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EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE PLASMA SEMINA L NA
CRIOPRESERVACAO DO SEMEN EQUINO.

RESUMO

A baixa fertilidade é um dos fatores que restringe o uso da criopreservagédo de
sémen na espécie equina. Durante o congelamento, 0os espermatozoéides sofrem
varios danos, tais como alteracbes na membrana, capacitacdo prematura,
alterac6es no DNA e estresse oxidativo. Os espermatozoides sdo suscetiveis ao
estresse oxidativo devido, principalmente, a grande quantidade de acidos graxos
poliinsaturados presentes nas suas membranas e pela baixa concentragdo de
enzimas antioxidantes no seu citoplasma. A reduzida fertilidade, muitas vezes, tem
sido correlacionada com a baixa capacidade antioxidante do sémen e tal fato pode
se dar devido a retirada do plasma seminal durante o processo de criopreservacgao.
Estudos recentes tém demonstrado efeito benéfico do plasma seminal no
armazenamento dos espermatozoéides equinos submetidos ao resfriamento ou
congelamento. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de diferentes
concentracdes de plasma seminal na protecdo contra o estresse oxidativo e danos
na viabilidade da célula espermatica. Foram utilizados 4 garanhdes, sendo
congeladas 4 partidas de cada animal. Apés a colheita o plasma seminal foi retirado
e o0s espermatozoides ressuspendidos em diluente contendo diferentes
concentracdes de plasma 0% (T1), 5% (T2), 25% (T3) e 50% (T4). As analises
realizadas pds-descongelacdo foram motilidade, vigor, morfologia, integridade de
membrana, integridade de acrossoma , integridade de DNA, peroxidagéo lipidica e
proteina carbonilada. A adicdo de plasma seminal ndo afetou (p>0,05) a morfologia
espermatica e a integridade de DNA. Espermatozoides congelados com 5% de
plasma seminal (T2) foram semelhantes ao controle (T1) em todas as variaveis
estudadas (p>0,05), com excec¢do da peroxidacao lipidica, que foi maior (p<0,05) no
tratamento sem plasma (T1). O T4 apresentou menor (p<0,05) motilidade, vigor,
percentagem de células com membrana integra e acrossoma intacto. Efeitos do

plasma seminal na protecdo contra oxidacdo de proteinas ndo foram observados
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(p>0,05). Em conclusédo, o plasma seminal possui efeito antioxidante durante
criopreservacdo, entretanto esse efeito ndo protege a viabilidade das células
espermaticas de outros danos decorrentes da criopreservagéo, podendo , inclusive

acentuar esses danos quando utilizado em concentragdes de 25% ou mais.

Palavras chaves: criopreservacdo, equino, estresse oxidativo, plasma seminal,

viabilidade espermaética

EFFECT OF DIFFERENT CONCENTRATIONS OF SEMINAL PLASM A ON
CRYOPRESERVATION OF EQUINE SPERMATOZOA

ABSTRACT

One of the major limiting factors of equine frozen semen is the low fertility
obtained. During freezing process spermatozoa undergoes a series of damages
such as changes in membrane components, premature capacitation, chromatin
damages and oxidative stress. Sperm cells are very susceptible to oxidative stress
due to high concentration of polyunsaturated fatty acids in the membrane and low
concentration of antioxidant enzymes in their cytoplasm. It has been shown that
there is a correlation between low antioxidant capacity of semen and fertility of the
animal and it may be due to seminal plasma removal during cooling or freezing
process. Recent studies have shown a beneficial effect of seminal plasma in the
storage of equine spermatozoa either by cooling or by cryopreservation. The
objective of the present study was to evaluate the effect of different concentrations
of seminal plasma in the protection against oxidative stress during cryopresenvation
of equine spermatozoa, and to verify that effect in cell viability. In this experiment,
four stallions were used and four ejaculates were obtained from each animal. After
collection, seminal plasma was removed and spermatozoa ressuspended in
extender with seminal plasma in different concentrations 0% (T1), 5% (T2), 25%
(T3) e 50% (T4). Motility, vigor, morphology, membrane, acrossome and DNA
integrity, lipid peroxidation and protein oxidation were analyzed after freezing and

Xi



thawing. Seminal plasma did not affect (p>0,05) sperm morphology and DNA
integrity. Frozen spermatozoa with 5% (T2) of seminal plasma were similar (p>0,05)
to control (T1) in all variables studied, except in lipid peroxidation analysis, in which
the results were higher (p<0,05) in control in comparison with the other treatments.
T4 presented lower (p<0,05) motility, vigor, membrane and acrossome intact cells
percentage. Effect of seminal plasma protection against protein oxidation was not
observed (p>0,05). In conclusion, seminal plasma presented antioxidant effect
during cryopreservation, however, this effect does not protect the spermatozoa
viability from other cryopreservation damages and it may even exacerbate theses
damages in concentrations of 25% or higher.

Key words: cryopreservation, equine, oxidative stress, seminal plasma, sperm

viability
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1. INTRODUCAO

A Inseminacao Artificial (IA) € o processo de deposicdo do sémen no sistema
genital feminino, através de manipulacdo artificial, e no momento adequado,
visando a fecundacdo do o6vulo. Esta biotécnica foi a primeira a ser utilizada
comercialmente nos sistemas de produgcdo animal e trouxe um grande impacto
econdmico para esta area. Dentre as inUmeras vantagens da sua aplicagdo, pode-
se citar a facilidade de comercializacdo e transporte de material genético e um
expressivo ganho genético.

A utilizacdo de sémen resfriado jA& € comum na reproducdo equina e sua
principal vantagem é o baixo custo. Segundo Batallier et al. (2001), o sémen de
muitos garanhdes sobrevive ao resfriamento a 4° C e mantém bons indices de
fertilidade por 48-72 h se mantido a esta temperatura.

Entretanto, para que se possa usufruir das principais vantagens da IA, que
sao o melhor aproveitamento de garanhdes que estejam competindo ou se
recuperando de doencgas e, principalmente o armazenamento de material genético,
€ essencial que o sémen seja criopreservado.

Embora o sémen criopreservado venha sendo utilizado ao longo de 50 anos
na industria bovina, sua utilizagdo na espécie eqlina continua limitada. O grande
limitante desta técnica € a baixa fertilidade obtida, quando comparado com sémen
fresco ou resfriado.

Um dos problemas na criopreservacdo de sémen equino é a grande
variabilidade individual na congelabilidade do sémen. Esta diferenca entre
individuos parece estar relacionada a aspectos genéticos, ndo sendo associada a
fertilidade in vivo (monta natural). No sémen de garanhdes “bons congeladores”,
geralmente, a motilidade progressiva e total varia entre 40 e 70%, e pode-se obter
indices de concepc¢éo de 60 a 75% por ciclo em éguas inseminadas com mais de
300 X 10° de espermatozéides entre 24 h antes e 6 h depois da ovulagéo
(Cristanelli et al., 1984; Haard and Haard, 1991; Jasko et al., 1992; Thomassen,
1993, Boyle, 1999). No entanto, no sémen de garanhdes “maus congeladores”, a

motilidade progressiva obtida pés-congelamento pode chegar a 10-15% e refletir em



menos de 30% de indice de concepcgéo por ciclo.

Outro grande problema relacionado ao uso de sémen congelado é a sua
reduzida vida util no trato reprodutivo da fémea, causada principalmente por
inducbes de reacdo de acrossoma prematuras devido a retirada do plasma seminal
(Morris et al., 2003) e pelos proprios processos de resfriamento e congelamento.

Durante o processo de congelamento, portanto, os espermatozéides sofrem
varios danos, dentre eles pode-se destacar: alteracbes na membrana, capacitagdo
prematura, alteracdes no DNA e o estresse oxidativo.

Tendo em vista que o plasma seminal € uma fonte de prote¢do natural dos
espermatozoéides e que no processo de criopreservacdo 0 mesmo € retirado,
acredita-se que varios danos poderiam ser minimizados se este processo
mantivesse uma determinada quantidade de plasma.

Existem muitas tentativas de demonstrar o efeito benéfico da adicdo de
plasma seminal ao espermatozdide armazenado (resfriado ou congelado) na
espécie equina (Braun et al, 1994; Aurich et al., 1996; Katila et al., 2002; Moore,
2005). No entanto, em sua maioria ndo avaliam o efeito direto na protecéo contra o
estresse oxidativo.

O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito de diferentes
concentracdes de plasma seminal na protecdo contra o0 estresse oxidativo e seus
efeitos na viabilidade espermética durante a criopreservacdo de sémen eqlino
mediante as avaliacGes in vitro de motilidade e vigor, integridade de membrana,

acrossoma e DNA, peroxidacéo lipidica e proteinas carboniladas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Os espermatozoides

Os espermatozoéides sado formados no testiculo (Franca et al., 2005; De Rooij
& Russel, 2000) e se tornam maduros no epididimo (Dacheux et al., 2005; Dacheux
& Dacheux, 2002). Apos a ejaculacdo, devem atingir o istmo do oviduto, onde
ocorre a fecundacdo (Rodriguez-Martinez et al., 2005; Blandau, 1973; Hunter,
1996). Neste local, os espermatozéides que foram capacitados, se ligam a zona
peltucida do ovdcito (Rath et al.,, 2005). Segundo Flesch & Gadella (2000), essa
ligacdo induz a reacdo acrossémica e os hiper-ativos penetram na zona pellcida.
Finalmente, as células esperméticas se ligam e fusionam com o oolema (Evans &
Florman, 2002). De acordo com Silva & Gadella (2006), apos fecundacdo, o DNA do
espermatozoéide se descondensa, o pré-nucleo masculino se forma e se liga ao pro-
ndcleo feminino e da origem ao genoma dipléide do novo individuo. Portanto, para a
obtenc&o de sucesso na concepgao, 0os espermatozoides devem possuir membrana
e organelas integras e funcionais e um genoma hapléide intacto. Em técnicas de
reproducdo assistida, como a IA e fertilizag&o in vitro (FIV) os espermatozéides nao
sdo introduzidos diretamente no trato genital da fémea durante ejaculacdo, mas séo
primeiramente coletados em recipientes através de vagina artificial ou
eletroejaculacdo. Os espermatozoides coletados sdo lavados, diluidos e resfriados
ou congelados por determinados periodos até serem depositados no trato
reprodutivo de fémea, como no caso da IA. Varios passos durante o processamento
do sémen podem ser responsaveis por danos no DNA, na membrana e organelas.
Para que se possa obter bons indices de concepcao € necessario que se conheca a
Sua estrutura e os danos causados durante o seu processamento a fim de se

minimizar ou eliminar tais danos.

2.1.1. Membrana plasmatica

A membrana plasmatica dos espermatozoides envolve toda a célula,



mantendo todos seus componentes intracelulares e organelas juntos e, através de
suas caracteristicas semi-permeaveis, mantém um gradiente quimico adequado de
ions e outros componentes solUveis. Para Ladha (1998), a membrana plasmatica
consiste de cinco dominios especificos: acrossoma, segmento equatorial, segmento
basal, regido intermediaria e cauda. Diferencas entre estas regides estédo
relacionadas as suas diferentes funcdes fisioldgicas.

As membranas celulares sdo compostas de trés classes de moléculas:
lipidios, proteinas e carboidratos. Os lipidios sdo responséaveis pela integridade
estrutural, as proteinas sdo as principais responsaveis pela ocorréncia da maioria
dos processos dindmicos e os carboidratos desempenham importante papel nas
interacdes entre as células.

Mann & Lutwak-Mann (1981) relatam que, apesar de existir uma consideravel
variacao entre espécies, a membrana plasmatica dos espermatozoéides é composta
de aproximadamente 70% de fosfolipidios, 25% de lipidios neutros e 5% de
glicolipidios. Segundo Alberts et al. (1989), os fosfolipidios mais encontrados s&o
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina e esfingomielina.

Uma grande variacdo na composicao de lipidios neutros pode ser observada
entre espécies, entre animais da mesma espécie e entre ejaculados do mesmo
animal. De acordo com Flesch & Gadella (2000) o fator que mais varia € a
guantidade de colesterol. Em comparagdo a outras espécies, como a bovina, a
membrana plasmatica dos espermatozéides equinos possui uma quantidade de
colesterol relativamente alta, em torno de 37%. Para Yanagimachi (1994), as
diferencas na quantidade de colesterol na membrana plasmatica podem néo estar
apenas relacionadas com indices de capacitagdo, mas também podem afetar a
fertilidade e a capacidade do ejaculado de um garanh&o a suportar o resfriamento e
congelamento. Segundo Minelli et al. (1998), em garanhdes, o plasma seminal pode
bloguear o efluxo de colesterol da membrana plasméatica através de vesiculas ricas
em colesterol originadas da prostata (prostasomos).

A fluidez da membrana depende da temperatura, de seu conteudo de
colesterol, e de sua composicéo lipidica, sendo que o comprimento e o grau de

instauracdo das cadeias de acido graxos (AG) exercem importante papel. A



presenca de acidos graxos saturados favorece o estado rigido, pois suas caudas
hidrocarbonadas retas interagem muito favoravelmente umas com as outras. Por
outro lado, Alberts et al. (1989) relataram que uma dupla ligagdo produz uma dobra
na cauda, dificultando o estabelecimento de uma maior organizacdo entre as
cadeias de AG. Ja a insaturacdo e o menor comprimento das cadeias lipidicas, de
acordo com Darnell et al. (1990), aumentam a fluidez dos AG e, geralmente, lipidios
com essas caracteristicas passam pela fase de transicdo a temperaturas menores
gue aqueles com cadeias longas ou saturadas. A fase de transicdo € a
reorganizacdo das cadeias hidrocarbonadas que, estando em um estado mais fluido
ou desordenado, passam por uma organizacdo acentuada, estado similar ao gel
(Stryer, 1992), e tal fase ocorre em funcdo de mudancas na temperatura. Segundo
Amman & Graham (1993), para a célula espermatica equina, a fase de transicao
ocorre a uma temperatura de 20,7°C.

Quanto ao comportamento das membranas frente a congelacdo, segundo
Alberts et al. (1989), aquelas em que predominam lipidios de cadeia curta e com
maior nimero de insaturacdo, sdo menos resistentes, em razdo da menor tendéncia
das caudas hidrocarbonadas interagirem e as duplas liga¢des dificultarem o seu
agrupamento.

Uma maior quantidade de &cidos graxos insaturados também torna os
espermatozéides mais suscetiveis ao estresse oxidativo. Uma cascada de
peroxidacdo lipidica ocorre quando espécies reativas de oxigénio (ROS) em
excesso, reagem com acidos graxos insaturados presentes na membrana
espermatica (Storey, 1997; Jones et al., 1979). De acordo com Storey (1997), como
consequéncia desta peroxidacdo, a membrana perde fluidez e integridade
necessarias para fertilizacao.

Quanto ao conteudo protéico, Zuccari (1998) relata que os espermatozoides
do garanhdo possuem um teor de 50%. As proteinas sdo classificadas em
integrantes (destacadas da membrana unicamente por solventes detergentes) ou
periféricas (soluveis em diluidores de sémen ou agua, de facil remocdo). As
integrantes interagem amplamente com as cadeias hidrocarbonadas de lipidios,

mantendo as mesmas ancoradas e, portanto, s6 podem ser liberadas por agentes



gue competem com essas interacfes ndo-polares. J& as periféricas, em grande
maioria, estdo ligadas a superficie das proteinas integrantes no lado citosolico ou
extracelular. Podem também se ligar por interacdo direta com as cabecas polares
dos lipidios, mas nado interagem com a por¢do hidrofébica da bicamada de
fosfolipidios. Segundo Darnell et al. (1990), solu¢cdes com alta for¢a ibnica rompem
ligacBes idnicas fracas que agem entre as proteinas, removendo-as da superficie.
De acordo com Zuccari (1998), os carboidratos estdo presentes em torno de
2 a 10% do peso total da membrana. Darnell et al. (1990) relatam que essas
moléculas estdo ligadas as proteinas dando origem as glicoproteinas ou aos
lipidios, constituindo os glicolipidios, e dessa forma aumentam o carater hidrofilico e
estabilizagdo da estrutura da membrana. Segundo Stryer (1992), os grupamentos
glicidicos estdo situados sempre no lado extracelular e no caso das glicoproteinas
geram uma barreira para difusdo transversal, auxiliando na manutencéo do carater
assimétrico da membrana além de serem importantes também no reconhecimento
intercelular. Amman & Graham (1993) relatam que nos espermatozoides equinos,
os glicolipidios constituem menos de 10% dos lipidios polares presentes e sua
agregacdo em microdominios, na fase gel, obriga as proteinas do glicocélix a se
agregarem na porcdo fluida restante, o que pode alterar a funcdo dos seus

componentes

2.1.2. Capacitacao

ApOGs ejaculacdo, os espermatozoéides sofrem uma série de mudancas em
sua arquitetura e metabolismo antes de adquirirem capacidade para se ligar a zona
peltcida e fecundar o ovocito; essas mudancas sdo conhecidas como capacitacédo
e, em um processo de monta natural, ocorrem no trato reprodutivo da fémea. Neild
et al. (2005) relatam que estas mudancas incluem os sinais para a entrada de célcio
na célula, aumento de calcio intracelular e niveis de AMPc, aumento na fluidez
como resultado de alteracbes na composicado e arquitetura lipidica e mudancas na
atividade metabdlica gerando uma hipermotilidade. Uma parte importante da

capacitacdo no trato reprodutivo da fémea é a remocdo gradual ou alteracdo na



estrutura de componentes da superficie espermatica, especialmente na regido
acrossomica, que resultam na exposicdo de receptores que permitem que o
espermatozoéide reconheca, se ligue a zona pellcida e sofra reagdo acrossdmica,
um evento que permite a penetracdo do espermatozdide e sua posterior fusdo com
0 oolema. A capacitacdo é, portanto, um evento essencial na fecundagédo. Segundo
Watson (1995), uma vez capacitados, 0os espermatozoides tém uma longevidade
reduzida.

Atualmente, muitos pesquisadores tém relatado mudancas nos
espermatozoéides criopreservados semelhantes as que ocorrem durante a
capacitacdo (Bedford et al., 2000; Green & Watson, 2001; Schembri et al., 2002;
Cormier & Bailey, 2003; Neild et al., 2003), e, por isso, a denominam
“criocapacitacdo”. Para Ellington et al. (1999), esta capacitacdo que ocorre durante
a criopreservacdo € de grande interesse no estudo desta técnica, j& que estas
alteracbes que os espermatozoides sofrem podem reduzir a longevidade da célula
espermatica criopreservada. A reduzida longevidade dos espermatozoéides no trato
reprodutivo da fémea € extremamente importante na espécie eqiina, que possui um
estro relativamente longo e, portanto, requer maior controle do momento da

inseminagao.

2.1.3. Reacdo Acrossbmica

A reagdo acrossdmica (RA), € um evento irreversivel que, sob condi¢cdes
fisiolégicas, é induzida pela ligagdo do espermatozdide com a zona pellcida e sé
ocorre apés capacitagdo. Durante a RA, a membrana plasmatica se fusiona com a
membrana acrossomal externa em varios locais da por¢cdo anterior da cabeca do
espermatozoide. Isto resulta em liberacdo do contetdo do acrossoma (na maior
parte, enzimas) que promovem interacdo, e subsequiente digestdo e penetracdo na
zona pellcida. Para Yanagimachi (1994), uma importante consequéncia da RA € a
aquisicdo de fusogenicidade pelo segmento equatorial da membrana plasmatica,
gue € necessario para a ligacéo e fusdo com oolema.

Em um estudo realizado por Schembri et al. (2002) utilizando a técnica de



fluorescéncia de clortetraciclina (CTC), foi demonstrado que ejaculados frescos de
garanhdes apresentavam a maioria dos espermatozoides nao-capacitados (93,6%)
e baixa percentagem de capacitados (5,4%) e acrossoma-reagidos (1%).
Entretanto, apds criopreservacdo em meio de Kenney modificado (meio descrito por
Kenney et al., 1975, sem bicarbonato de sddio e sulfato de gentamicina), observou-
se um aumento na proporcao de espermatozéides capacitados (64,8%; p<0.001) e
acrossoma-reagidos (32,8%; p<0.001) e uma redugdo na proporcdo de
espermatozéides ndo-capacitados (2,5%; p<0.001). A técnica de coloracao consistia
da adicdo de sémen em solugédo de clortetraciclina e observacdo de preparacéo
Umida em microscopio de epifluorescéncia. As categorias observadas eram: nao-
capacitados (fluorescéncia moderada e uniforme por toda a cabeca do
espermatozéide com uma linha de fluorescéncia mais clara sobre o segmento
equatorial), capacitados com acrossoma intacto (maior fluorescéncia sobre o
acrossoma) e células com acrossoma reagido (ndo apresentando fluorescéncia). No
mesmo trabalho, observou-se que uma maior diminuicAo na propor¢cdo de
espermatozoéides ndo-capacitados e maior aumento de capacitados ocorreu apos
centrifugacdo e remocdo do plasma seminal e ressuspencdo em meio de
congelamento. Centrifugacdo e ressuspencdo com plasma seminal homologo néo
induziu capacitacdo. Portanto, este trabalho demonstrou que processo de
congelacdo promove alteragdes relacionadas com capacitagdo e que a maior parte

dessas mudancas se devem a remocao do plasma seminal.

2.1.4. Integridade do DNA

A cromatina espermatica € uma estrutura altamente organizada, compacta
gue consiste de DNA e nucleoproteinas heterogéneas. A natureza compacta e
insolivel da mesma protege a integridade do genoma durante a passagem pelo
trato reprodutivo do macho e da fémea.

Estresses fisiologicos e ambientais, assim como mutagcdes e anormalidades
acrossdmicas podem perturbar os eventos bioquimicos que ocorrem durante a

espermatogénese. Segundo Evenson et al. (2002), estas alteracbes podem levar a



anormalidades na cromatina, que sao incompativeis com a fertilidade.

A integridade do DNA é de vital importancia para o desenvolvimento do
embrido. Para Seli et al. (2004), o grau de danos no DNA estad claramente
correlacionado com a diminuicdo da capacidade de desenvolvimento do embrido e
danos severos no mesmo causam infertilidade no macho. Por outro lado,
experimentos realizados por Silva & Gadella (2006) utilizando a fecundacéao in vitro
(FIV) com espermatozoides irradiados com raios gama demonstraram que 0S
mesmos, com severos danos no DNA, permanecem funcionais ao nivel de
membrana e organelas e motilidade. De fato, espermatozéides com DNA
danificados apresentaram caracteristicas normais de ligagdo com a zona pellcida e
também indices normais de fecundacdo e clivagem. No entanto, observou-se
apoptose em torno do quarto ao oitavo estagio de clivagem embrionaria (Bordignon
& Smith, 1999; Ahmadi & Ng, 1999; Fatehi et al., 2006). Segundo Silva & Gadella
(2006), falhas reprodutivas, causadas por aberracdes no DNA, parecem nao afetar
no momento de fecundacéo, mas no momento de expressdo do DNA embrionario.

Em um estudo realizado por Baumber et al. (2003), a criopreservacao
demonstrou ser prejudicial a integridade do DNA. A criopreservacdo de
espermatozoides equinos foi associada com um aumento na fragmentacdo do DNA
guando comparado com sémen fresco. Um dos motivos pode estar relacionado com
a retirada do plasma seminal, que confere protecdo aos espermatozéides contra
estresse oxidativo. Muitos estudos tém relacionado danos no DNA de
espermatozoéides humanos com peroxidagao lipidica (Chen et al, 1997; Twigg et al.,
1998, Potts et al., 2000) e estresse oxidativo (Hugues et al., 1996; Aitken et al,
1998a, Twigg et al, 1998; Donnelly et al, 1999).

2.2. A Criopreservacao

A criopreservacdo constitui-se das etapas de diluicdo, centrifugacao,
resfriamento, congelamento e descongelamento do sémen. Os danos que o0s
espermatozoéides sofrem durante este processo podem ser ultra-estruturais ou

fisicos, bioquimicos ou funcionais.



O processo de criopreservacdo possui varias etapas que podem danificar os
espermatozoides, tais como: a mudanca de temperatura, o estresse osmético e
toxico causado pela exposi¢cdo aos crioprotetores, e a formacdo e dissolucdo de
gelo no ambiente extracelular.

A agua pura se congela e forma cristais de gelo a 0°C. Ja o ponto de
congelacdo de uma solucéo € determinado pela concentracdo de particulas que ela
contém como soluto. Segundo Zuccari (1998), a medida que a agua pura de uma
solucdo se congela, ocorre um aumento de concentracdo de solutos no liquido
residual e isto resulta em uma queda continua do ponto de congelacdo da solucéo.
Para Pickett (1986), a lesdo celular é causada pela formacao de cristais de gelo
intracelular que afetam a estrutura da célula, pela concentracao de soluto resultante
da congelacdo da 4gua pura e da interacdo entre estes dois fatores.

O primeiro estresse térmico pelo qual as células espermaticas passam
durante o processo de congelac&o ocorre durante o resfriamento de 37°C a 5°C. se
o resfriamento é feito de modo inadequado, os espermatozéides sofrem o choque
térmico, que induz a danos parcialmente irreversiveis caracterizados por um padrao
anormal de motilidade (movimento circular ou retrégrado), rapida queda de
motilidade, dano acrossomal, dano na membrana plasmatica, reducéo da atividade
metabdlica e perda de componentes intracelulares. Segundo Graham (1996), para o
espermatozéide equino, esses efeitos podem ser minimizados pelo controle da taxa
de resfriamento entre temperaturas criticas, de 19°C e 8°C e pela adicao de lipidios
(gema de ovo) ou lipoproteinas (leite) ao diluidor.

Zuccari (1998) relata que o ponto de congelacdo do citoplasma celular esta,
normalmente, abaixo de -1°C, mas as células geralmente permanecem nao
congeladas na faixa entre -10°C a -15°C, isto é, se encontram super-resfriadas,
mesmo quando o gelo esta presente. Tal fato indica que a membrana plasmatica
pode prevenir a propagacado do gelo extracelular para o interior da célula super-
resfriada. Considerando-se que a presséao de vapor da agua super-resfriada € maior
gue a do gelo, as células comegam a se equilibrar através da desidratacao e ocorre
uma concentragéo de eletrolitos no interior da célula. A medida que a solubilidade

dos eletrdlitos vai sendo ultrapassada, os solutos se precipitam, alterando o pH e,
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abaixo do ponto eutético do sistema, temperatura na qual ndo resta nenhum liquido,
ocorre a precipitacdo de todos os solutos. Mazur (1970) denominou estes eventos
de efeito de solugédo. Para Pickett (1986), o aumento de concentragcdo de soluto
induz a uma desnaturacdo protéica e, como conseqiéncia, reduz a atividade
enzimatica de espermatozdides congelados.

Segundo Zuccari (1998), existe uma dificuldade em se compreender o efeito
de solugcdo devido ao fato de pelo menos quatro fatores distintos estarem
envolvidos durante o processo de congelacdo. S&o eles: 1) a agua pura € removida
em forma de gelo; 2) ocorre a concentracdo de solutos de alto e baixo peso
molecular; 3) ha a reducdo do volume celular e 4) os solutos se precipitam. Todos
estes fatores tém sido estudados para explicar as lesbes celulares, mas com
excecdo da precipitacdo de solutos, os demais dependem da temperatura e
ocorrem simultaneamente durante a congelacao.

Abaixo de -20°C, os espermatozdides comecam a apresentar mudancas
biofisicas, principalmente na membrana plasméatica e, abaixo de -60°C, sofrem
efeitos de descompensacao idnica e de lipidios, suficientemente graves para causar
choque térmico. Angola (1994) relata que o efeito deste choque resulta em
alteracdo da motilidade (movimentos em circulos ou retrogrado, presenca de pecas
intermediarias dobradas) e muitos desses processos sao considerados irreversiveis.

A regulacdo de célcio também ¢é afetada pelo resfriamento, o que provoca
sérios efeitos sobre a funcéo celular. Para Watson (2000), o efluxo do calcio resulta
na capacitacdo e fusdo entre membrana plasmatica e a porcdo interna da
membrana acrossomal externa, o que seria um processo desorganizado da reagéo
acrossomal.

Segundo Gao et al. (1993), a adicdo e remocgéao de crioprotetores implicam
em estresse osmotico na membrana plasmatica dos espermatozoides, dependendo
da relativa permeabilidade dos crioprotetores. Além disso, Santos (2003) destaca
gue o0s espermatozoides sao altamente sensiveis a efeitos toxicos dos
crioprotetores, que dependem principalmente da concentracdo utilizada e do
periodo de exposicdo das células a esses agentes. Os crioprotetores podem ser

divididos em dois grupos: os permeantes, que atravessam a membrana plasmética
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do espermatozéide e atuam no meio intracelular e extracelular. Neste grupo estédo
as pequenas moléculas como o etilenoglicol, glicerol, propilenoglicol,
dimetilsulféxido, acetamida e outras amidas; 0os nao-permeantes, que sao grandes
moléculas que ndo atravessam a membrana plasmatica e podem ser proteinas
como as presentes no leite e gema do ovo, acUcares e polimeros sintéticos (Pickett
& Amann, 1993; Mckinnon, 1996; Leibo & Bradley, 1999). Para Watson (1995), os
crioprotetores permeantes atuam por meio de suas propriedades coligativas, e
diminuem o ponto crioscépico intracelular, de maneira que uma quantidade maior
de agua vai permanecer no estado liquido sob baixas temperaturas, diminuindo a
concentracao intracelular de solutos, propiciando um ambiente menos deletério a
célula espermatica durante o congelamento. De acordo com Dalimata & Graham
(1997), os nado-permeantes protegem as células por meio de efeitos osmaticos,
criando um meio hipertdnico que induz a saida de 4gua do meio intracelular para o
extracelular, causando a desidratacdo do espermatozoéide e posterior reducdo da
formacédo de cristais intracelulares durante o congelamento. Estudos recentes tém
demonstrado bons resultados ao serem utilizadas amidas, tais como acetamida,
metil-formamida e dimetil-formamida como crioprotetores no congelamento de
sémen de equinos (Vidament et al., 2002; Gomes et al, 2002; Medeiros et al., 2002).
Quando comparado com glicerol, o efeito de concentracdes crescentes de dimetil-
formamida foi tdo eficiente quanto o glicerol (2% e 3%) em manter a motilidade e
capacidade de fertilizacdo , segundo estudos realizados por Vidament et al. (2002).

Em adicao aos fatores que influenciam a sobrevivéncia dos espermatozoides,
Ball & Vo (2001) relataram que danos "subletais” sdo importantes limitagdes para
eqglinos e suinos. Estudos demonstram que espermatozoides submetidos a baixas
temperaturas sofrem capacitacdo prematura, danos osmoticos, danos oxidativos
nos fosfolipidios de membrana e cromatina, e danos no DNA.

Estudos anteriores relataram que a habilidade de capacitacdo e de exocitose
acrossomica dos espermatozOides equinos estdo associados com 0
armazenamento a 4°C, e com o tipo de diluente (Ball & Vo, 2001). Linfor & Meyres
(2002) também demonstraram que sémen resfriado, diluido e, também,

descongelado sem protecao apresentaram danos na fragmentacédo do DNA.
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2. 3. Estresse oxidativo

Para Aitken & Fisher (1994), espécies reativas de oxigénio (ROS — reactive
oxygen species) sao agentes altamente reativos pertencentes a classe de radicais
livres. Warren et al. (1987) definem radical livre como “qualquer atomo ou molécula
gue possui um ou mais elétrons nao pareados”. Apesar de sua producgdo controlada
ser extremamente importante em funcdes fisioloégicas de varios tipos diferentes de
células, o desequilibrio na sua producdo ou a diminuicdo da capacidade
antioxidante da célula pode ser deletério para a mesma.

Apesar do estresse oxidativo ter sido relatado como fator importante na
inducdo da funcéo espermatica ha mais de 50 anos (MacLeod, 1943), somente nos
tltimos 10 a 15 anos é que tem ganhado maior importancia. Estudos recentes
indicam que ROS participam de um importante papel na funcédo espermatica e que
sua producdo desequilibrada ou sua degradacdo podem causar efeitos adversos
nos espermatozoides (Aitken, 1995; De Lamirande & Gagnon, 1999). Portanto,
estes possuem tanto efeitos benéficos, a baixas concentracdes e efeitos deletérios,
a altas concentracdes, dependendo do equilibrio relativo entre sua producéo e sua
degradacéao.

A geracdo controlada de ROS em pequenas quantidades parece ter um papel
importante em sinais de transducdo de eventos durante a capacitagéao,
hiperativacdo, e exocitose acrossdmica (De Lamirande & Gagnon, 1999; De
Lamirande & Gagnon, 1995a; Aitken et al, 1998b). Acredita-se que a geracao de
ambos 0, e H,0, estimulam a capacitagdo espermatica através da elevacao do
AMPc, ativacdo da proteina Kinase A e inducdo da fosforilagdo da tirosina (De
Lamirande & Gagnon, 1999; Aitken et al, 1998b).

O estresse oxidativo no sémen ocorre como resultado de um desequilibrio
entre producdo de ROS e sua capacidade antioxidante. Os espermatozoéides séao
bastante suscetiveis a estresse oxidativo devido a grande quantidade de acidos
graxos poliinsaturados presentes na sua membrana (Alvarez & Storey, 1992) e por
seu citoplasma conter baixa concentracdo de enzimas antioxidantes (de Lamirande
& Gagnon, 1995b; Sharma & Agarwal, 1996). Aléem disso, lwasaki & Gagnon (1992)
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relatam que as enzimas intracelulares ndo podem proteger a membrana plasmética
gue envolve o acrossoma e a cauda, tornando a prote¢cédo bastante dependente do
plasma seminal

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a geragdo de ROS
pelos espermatozdides, que podem ser produzidas durante o metabolismo
oxidativo, e 0 aumento de sua concentracdo pode ser devido a presenca de
espermatozoéides anormais ou danificados. Ball et al (2001) demonstraram que ha
um aumento de cinco vezes na producdo de ROS apds congelamento na espécie
equina. Da mesma forma, a criopreservacdo de espermatozoides bovinos foi
associada a um aumento significativo na producdo de ROS por Chantterjee &
Gagnon (2001). Fisiologicamente, existem evidéncias de que os espermatozoéides
possuem mecanismos especificos de geracdo de ROS por via NADPH oxidase
dependente (Aitken, 1995; Ball et al, 2001; Banfi et al, 2001; Aitken et al, 1997). O
anion superoxido € produzido rapidamente e transformado em peréxido de
hidrogénio (Aitken, 1995), que é a espécie reativa de oxigénio responsavel por
danos oxidativos em espermatozoides humanos (Aitken et al, 1993a; Griveau et al,
1995) e equinos (Baumber et al., 2000).

A producdo desequilibrada de ROS resulta em peroxidacdo de grande
guantidade de lipideos de membrana insaturados, diminui motilidade espermatica,
inicia a fusdo ovécito-espermatozoéide e causa danos no DNA (Aitken, 1995; Aitken
et al, 1998ab; De Lamirande & Gagnon, 1999). Segundo Flesch & Gadella (2000),
a alteracdo em lipideos de membrana pode, ao mesmo tempo, levar a uma perda
de fluidez e alteracdo da permeabilidade. Juntamente com os efeitos causados na
membrana plasmatica e na motilidade espermatica, Aitken et al. (1998a) citam o
dano no DNA do espermatozéide como outro fator importante causado pelo
estresse oxidativo. Para eles, a fragmentacdo de DNA subsequiente a um estresse
oxidativo ocorre antes da diminuicdo de capacidade de fecundacdo dos mesmos
nos espermatozoides humanos. De acordo com Donnelly et al (2001), o aumento da
fragmentacdo do DNA estd associado a criopreservacdo, e tal dano pode ser
reduzido pela adicdo de plasma seminal. Tais dados sugerem gque danos oxidativos

ao DNA dos espermatozoéides devem ocorrer nagueles que sdo capazes de chegar
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a fecundacao e que os danos no DNA podem ser componentes criticos de danos
oxidativos a estas células. Van Der Schans et al. (2000) constataram que danos
oxidativos no DNA dos espermatozoéides bovinos criopreservados tiveram uma alta
correlacdo negativa com indices de ndo retorno. Estudos recentes realizados por
Baumber et al. (2003) demonstraram que ROS e a criopreservacédo podem induzir a
uma fragmentacdo de DNA nos espermatozoides equinos e acredita-se que estes
danos oxidativos sdo importantes caracteristicas da reducdo da fertilidade apés a
criopreservacao.

Segundo Stadtman (1986), a proteina € outro tipo de molécula biolégica que
pode ser altamente danificada por ROS. Proteinas modificadas por estresse
oxidativo tém sido relacionadas com uma variedade de processos fisioldgicos e
patolégicos no organismo Estudos realizados por Ciolino & Levine (1997)
demonstraram que as proteinas sao possivelmente oxidadas antes da diminui¢do
de ATP celular e sua subsequente morte. O acumulo de proteinas modificadas por
estresse oxidativo causa alteracbes nas funcdes celulares através da perda da
integridade estrutural e catalitica ou por interrupcdo de mecanismos regulatorios. No
entanto, seus efeitos nos espermatozoides continuam desconhecidos e precisam
ser estudados.

Existem evidéncias substanciais de que a criopreservacdo também promove
a capacitacdo espermatica (Watson, 2000; Bailey et al, 2000), e esta
criocapacitacdo é frequentemente citada como fator associado a reducdo da
longevidade do espermatozoide criopreservado no trato reprodutivo da fémea
(Bailey et al, 2000). A inducéo de criocapacitacdo tem sido atribuida a um aumento
intracelular de célcio associado com danos de membrana (Bailey & Buhr, 1994)
assim como aos efeitos do aumento de ROS (Bailey et al, 2000). Para Morris et al.
(2000), mudancas relacionadas com a capacitacdo também ocorrem em
espermatozoéides equinos.

Catalase, superoxido dismutase(SOD) e sistema glutadiona peroxidase/
redutase e (GPx/ GRD) s&o as principais enzimas com a¢ao antioxidante presentes
no sémen. De acordo com Ball et al (2000), o sémen equino possui uma atividade

de catalase e a maior parte desta atividade se deve ao plasma seminal. Portanto,
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parecem existir altos niveis de ambos SOD e GPx em plasma seminal equino. A
alta concentracao de enzimas antioxidantes no sémen é igualmente importante para
a prevencdo de danos aos espermatozdides e para prevenir a capacitacdo
prematura secundariamente a geracdo de ROS. A remocdo do plasma seminal
durante um processo de criopreservacgédo, portanto, diminui a capacidade de agao
contra os efeitos de ROS devido ao limitado volume citoplasmatico, além da
remover enzimas antioxidantes presentes no plasma. Varios estudos demonstraram
uma reducdo significativa na capacidade antioxidante do sémen com a
criopreservacdo. A mesma reduziu SOD em espermatozéides humanos (Lasso et
al, 1994) e bovinos (Bilodeau et al, 2000) e niveis de glutadiona (GSH) também
diminuiram durante a criopreservacdo de espermatozoide bovino (Bilodeau et al,
2000). As enzimas SOD foram correlacionadas com a motilidade apods a
criopreservacao de espermatozéides humanos (Alvarez & Storey, 1992) e equinos
(Ducci et al, 1999) confirmando diminuicdo das mesmas apds processo de
congelacéo.

Pesquisas revelam que testes que avaliam estresse oxidativo no sémen,
possuem a capacidade de diagnosticar e prognosticar qualidade e funcdes
espermaticas acima dos testes convencionais em clinicas humanas. Para Saleh &
Agarwal (2002), um teste de avaliacdo de estresse oxidativo em sémen de
humanos, pode determinar diferencas entre pacientes férteis e inférteis e identificar
agueles com diagnostico de infertilidade cujo estresse oxidativo seja um fator

determinante.

2. 4. Plasma Seminal

O plasma seminal consiste em um fluido produzido pela rete testis, epididimo,
e glandulas acessorias. De acordo com Edwards et al. (1981), o0 mesmo contém
varios componentes de extrema importancia para o funcionamento e sobrevivéncia
dos espermatozéides Sua funcdo, segundo Miller et al. (1990), é servir como um
veiculo para os espermatozoides ejaculados, diluindo e/ou fornecendo substratos

metabolizaveis para a célula espermaética.
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Os espermatozoides e o plasma seminal possuem substancias enzimaticas e
ndo-enzimaticas que servem como mecanismo de defesa contra ROS. Além dessas
enzimas, o0 plasma seminal contém outros componentes que agem C€OmMoO
antioxidantes, entre eles, a vitamina E, vitamina C, urato, albumina, taurina e
hipotaurina (Baumber et al, 2000; Almeida & Ball, 2005).

Guerra et al. (2004) relatam que a protecao contra alta produgédo de ROS e a
prevencdo de danos celulares através da acdo antioxidante do plasma seminal &
importante para o potencial reprodutivo, uma vez que evidéncias tém sugerido que
a baixa capacidade antioxidante total encontrada no sémen esta correlacionada a
infertilidade.

Apesar de sua reconhecida importancia, muitos procedimentos de
criopreservacdo e resfriamento preconizam a retirada do plasma seminal,
substituindo-o por diluentes, reduzindo assim a protecdo conferida aos
espermatozoéides. Amann & Pickett (1987) relatam que a sua remoc¢&o € necesséria
para a sobrevivéncia dos espermatozoéides criopreservados. No entanto, existem
poucos trabalhos indicando que a sua remocdo possa ser, de fato, benéfica ao
mesmo. Além disso, alguns trabalhos indicam que o plasma seminal € benéfico ao
espermatozéide humano (Ben et al., 1997) e equino (Aurich et al., 1996; Katila et
al., 2002) criopreservado. Em estudos realizados por Ben et al. (1997), altas
percentagens de espermatozéides moveis foram obtidas de espermatozéides
humanos criopreservados em diluentes contendo plasma seminal em volumes de
50% e 75% do volume inicial comparados com 5% e 25% do mesmo. Da mesma
forma, Katila et al. (2002) obtiveram maiores percentagens de espermatozoides
moveis de garanhdes, apoOs criopreservacdo, com 20% de plasma seminal do
volume original comparado com o controle, onde todo o plasma foi removido. Além
disso, Aurich et al. (1996) relataram que espermatozdides de garanhfes que
apresentavam baixa motilidade pos-descongelamento (<20%) apresentaram maior
motilidade quando foram criopreservados com plasma seminal de garanhfes que
produziam espermatozoides com alta motilidade apds descongelamento. Portanto,
o0 plasma seminal deve conter componentes que protegem a membrana dos

espermatozoéides durante a criopreservacdo. O mesmo deve variar entre garanhdes
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e conter diferentes quantidades dos componentes que devem ser fatores
determinantes da sua capacidade de sobreviver a criopreservacao.

Em estudos realizados por Pickett et al (1975), foi demonstrado que uma alta
concentracao de plasma seminal em sémen diluido foi deletério para sémen eqliino
e bovino resfriado. JA4 Braun et al, em 1994, demonstraram que a motilidade
espermatica do sémen de garanhdes durante o armazenamento por resfriamento foi
melhor em espermatozoides mantidos com 25% de plasma seminal, quando
comparado com auséncia de plasma.

Segundo Watson (1995), a criopreservacdo induz mudancas na membrana
plasméatica que fazem os espermatozoides se comportarem como se estivessem
parcialmente capacitados. Esta capacitacdo prematura pode ser resultado da perda
de lipidios durante o congelamento e descongelamento (Watson, 1995) e/ou da
perda de fatores descapacitantes que sao removidos, juntamente com o plasma
apos a centrifugacdo. Quando os espermatozoides (tanto capacitados como néo-
capacitados) sdo expostos ao plasma seminal, eles ficam incapacitados de sofrer
reacdo acrossdmica precoce e completar a fertilizacdo (Begley & Quinn, 1982;
Mortimer et al., 1998). Para Moore et al. (2005), a adicdo do plasma seminal,
portanto, previne a capacitagdo prematura e pode transformar espermatozoéides
capacitados em sua forma ndo-capacitada, o que pode aumentar a longevidade dos

mesmaos.

2.5. AvaliagOes “in vitro” do sémen criopreservado

Embora a avaliacdo do sémen criopreservado mediante taxas de concepgéo
de éguas submetidas a IA seja 0 método mais adequado e eficiente para a
avaliacdo do potencial da fecundacdo do sémen, esta analise in vivo requer um
grande numero de animais e depende de varios fatores, tais como volume
inseminante e nimero de doses, local para deposicdo do sémen, sincronizagédo de
cio de éguas para inseminar no momento ideal, e os fatores inerentes a fémea
(Fonseca et al., 1992; England, 1993; Fastard, 1996), o que a torna quase que

inviavel para avaliacdo de rotina. Além disso, este método ndo considera
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alteracOes especificas que o espermatozoide possa sofrer e que serdo o foco deste
trabalho.

Vérias técnicas para avaliacdo de sémen podem ser utilizadas para
determinar caracteristicas biolégicas e estruturais relacionadas com o potencial
fecundante do sémen congelado.

Deve-se considerar que quanto maior o numero de caracteristicas avaliadas,

mais exata serd a estimativa de fertilidade.

2.5.1. Motilidade e vigor

A motilidade e o vigor sdo testes rotineiramente utilizados para avaliar
viabilidade dos espermatozoéides. Para sémen congelado, € recomendavel uma
motilidade progressiva minima poés-descongelacdo de 30%, para a obtencdo de
taxas de prenhez satisfatérias (Volkmann & van Zyl, 1987), embora haja grandes
diferencas entre valores de motilidade pos-descongelacdo e taxas de prenhez
(Pickett et al., 1987).

De acordo com Heitland et al. (1996), muitos fatores podem afetar a
motilidade do sémen congelado como a concentracdo de espermatozéides/ml, a
composicdo da diluidor, o tempo de centrifugacdo, a taxa de resfriamento e o
volume da palheta.

Embora sejam avaliagbes de rapida execucdo, baixo custo e de alta
aplicabilidade em nivel de campo, deve-se destacar que ndo consistem de métodos
ideais, pois consideram apenas duas caracteristicas das células espermaticas, além
de estarem sujeitas a influéncia de fatores como temperatura da amostra, volume
da gota, tempo de preparo da lamina e diferentes critérios de avaliacdo entre
examinadores.

Essa avaliagdo também pode ser realizada pelo método CASA (Analise
Espermética Assistida por Computador), que possui elevados niveis de preciséo, e
tem sido utilizado para avaliar a motilidade de sémen de humanos, touros,
garanhdes, cdes e animais de laboratério (Verstegen et al., 2002). Este método

proporciona informacgdes precisas e exatas sobre as caracteristicas de movimento
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do sémen. No entanto, o alto custo do equipamento e a necessidade de maior

padronizacéo das caracteristicas de cada espécie tornam este método pouco viavel.

2.5.2. Morfologia espermatica

Os defeitos de morfologia dos espermatozoides podem ser divididos em
maiores ou menores. Segundo Rao (1971), os defeitos maiores estdo associados
com diminuicdo do potencial fecundante, enquanto que os defeitos menores
possuem pouco efeito na fecundacao e podem ser compensados através da adicao
de um maior volume de sémen. E pouco provavel que a criopreservacio possa
induzir alteragcbes na morfologia espermética. No entanto, uma inadequada
manipulacdo do sémen ou submissdo das partidas a temperaturas inadequadas de
armazenamento podem induzir alteracdes irreversiveis como danos de acrossoma
ou cauda.

Para realizacdo de tal avaliacdo, podem ser utilizados esfregagos corados ou
preparacdo Umida. De acordo com o CBRA (1998), coloracdes especificas para

determinadas partes do espermatozoide podem melhorar a acuidade do exame.

2.5.3. Integridade de Membrana

Vérias técnicas podem avaliar o estado em que se encontra a membrana
espermatica. O desenvolvimento de métodos de coloragdo com corantes supra-
vitais e fluorescentes aumentaram as possibilidades de uma andlise mais criteriosa
da integridade estrutural dos espermatozoéides. No entanto, 0s corantes supra-vitais
ndo sdo indicados para avaliagdo de amostras de sémen congelado, pois a
presenca de crioprotetor interfere no processo de coloragcdo. Ja os fluorocromos
vém sendo empregados isoladamente ou em combinacdo, sendo de grande valor
para a determinacado da integridade da membrana.

Os corantes fluorescentes com afinidade para DNA, ndo s8o permeaveis as
células intactas e, portanto, coram apenas celulas mortas. Zuccari (1998) relata que

o0 brometo de etideo, iodeto de propidio e hidroetidine, entre outros, fazem parte
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deste grupo. Rotman & Papermaster (1966), em estudo com corantes fluorescentes,
observaram que os ésteres de fluoresceina, por serem compostos nao-polares,
penetravam prontamente na célula, eram hidrolisados por esterases, produzindo
fluoresceina. A mesma, sendo um composto polar, ndo saia da célula com a
mesma velocidade com que seus ésteres ingressavam, conseqientemente,
causava acumulo intracelular. Tais autores também verificaram um aumento linear
de acumulo no interior da célula até em torno de 50 minutos. A faixa de pH maxima
em que a reacao ocorria era de 6,7 a 8,0. Para a temperatura, constataram que 0s
substratos eram inativados a 50°C. Além disso, verificaram que o acumulo desses
fluorocromos nas células ndo era deletério, pois as mesmas apresentavam
crescimento normal.

Esta técnica era utilizada, a principio, para leitura em citometria de fluxo, pois
espermatozoéides permaneciam moveis durante avaliacdo (Garner et al., 1986). Na
técnica descrita por Harrison & Vickers (1990), acrescentou-se o formaldeido para a
paralisacdo das células sem causar danos estruturais nas mesmas e, a partir dai,
tornou-se possivel a avaliacdo de preparacbes Umidas sob microscopia de
epifluorescéncia. Esta técnica € uma alternativa viavel, ja que o equipamento de
citometria de fluxo é de custo extremante elevado.

Além da associacdo de fluorocromos, um outro método bastante utilizado
para avaliar integridade de membrana, principalmente em humanos, € o teste
hiposmdético (Drevius, 1972; Lomeo & Giambersio, 1991; Jeyendran et al., 1992;
Hideki et al., 1993). Este teste consiste da observacdo do comportamento dos
espermatozoéides quando submetidos a um meio hiposmdético. Ocorre um influxo de
agua através da membrana para manter o equilibrio no meio intracelular e
extracelular. Como consequéncia, ocorre um edema, principalmente na regido da
cauda. Ao sofrer o choque osmotico, o espermatozoide tende a dobrar a cauda,
indicando integridade estrutural e funcional da membrana (Jeyendran et al., 1984).
Em um estudo realizado por Dell’aqua et al. (2002), cento e oito amostras de sémen
congelado de diferentes garanhdes foram analisadas e observou-se uma correlagéo
positiva e significativa entre o teste hiposmético, a avaliagdo de motilidade

espermatica computadorizada e o teste de integridade de membrana através de
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sondas fluorescentes. Apesar do teste hiposmético ser um método de féacil
preparagcédo e bastante empregado atualmente, ainda apresenta variagoes entre as

metodologias descritas.

2.5.4. Integridade de acrossoma

Vérias técnicas de microscopia tém sido descritas para avaliar a integridade
acrossomica, entre elas, a microscopia eletrénica, e microscopia de luz combinadas
com coloragBes como Spermac e Wells e Awa (Wells & Awa, 1970). Técnicas de
Imunofluorescéncia indireta que utilizam anticorpos monoclonais (Blach et al., 1988;
Zhang et al., 1990) também sao utilizadas para verificar o status do acrossoma do
espermatozoéide de garanhdo, mas os anticorpos ndo sdo adquiridos facilmente.
Uma técnica muito utilizada, é a ligacdo de lectinas coradas com fluorescéncia
como concavilina conjugada com isocianato de fluoresceina (FITC-ConA: Blanc et
al., 1991) ou conjugado de fluoresceina com aglutinina Pisum sativum (FITC-PSA:
Farlin et al., 1992). Cheng et al. (1996) relatam que a ligacdo com isocianato de
fuoresceina conjugada com aglutinina Arachis hypogea (FITC-PNA) tem sido
bastante utilizada também.

Pagra Didion et al. (1989), a técnica de coloracdo dupla (Trypan Blue e
Giemsa) é um procedimento simples para a detec¢do da viabilidade e estado do
acrossoma e consiste da utilizacdo dos corantes vitais trypan blue para detectar
espermatozoéides vivos e mortos e giemsa para diferenciar acrossoma intacto de
acrossoma reagido. Silva (1998) relata que esta técnica tem sido bastante utilizada

na espécie bovina.

2.5.5. Integridade de DNA

De acordo com Lewis & Aitken (2005), o rapido avanco na area de Biologia
Molecular proporcionou o0 desenvolvimento de varias técnicas de acesso a

gualidade da cromatina. Destas, o COMET, TUNEL, técnica de avaliagcdo de

estrutura da cromatina espermatica - TAECE, e teste de orange acridine - TOA

22



(Evenson et al., 2002; Agarwal & Said, 2004) tém apresentado melhor qualidade de
prognéstico na previsao de tratamentos para infertilidade.

O corante orange acridine reflete a desnaturagdo da cromatina do
espermatozéide. O corante fluoresce de verde quando se intercala com um
mondmero no DNA (fita dupla e normal) e de vermelho quando se agrega a DNA
desnaturado (Unica fita). A utilizacdo do mesmo tem sido amplamente aceita para
deteccdo de dano no DNA em vérios tipos de células. Estudos na area de
reproducdo humana acreditam ser o TAECE o método mais eficiente para
mensuracdo de milhares de espermatozéides, ja que utiliza citometria de fluxo, em
um mesmo ejaculado e 0 método de maior sucesso em obtencao de diagndsticos e
prognésticos do potencial de fertilidade em humanos (Evenson et al., 2002).

Tejada et al. (1984) introduziu um teste de orange acridine (TOA) realizado
por microscopia de epifluorescéncia. Este teste € um método mais simplificado de
TAECE que ndo requer citometria de fluxo. Ambos os métodos avaliam a
susceptibilidade do DNA nuclear a sofrer desnaturacdo acido-induzida através da
transformacdo do corante verde (fita dupla e normal) para vermelho (DNA
desnaturado). Segundo Evenson et al. (2002), embora seja uma técnica muito
simples e mais viavel, existem controvérsias quanto a sua exatiddo devido a rapida
perda de fluorescéncia, a variabilidade entre as amostras e pela quantidade de
células avaliadas ser bem menor que a quantidade de células avaliadas por
TAECE.

2.5.6. Avaliacdo de estresse oxidativo

Véarios métodos sdo utilizados para mensurar a quantidade de ROS na
superficie celular, bem como intra ou extracelular. Atualmente, os métodos mais
utilizados para mensuracdo direta sdo os testes de quemiluminescéncia com
luminol (Sharma & Agarwal, 1996; Griveau et al., 1998; Kobayashi et al., 2001) e o
de reducéo de Nitroblue Tetrazolio (Saleh & Agarwal, 2002; Esfandiari et al., 2003).
Para mensuracao indireta, pode-se avaliar niveis de peroxidacéao lipidica (Ball et al.,
2001; Ball & Vo, 2001) e de anti-oxidantes enzimaticos (Ball et al., 2000) e n&o-
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enzimaticos (Sharma & Agarwal, 1996).

A dosagem de malondialdeido pode ser utilizada como marcador do indice de
peroxidacao lipidica (Aitken, 1993b; Janero, 1990; Sidhu et al., 1998; Slater, 1984).
A ocorréncia de peroxidacgéo lipidica em espermatozoides resulta em um acumulo
progressivo de hidroperéxidos lipidicos na membrana espermética que,
posteriormente, se decompdem para formas de malondialdeido. Entre os diferentes
métodos ja estabelecidos, a reacdo com o &cido tiobarbitirico tem sido muito
utilizada. Nesta reacdo, o composto formado pela reacéo entre o malondialdeido e o
acido 2-tiobarbittrico pode ser mensurado atravées de fluorescéncia ou absorbancia.
Os produtos formados sdo chamados de substancias reativas de acido tiobarbiturico
(TBARS). Para Janero (1990), entre algumas desvantagens que se pode citar neste
meétodo, estd a alta temperatura e o baixo pH, que podem causar formacdo de
produtos de peroxidacgéo relacionados com a prépria técnica. Além disso, diferentes
substancias, outras que ndo o0 malondialdeido, podem reagir com &cido
tiobarbitarico, resultando em produtos de semelhante absorbéncia. Segundo o
mesmo autor, no entanto, a correlacdo entre valores esperados de peroxidacéo
lipidica e a mensuracao dos niveis de TBARS é alta.

Em um estudo realizado por Zabludovzky et al. (1999), verificou-se niveis de
TBARS em amostras de sémen humano inversamente correlacionados com taxas
de fecundacao in vitro. Os niveis de TBARS foram significativamente maiores nas
amostras que possuiam taxa de fecundacado igual a zero, ao serem comparadas
com amostras com taxa de fecundagdo maior que zero.

Para identificacdo de proteinas oxidadas, métodos de identificacdo de grupos
carbonil tém sido bastante utilizados em varios tipos de tecidos. Os derivados do
carbonil sdo os produtos mais relevantes resultantes do ataque dos radicais livres
as proteinas. Dalle-Donne et al. (2003) explicam que o 2,4 dinitrofenil hidrazina
(DNPH) € um reagente que se liga ao grupo carbonil e se transforma em uma
molécula estavel chamada dinitrofenil hidrazona (DNP), podendo ser mensurado
por espectrofotbmetro, ELISA e eletroforese em gel seguida de Western Blot.
Segundo Hermes-Lima (2004), outras formas de identificacdo de proteinas

carboniladas estdo baseados em deteccdo por imunohistoquimica e separacao por
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HPLC.

Para Dalle-Donne et al. (2003), a utilizagcdo de grupos carbonil como
biomarcadores de estresse oxidativo possui algumas vantagens se comparado com
outras técnicas de mensuracdo de produtos de oxidacdo devido a sua rapida

formacéo e a relativa estabilidade das proteinas carboniladas
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3. OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito de diferentes concentragbes de plasma seminal na
criopreservacao do sémen equino.
4. OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Avaliar o efeito de diferentes concentragcdes de plasma seminal na
motilidade, vigor, integridade de membrana, de acrossoma e DNA do
espermatozoide equino.
» Avaliar o efeito de diferentes concentragcdes de plasma seminal na

protecdo contra estresse oxidativo através da avaliagdo de peroxidacao

lipidica e oxidagéo de proteinas.
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RESUMO

A baixa fertilidade € um dos fatores que restringe o uso da criopreservacao
de sémen na espécie equina. Durante o congelamento, os espermatozoéides sofrem
varios danos, tais como alteragbes na membrana, capacitagdo prematura,
alteracbes no DNA e estresse oxidativo. Os espermatozoides séo suscetiveis ao
estresse oxidativo devido, principalmente, a grande quantidade de acidos graxos
poliinsaturados presentes nas suas membranas e pela baixa concentracdo de
enzimas antioxidantes no seu citoplasma. A reduzida fertilidade, muitas vezes, tem
sido correlacionada com a baixa capacidade antioxidante do sémen e tal fato pode
se dar devido a retirada do plasma seminal durante o processo de criopreservagao.
Estudos recentes tém demonstrado efeito benéfico do plasma seminal no
armazenamento dos espermatozoéides equinos submetidos ao resfriamento ou
congelamento. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de diferentes
concentracdes de plasma seminal na protecdo contra o estresse oxidativo e danos
na viabilidade da célula espermatica. Foram utilizados 4 garanhdes, sendo
congeladas 4 partidas de cada animal. Apds a colheita o plasma seminal foi retirado

e o0s espermatozoides ressuspendidos em diluente contendo diferentes
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concentracoes de plasma 0% (T1), 5% (T2), 25% (T3) e 50% (T4). As analises
realizadas pods-descongelacdo foram motilidade, vigor, morfologia, integridade de
membrana, integridade de acrossoma , integridade de DNA, peroxidagéo lipidica e
proteina carbonilada. A adi¢do de plasma seminal ndo afetou (p>0,05) a morfologia
espermatica e a integridade de DNA. Espermatozoides congelados com 5% de
plasma seminal (T2) foram semelhantes ao controle (T1l) em todas as variaveis
estudadas (p>0,05), com excecao da peroxidacao lipidica, que foi maior (p<0,05) no
tratamento sem plasma (T1). O T4 apresentou menor (p<0,05) motilidade, vigor,
percentagem de células com membrana integra e acrossoma intacto. Efeitos do
plasma seminal na protecdo contra oxidacdo de proteinas ndo foram observados
(p>0,05). Em conclusdo, o plasma seminal possui efeito antioxidante durante
criopreservacao, entretanto esse efeito ndo protege a viabilidade das células
espermaticas de outros danos decorrentes da criopreservacgao, podendo , inclusive

acentuar esses danos quando utilizado em concentracdes de 25% ou mais.

Palavras chaves: criopreservacao, equino, estresse oxidativo, plasma seminal,

viabilidade esperméatica

EFFECT OF DIFFERENT CONCENTRATIONS OF SEMINAL PLASM A ON
PROTECTION AGAINST OXIDATIVE STRESS AND CELL VIABIL ITY ON
CRYOPRESERVATION OF EQUINE SPERMATOZOA

ABSTRACT

One of the major limiting factors of equine frozen semen is the low fertility
obtained. During freezing process spermatozoa undergoes a series of damages
such as changes in membrane components, premature capacitation, chromatin
damages and oxidative stress. Sperm cells are very susceptible to oxidative stress
due to high concentration of polyunsaturated fatty acids in the membrane and low
concentration of antioxidant enzymes in their cytoplasm. It has been shown that

there is a correlation between low antioxidant capacity of semen and fertility of the
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animal and it may be due to seminal plasma removal during cooling or freezing
process. Recent studies have shown a beneficial effect of seminal plasma in the
storage of equine spermatozoa either by cooling or by cryopreservation. The
objective of the present study was to evaluate the effect of different concentrations
of seminal plasma in the protection against oxidative stress during cryopresenvation
of equine spermatozoa, and to verify that effect in cell viability. In this experiment,
four stallions were used and four ejaculates were obtained from each animal. After
collection, seminal plasma was removed and spermatozoa resuspended in extender
with seminal plasma in different concentrations 0% (T1), 5% (T2), 25% (T3) e 50%
(T4). Motility, vigor, morphology, membrane, acrossome and DNA integrity, lipid
peroxidation and protein oxidation were analyzed after freezing and thawing.
Seminal plasma did not affect (p>0,05) sperm morphology and DNA integrity. Frozen
spermatozoa with 5% (T2) of seminal plasma were similar (p>0,05) to control (T1) in
all variables studied, except in lipid peroxidation analysis, in which the results were
higher (p<0,05) in control in comparison with the other treatments. T4 presented
lower (p<0,05) motility, vigor, membrane and acrossome intact cells percentage.
Effect of seminal plasma protection against protein oxidation was not observed
(p>0,05). In conclusion, seminal plasma presented antioxidant effect during
cryopreservation, however, this effect does not protect the spermatozoa viability
from other cryopreservation damages and it may even exacerbate theses damages

in concentrations of 25% or higher.

Key words: cryopreservation, equine, oxidative stress, seminal plasma, sperm

viability
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6.1. INTRODUCAO

A criopreservacao de sémen ja vem sendo utilizada ao longo de 50 anos na
industria bovina. Apesar disso, a sua utilizacdo na espécie eqliina continua limitada
(Watson, 2000).

Um dos fatores que restringe o uso desta técnica € a baixa fertilidade obtida
com sémen congelado quando comparado com sémen fresco ou resfriado. A
reduzida fertilidade observada no sémen equino se deve a varios fatores, entre eles
destaca-se a grande variabilidade individual, a reduzida vida atil do sémen no trato
reprodutivo da fémea, causada principalmente por inducdes prematuras de reagéo
de acrossoma (Morris et al., 2003) e pelas alteracdes provocadas pelos processos
de resfriamento e congelamento.

Durante o congelamento, os espermatozoides sofrem varios danos, tais
como: queda de motilidade (Zuccari, 1998); alteragcdes na membrana (Alberts et al.,
1989), capacitacdo prematura (Bedford et al., 2000; Green & Watson, 2001,
Schembri et al.,, 2002; Cormier & Bailey, 2003; Neild et al., 2003), alteracbes na
integridade do DNA (Baumber et al., 2003) e estresse oxidativo (Ball et al, 2001).

O estresse oxidativo no sémen ocorre como resultado de um desequilibrio
entre producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e sua capacidade
antioxidante. Os espermatozoides sd0 suscetiveis ao estresse oxidativo devido,
principalmente, a grande quantidade de acidos graxos poliinsaturados presentes
nas suas membranas (Alvarez & Storey, 1992) e pela baixa concentragdo de
enzimas antioxidantes no seu citoplasma (de Lamirande & Gagnon, 1995a; Sharma
& Agarwal, 1996).

Apesar do plasma seminal conter componentes de protecdo contra os efeitos
deletérios dos radicais livres como a vitamina E, vitamina C, urato, albumina, taurina
e hipotaurina (Baumber et al, 2000), a reduzida fertilidade, muitas vezes, tem sido
correlacionada com a baixa capacidade antioxidante do sémen (Guerra et al.,
2004). Portanto, a protecdo contra ROS e a prevencao de danos celulares devido

as acoes antioxidantes do plasma seminal é um fator importante para o potencial
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reprodutivo em equinos.

Esta bem estabelecido que o plasma seminal tem papel de protecédo contra o
estresse oxidativo. Entretanto, na maioria dos protocolos de criopreservacdo e
resfriamento de espermatozoides eqlinos, o plasma é removido e/ou tem sua
protecdo reduzida pela adicdo de diluentes (Moore et al, 2005). De acordo com
Amann & Pickett (1987), a remo¢do do plasma seminal é necesséaria para a
sobrevivéncia dos espermatozoides criopreservados. No entanto, estudos recentes
tém demonstrado efeito benéfico do plasma seminal no armazenamento dos
espermatozéides equinos durante o resfriamento ou congelamento (Katila et al.,
2002; Moore et al, 2005).

Tendo em vista que o plasma seminal € uma fonte natural de protecdo das
células espermaticas, pode-se supor que a presenca de seus componentes durante
a criopreservacao proteja os espermatozoéides equlinos por diminuir 0 estresse
oxidativo e, conseqientemente, melhore a capacidade de sobrevivéncia dessas
células.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito de diferentes
concentracdes de plasma seminal na protecdo contra 0 estresse oxidativo e seus
efeitos na viabilidade espermética durante a criopreservacdo de sémen equino.

6.2. MATERIAL E METODOS

As colheitas e os congelamentos de sémen foram realizados no Laboratorio
de Reproducao Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizada
na Fazenda Experimental Sucupira, Brasilia, DF. Foram utilizados quatro
garanhdes, dois da raca Pantaneira e dois da raca Campeira, clinicamente sadios,
com idade entre 4 e 15 anos, com 0 mesmo regime de alimentagao a pasto.

Antes do inicio das colheitas, os animais foram submetidos a um exame
androldgico e todos apresentaram caracteristicas espermaticas dentro dos padrdes
aceitos para congelamento, conforme estabelecido pelo Colégio Brasileiro de
Reproducédo Animal — CBRA (1998).
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6.2.1. Colheita e avaliacdo do sémen

Cada reprodutor foi submetido a um total de quatro colheitas, as quais foram
realizadas com intervalos de dois dias durante o periodo experimental, de modo a
manter um mesmo padréo de qualidade seminal. Para a colheita do sémen utilizou-
se vagina artificial, modelo Botucatu, com agua aquecida a 42°C, tendo como
manequim uma fémea em estro. ApGs a colheita, realizou-se o exame imediato do
ejaculado, considerando os seguintes itens: coloracdo, aspecto, volume, motilidade,
vigor e concentragdo. A motilidade (0-100%) e o vigor (escala de 0 a 5) foram
observados em microscopio em objetiva de 20X, utilizando uma gota de sémen
sobre uma lamina pré-aquecida a 37°C e coberta por uma laminula. Uma amostra
de sémen foi reservada para avaliacdo de concentracdo e calculo do numero de
doses. Para o célculo de concentracdo, foi utilizado a camara de neubauer, com

sémen diluido em solucéo de formol-salina na proporgéo de 1:20.

6.2.2. Processo de criopreservacao

Apbs a colheita, o sémen foi separado em aliquotas iguais, em quatro tubos
de 15 ml e os mesmos foram centrifugados a 600 g por 10 minutos. Apos
centrifugacao, o plasma seminal foi retirado e armazenado em banho maria a 38°C
para utilizacdo nos diferentes tratamentos. Para ressuspencdo utilizou-se meio
diluente comercial para congelamento FR-4 (Nutricell®) com 5% de
dimetilformamida e acrescido de diferentes concentracdes de plasma seminal do
proprio animal. A razdo de utilizacdo da dimetil-formamida como crioprotetor neste
trabalho se deve aos bons resultados obtidos por alguns autores (Vidament et al.,
2002; Gomes et al, 2002; Medeiros et al., 2002) quando utilizaram amidas, tais
como acetamida, metil-formamida e dimetil-formamida como crioprotetores no
congelamento de sémen de equinos.

Os pellets resultantes foram ressuspendidos conforme cada tratamento:

T1: somente em diluente (controle)
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T2: diluente acrescido de 5% de plasma seminal.
T3: diluente acrescido de 25% de plasma seminal.
T4: diluente acrescido de 50% de plasma seminal.

O volume final de ressuspenséo foi calculado de forma a se obter 100 x 10°
espermatozoéide/ml. Para envase, foram utilizadas palhetas de 0,5 ml .As palhetas
foram envasadas por aspiragdo, identificadas conforme o tratamento e lacradas
com alcool polivinilico.

O sémen foi, entao, resfriado e estabilizado por 60 minutos em refrigerador a
5°C. Ap0s periodo de estabilizacdo, a bandeja contendo as palhetas foi transferida
para um suporte em uma caixa de isopor contendo nitrogénio liquido a uma
distancia de 4 cm acima do nivel do nitrogénio. Nesse procedimento, as palhetas
foram mantidas a uma temperatura proxima de -120°C, onde permaneceram por 20
minutos, sendo, entdo, mergulhadas em nitrogénio liquido e transferidas para um

botijdo criogénico a -196°C.

6.2.3. Descongelamento e avaliagbes

As amostras foram descongeladas a 37°C durante 30 segundos e
depositadas em tubos eppendorf. A motilidade (0-100%) e vigor (0-5) espermaticos

foram avaliados subjetivamente por microscopia otica.

6.2.4. Morfologia Espermética

A morfologia espermatica foi avaliada utilizando-se 20 pl da amostra de
sémen diluida em 500 pl de solucdo de formol-salina. Apés a diluicdo, uma amostra
foi retirada para realizacdo de preparagdo Umida e avaliagdo por microscopia de
contraste de fase. Em cada lamina foram contadas 200 células e classificadas
conforme padrfes estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal —
CBRA (1998).
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6.2.5. Avaliacdo de Integridade de Membrana Plasméat ica (IMP)

Para a avaliacdo de integridade de membrana utilizou-se a técnica descrita
por Zuccari (1998) na qual adicionou-se 10 pl de sémen descongelado em 40 pul de
solucéo de trabalho contendo iodeto de propidio e diacetato de carboxifluoresceina.
Logo apés, fez-se uma preparacdo umida da solucdo resultante e avaliou-se em
microscopio de epifluorescéncia. Foram contatadas 200 células por lamina, sendo
gue espermatozoéides corados de vermelho foram considerados com membrana

lesada e os corados de verde com membrana integra.

6.2.6. Avaliacdo de Integridade de Acrossoma (1A)

Para avaliacdo de Integridade de acrossoma, utilizou-se a coloragdo Trypan
Blue e Giemsa descrita por Didion et al. (1989), na qual acrescentou-se 20 pL de
sémen a 20 pL de Trypan Blue 0,4% em tubo eppendorf por 20 minutos a 37°C.
Apés incubacdo completou-se o tubo com meio Tyrode modificado (TALP; Parrish
et al, 1995) sem albumina e centrifugou-se a 600 g por 6 minutos. Descartou-se 0
sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido novamente no meio sem albumina.
O processo foi repetido até que a suspensdo ficasse azul palido, sendo a
ressuspensao final com 0,5 ml de TALP. Desta amostra foi feito um esfregaco, que
foi fixado em metanol por 5 minutos e, depois de seco, imerso em Giemsa por 8-
24h.
Foram contadas 200 células por lamina e os espermatozoéides encontrados
foram classificados conforme a descri¢cao abaixo:
» Espermatozoides mortos com acrossoma intacto — cabeca azul escuro
Ou roxa com acrossoma rosado;
» Espermatozoides mortos com acrossoma reagido — cabeca azul
escuro ou roxa com acrossoma descorado (ausente);
» Espermatozoides vivos com acrossoma intacto — cabeca azul claro

com acrossoma rosado;
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» Espermatozoides vivos com acrossoma reagido — cabeca azul claro

com acrossoma descorado (ausente).

6.2.7. Avaliacdo de Integridade de DNA

Para avaliacdo Integridade de DNA, a técnica utilizada foi o teste de Orange
Acridine descrita por Tejada et al. (1984). Nesta técnica, as amostras foram
descongeladas e centrifugadas com 2 ml de TALP a 700 g por 3 minutos para
retirada do crioprotetor. O processo foi repetido por trés vezes. Logo apos,
reconstituiu-se o pellet final com meio TALP. Confeccionou-se um esfregaco de
cada amostra e fixou-se por um periodo de doze horas em solu¢cdo de Carnoy
fresca (metanol e acido acético, em uma propor¢cdo de 3:1). No dia seguinte, 0s
esfregacos foram secos e incubados com solucdo de acido citrico e fosfato sodico
dibasico aquecida a 75°C durante 5 minutos. As laminas foram novamente secas e,
logo apos, coradas com solucdo de Orange Acridine por 5 minutos em ambiente
escuro. Por fim, lavou-se a frente da lamina com jatos de agua destilada para retirar
excesso de corante e realizou-se a leitura de 200 células por lamina, em
microscopio de epifluorescéncia (490/530nm de excitacdo). Conforme preconiza a
técnica, os espermatozoéides corados de verde foram considerados com cromatina
integra e os espermatozoides com cor diferente do verde (de amarelo a vermelho

ou laranja) com cromatina danificada.

6.2.8. Avaliacdo de estresse oxidativo através do m étodo de proteina
carbonilada

Esta técnica avalia a quantidade de carbonil, que sao os produtos resultantes
do ataque dos radicais livres as proteinas, utilizando 2,4-dinitrofenil hidrazina
(DNPH). Os grupos carbonil reagem com DNPH para formar 2,4-dinitrofenil
hidrazona, que ¢é quantificado em espectrofotometro. Os resultados séo
apresentados em concentracao de proteinas carboniladas por nanomol de amostra.

Para avaliacdo de proteinas carboniladas utilizou-se a técnica descrita por
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Ramos-Vasconcelos & Hermes-Lima (2003), na qual as amostras descongeladas
de sémen foram homogeneizadas em &cido sulfosalicilico 5% p/v e centrifugadas a
15.000 g em uma centrifuga para eppendorfs por 5 minutos. Os sobrenadantes
foram descartados e aos pellets foram adicionados 0,5 ml de 2,4 dinitrofenil
hidrazina (10 mM em 2 M de HCI). Os tubos foram agitados vigorosamente (em um
vortex) a cada 15 minutos, durante 40 segundos. Apés esse processo, adicionou-se
aos tubos 500 pL de acido tricloro acético a 20% e centrifugou-se novamente os
tubos por 3 minutos a 15.000 g. Os sobrenadantes foram novamente descartados e
0 excesso de dinitro fenil hidrazina foi removido, lavando-se os pellets com 1 ml de
etanol: etil acetato na propor¢cdo de 1:1 v/v. A solucdo de etanol: etil acetato foi
adicionada aos tubos e estes misturados vigorosamente. Os tubos foram, entao,
centrifugados por 5 minutos a 15.000 g, sendo esse processo repetido trés vezes.
Aos pellets “lavados” foram adicionados 6 M de cloreto de guanidina e incubados a
37°C por 15 minutos. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro, escolhendo-se
a absorbancia maxima entre 360-370 nm. Os brancos foram preparados

substituindo-se o 2,4 dinitrofenil hidrazina por HCI 2 M.

6.2.9. Avaliagdo de Estresse oxidativo atravées do m étodo de TBARS

(substéancias reativas do acido tiobarbitarico)

Este teste avalia a quantidade de malondialdeido (MDA), um bioproduto da
peroxidacdo lipidica, que reage com &cido tiobarbitdrico (TBA) e resulta em um
composto chamado de substancias reativas de oxigénio (TBARS), que pode ser
determinado por leitura em espectrofluorimetro, sendo os resultados apresentados
em quantidade de MDA em pM/10° células.

Para a leitura de substancias reativas do acido tiobarbitirico (TBARS),
adaptou-se a técnica descrita por Wasowic et al. (1993). Do sémen descongelado
foram retirados 50 pl e adicionados a 1 ml de agua milli-q e 1 ml de solu¢éo de TBA
(29mmol/L) dissolvida em &cido acético (8,75mol/L). Apds homogeneizadas, as
amostras foram aquecidas por uma hora em agua a 100 °C e depois retiradas para

esfriar em temperatura ambiente. Logo apds, adicionou-se 50 ul de HCI (2,5
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mmol/L) e 3,5 ml de &cido butilico. As amostras, entdo, foram homogeneizadas em
vortex e centrifugadas durante 10 minutos a 15.000 g. A fase organica foi removida
e colocada em cubetas de vidro para leitura em espectrofluorimetro, em uma
excitacao de 525 nm e emissédo de 547nm. A curva de calibracdo foi preparada com

padrdes de MDA por pM de amostra/10° de células.

6.3. ANALISES ESTATISTICAS

Para a realizacdo das analises estatisticas utilizou-se o procedimento GLM
(andlise de variancia) considerando os efeitos dos tratamentos, partidas, garanhdes
e as interacbes entre eles. Quando algum efeito foi observado utilizou-se a
comparacdo de meédias pelo teste de Tukey. Para as analises, utilizou-se o
Statitistical Analysis System — SAS (SAS, 1999), considerando nivel de significancia
de P<0,05.

6.4. RESULTADOS

Para todas as variaveis estudadas, ndo foram observadas interacfes entre
garanhdo x tratamento e partida x tratamento (p>0,05).

A percentagem de espermatozoides mdveis e vigor ap0s criopreservacao,
nao foram diferentes entre partidas (p>0,05). No entanto, o tratamento influenciou
(p<0,05) ambos os parametros. A percentagem de espermatozoides moveis foi
superior no grupo controle (66,9%) e tratamento com 5% de plasma seminal
(61,9%), quando comparadas com 25% de plasma seminal (42,8%). A menor
percentagem de motilidade foi obtida em espermatozoéides congelados com 50% de
plasma seminal (14,7%) (tabela 1). O mesmo padrédo foi observado no parametro
vigor, no qual o tratamento com 50% de plasma apresentou o valor mais baixo
(p>0,05) quando comparado aos demais tratamentos (tabela 1).

A percentagem de espermatozéides morfologicamente normais e com
cromatina integra foi semelhante (p>0,05) entre tratamentos (tabela 1).

A percentagem de espermatozoéides vivos com acrossoma intacto (tabela 1)

57



foi menor (p<0,05) no tratamento com 50% de plasma seminal em comparacao aos
demais tratamentos e controle, e a percentagem de vivos com acrossoma reagido
(tabela 2) apresentou médias menores (p<0,05) no tratamento com 25 e 50% de
plasma seminal quando comparado com controle e tratamentos com 5% de plasma.

Na avaliagédo de integridade de membrana, n&o foram observadas diferencas
na percentagem de espermatozéides integros e lesados entre partidas (p>0,05). No
entanto, a percentagem dos mesmos diferiu (p<0,05) entre garanhfes e entre
tratamentos (p<0,05). O controle e o tratamento com 5% de plasma seminal
apresentaram maior percentagem de integros e menor niumero de lesados, quando
comparados com os resultados obtidos no tratamento com 50% de plasma seminal
(tabela 3). O tratamento com 25% de plasma seminal ndo diferenciou (p>0,05) dos
demais tratamentos e controle.

Na avaliacdo de peroxidacéo lipidica, diferencas entre garanhfes nao foram
observadas (p>0,05). No entanto, as diferencas entre o controle e os tratamentos
foram significativas (p<0,05). O controle apresentou maior peroxidacdo lipidica
guando comparado aos demais tratamentos (tabela 4). Apesar dos tratamentos com
plasma seminal ndo diferirem entre si (p>0,05), pode-se notar que ocorreu uma
diminuicdo gradativa nesse parametro com o aumento na concentracdo de plasma
(figural).

Na avaliacdo de quantidade de proteina, diferencas entre garanhdes, partidas

e tratamentos néo foram observadas (p>0,05) (tabela4 e figura 2).

6.5. DISCUSSAO

Existem controvérsias a respeito do uso do plasma seminal no processo de
criopreservacao. Amann & Pickett (1987) demonstraram que a remocao de plasma
seminal antes da criopreservacao previne o declinio da motilidade. No entanto, em
um estudo mais recente ndo foi observado queda da motilidade quando
espermatozoéides foram criopreservados com mais de 80% de plasma seminal
(Moore et al., 2005). Vérios estudos apontam efeitos benéficos do plasma seminal
durante a criopreservagdo (Aurich et al., 1996; Katila et al., 2002), entretanto os

resultados ndo sdo comparaveis devido a diferencas nas metodologias utilizadas.
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Ja é comprovado que a criopreservacao afeta a motilidade, entretanto, neste estudo
as elevadas percentagens de motilidade pds-descongelamento sugerem que 0s
garanhdes utilizados possuem sémen de boa congelabilidade e que no caso desses
animais, o plasma deve possuir um efeito de supresséo, ja que os tratamentos com
25% e 50% reduziram consideravelmente a quantidade de espermatozdides moveis
gquando comparado com o controle e tratamento com 5% de plasma seminal (tabela
1). Para a caracteristica vigor, também se observou um efeito de supressao no
tratamento com 50% de plasma seminal. Estes resultados estdo de acordo com
resultados encontrados por Pickett et al. (1975), que afirmaram que alta
concentracao de plasma seminal é deletério as células espermaticas submetidas a
resfriamento e armazenamento. Fatores no plasma seminal que possam afetar
diretamente a motilidade dos espermatozoides ainda ndo foram identificados. Um
estudo realizado por Baas e colaboradores (1983) evidenciou que uma fragdo com
alto peso molecular no plasma seminal reduziu a motilidade de espermatozoides
bovinos. Com isso acredita-se que possam existir fatores redutores de motilidade no
plasma seminal eqliino e que esses fatores possam variar individualmente.

A reacdo acrossdmica (RA) é um evento irreversivel que, sob condicbes
fisiolégicas, é induzida pela ligagdo do espermatozdide com a zona pellcida e sé
ocorre apos a capacitacdo. Durante a RA, a membrana plasméatica se fusiona com a
membrana externa em varios locais da porcdo anterior da cabeca do
espermatozéide. Isto resulta em liberacdo do conteudo do acrossoma (na maior
parte, enzimas) que promovem digestdo e penetracdo na zona pellcida. Essas
alteracbes sao de grande importancia, jA que reduzem a longevidade do
espermatozoéide criopreservado e parecem estar relacionadas com a baixa
fertilidade do mesmo (Sion et al., 2004). Em um estudo realizado por Schembri e
colaboradores (2002) utilizando a técnica de fluorescéncia de clortetraciclina (CTC),
foi demonstrado que ejaculados frescos de garanhdes apresentavam a maioria dos
espermatozoéides ndo-capacitados (93,6%) e baixa percentagem de capacitados
(5,4%) e acrossoma-reagidos (1%). Entretanto, ap0s criopreservacdo em meio de
Kenney modificado (meio descrito por Kenney et al., 1975, sem bicarbonato de

sédio e sulfato de gentamicina), observou-se um aumento na propor¢cdo de
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espermatozéides capacitados (64,8%; p<0.001) e acrossoma-reagidos (32,8%;
p<0.001) e uma diminuicdo na proporcdo de espermatozéides nao-capacitados
(2,5%; p<0.001). No mesmo trabalho, observou-se que uma maior diminuicdo na
propor¢do de espermatozodides ndo-capacitados e maior aumento de capacitados
ocorreu ap0s centrifugacédo e remocdo do plasma seminal e ressuspencao em meio
de congelamento. Centrifugacdo e ressuspensdo com plasma seminal homadlogo
ndo induziu capacitacdo. Em nossos estudos, um dos objetivos de manter o plasma
seminal durante a criopreservacao era observar se a adicdo do mesmo reduziria a
guantidade de espermatozbides com acrossoma-reagidos utilizando a técnica
Trypan Blue e Giemsa. Ao contrario do esperado, a adicdo de plasma seminal
reduziu a percentagem de espermatozoéides vivos com acrossoma intacto, quando o
plasma foi adicionado na proporcdo de 50% (tabela 2). A quantidade de
espermatozéides vivos avaliados nesta técnica seguiu os padrdoes de motilidade, ou
seja, maiores concentracfes de plasma seminal reduziram a quantidade de células
vivas. A percentagem de mortos com acrossoma intacto permaneceu a mesma em
todos os tratamentos e a percentagem de mortos com acrossoma reagido (reacao
acrossomica falsa) foi maior nas concentracdes de 25% e 50% de plasma seminal.
Tal fato pode explicar a menor quantidade de células vivas reagidas e intactas nos
tratamentos com 25 e 50% de plasma seminal. Nesta reacdo de acrossoma falsa, o
espermatozéide morre e depois reage, portanto, ndo se pode confirmar que as
maiores concentracfes de plasma seminal foram responsaveis pelas reacdes de
acrossoma. O mais provavel € que a maioria das rea¢gfes aconteceram depois dos
espermatozoéides estarem mortos.

Dos resultados da avaliagdo de integridade de membrana plasméatica (MP),
verificou-se que o namero médio de espermatozdides com MP integra também
acompanhou os padrbes de queda da motilidade a medida que se aumentou as
concentracoes de plasma seminal (tabela 1). Em estudos realizados por Harkema &
Boyle (1992) valores préoximos para percentuais de células moveis (41+7%) e
integras (49+5%), pdés-descongelacdo em sémen equino, foram obtidos. O presente
trabalho, no entanto, observou diferenca consideravel em relacdo a esses dados.

Para a motilidade poés-descongelacdo dos garanhdes avaliados no controle e
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tratamentos, a percentagem de integros foi menos que a metade das células
moveis (tabela 1). Tais resultados sugerem que durante a criopreservacao, as
membranas dos espermatozoéides sdo submetidas a uma variedade de condi¢des
desfavoraveis que afetam a membrana muito antes de afetar a capacidade de se
movimentar. Os efeitos do plasma seminal na integridade de membrana, onde as
concentracdes 50% de plasma seminal diminuiram a percentagem de células com
membrana integra e aumentaram a percentagem de células com membrana lesada
(tabela 3), sugerem que a interagcdo entre a membrana plasmatica do
espermatozéide e alguns componentes especificos do plasma seminal podem ser
responsaveis pela susceptibilidade aos danos na membrana, tornando grandes
concentracdes do mesmo deletérias para sua integridade. A influéncia do plasma
seminal na susceptibilidade individual de garanhdes durante criopreservacédo foi
demonstrado por Aurich e colaboradores (1996).

Deve-se destacar, porém, que neste trabalho, a medida que se acrescentou
plasma seminal, a concentracdo de crioprotetor ndo foi corrigida, sendo portanto,
diluida até 2,5% no tratamento de 50% de plasma seminal. Tal fato nos leva a
suspeitar que esta menor concentracao de crioprotetor pode ser responsavel pelos
piores resultados obtidos na motilidade, integridade de membrana e integridade de
acrossoma (tabela 1), ao contrario da hipétese levantada de efeito deletério do
plasma seminal. No entanto, no trabalho realizado por Vidament et al. (2002), os
mesmos avaliaram o efeito de concentracdes crescentes de glicerol e dimetil-
formamida sobre a motilidade e capacidade de fertilizagdo do espermatozdide
equino e observaram que a dimetil-formamida a 2% foi tdo eficiente quanto o
glicerol (2% e 3%) em manter a motilidade e capacidade de fertilizacdo. No
presente trabalho, a concentracdo minima de dimetil-formamida, foi de 2,5%, uma
concentracdo aceitdvel quando comparada com as concentracfes utilizadas por
Vidament et al. (2002). Outros trabalhos devem ser realizados no sentido de avaliar
diferentes concentracbes da dimetil-formamida para que se possa avaliar a
concentracdo adequada e, também, sugere-se a realizacdo de um trabalho
semelhante a este no qual se realize o ajuste do crioprotetor para que se possa

comprovar o efeito deletério do plasma seminal.
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Quanto ao DNA, Baumber et al. (2003) relataram que a criopreservacao é
prejudicial a sua integridade. No mesmo estudo, a criopreservacao de
espermatozoéide equino foi associada com um aumento na fragmentacdo do DNA
gquando comparado com sémen fresco. Muitos estudos tém relacionado danos no
DNA de espermatozéide humano com peroxidacao lipidica (Chen et al, 1997; Twigg
et al., 1998, Potts et al., 2000) e estresse oxidativo (Hugues et al., 1996; Aitken et
al, 1998, Twigg et al, 1998; Donnelly et al, 1999). Embora a adicdo de plasma
seminal tenha demonstrado efeito benéfico na protecdo contra a peroxidagdo
lipidica, efeitos na protecdo contra danos no DNA nado foram observados e a
guantidade de espermatozéides com DNA danificado foi reduzida (tabela 1). Deve-
se destacar, no entanto, que o teste de orange acridine utilizado é uma técnica que
mede a susceptibilidade do DNA espermético a uma desnaturacdo acido-induzida
(Evenson et al., 2002), e pode ndo ser uma técnica adequada para identificar danos
no DNA causados por peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo, ja que estes danos
ocorrem na fragmentacdo do mesmo (Baumber et al., 2003). Para identificacdo de
fragmentacdo de DNA, Eirenpreiss et al. (2006) sugeriram as técnicas de Tunel,
Comet, avaliacdo de estabilidade nuclear e teste de dispersdo de cromatina.

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a geragdo de ROS
(Espécies Reativas de Oxigénio) pelos espermatozoides, que podem ser produzidas
durante o metabolismo oxidativo, e 0 aumento de sua concentragdo pode ser devido
a presenca de espermatozoides anormais ou danificados. Ball et al. (2001)
demonstraram que ha um aumento de cinco vezes na producdo de ROS apds
congelamento na espécie eqlina. O estresse oxidativo no sémen ocorre como
resultado de um desequilibrio entre produgcdo de ROS e sua capacidade
antioxidante. Os espermatozoides sdo bastante suscetiveis a estresse oxidativo
devido a grande quantidade de &cidos graxos poliinsaturados presentes na sua
membrana (Alvarez & Storey, 1992) e por seu citoplasma conter baixa concentracédo
de enzimas antioxidantes (de Lamirande & Gagnon, 1995b; Sharma & Agarwal,
1996). Além disso, as enzimas intracelulares ndo podem proteger a membrana
plasméatica que envolve o acrossoma e a cauda, tornando a protecdo bastante

dependente do plasma seminal (Iwasaki & Gagnon, 1992). Em nossos estudos, a
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avaliacdo indireta de estresse oxidativo através da mensuracdo de TBARS
(substancias reativas de acido tiobarbitlrico) demonstrou efeito significativo dos
tratamentos na protecdo contra peroxidacéo lipidica (tabela 4). Quando comparados
com o controle, os tratamentos apresentaram maior protecdo contra a peroxidagao
lipidica. Embora ndo se tenha observado diferencas significativas dos tratamentos
entre si, observou-se uma tendéncia de aumento de protecdo contra peroxidag&o
lipidica quando maiores quantidades de plasma foram adicionadas (Figura 1). E
possivel que a ndo observacdo de diferencas significativas entre tratamentos se
deva a grande varia¢do entre partidas de um mesmo animal. Os resultados obtidos
demonstram o efeito antioxidante do plasma seminal durante o processo de
criopreservacao. Catalase, superoxido dismutase (SOD) e sistema glutadiona
peroxidase/ redutase e (GPx/ GRD) s&o as principais enzimas com acéo
antioxidante presentes no sémen. O sémen eqlino possui uma atividade de
catalase; no entanto, a maior parte desta atividade se deve ao plasma seminal (Ball
et al, 2000). Portanto, parece existir altos niveis de ambos SOD e GPx em plasma
seminal equino. A alta concentracdo de enzimas antioxidantes no plasma é
igualmente importante para a prevencdo de danos aos espermatozoides. A
remocdo do plasma seminal durante um processo de criopreservacdo, portanto,
diminui a capacidade de acéo contra os efeitos de ROS devido ao limitado volume
citoplasmatico, além da remover enzimas antioxidantes presentes no plasma.

A proteina € outro tipo de molécula biolégica que pode ser altamente
danificada por ROS. Proteinas modificadas por estresse oxidativo tém sido
relacionadas com uma variedade de processos fisioldgicos e patoldégicos no
organismo (Stadtman, 1986). Estudos realizados por Ciolino & Levine (1997)
demonstraram que as proteinas sao possivelmente oxidadas antes da diminui¢do
de ATP celular e sua subsequente morte. O acumulo de proteinas modificadas por
estresse oxidativo causa alteracbes nas funcdes celulares através da perda da
integridade estrutural e catalitica ou por interrupcdo de mecanismos regulatorios. No
entanto, seus efeitos nos espermatozoides continuam desconhecidos e precisam
ser estudados. Para identificacdo de proteinas oxidadas, métodos de identificacdo

de grupos carbonil tém sido bastante utilizados em varios tipos de tecidos. Os
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derivados do carbonil sdo os produtos mais relevantes resultantes do ataque dos
radicais livres as proteinas. O 2,4 dinitrofenil hidrazina (DNPH) é um reagente que
se liga ao grupo carbonil e se transforma em uma molécula estavel chamada
dinitrofenil hidrazona (DNP), podendo ser mensurado por espectrofotdmetro (Dalle-
Donne et al., 2003). A utilizagdo de grupos carbonil como biomarcadores de
estresse oxidativo possui algumas vantagens se comparado com outras técnicas de
mensuracdo de produtos de oxidacdo devido a sua rapida formacédo e a relativa
estabilidade das proteinas carboniladas (Dalle-Donne et al., 2003). No entanto, ndo
existe na literatura trabalhos de mensuracdo de proteinas carboniladas em
espermatozoéide equino. Neste estudo, um protocolo ja utilizado em tecidos de
orgaos foi adaptado para avaliar o efeito do estresse oxidativo em proteinas de
espermatozéide e ndo se observou efeito de protecdo dos tratamentos com
diferentes concentracfes de plasma (tabela 4). Tais resultados sugerem que o
plasma seminal é protetor eficaz contra peroxidacao lipidica, no entanto, seu efeito
na protecdo contra oxidacdo de proteinas dos espermatozdides néo foi evidente.
Entretanto, deve-se ressaltar que houve uma grande variacdo nas amostras (figura
2), 0 que nos leva a suspeitar que a técnica ndo foi adaptada de forma adequada,
Ou que a mesma nao é apropriada para espermatozoéides equinos. Portanto, ha
necessidade de maiores estudos e comparagdes da técnica para que esta possa
ser considerada confiavel.

No presente trabalho, o plasma seminal foi adicionado com a intencédo de
proteger o0s espermatozlides equlinos contra estresse oxidativo e danos
subsequentes. Apesar do plasma seminal proteger os espermatozdéides contra
peroxidacdo lipidica, este ndo demonstrou efeitos de protecdo contra perda de
viabilidade, tornando-se até prejudicial aos mesmos, quando colocado em 50% de
concentracao. Isto indica que, apesar do efeito antioxidante do plasma seminal, este
possui componentes especificos que, em altas concentracdes, podem ser
responsaveis pela reducdo da viabilidade das células espermaticas durante a
criopreservacao. Deve-se destacar, também, que nas analises realizadas o efeito
deletério da peroxidacéo lipidica ndo foi observado, o que sugere que a mesma

possa ndo ser um grande problema dentro da criopreservacdo ou que seus danos
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sdo causados a niveis subcelulares e ndo puderam ser detectados nas técnicas
adotadas. Embora os resultados apontem para a retirada do plasma seminal para
posterior criopreservagao, outros estudos devem ser realizados utilizando menores
concentracdes de plasma seminal para que se possa aproveitar seus efeitos
antioxidantes, sem prejudicar a célula. Além disso, as mesmas avaliagfes deveriam
ser realizadas em diferentes periodos ap0s descongelamento com objetivo de
avaliar os efeitos do plasma na manutencdo da viabilidade das células
espermaticas. Outros estudos devem ser realizados, também, com objetivo de
avaliar diferentes momentos de adicdo de plasma durante a criopreservagdo ou
antes da inseminacdo. Sugere-se, também, que mais estudos de identificacdo e
analise dos fatores antioxidantes presentes no plasma seminal sejam realizados
com intuito de permitir a adicdo dos mesmos no diluente em substituicdo ao plasma,
evitando seus efeitos deletérios.

Com base nos resultados, pode-se concluir que a adicdo de plasma seminal
protege contra a peroxidacao lipidica durante a criopreservacdo. Entretanto, quando
utilizado em concentracdes acima de 25%, evidencia uma reducao na viabilidade do

espermatozéide.
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Tabela 1 - Médias (= desvio-padrdo) da motilidade (%), vigor (0-5), percentagem (%) de células
espermaticas morfologicamente normais (N), com memb rana plasméatica integra (MPI), com
cromatina integra (Cl), e vivas com acrossoma integ ro (Al) em diferentes concentracbes de
plasma seminal (PS) no sémen equino criopreservado.

Tratamento  Motilidade Vigor Células N Células CI Células MPI Células vivas
(%) (0-5) (%) (%) (%) Al
(%)

Controle 66.9+6.3 23+048 69.5+94 97.5+2.4 22.02+11.19 23.96+13.53

5% dePS 61.9+126 23+058 756+11.F 98 + 2.5 18.98 +12.14 221+11.4

250% de PS 428+12® 18+054 781+83F 97.8+204 13.72+11.1%° 148+98°"

50% de PS 14.7+9.6 1.0+0.12 754+9.6 97.9+ 2.7 4.22 +5.69 6.9+6.5

abc Médias, dentro da mesma coluna, seguidas da mesma letra, néo diferem entre si (p>0,05).
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Tabela 2 - Médias (+ desvio padrdo) das percentagen s de espermatozoides
Vivos com acrossomas intactos e reagidos e espermat ozbides mortos com
acrossomas intactos e reagidos em controle e difer  entes concentragbes de
plasma seminal (PS) no sémen equino criopreservado.

Tratamento Vivos intactos Vivos reagidos Mortos Mortos
(%) (%) intactos (%) reagidos (%)
Controle 23.96+ 13.5° 7.2+3.9% 24.6+7° 44.2+ 14.42
5% de PS 22.1+11.4° 9.0+ 5.5% 24.8+7.8° 44,1+ 13.9%
25% de PS 14.8+9.8° 3.9+29° 27.1+10.9° 53.95+16.2*"
50% de PS 6.9+ 6.5" 2.3+ 25" 26.6+12.1°  64.2+14.3"

ab Médias, dentro da mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre
si (p>0,05).
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Tabela 3 - Média (+ desvio padrdo) da percentagem d e espermatozoides com
membrana integra e lesada no controle e tratament os com diferentes
concentracoes de plasma seminal (PS) no sémen equin o criopreservado.

Tratamentos integros Lesados
Controle 22.02+11.19 77.98+11.18
5% de PS 18.98+ 12.14° 81.02+ 12.14°

25% de PS 13.72+ 11.13° 86.28+ 11.13°
50% de PS 4.22+ 5.68" 95.76+ 5.68"

ab Médias, dentro da mesma coluna, seguidas da mesma letra, néo diferem entre si
(p>0,05).

Tabela 4 — Média (desvio padrédo) de peroxidacdo li pidica avaliada pela
concentracdo de malondialdeido (MDA) e concentracdo de proteinas
carboniladas lidas por nm de amostra no controle e diferentes

concentracoes de plasma seminal (PS) no sémen equin o criopreservado.

Tratamentos Peroxidacéao Lipidica Proteinas Carboniladas
Controle 6.7+1.2° 95+112.4%
5% de PS 2.4+1.2° 68.1+82.9%
25% de PS 1.3+0.6° 90.4+87.9%
50% de PS 0.25+0.19" 87.7+78.1°

ab Médias, dentro da mesma coluna, seguidas da mesma letra, néo diferem entre si
(p>0,05).
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Almeida et al., 2006 - Figura 1
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(*) estatisticamente diferente (p<0.05)
Figura 1: Peroxidacdo lipidica medida através da le itura da concentracdo de
MDA por uMol de amostra em controle e diferentes concentragd  es de plasma

seminal de sémen criopreservado de quatro garanhdes
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Almeida et al., 2006 - Figura 2
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Figura 2: Concentracdo de proteinas carboniladas em controle e diferentes
concentracdes de plasma seminal de sémen criopreser vado de quatro
garanhdes.
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