou com uso do Citmetro de Fluxo (GOSALVEZ
et al, 2006).

Dalzell et al (2004) realizaram o primeiro estudo que avaliou os efeitos
da incubacédo curta (4hr) e longa (24hr) a uma temperatura de 37°C sobre a
integridade da cromatina espermatica, resultados estes também observados
por Lopez-Férnandez et al (2007) e Farras (2012), os quais constataram que as
alteracdes no DNA foram evidenciadas ap0s o periodo de incubacéo, e que a
avaliagdo da fragmentacdo do DNA espermatico antes e apos incubagéo tem
se mostrado de grande importancia, levando a crer que este parametro deve
ser analisado de forma ampla e ndo como um dado pontual e unico.

Algumas das técnicas utilizadas para a determinagdo da fragmentacao
espermatica sdo consideradas limitadas para uso rotineiro, por necessitarem
de aparelhos de alto valor, ou por utilizarem enzimas cujo acesso ao DNA pode
ser dificil e por serem meétodos trabalhosos para um exame de rotina
laboratorial (ENCISO et al, 2006).
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Outra técnica que esta sendo cada vez mais utilizada € o SCDtest, que
se baseia em produzir uma descondensacao diferencial entre as cromatinas
gue se encontram fragmentadas das que se encontram intactas. A avaliacdo é
realizada em microscopia de fluorescéncia pela visualizacdo de dois
morfonucleotipos diferentes: 1-compacto ou com pequeno halo de disperséo
(DNA intacto); 2- com largo ou moderado halo de dispersao (DNA fragmentado)
(GOSALVEZ et al, 2006).
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RESUMO

Apesar de participar de eventos fisioldgicos, 0 aumento excessivo de espécies
reativas de oxigénio e consequentemente do estresse oxidativo, induz a
lipoperoxidacdo da membrana plasmatica, comprometendo as funcdes
espermaticas. Com objetivo de avaliar a influéncia do estresse oxidativo e suas
consequéncias no sémen congelado de garanhdes, os animais foram
agrupados em fungdo da sensibilidade frente ao processo da congelagéo
espermatica, subdividindo-os em “bad” e “good freezers”. Para avaliacdo das
amostras seminais foi realizada analise computadorizada de cinética
espermética, andlise e quantificacdo do estresse oxidativo pela mensuragao
das quantidades de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
analise da fragmentacdo do DNA espermatico (HALOMAX) e analises de
translocacdo de fosfolipidios da membrana, indice de caspase ativada e
quantificacdo de espécies reativas de oxigénio pela citometria de fluxo. N&ao
houve influéncia do fator racial na qualidade espermatica das analises
realizadas e o grupo dos garanhdes Bad Freezer, além de apresentar maior
perda de qualidade seminal apds a congelacdo espermatica, revelou maiores
niveis de estresse oxidativo associado a um maior indice de fragmentagédo do
DNA espermaético, sendo, estes resultados, demonstrados de forma amplificada

apos a realizacao de testes sob condicdes de estresse, o0 qual se mostrou uma
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maneira mais confiavel e criteriosa de se avaliar as amostras e predizer a
viabilidade espermatica e seu potencial fertilizante. Assim, a sensibilidade e/ou
resisténcia a congelacdo espermatica parece estar mais envolvidas com a
diversidade individual do que o fator racial. Além disso, os garanhdes Bad
Freezer apresentam maior susceptibilidade aos danos causados pelo estresse
oxidativo e consequentemente a fragmentacdo DNA espermatico.

Palavras-chave : Equino, sémen congelado, criopreservacdo, TBARS,

fragmentacao do DNA.

1. INTRODUCAO

A utilizacdo do sémen congelado possibilita a potencializacdo do uso de
reprodutores em situacfes na qual a monta natural ou inseminacédo artificial
nao seria possivel, diminuindo distancias e prolongando a vida reprodutiva dos
garanhfes, até mesmo apds sua morte (MOORE et al., 2005). Diante disso,
muitos estudos tém sido realizados buscando melhorar a qualidade do sémen
pos-descongelacdo e consequentemente aumentar os indices de fertilidade, ja
gue esta biotécnica ndo apresenta resultados satisfatorios quando comparado
ao uso do sémen a fresco e refrigerado (WATSON, 2000).

Dentre os fatores que influenciam na qualidade do sémen congelado, a
taxa de resfriamento, a composicdo dos diluentes e crioprotetores, a
estabilidade e integridade da membrana plasmética, o estresse oxidativo, a
presenca de antioxidantes sdo algumas das causas relacionadas diretamente
ao sucesso da técnica (WATSON, 2000; METCALF, 2007). Seja pela falta de
protecdo ou pela producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS),
0 estresse oxidativo se caracteriza como um desequilibrio entre esses fatores
(DIPLOCK, 1994), o que leva a lipoperoxidacdo da membrana plasmética e
consequentemente compromete a integridade espermaética e suas funcbes
(MORTE et al., 2008).

Ortega-Ferrusola et al. (2009) verificaram que a peroxidacao lipidica da
membrana plasméatica apresenta uma correlacdo negativa com a viabilidade
espermatica, influenciando diretamente na resisténcia seminal durante o
processo de criopreservacao e consequentemente na fertilidade, ja que afeta a
reacao acrossomal e prejudica a fusdo com o od0cito, por alterar a fluidez da

membrana plasmatica (BALL, 2011). Além disso, sabe-se que a presenca de



44

EROs e o0 estresse oxidativo sdo alguns dos fatores envolvidos na
fragmentacdo do DNA espermético, que por ser essencial a manutencdo de
sua integridade para a correta transmissdo da informacdo genética e
desenvolvimento de um novo individuo também influenciam de forma negativa
nos indices de fertilidade (AGARWAL e SAID, 2003).

Alguns garanhfes respondem de forma satisfatoria as mudancas e
transformacdes impostas pela congelacdo espermatica, ja outros sao
considerados intolerantes ao processo. Devido aos diversos fatores envolvidos
na maior ou menor sensibilidade frente a congelacdo espermatica, o objetivo
do presente estudo foi verificar a influéncia do fator racial e do estresse
oxidativo no sémen congelado de garanhdes sensiveis e resistentes ao

processo de congelacao.

2. MATERIAL E METODOS
Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma Audrich do

Brasil e os diluentes da Botupharma, Botucatu, Brasil.

2.1 Animais e critérios de inclusdo

Foram utilizados dois ejaculados de 32 garanhfes, das racas
Mangalarga Marchador (n=16) e Quarto de Milha (n=16), com idade entre 07 e
15 anos, alojados em haras de propriedade particular. Somente ejaculados
com motilidade total > 60%, patologias espermaticas < 30%, e animais com
historico reprodutivo com fertilidade > 70% com sémen a fresco foram
utilizados.

Os animais foram agrupados em funcéo da sensibilidade ao processo de
congelacdo seminal referente aos valores de Motilidade Total (MT) do sémen

fresco (MO) e p6s congelagédo (M1) de acordo com a formula:

MT(M1)
perdaMT = 1 — ———— |x100

-Bad Freezer (n=13): Animais que apresentaram valores de perda
MT > 40% (Mangalarga Marchador, n=8 e Quarto de Milha, n=5).

-Good Freezer (n=12): Animais que apresentaram valores de
perda MT < 25% (Mangalarga Marchador, n=6 e Quarto de Milha, n=6).
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Sete animais (Mangalarga Marchador, n=2 e Quarto de Milha, n=5)
apresentaram valores de perda MT entre 26 e 39% e foram descartados das

analises estatisticas.

2.2 Coleta e processamento do sémen

A coleta do sémen foi realizada com vagina artificial modelo Botucatu.
ApoOs a coleta, os ejaculados foram filtrados para descarte da fracdo gel. O
volume foi mensurado em proveta graduada e uma aliquota separada para
avaliagdo da concentracdo e cinética espermatica. O ejaculado foi acrescido
com diluente comercial & base de leite desnatado (Botu-sémen®), na proporcéo
de 1:1 para que se desse inicio ao processo de congelacao.

Apos a diluicdo do sémen as amostras foram centrifugadas a 600 x g
por 10 minutos (DELL AQUA et al., 2001). O sobrenadante foi desprezado e o
“pellet” ressuspendido e homogeneizado com o diluente Botucrio® para a
concentracdo de 200x10° espermatozoides por mililitro. As palhetas de 0,5 mL
foram envazadas e mantidas a temperatura de 5°C por 20 minutos. Apés este
periodo, as palhetas foram acondicionadas em caixa isotérmica com
capacidade de 45 litros, previamente preenchida com nitrogénio liquido
dispostas horizontalmente a 6,0 cm acima do nivel do nitrogénio por 20
minutos. Apoés este periodo foram imersas diretamente no nitrogénio liquido
(PAPA et al.,, 2002). As palhetas foram armazenas em botijao criogénico e
descongeladas a 37 C por 20 segundos.

2.3. Andlises espermaticas
2.3.1 Cinética Espermatica Computadorizada

A andlise computadorizada de cinética espermatica foi realizada pelo
método CASA (Hamilton Thorn — HTMA - IVOS 12) tanto do sémen fresco
diluido como do sémen pés-descongelacdo. Foram avaliadas a motilidade total
(MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade de trajeto (VAP, pum/s),
velocidade retilinea (VSL, pm/s), velocidade curvilinear (VCL, um/s),
linearidade (LIN, %) e percentual de espermatozoides rapidos (RAP, %). As

configuracbes do CASA foram ajustadas de acordo com a espécie (Tabela 1).
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Tabela 1. Ajuste do HTMA — IVOS - 12 para as analises seminais em equinos.

Parametros Ajustes
NUmeros de pontos examinados 30
Contraste das células em relagcdo ao campo 60 pixels
Tamanho minimo das células 03 pixels
Contraste para células méveis 30

Motilidade progressiva

Velocidade de trajeto (VAP) >70 um/s
Retilinearidade (STR) >80%
Referéncia para rapidos (VAP) >80 um/s
Cutoff para células estaticas

Velocidade de trajeto (VAP) <30 um/s
Velocidade linear (VSL) <20 um/s
Magnificagéao 1,95

2.3.2. Citometria de Fluxo

Para as analises de citometria de fluxo foi utilizado o equipamento BD
LSR Fortessa, (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com
lasers: azul 488nm, 100mW, vermelho 640nm, 40mW e violeta 405nm e
100mW. Apos a analise, os dados foram arquivados para posterior avaliacdo
em software (FACSDiva™ software v.6,2).

As amostras de sémen pos-descongelacdo foram submetidas as
avaliacOes de integridade de membrana plasmatica e acrossomal, translocagao
de fosfolipidios de membrana, indice de caspase ativa e concentracdo de
EROs.

- Integridade de membrana plasméatica e acrossomal:

Para esta avaliacdo, foram utilizadas as sondas iodeto de propidio (IP;
P4170, Sigma) e FITC-PSA (L-0770, Sigma) de acordo com Arruda et al.
(2003), acrescido da adicdo de Hoechst 33345 (14533, Sigma) de acordo com
Freitas-Dell’Aqua (2011).

Em uma aliquota de 100uL de sémen diluido em TALP na concentracao
de 10x10° sptz/mL adicionou-se 5 pL de IP (50ug/mL) e 0,5 pL de FITC-PSA (1
mg/mL) e 5 uL de Hoechst (100ug/mL). A amostra foi entdo homogeneizada e

incubada por 10 minutos a 37'C, apds este periodo acrescentou-se 400 pL de
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TALP para efetuar a leitura no equipamento.

- Translocacao de fosfolipidios de membrana:

Para esta avaliagdo, uma aliqguota 100uL de sémen foi diluida em
solugdo tampao de anexina V-FITC (6710KK; Pharmingen), pH 7,4 ajustado
com NaOH, 140mM NaCl e 2,5mM CaCl,, em uma concentragdo de
2x10%sptz/mL. Esta foi colocada em tubo de 5mL e entdo acrescido de 5uL de
anexina V-FITC, 5uL de iodeto de propideo (IP; P4170, Sigma, 50ug/mL) e 5uL
de Hoechst 33345 (14533, Sigma, 100ug/mL).

A amostra foi homogeneizada e incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente e entdo foram adicionados 400uL de solucdo tampéo de anexina V

para realizar a leitura no equipamento.

- indice de caspase-ativada

Como marcador in situ da caspase ativada utilizou-se a associagcédo de
FITC-VAD-FMK (G7462, Promega, Madison WI, EUA) e IP (P4170, Sigma)
acrescido de Hoechst 33345 (14533, Sigma) de acordo com Freitas-Della’Aqua
(2011).

Em 1mL de solugéo TALP contendo 1x10° de espermatozoides (100uL
de sémen a 10x10°sptz/mL em 900uL de TALP) adicionou-se 1mL de FITC-
VAD-FMK a 5mM. Apdés homogeneizacdo, a amostra foi incubada a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por um periodo de 20 minutos,
centrifugada a 200g por 5 minutos, ressuspendida em TALP na mesma
concentracdo inicial, acrescida de 5uL de IP (50ug/mL) e 5uL de H3342
(100pg/mL) e novamente incubada a temperatura ambiente, ao abrigo da luz

por 15 minutos para que fosse entdo submetida a andlise pelo equipamento.

- Concentragédo de EROS

Para andalise da concentracdo de EROs utilizou-se a sonda 5-(-6)-
carboxi-2,7-diclorodihidrofluoresceindiacetato  (carboxi-H2DCFDA; Molecular
Probes) de acordo com Guthrie & Welch (2006). Dessa forma, adicionou-se, a
solucdo contendo 5x10°sptz/mL, a sonda carboxi-H2DCFDA (concentracéo

final de 20uM), o iodeto de propidio (1pg/mL; P4170, Sigma) e a sonda
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Hoechst 33342 (100ug/mL). Esta, entéo, foi incubada a 25°C por 60 minutos ao
abrigo da luz para posterior leitura no equipamento.

2.3.3. Estresse Oxidativo pelo método de TBARS

O método de TBARS para avaliacdo do estresse oxidativo se baseia na
mensuracao da concentracdo do malondialdeido (MDA), um subproduto da
peroxidacdo lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides. As
amostras foram expostas a lipoperoxidacdo e a leitura da concentracdo de
MDA foi realizada com o auxilio do espectrofluorimetro (GOMEZ, IRVINE E
AITKEN; 1998).

Para inducdo da peroxidacdo lipidica, adicionou-se 50uL de &cido
ascorbico (20 mM) e 50 pL de sulfato de ferro (4 mM) em 200ul da amostra de
sémen descongelado, na concentracdo de 200x10°sptz/ml, em banho-maria
(37°C) por um periodo de 90 minutos.

ApoOs a inducao, adicionou-se 600uL de acido tricloroacétido (TCA 10%)
e a amostra foi centrifugada (18.000xg, 15min, 15°C) com objetivo de precipitar
as proteinas presentes. ApOs esta etapa, 800uL de sobrenadante foram
adicionados a 800 pL de acido tiobarbitarico 1% (TBA 1%), submetidos ao
banho—maria (100°C/15min) e imediatamente expostos a 0°C para que se
encerrasse a reacao.

Nesta reacdo quimica, o TBA reage com o MDA resultando em uma
coloragdo rosea quantificada pelo espectrofotometro (Ultrospec 3300 pro®,
Amersham Biosciences) com comprimento de onda de 532 nandmetros e 0s

resultados expressos em ng de TBARS/10°%sptz.

2.3.4. Fragmentacdo do DNA Espermético

As analises foram realizadas no sémen congelado/descongelado e apés
4 horas de incubacédo a 37°C, onde foram avaliadas 200 células em cada
momento. Para determinacdo da fragmentacédo da cromatina, foi utilizado o kit
comercial Halomax® (ChromaCell SL, Madrid, Espanha), especifico para a
espécie equina, baseado na técnica do Teste de Dispersdo de Cromatina
Espermatica o qual compreende as seguintes etapas: Adicdo do sémen a uma
solucdo de agarose, apos isto uma aliquota (10uL) da solucdo de agarose

contendo o0s espermatozoides foi colocada sobre laminas pré-tratadas
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(fornecidas pelo kit) as quais foram recobertas com laminulas e entéo
refrigeradas por 5 minutos. Apoés solidificacdo do gel a laminula foi
cuidadosamente removida e a solucdo gelatinosa contendo espermatozoides
gue permaneceu na lamina foi tratada com uma solugéo de lise (presente no
Kit) por um periodo de 5 minutos. Sendo entdo lavada com agua destilada
durante 5 minutos e desidratada em concentracfes crescentes de etanol (70 e
99%) durante um periodo de dois minutos cada.

Apbés o processo de desidratacdo e secagem as laminas foram
submetidas & coloracéo com a sonda fluorescente SyberGreen I1° e avaliadas
em microscopio de epifluorescéncia para determinacdo do percentual de
células com DNA integro e lesado, onde foram avaliadas 200 células, sendo as
gue apresentaram um halo evidente com DNA fragmentado e as que se
apresentaram com halo pouco evidente ao redor da cabeca com o DNA né&o

fragmentado, conforme Figura 1.

FIGURA 2: a) Duas células espermaticas com DNA integro,
presenca de halo pequeno; b) Célula espermética com DNA
fragmentado, com presenca de halo
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2.4. Andlise Estatistica

Para andlise estatistica, primeiramente avaliou-se, graficamente e com
testes de normalidade, a distribuicdo de todas as variaveis utilizando-se o
Statistical Analysis Software - SAS versdo 9.3 (SAS institute, 2011). Diante
desta avaliagao, por ndo apresentarem uma distribuicdo Normal, optou-se por
uma abordagem ndo paramétrica de todas as varidveis estudadas.

Para comparacdo da andlise dos dados de cinética espermatica,
citometria de fluxo, microscopia de epifluorescéncia, fragmentacdo do DNA
espermatico e estresse oxidativo foi utilizado o teste de Mann-Whitney,
utilizando-se o Instat 5.0 (Graphpad Software Inc., USA). Para todas as

analises foi utilizada nivel de significancia de 0,05.

3. RESULTADOS

Nado foi observada diferenca estatistica (p>0,05) entre as racas,
conforme Tabelas 2 a 4, com relacdo aos parametros de concentracdo do
ejaculado, cinética espermatica (MT, MP, VAP, VSL VCL, RAP e perda MT),
integridade de membrana plasmatica (IMP), estresse oxidativo (TBARS) e
fragmentacdo do DNA espermatico (SDF) tanto no sémen fresco (M0) quanto
no sémen congelado/descongelado (M1), ndo havendo assim influéncia racial
no experimento.

Tanto no grupo dos MM como nos QM, o sémen fresco (MO) apresentou
melhores resultados (p<0,05) que o sémen congelado/descongelado (M1) em

todos os parametros avaliados (Tabela 2).

TABELA 2: Mediana, minimo e maximo das caracteristicas de cinética e integridade da membrana plasmatica do
sémen a fresco e pés-descongelacédo dos garanhdes das racas MM e QM.

GRUPOS MT (%) MP (%) VAP (um/s) VSL (um/s) VCL (um/s) RAP (%) IMP (%)

MM (MO) 69%(58-80) 31%(18-48) 117%(92-165) 86%(76-131) 201%(153-265) 60°(44-73) 67%(44-96)
QM (M0) 71%(61-90) 37%(24-64) 111%(102-131) 88%(78-196) 204%(193-224) 65%(45-87) 64%(39-92)

MM (M1) 40°(28-70) 17°(03-41) 77°(24-99)  61°(48-83)  146°(100-188) 23°(11-56) 25°(9-46)
QM (M1) 51°(29-69) 18°(10-29) 82°(56-94)  64°(42-75)  154°(119-176) 33°(15-49) 25°(6-34)

Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Velocidades Média (VAP), Retilinea (VSL) e Real (VCL),
percentual de espermatozoides rapidos (RAP), integridade de membrana plasmatica (IMP), sémen a fresco (MO0),
sémen poés-descongelagdo (M1), Mangalarga Marchador (MM), Quarto de Milha (QM).

2 | etras mintsculas diferentes entre linhas indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos (p<0,05).
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Em relagdo a perda de Motilidade Total (perda MT), pré e pos-
congelacdo (MO e M1, respectivamente), entre os grupos MM e QM também
nao foi possivel verificar diferenca estatistica entre as racas (p>0,05). Os
grupos MM e QM tambéem néo apresentaram diferenca (p>0,05) com relacéo
ao estresse oxidativo do sémen congelado/descongelado (M1), logo apés a
descongelacdo (TBARS-0) e ap6s 4 horas de exposicdo a 37°C em banho-
maria (TBARS-4). O mesmo ocorreu com o indice de fragmentacdo do DNA
espermatico logo apds a descongelacédo (SDFO) e apds 4 horas de exposicao a
37°C em banho-maria (SDF4, Tabela 3).

TABELA 3: Mediana, minimo e maximo de TBARS e do SDF do sémen congelado, logo
apo6s descongelacao e apds 4 horas de incubagdo a 37°C dos garanhdes das racas MM
e QM.

GRUPOS TBARS-0 TBARS-4 SDF-0  SDF-4
MM (M1) 1523(793-3333) 1082(505-2948) 13(7,5-18) 23(9,5-57)

QM (M1) 1447(784-2832) 865(446-1564) 12(2,5-24) 20(13-39)

Quantificagdo das espécies reativas ao acido tiobarbitirico logo ap6s descongelagdo e
ap6s 04 de incubacdo a 37°C (TBARS-0 e TBARS-4, ng de TBARS/10° células). indice
da fragmentacdo do DNA espermatico logo apds descongelacdo e apos 04 de
incubacdo a 37°C (SDF-0 e SDF-4, %). Sémen pds-descongelagdo (M1), Mangalarga
Marchador (MM), Quarto de Milha (QM). p>0,05 entre 0s grupos.

Nas analises de citometria de fluxo do sémen congelado/descongelado
(M1), as racas MM e QM néo apresentaram diferenca estatistica significativa
(p>0,05) com relacdo ao numero de células integras com caspase ativada
(CASPASE), células integras com translocacdo de fosfatidilserina (CIAN+) e
espécies reativas de oxigénio em células integras (ROS Cl), conforme Tabela
4.

TABELA 4: Mediana, minimo e méaximo das caracteristicas de
ativacdo de caspase, translocacdo de fosfatidilserina e producédo de
ROS do sémen congelado dos garanhdes das racas MM e QM.

GRUPOS CASPASE  CIAN+ ROS Cl
MM (M1) 0,91(0-20)  2,7(0,3-5,9) 13(1-95)

QM (M1) 0,08(0-5,3)  2,4(0,5-5,5) 7(1-35)

Células integras com caspase ativada (CASPASE, %), células
integras com translocagdo de fosfatidilserina (CIAN+, %) e espécies
reativas de oxigénio em células integras (ROS CI, %). Sémen pds-
descongelacdo (M1), Mangalarga Marchador (MM), Quarto de Milha
(QM). p>0,05 entre os grupos.
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Os 02 grupos (BF e GF) ndo apresentaram diferenca (p>0,05) com
relacdo a cinética esperméatica (MT, MP, VAP, VSL, VCL e RAP) e integridade
de membrana plasmatica (IMP) do sémen fresco (MO). Entretanto, apos a
descongelacdo (M1), foi observada superioridade em todos os parametros de
cinética espermatica do grupo GF quando comparado ao BF. O mesmo néo
ocorreu com a IMP, que nao diferiu (p>0,05) nos 02 grupos. (Tabela 5).

TABELA 5: Mediana, minimo e maximo das caracteristicas de cinética e integridade da membrana plasmatica do
sémen a fresco e pds-descongelacdo dos garanhdes BF e GF

GRUPOS MT(%) MP(%)  VAP(um/s) VSL(um/s) VCL(um/s)  RAP(%) IMP(%)

BF (M0O) 68(58-83) 31(18-38) 110(102-132) 85(76-93) 206(176-240) 57(49-78) 63(39-96)
GF (MO) 71(63-90) 36(29-64) 114(92-133) 88(76-131) 199(153-223) 66(44-87) 66(43-92)

BF (M1) 31%(28-40) 12%6-21) 76(56-86)  60%(42-71) 141(100-153) 17(11-24) 23*(6-35)
GF (M1) 60°(50-70) 25°%(15-41) 85°%(24-99)  67°(60-83) 162°(144-238) 41°(29-56) 26"(10-45)

Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Velocidades Média (VAP), Retilinea (VSL) e Real (VCL),
percentual de espermatozoides rapidos (RAP), integridade de membrana plasmatica (IMP), sémen a fresco (MO),
sémen poés-descongelacdo (M1), Mangalarga Marchador (MM), Quarto de Milha (QM). 2B | etras maitisculas
diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre as linhas no momento M1. (p<0,05).

Os garanhdes BF apresentaram uma menor resisténcia a congelacéo

espermatica (p<0,05) quando comparado aos GF (Figura 2).

% de perda de MT

80"
52 £6,9?
60+ I
(%) 40- N —
17x6.2"
20- b
0 —
T T
BF GF

FIGURA 2: Boxplot com média e desvio padrdo da % de
perda da Motilidade Total entre os momentos pré e pos-
congelacdo so sémen dos garanhBes Bad Freezer (BF) e
Good Freezer (GF). & | etras minusculas diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre 0s grupos.
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Nas analises do estresse oxidativo das amostras do sémen fresco (MO),
armazenadas em nitrogénio liquido logo apés a coleta do ejaculado, apesar do
grupo BF apresentar maiores resultados que os GF, 210+127 e 167+75 ng de
TBARS/10° células, respectivamente, néo foi possivel observar diferenca entre
0s grupos (p>0,05).

Nas avaliacbes do sémen poés-descongelacdao (M1), o grupo BF
apresentou uma maior producéo de TBARS que os GF (p<0,05) e um maior
indice de fragmentacdo do DNA espermético (p<0,05), no momento logo apos
a descongelacdo (TBARS-0 e SDF-0, respectivamente). Apés 4 horas de
exposicado a 37°C em banho-maria, a diferenca no indice de fragmentacdo do
DNA (SDF-4) entre os grupos BF e GF se manteve evidente (p<0,05), o que
nao ocorreu com a producao de TBARS (TBARS-4; p>0,05), que nao diferiu
entre os grupos (Figura 3).

Ao submeter as células a incubacdo de 37°C em banho-maria por 4
horas, as diferencas na avaliacdo do indice de fragmentacdo do DNA
espermatico (SDF) se tornaram mais evidentes, havendo um aumento

significativo (p<0,05) do SDF apés exposicdo ao desafio (Figura 3).
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Fig. 03. Bloxpot do efeito da incubacédo (37°C/4hrs) do sémen pds-descongelacdo no indice de
fragmentacdo do DNA espermatico (SDF) e na quantificacdo das espécies reativas ao &cido
tiobarbitarico (TBARS, ng de TBARS/10° células) dos garanhdes Bad Freezer (BF) e Good Freezer
(GF). 2B | etras maitisculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os
momentos pré (0) e pos-incubacgédo (4), dentro de um mesmo grupo. | etras mintsculas diferentes
indicam diferenga estatistica significativa (p<0,05) entre os grupos BF e GF em um mesmo
momento.
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Nas andlises de citometria de fluxo do sémen congelado/descongelado
(M1), ndo foi observada diferenca (p>0,05), entre os grupos BF, e GF, com
relacdo ao total de células integras com caspase ativada (CASPASE), células
integras com translocacao de fosfatidilserina (CIAN+) e nas células integras

com espécies reativas de oxigénio (ROS CI), conforme Tabela 6.

TABELA 6: Mediana, minimo e maximo das caracteristicas de ativacao de
caspase, translocacdo de fosfatidilserina e producéo de ROS do sémen
congelado dos garanhdes Bad Freezer (BF) e Good Freezer (GF).

GRUPOS CASPASE (%) CIAN+ (%) ROS CI (%)
BF (M1) 0,7(0,2-14)  2,4(0,5-5,3) 22(1-95)
GF (M1) 0,1(0-4,8) 1,7(0,2-5,9)  5(1-74)

Células integras com caspase ativada (CASPASE, %), células integras
com translocacdo de fosfatidilserina (CIAN+, %) e espécies reativas de
oxigénio em células integras (ROS ClI, %). Sémen pdés-descongelacéo
(M1), Bad Freezer (BF), Good Freezer (GF). p>0,05 entre 0os grupos.

4. DISCUSSAO

A utillizacdo do sémen congelado se destaca principalmente pela
potencializagdo do uso de reprodutores em situagbes adversas, na qual a
monta natural ou inseminacdo artificial ndo seria possivel. Apesar de nosso
pais ser um dos que mais se utilizam das biotécnicas da reproducéo (VIANA e
CAMARGO, 2007), os resultados obtidos ainda sdo muito varidveis, e a
aplicacdo desta biotécnica apresenta grande variacdo de resultados. A causa
dessa situacdo, provavelmente, ndo esta ligada somente ao processo
biotecnolégico, mas também as caracteristicas e comportamento individual, do
ejaculado de cada garanhdo que muitas vezes néo resistem de forma
satisfatéria para que se obtenha um potencial fertilizante adequado (BRINSKO
et al., 2000).

Na comparacdo do efeito racial, apesar de alguns estudos apontarem
que o sémen dos MM apresentam uma menor resisténcia a criopreservacao e
que animais da raca QM se mostram mais resistentes a esse procedimento
(ALVARENGA et al 2005; FARRAS, 2012), n&o foi observada diferenca, entre
os animais MM e QM, tanto no sémen a fresco quanto pés-descongelado.

Por muito tempo, a selecdo genética dos equideos foi baseada em
padrbes raciais e de desempenho atlético e raramente visando aspectos
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reprodutivos (AMANN e GRAHAM, 1993; LOOMIS, 2006). A divergéncia frente
a literatura pode ter ocorrido devido a uma possivel melhora nessa selecao, e
valorizac&o dos aspectos reprodutivos, associado aos avancos das biotécnicas
da reproducéo, visto que, as caracteristicas relacionadas a congelabilidade s&o
geneticamente transmitidas (THURSTON et al, 2002).

Concordando com Amman e Pickett (1987), também verificamos que
individuos da mesma raca podem apresentar resultados variaveis frente ao
processo de congelacdo espermatica, e que esta variavel por si s6 ndo deve
ser utilizada para determinacdo da qualidade espermatica frente ao processo
biotecnolégico aplicado. Quando os animais foram subdivididos em bad e good
freezer o fator raca nao teve influéncia nos parametros avaliados.

Dentre as analises seminais realizadas na rotina de exames
androldgicos, a motilidade ainda é considerada uma das formas mais utilizadas
de se avaliar a qualidade seminal em varias espécies (CONTRI et al., 2010).
Além disso, estudos demonstram que ha uma relacdo entre a viabilidade
espermatica e os indices de fertilidade, e que animais que possuem maior
resisténcia ao processo de congelacéo e refrigeragdo, apresentam uma maior
taxa de concepcdo quando comparado ao grupo de maior sensibilidade
(MAZIERO, 2010 e LOVE et al., 2011).

Apesar dos animais BF e GF ndo apresentarem diferenca com relacéo
aos parametros de cinética espermatica (MT, MP, VAP, VSL, VCL, RAP) no
sémen fresco (MO0), apdés a descongelacdo (M1), foi observada uma
superioridade do grupo GF em todos os parametros de cinética espermatica
quando comparado ao grupo BF, conferindo aos garanhdes considerados GF
uma maior populacdo de espermatozoides com caracteristicas desejaveis ao
processo de fertilizagéo.

Além das caracteristicas de cinética espermatica, fatores como o
estresse oxidativo e a lipoperoxidacdo da membrana plasmatica exercem
influéncia direta sobre a viabilidade e a crio-resisténcia no sémen de garanhdes
(ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2009), j& que as espécies reativas de oxigénio
também sdo consideradas uma das causas da fragmentacdo do DNA
espermatico, outro fator relacionado a diminuicdo dos indices de fertilidade
(KODAMA et al., 1997; SUN et al., 1997; AITKEN et al., 1998; LOPES et al.,
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1998; IRVINE et al., 2000; AITKEN e KRAUSZ, 2001; MOUSTAFA et al., 2004,
GOSALVEZ et al., 2006; DE AMBROGI et al., 2006).

Esse fato péde ser observado no sémen pdés-congelacédo (M1), no qual
os garanhdes BF apresentaram niveis mais elevados na concentracdo de
malondialdeido (MDA), um subproduto da peroxidagdo lipidica da membrana
plasmatica dos espermatozoides (TBARS) e uma maior susceptibilidade a
fragmentacdo do DNA espermatico do que os garanhdes GF. Estes achados
concordam com os estudos de Aitken (1999) e Baumber et al. (2002 e 2003)
que demonstraram um aumento significativo da fragmentacdo do DNA
espermatico quando o sémen foi exposto a crescentes graus de estresse
oxidativo.

O mesmo nao ocorreu nas analises de citometria de fluxo, com relacdo a
mensuracdo da producdo de ROS em células integras, na qual a producéo
derivada do metabolismo energético celular foi semelhante entre os grupos
(p>0,05). O estresse oxidativo, por ser caracterizado como um desequilibrio
entre a quantidade de EROs produzida e as enzimas antioxidantes presentes
(DIPLOCK, 1994), e pelo fato de, durante o processo da congelacao
espermatica, o plasma seminal ser retirado juntamente com uma série de
enzimas antioxidantes, minerais e proteinas, a mensuracdo da quantidade de
EROs pode nédo ter refletido a real participacdo desta variavel durante o
processo.

A fragmentacdo do DNA espermatico, utilizando o kit comercial
Halomax® associado ao método proposto por Lépez-Férnandez et al. (2007) e
Dalzell et al. (2004), no qual as alteracdes da cromatina se evidenciam apés
exposicdo das células a uma situacdo de desafio (exposicdo a 37°C),
apresentou, assim como Farras (2012), evidéncias da importancia do teste-
desafio para a avaliacdo da fragmentacdo do DNA espermatico. O mesmo
ocorreu com a andlise de TBARS, técnica que também expde as células a
situacOes de estresse, amplificando as diferencas entre as amostras e expondo
de forma mais evidente as varia¢gdes individuais, o que nos faz acreditar que as
analises espermaticas devem ser realizadas e avaliadas de forma ampla e
dindmica, e ndo como um dado pontual e Unico, haja vista que ao utilizarmos
testes com etapas de desafio, as diferencas apareceram, o que nao aconteceu

ao utilizarmos testes pontuais.
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Outra observacéo foi o fato da analise de TBARS associada as 04 horas
de exposicao a 37°C ter apresentado resultados inconsistentes e inferiores as
mesmas avaliagbes logo apdés a descongelacdo. Estes resultados
possivelmente ocorreram devido a analise de TBARS ja ser um teste que
expde as células a uma situagédo de desafio, 0 que associado a outro estresse
levou as células a faléncia metabdlica e possivelmente nivelou a avaliacdo
apos as 4 horas.

Os garanhdes BF apresentaram um maior indice de fragmentacdo do
DNA espermético que os considerados resistentes a congelacdo (GF) no
momento logo apdés a descongelacdo (SDF-0), diferenca essa que foi
acentuada apos a incubacédo das amostras a 37°C por um periodo de 4 horas
(SDF-4). Pelo fato do estresse oxidativo se caracterizar como um dos fatores
responsaveis pelo dano da cromatina (IRVINE et al., 2000; AITKEN e KRAUSZ,
2001; MOUSTAFA et al., 2004; GOSALVEZ et al., 2006; DE AMBROGI et al.,
2006), esses resultados se justificam pela maior concentracdo de espécies
reativas ao acido tiobarbitarico encontrada nesse grupo (BF) no momento pos-
descongelacdo (TBARS-0). Morte et al. (2008) obtiveram resultados
semelhantes ao verificar que com o aumento da peroxidacgéo lipidica e proteica
da membrana plasmatica e acrossomal do espermatozoide, houve um maior
comprometimento da integridade da fita de DNA.

Love (2005) relatou que a fragmentacdo do DNA espermético € um
parametro independente e que pode se expressar mesmo com a manutencao
de boas caracteristicas espermaticas. Entretanto foi observado que os
garanhdes sensiveis a congelacdo (BF) apresentaram maior perda da
motilidade total durante a congelacdo, maior concentracdo de substancias
reativa ao Aacido tiobarbitirico (TBARS) e maior fragmentacdo do DNA
espermético (SDF-0 e SDF-4) em relagcdo aos animais com caracteristicas
espermaticas superiores (GF). Esse fato pode estar relacionado a uma
espermatogénese mais eficaz, durante a substituicAo das histonas pela
protaminas, no qual os animais GF apresentam uma melhor compactacéo e
consequente protecdo do DNA, resultando em menores taxas de
fragmentacao, especialmente, quando submetidos a situacdes de estresse.

Kroemer et al. (1997), relatam que a fragmentacdo do DNA, a producao

de EROs e o aumento da permeabilidade da membrana sao eventos
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associados a apoptose. A avaliagdo de marcadores apoptoéticos, realizada por
citometria de fluxo ndo foi capaz de verificar diferenca significativa entre os
grupos estudados. Apesar disso, em todas as analises, os BF apresentaram
uma maior quantidade de células com caspase ativada. Com relacdo aos
espermatozoides integros com translocacdo de fosfolipidio da membrana
(CIAN+) os grupos também apresentaram resultados semelhantes.

Possivelmente, diferencas de fertilidade entre garanhdes possam estar
relacionadas a resisténcia espermatica frente a testes com fatores
estressantes, afinal as avaliagcbes realizadas imediatamente apos o
processamento das amostras podem néo refletir a real viabilidade espermatica,
visto que essas células sdo expostas a longos periodos de desafio antes do
processo de fecundacéo.

Apesar das diferencas encontradas entre os garanhdes sensiveis e
resistentes ao processo de congelacdo espermética, nosso estudo nédo foi
capaz de definir se as causas dessas diferencas estdo relacionadas a maior
producdo de EROs ou a menor protecdo pela atividade antioxidante. Dessa
forma, novos estudos relacionados a atividade antioxidante, estresse oxidativo
e suas consequéncias devem ser realizados visando esclarecer estas lacunas
e obter assim uma melhor compreenséao destes eventos.

As diferencas encontradas nas caracteristicas espermaticas entre as
racas MM e QM podem estar relacionada a diversidade entre individuos e néo
ao fator raca. J4 garanhdes BF apresentam maior susceptibilidade aos danos
causados pelo estresse oxidativo e consequentemente a fragmentacdo DNA
espermatico. Além disso, as diferencas e variacfes individuais, entre os
garanhdes GF e BF, se evidenciam quando 0s espermatozoides s&o
submetidos a fatores de estresse, o que nos leva a acreditar que as analises
espermaticas deveriam ser realizadas dessa forma, buscando avaliacdes mais

confiaveis para predicao da fertilidade.
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RESUMO

A diminuicdo da temperatura, durante a refrigeracdo, expfde as células
esperméaticas a situacdes de desafio, na qual o sémen de alguns garanhdes
nao responde de forma satisfatéria. Dentre os fatores que influenciam na
resisténcia espermatica, a presenca e/ou auséncia do plasma seminal gera
opinides controversas entre os pesquisadores da area. Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi avaliar a influéncia do plasma seminal sobre a qualidade
espermatica no sémen refrigerado (5°C por 24hrs) de garanhdes bad coolers e
good coolers. Para tanto, as analises de cinética espermatica, da integridade
de membrana plasmaética e do estresse oxidativo foram realizadas logo ap6s a
coleta do ejaculado (MO0) e ap0s 24hrs de refrigeracdo a 5°C (M24), com e sem
a presenca do plasma seminal. Ao retirar o plasma seminal, o sémen dos
garanhdes bad coolers apresentou qualidade espermatica superior mantendo
caracteristicas desejadas a reproducdo. Em contrapartida os good coolers
apresentaram qualidade espermatica superior na presenca do plasma seminal,
demonstrando que este exerce fungdo distinta e antagGnica no sémen
refrigerado de garanhdes, protegendo e beneficiando o sémen de good coolers
e trazendo efeitos deletérios aos espermatozoides de garanhdes bad coolers.
Assim, devido as caracteristicas de cada individuo, estratégias especificas e
particulares para manipulagcdo do sémen sdo uma alternativa na busca de
melhores resultados e indices de fertilidade.

Palavras-chave : Equino, sémen refrigerado, plasma seminal, estresse

oxidativo.
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1. INTRODUCAO

O transporte de sémen refrigerado estd entre as biotécnicas mais
utilizadas pelas centrais de reproducdo equina no Brasil. Além de possibilitar o
uso do sémen por um periodo maior, diminuiram-se as distancias e as centrais
de reproducdo equina e haras ficaram ainda mais préximos. Ao prolongar a
viabilidade espermatica pela reducdo da temperatura, diminuicdo do
metabolismo celular e consequentemente formacéo de subprodutos deletérios
ao sémen, se possibilita uma maior troca e disseminacdo do material genético
de animais considerados superiores, principalmente em locais na qual a monta
natural ndo seria viavel (ALTHOUSE et al., 1998; MOORE et al., 2005;
HOFFMANN et al., 2011).

Apesar das vantagens associadas a refrigeracdo espermatica, a reducao
de temperatura submete as células a situagfes nao fisiolégicas, ocasionando
uma reorganizacdo nos lipideos da membrana plasmatica e expondo-as a
situacbes que afetam diretamente a viabilidade e fertiidade dos
espermatozoides (HOLT, 2000; GRAHAM, 2010). Além disso, o sémen de
alguns garanhfes apresenta baixa resisténcia a refrigeracdo e sao intolerantes
ao processo.

Varios fatores influenciam no sucesso ou fracasso da refrigeracdo e
transporte espermético, dentre eles, a presenca ou auséncia do plasma
seminal, o0 metabolismo celular e seus subprodutos, o estresse oxidativo, 0s
meios diluentes utilizados, as caracteristicas morfofuncionais das células
espermaticas e seu comportamento frente as taxas de reducéo da temperatura
sao alguns dos fatores que influenciam no sucesso da biotécnica.

Na composicdo do plasma seminal, enzimas e moléculas como a
albumina, taurina, piruvato, lactato, acido ascérbico, tocoferol e ergotionina
auxiliam significativamente na protecdo do espermatozoide devido as
caracteristicas antioxidantes dessas substancias (DE LAMIRANDE e
GAGNON, 1992; BAUMBER et al., 2000; AITKEN 2004; DE AMBROGI et al,
2006). Estas tém por funcao controlar a concentracdo de EROs, mantendo-as a
niveis fisioldgicos, prevenindo assim da ocorréncia de danos celulares. Logo,

todo mecanismo que diminua a concentracdo destes antioxidantes, acarreta
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em um aumento das espécies reativas de oxigénio, do estresse oxidativo e um
consequente aumento no dano celular (BAUMBER et al., 2000; AITKEN 2004).

Apesar do plasma seminal dos equinos apresentar alta atividade
neutralizadora de EROs, a quantidade e concentracdo dos componentes
presentes influenciam diretamente na maior ou menor prote¢cdo do sémen,
justificando, assim, diferencas individuais encontradas frente a criopreservagéo
espermatica (BALL et al., 2001; BALL, 2008). Pela maioria dos trabalhos nessa
area ndo separar os garanhdes em funcdo da sensibilidade a refrigeracédo, é
controversa a necessidade da presenca ou auséncia do plasma seminal na
preservacao esperméatica. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
influéncia da presenca e/ou auséncia do plasma seminal nas caracteristicas

espermaticas no sémen de garanhdes bad e good coolers.

2. MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma Audrich do

Brasil e os diluentes da Botupharma, Botucatu, Brasil.

2.1 Animais e critérios de inclusao

Foram utilizados dois ejaculados de 25 garanhdes da raca Mangalarga
Marchador, com idade entre 07 e 15 anos. Somente ejaculados com motilidade
total > 60%, patologia espermatica < 30% de animais com histérico reprodutivo
com fertilidade > 70% com sémen a fresco foram utilizados.

Os animais foram agrupados em funcéo da sensibilidade ao processo de
refrigeracdo do sémen com plasma seminal de acordo com os valores de
motilidade total (MT) do sémen a fresco (MO) e refrigerado a 5°C por um

periodo de 24hrs (M24), de acordo com a férmula abaixo:

MT(M24)
perdaMT =| 1 x100

~ MT(M0)

- Bad Cooler (BC): Animais que apresentaram perda MT > 40% (n=10).
- Good Cooler (GC): Animais que apresentaram perda MT < 30% (n=08)
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Os animais que apresentaram valores de perda MT entre 31 e 39% e

foram descartados das analises estatisticas (n=07).
2.2 Coleta e processamento do sémen

A coleta do sémen foi realizada com vagina artificial modelo Botucatu
ApoOs a coleta, os ejaculados foram filtrados em filtro de nylon para que fosse
descartada a fracdo gel, o volume mensurado em proveta graduada e uma
aliguota separada para avaliacdo da concentracdo e cinética espermatica.
Cada ejaculado foi entdo diluido com diluente comercial a base de leite
desnatado, Botu-sémen®, numa concentracdo de 50x10° sptz/mL.

Para remocdo do plasma seminal, o sémen foi filtrado com o uso do
Sperm Filter®, as células espermaticas retidas no filtro foram ressuspendidas
com diluente comercial & base de leite desnatado, Botu-sémen®, para a
concentracdo de 50x10° sptz/mL.

Logo ap0s a coleta e processamento das amostras, estas foram
acondicionadas em sistema de refrigeracdo passiva Botu-Flex® por um periodo

de 24hrs a 5°C.
2.3. Andlises espermaticas

2.3.1. Cinética espermatica
A andlise computadorizada de cinética espermatica foi realizada pelo
método CASA (Hamilton Thorn — HTMA IVOS 12) tanto no sémen a fresco
como no sémen refrigerado com e sem plasma seminal. Foram avaliadas a
motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade de trajeto
(VAP, um/s), velocidade retilinea (VSL, pm/s), velocidade curvilinear (VCL,
pum/s), linearidade (LIN, %), percentual de espermatozoides rapidos (RAP, %).
As configuracbes do CASA foram ajustadas de acordo com a espécie (Tabela
1).
2.3.2. Integridade da membrana plasmatica
A integridade de membrana plasmatica foi realizada pela técnica de
microscopia de epi-fluorescéncia (LeicaMicrosystem — DMLB, Ernst-Leitz-

Strabe, Wezlar Germany) tanto no sémen a fresco como no sémen refrigerado
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com e sem plasma seminal, utilizando a associacdo das sondas fluorescentes
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (IP) segundo
metodologia de Harrison e Vickers (1990), na qual 100 células foram
identificadas e classificadas, sendo 0s espermatozoides integros corados
integralmente de verdes e 0s espermatozoides lesados corados em vermelho

ou em verde e vermelho.

2.3.3. Extresse Oxidativo

Para avaliacdo do estresse oxidativo foi utilizado o método de TBARS,
tanto no sémen a fresco como no sémen refrigerado com e sem plasma
seminal, que se baseia na mensuracdo da concentracdo do malondialdeido
(MDA), um subproduto da peroxidacéo lipidica da membrana plasmatica dos
espermatozoides. As amostras foram expostas acido tiobarbitarico 1% (TBA
1%) que reage com o MDA resultando em uma coloracdo résea quantificada
pelo espectrofluorimetro (Ultrospec 3300 pro®, Amersham Biosciences)
segundo Gomez, Irvine e Aitken (1998). Nesta avaliacdo as amostras néo
foram expostas ao processo de lipoperoxidacdo e desafio, sendo mensurado
portanto somente a quantidade de MDA presente na amostra.

TABELA 1. Ajuste do HTMA — IVOS — 12 para as analises seminais em equinos.

Parametros Ajustes
NUmeros de pontos examinados 30
Contraste das células em relagcdo ao campo 60 pixels
Tamanho minimo das células 03 pixels
Contraste para células méveis 30

Motilidade progressiva

Velocidade de trajeto (VAP) >70 um/s
Retilinearidade (STR) >80%
Referéncia para rapidos (VAP) >80 um/s
Cutoff para células estéticas

Velocidade de trajeto (VAP) <30 um/s
Velocidade linear (VSL) <20 um/s

Magnificagéao 1,95




69

2.4. Andlise Estatistica

Para andlise estatistica, primeiramente avaliou-se, graficamente e com
testes de normalidade, a distribuicdo de todas as variaveis utilizando-se o
Statistical Analysis Software - SAS versdo 9.3 (SAS institute, 2011). Diante
desta avaliagdo, optou-se por uma abordagem ndo paramétrica de todas as
variaveis estudadas.

Para comparacdo da andlise dos dados de cinética espermatica,
microscopia de epifluorescéncia e estresse oxidativo, entre os grupos, foi
utilizado o teste de Mann-Whitney.

Para comparagdo da analise dos dados de cinética espermética,
microscopia de epifluorescéncia e estresse oxidativo, entre o0s momentos, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunns, utilizando-se o
Instat 5.0 (Graphpad Software Inc., USA).

Para todas as andlises foi utilizada nivel de significancia de 0,05.

3. RESULTADOS

A separacdo dos garanhdes foi efetuada em relacdo a perda da
motilidade total (Perda MT) entre os momentos a fresco e apés a refrigeracao
das amostras com plasma seminal. Os garanhfes BC apresentaram valores
inferiores (p<0,05) apos a refrigeracdo do sémen (M24) em relacdo aos GC,
dados Tabela 2.

N&o houve diferenca (p>0,05) entre os grupos GC e BC com relacdo a
cinética espermatica (MT, MP, VAP, VSL, VCL e RAP), integridade de
membrana plasmatica e concentracdo espermatica do ejaculado no sémen
fresco (M0), no momento antes da refrigerac@o (Tabela 3). Apés a refrigeracao
(M24), a andlise do sémen com plasma seminal revelou que o grupo GC
apresentou melhores resultados (p<0,05) que os BC em todos os parametros
de cinética espermatica (MT, VAP, VSL, VCL e RAP) com excecao da
motilidade progressiva (p>0,05), a qual ndo apresentou diferenca. Também néo
houve diferenca (p>0,05) entre os grupos com relacdo a integridade de

membrana plasmatica e a concentracao espermatica do ejaculado (Tabela 3).
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TABELA 2: Mediana, minimo e maximo da Motilidade Total do sémen fresco e refrigerado
com plasma seminal e da perda da Motilidade Total para selecdo dos garanhbes GC e BC.

MOTILIDADE TOTAL (%) Perda MT (%)
0

(MO) (M24)
Good Cooler (10)  64%61-66) 50%(46-71)  22%(11-26)
Bad Cooler (8) 70%(58-77) 29°(20-43)  50°(44-69)

GC, good cooler; BC, bad cooler; MO, sémen fresco; M24, sémen refrigerado com plasma
seminal; Perda MT, perda de motilidade total entre os momentos M24 e MO. &' etras
minusculas diferentes entre linhas indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Na analise do sémen refrigerado sem plasma seminal (M24 sem PS)
nao foi verificado diferenca (p>0,05) entre os animais GC e BC em todas as
analises de cinética espermética (MT, MP, VAP, VSL, VCL e RAP) e
integridade de membrana plasmatica, porem podemos averiguar que os GC
apresentaram uma piora dos resultados ao se retirar o plasma seminal (M24
sem PS) em todos os parametros de cinética espermatica (MT, MP, VAP, VSL,
VCL e RAP) quando comparado as amostras com plasma seminal (M24 com
PS). O oposto ocorreu com o0s animais BC, ao retirar o plasma seminal,
apresentaram uma melhora nos parametros de cinética espermatica, apesar de
nao ter sido observada diferenca estatistica significativa (p>0,05), conforme
Tabela 3.

Com relacéo a producédo de espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS),
apesar de nao apresentar diferenca (p>0,05), os animais “Bad Cooler”
produziram uma maior quantidade de TBARS em todos os momentos quando

comparado com os animais “Good Cooler” (Figura 1).

TBARS

600+
EZ& Bad Cooler
3 Good Cooler

400+

200+

TBARS (ng TBARS/10° céls)

FIGURA 1: Boxplot da quantificacdo de espécies reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARS) do sémen a fresco (MO) e refrigerado com e sem plasma seminal (M24 com
PS e M24 sem PS, respectivamente) dos garanhdes bad cooler e good cooler (p>0,05).



TABELA 3: Mediana, minimo e maximo das caracteristicas de cinética espermatica e
integridade da membrana plasmatica do sémen fresco e refrigerado com e sem plasma
seminal de garanh8es Good Cooler e Bad Cooler.

GRUPOS MO M24 com PS M24 sem PS
vt CC 64°4(61-66) 50%4(46-71) 32%4(28-65)
BC 70%A(58-77) 29°8(20-43) 40%8(28-82)
MP GC 32%4(27-38) 25*8(12-34)  12%8(10-25)
BC 2624(18-36) 7%8(3-17) 12748 (2-17)
VAP GC 122%4(92-141)  115*4(98-136) 80*(73-118)
BC 110%4(24-124)  77°*(65-82) 77*(59-100)
VSL GC 93%(76-102)  86*(79-94) 64°A(57-87)
BC 8324(80-86) 59"8(51-63) 59%8(43-76)
VCL GC 192%4(156-274) 209%4(175-164) 156*4(142-230)
BC 221°4(130-238) 156°"(138-178) 149%/(127-189)
RAP GC 5224(44-63) 4124(36-62) 19?4(15-59)
BC 5724(49-62) 17°8(7-26) 23*8(8-72)
IMP GC 81%4(64-96) 74%4(32-86) 8724(73-95)
BC 6824(65-96) 69%(55-93) 64%*(56-83)

MO, sémen fresco; M24, sémen refrigerado; PS, plasma seminal; MT (%), motilidade total;
MP (%), motilidade progressiva; VAP (um/s), velocidade de trajeto; VSL (um/s), velocidade
retilinea; VCL (um/s) velocidade curvilinear; RAP (%),espermatozoides rapidos; IMP (%),
integridade de membrana plasmatica; GC, good cooler; BC, bad cooler. | etras mintsculas
diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre as linhas em um mesmo momento.
ABLetras maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre as colunas em

um mesmo grupo.

4. DISCUSSAO

O sucesso da preservacdo espermatica pela
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refrigeracdo esta

diretamente relacionado a fatores como: diluente, diluicdo, taxa de refrigeracéo

lenta e temperatura de armazenamento que reduza o metabolismo espermatico

e minimize os danos a membrana plasmatica, mantendo assim a viabilidade
espermatica e a fertilidade (JASKO et al., 1992; LOOMIS, 1992). Além disso,

fatores como a manutencgéo ou retirada do plasma seminal e sua influéncia na

viabilidade espermética ainda ndo apresentam um consenso na literatura.

A remocdo total do plasma seminal pode ser benéfica ao sémen

refrigerado por 24 e 48 horas, exercendo, inclusive um fator de protecdo na
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integridade do DNA espermatico (LOVE et al, 2005). Entretanto Jasko et al.
(1992), Moore et al.(2005) e Loomis (2006) verificaram que a retirada total do
plasma seminal pode ser prejudicial a viabilidade espermética e que a
presenca de 5 a 20% do plasma seminal € benéfica as funcdes espermaticas.
J4 estudos com espermatozoides coletados da cauda do epididimo
apresentaram qualidade igual ou até mesmo superior aos coletados no
ejaculado e na presenca do plasma seminal (MONTEIRO et al., 2011; PAPA, et
al., 2008). A maioria desses experimentos ndo separa os garanhdes em
funcdo da resisténcia e/ou susceptibilidade ao processo da criopreservagao,
podendo ser esse um dos fatores responsaveis pela controvérsia encontrada
na literatura quanto a utilizacado ou nao do plasma seminal.

Em relacdo as caracteristicas de cinética espermatica o grupo de
animais GC, apesar de ndo apresentar diferenca significativa entre a utilizacéo
ou ndo do PS durante a refrigeracdo do sémen, apresentou uma diminuicao de
valores na auséncia do PS. Esse fato pode estar relacionado a composicao do
PS desses animais. As concentracdes de substancias que conferem protecao
aos espermatozoides como enzimas, proteinas, eletrdlitos e hormonios
possivelmente se encontram de forma balanceada justificando sua manutencao
durante a refrigeracéao.

A despeito de ndo haver diferenca estatistica quando se remove o PS
dos garanhdes GC, foi observado que todos os parametros da movimentacéo
espermatica apresentaram valores inferiores aos observados quando a
refrigeracdo foi efetuada na presenca do PS. Nesse sentido esses animais
demonstram que o melhor protocolo para refrigeracédo de seus ejaculados seria
a ndo remocao do PS.

Em contrapartida quando se observa a influéncia da presenca ou
auséncia do PS na refrigeracdo do sémen de garanhdes BC, verifica-se que a
remocdo do PS para esses animais proporcionou valores similares aos
observados no sémen a fresco em relacéo a cinética espermatica. Ja quando o
PS ndo é removido a movimentacdo espermatica é prejudicada durante a
refrigeracdo. Esse fato pode estar relacionado ao desequilibrio dos
constituintes do PS desses animais, que além de ndo promover uma protecéo

espermatica influenciam negativamente na manutencédo de seu movimento.
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Assim sendo, a retirada do PS nos garanhdes BC diminui a influéncia
negativa dessa secrecdo sobre a manutencdo dos espermatozoides e o
diluente ameniza sua remocéo contribuindo para uma melhor manutencao da
cinética espermatica nesses animais.

Estes achados também s&o relatados por Brinsko et al. (2000) e Moore
et al.(2005) que verificaram que a composi¢cao e substancias encontradas no
PS de cada individuo, influenciando de forma particular na tolerancia ao
processo de criopreservacdo e consequentemente justificando a funcao
antagbnica do PS em animais sensiveis e resistentes a refrigeracdo
espermatica.

Em relacdo a manutencédo da integridade da membrana plasmatica, o
PS néo influenciou quanto a sua presenca ou remocéao, esse fato sugere que o
desequilibrio na composicédo do PS dos garanhdes BC pode estar relacionado
a deficiéncia de substratos que contribuam para producéo de ATP prejudicando
a plena atividade metabodlica dos espermatozoides. Ja com sua retirada o
diluidor aumentou sua proporcdo em relacdo a quantidade de espermatozoides
fornecendo uma maior quantidade de substancias que foram convertidas em
ATP pela cadeia de produgdo energética: glicolise, ciclo de acido citrico e
fosforilacdo oxidativa.

Esses achados corroboram com os de Rodriguez-Martinez et al. (2011)
que relatam que apesar do PS ser importante no transporte espermatico
durante a ejaculacdo e no trato reprodutor feminino, ndo € considerado um
meio adequado a manutencdo do sémen durante 0s processos de
criopreservacdo, sendo necessaria sua substituicdo por diluentes adequados
que irdo proteger as células durante o processo. Embora o PS dos equinos
apresente alta atividade antioxidante e neutralizadora das espécies reativas de
oxigénio, sua concentracdo e mecanismo de acao séao influenciados
diretamente pela diluicdo e/ou remocéo do PS durante a refrigeracéo (BALL et
al., 2001; BALL, 2008). Além disso, existem varia¢cfes individuais significativas
na composicdo do PS de diferentes garanhbdes (BALL et al., 2001; BALL,
2008;BRINSKO et al., 2000; MOORE et al., 2005; AURICH et al., 1996).

O teste do TBARS evidenciou uma similaridade dos valores encontrados
antes e apos a refrigeracdo, bem como entre os garanhdes BC e GC.

Entretanto, pode-se observar que os animais GC apresentaram valores
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inferiores na presenca do PS, esse menor efeito oxidativo sofrido pelos
espermatozoides desses animais pode contribuir para uma manutencdo da
viabilidade dessas células durante situacdes de estresse.

Avaliar os diferentes parametros espermaticos apos um desafio de
estresse, talvez, submeteria essas células a demonstrarem sua capacidade de
manutencdo das caracteristicas morfofuncionais durante um periodo de tempo
sobre a acdo de fatores indesejaveis para sua viabilidade. Avaliacbes imediatas
apos procedimentos de criopreservacao podem nao refletir a real capacidade
de fecundagdo de uma amostra, haja vista que até o momento da fertilizagéo
0S espermatozoides sdo submetidos a diversos desafios que selecionam
apenas 0s mais aptos a prosseguirem para 0s reservatorios do trato genital
feminino e posteriormente ao encontro do ovacito.

Com base nos resultados obtidos verificou-se que o PS exerce
participacdo distinta e particular em cada individuo, conferindo protecdo as
células espermaticas de animais GC e influenciando de forma negativa na
qualidade espermatica de animais sensiveis a refrigeracdo. Futuros estudos
em relagdo a acdo do PS em garanhdes GC e BC sdo necessarios expondo as

andlises espermaticas a situacdes estressantes.
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CONCLUSOES

Garanhdes sensiveis a congelacdo espermatica apresentam maior
susceptibilidade ao estresse oxidativo e consequentemente a fragmentacéo
DNA espermatico.

Diferencas encontradas nas caracteristicas espermaticas entre as racas
MM e QM podem estar relacionada a diversidade entre individuos e ndo ao
fator raca.

O plasma seminal exerce participacdo distinta e particular em cada
individuo, conferindo protecdo as células espermaticas de animais good
coolers e influenciando de forma negativa na qualidade espermatica de animais

sensiveis a refrigeracao.



