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ADICAO DE ACIDO DOCOSAHEXAENOICO (DHA) E ACIDO EICOSANOICO
(EPA) EM MEIO DILUENTE NA CRIOPRESERVACAO DE SEMEN DE
GARANHOES DA RACA CRIOULA

RESUMO

Em equinos € descrita uma variabilidade na qualidade do sémen congelado, relacionada
principalmente a variacdes consideraveis na composicdo da membrana plasmatica do
espermatozoide. Neste contexto, estudos investigam alternativas para aumentar a fertilidade
ao se usar sémen congelado, e a adicdo de acidos graxos polinsaturados ao diluente de
congelamento € sugerida. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da adicdo de diferentes
niveis de &cidos graxos poli-insaturados: &cido eicosanoico e acido docosahexaendico, em
meio diluente especifico para a espécie sobre as caracteristicas do espermatozoide pos-
descongelamento. Foi utilizado sémen de quatro garanhdes (quatro ejaculados por garanh&o)
da raca Crioula. O sémen foi diluido em diluente de congelamento comercial a base de gema
de ovo, glicerol e dimetilformamida (Botu-Crio©) ajustando a concentra¢ao para 200 x 10°
espermatozoides vidveis/mL (grupo controle) e, na sequéncia, 0s demais tratamentos: adicao
de &cido docosahexaenoico nas doses 25um e 50um /mL e &cido eicosandico nas doses 25um
e 50um /mL. Apds o descongelamento foram realizadas andlises de cinética espermaética no
sistema de Analise Computadorizada para Avaliacdo Espermatica, das seguintes variaveis:
motilidade total, motilidade progressiva, motilidade rapida, motilidade lenta, motilidade local,
velocidade de trajeto, velocidade progressiva, velocidade curvilinear, amplitude do
deslocamento lateral da cabeca, frequéncia de batimentos, retilinearidade e linearidade; e
avaliacdo da integridade fisica através do uso de sondas fluorescentes, e funcionalidade de
membrana pelo teste hiposmdtico. Ndo ouve diferenca nas variaveis avaliadas. Este é o
primeiro estudo que descreve a adi¢do de acido eicosanodico ao sémen equino. Conclui-se a
adicdo de acido docosahexaendico e eicosandico nas concentragdes testadas ndo alterou as

variaveis avaliadas no sémen de garanhdes da raca Crioula.

Palavras-chave: acidos graxos poli-insaturados, criopreservacdo, sémen, espermatozoides,

fertilidade, garanhéo.



ADDITION OF DOCOSAHEXAENOIC ACID (DHA) AND EICOSANOIC ACID
(EPA) IN THE MEDIUM DILUTE IN THE CRIOPRESERVATION OF SEMEN OF
CRIOULA RACE STALLIONS

ABSTRACT

In equines, a variability in the quality of frozen semen is described, mainly related to the
considerable variations in the composition of the sperm plasma membrane. In this context,
studies investigate alternatives to increase fertility when using frozen semen, and the addition
of polyunsaturated fatty acids to the freezing diluent is suggested. The objective of this study
was to evaluate the effect of the addition of different levels of polyunsaturated fatty acids:
eicosanoic acid and docosahexaenoic acid, in specific diluent medium for the species on the
characteristics of the post-thawing spermatozoa. Semen was used of four stallions (four
ejaculates per stallion) of the Crioula breed. The semen was diluted in commercial freezing
diluent based on egg yolk, glycerol and dimethylformamide (Botu-Crio ©) by adjusting the
concentration to 200 x 10 vi viable spermatozoa / mL (control group) and, in sequence, the
other treatments: addition of docosahexaenoic acid at 25um and 50pum / mL and eicosanoic
acid at 25um and 50um / mL. After thawing, sperm kinetics analyzes were performed in the
Computerized Analysis System for Sperm Evaluation, of the following variables: total
motility, progressive motility, rapid motility, slow motility, local motility, path velocity,
progressive velocity, curvilinear velocity, lateral head displacement amplitude, beating
frequency, linearity and linearity; and evaluation of physical integrity through the use of
fluorescent probes, and membrane functionality by the hyposmotic test. No difference in the
variables evaluated. This is the first study to describe the addition of eicosanoic acid to equine
semen. We concluded that with the addition of docosahexaenoic and eicosanoic acid at the

concentrations tested did not alter the variables evaluated in the semen of Crioula stallions.

Key words: polyunsaturated fatty acids, cryopreservation, semen, sperm, fertility, stallion.
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1. INTRODUGCAO

A populagdo mundial de equinos, estimada pela Organizacdo das Nac6es Unidas para
Alimentagdo e Agricultura — FAO (2016) em 59.048.194 cabecas, encontra-se estavel nas
ultimas décadas. Nas Ameéricas, € evidente a concentracdo da producdo e utilizacdo dos
equinos (aproximadamente 54% da populacdo mundial); e o Brasil, com mais de cinco
milhdes de cabecas de equinos, possui 0 maior rebanho da América do Sul, e no cenario
mundial ocupa o 4° lugar (FAO, 2016).

O Brasil é reconhecido como poténcia mundial no agronegécio e o Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento classificou a Equinocultura Brasileira como parte
integrante da atividade pecuéria em virtude de sua importancia econémica e social. No pais, o
chamado “Complexo do Agronegocio Cavalo” é responsavel por movimentar R$ 16,15
bilhGes anuais e gerar, direta e indiretamente, 3 milhdes de empregos (LIMA e CINTRA,
2015).

A raca Crioula, acompanhando o forte crescimento da equinocultura no Brasil,
apresentou importante evolucdo na quantidade e qualidade do plantel nos Gltimos anos. Apds
quase 90 anos de historia, conforme dados da Associacao Brasileira de Criadores de Cavalos
Crioulos (ABCCC, 2017a), sdo mais de 400 mil exemplares registrados distribuidos em todo
o territorio brasileiro. Estimou-se que a raca movimenta anualmente mais de R$ 1,28
bilhdes/ano e gera mais de 238 mil postos de trabalho no pais (LIMA, 2012).
Adicionalmente, s6 no ultimo ano foi descrito um crescimento de mais de 20% em numero de
eventos (mais de 1 mil realizados) e acima de 40% em comercializacdo de animais (ABCCC,
2018).

O incremento da criacdo de equinos mundial e nacional descrito se deve, em parte, ao
desenvolvimento e utilizacdo de biotecnologias da reproducdo, as quais permitem um
aumento da eficiéncia reprodutiva e, consequentemente, ganhos na producdo, além de
intensificar e facilitar o melhoramento genético dos animais.

Neste contexto, uma das importantes etapas € o desenvolvimento de técnicas
adequadas para a preservacdo e armazenamento de sémen devido aos amplos beneficios
proporcionados. O uso de sémen congelado, além de possibilitar a conservacgéo e utilizagdo do
material genético de reprodutores por tempo indeterminado, favorece a sua difuséo,
oportunizando a maximizacdo do potencial genético de garanhdes superiores; elimina

barreiras geograficas, reduzindo riscos e custos com aquisi¢do e transporte de animais e
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viabilizando a inseminagdo artificial no momento ideal na tentativa de maximizar a
fertilidade; permite o uso de sémen de garanhdes impossibilitados de serem utilizados com
fins reprodutivos, seja temporariamente ou permanentemente; e ainda facilita o controle de
doengas (AMANN e PICKETT, 1987; SQUIRES, 2009; GIBB e AITKEN, 2016;
ALVARENGA et al., 2016; YIMER et al., 2016). O emprego da biotecnologia relatada ainda
possibilita a criacdo de um banco de recursos genéticos (BAILEY et al., 2000; YIMER et al.,
2016) e esta relacionada ao sucesso de outras biotecnologias (GIBB e AITKEN, 2016;
SIELHORST et al., 2016; YIMER et al., 2016).

Em contrapartida, é com base no pedigree, performance e conformacdo que séo
selecionados os cavalos para uso na reproducdo, ndo levando em consideracdo aspectos
reprodutivos. Criadores raramente incluem fertilidade como critério de selecdo para tomada
de decisGes para acasalamentos (GIBB e AITKEN, 2016) e na maioria das racas nao ha
licenciamento ou aprovacdo de garanhdes, levando a um alto nimero de garanhdes subférteis
por uma série de razdes, algumas delas geneticamente transmitidas durante muitas geracoes
(LOOMIS,2006).

Posteriormente a aprovacdo da inseminacao artificial pela maioria das associacfes das
racas de equinos, a utilizacdo da técnica foi amplamente difundida entre os criatérios desta
espécie. Entretanto, apesar dos constantes estudos e indmeras vantagens, 0 uso do sémen
criopreservado de garanhdes ainda apresenta resultados de fertilidade variaveis (AMANN e
PICKETT, 1987; GRAHAM, 1996; SQUIRES et al., 2004; LOOMIS e GRAHAM, 2008;
SANTOS et al., 2015) e, consequentemente, seu uso tem sido limitado (ALVARENGA et al.,
2005; SQUIRES, 2009).

Técnicas de criopreservacdo de espermatozoides bem-sucedidas tém importancia
significativa tanto para equinos como outras espécies animais. O congelamento de sémen tem
importancia em casos de infertilidade humana, para lidar com as consequéncias adversas na
fertilidade de outras doencas que ameacam a vida, para a conservacdo das espécies e para a
pecuaria (WATSON, 2000).

Desta forma, pesquisas sdo indispensaveis para aprimorar tal biotecnologia de forma a
melhorar as taxas de fertilizagdo e permitir a criopreservacdo de sémen de garanhdes
considerados “maus congeladores”. Alvarenga et al. (2016) mencionaram uma progresso
significativo na ultima década na criopreservacdo de sémen na espécie equina devido
desenvolvimento de novos procedimentos, como técnicas de inseminacéo artificial e técnicas
de selecdo espermatica; alternativas de diluentes com melhor capacidade crioprotetora; aliada

a novas abordagens laboratoriais disponiveis para avaliagdo seminal.
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Objetivando reduzir os danos ocasionados pelo processo de criopreservacdo, estudos
relacionados ao uso de substancias com efeitos crioprotetores se fazem necesséarias com
intuito de permitir a sobrevivéncia dos espermatozoides (SQUIRES et al., 2004; OSORIO et
al., 2008; ALVARENGA et al., 2016) devido uma melhor protecdo dos mesmos (AMANN e
PICKETT, 1987; OSORIO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013). Neste contexto, 0 uso de
antioxidantes nos diluentes de preparacdo, manutencdo e criopreservacdo em diferentes
espeécies e processos de criopreservacdo deve ser investigado (WATSON, 2000; OLIVEIRA
et al., 2013; YIMER et al., 2016) devido aos beneficios proporcionados ao espermatozoide,
possibilitando ao mesmo suportar mudancas fisicas e bioquimicas e desafios enfrentados no
decorrer da criopreservacao.

Na espécie equina, a suplementacdo de &cidos graxos poliinsaturados (PUFAS) ao
meio diluente de sémen é sugerida (ANDRADE, 2013; TIRAPELLE, 2013; SAMPAIO et al.;
2015; SILVA-JUNIOR et al., 2016; YIMER et al., 2016; AGOSTINHO et al., 2017; SILVA
et al., 2017) e justificada pelos resultados obtidos em outras espécies (KAEOKET et al., 2010;
CHANAPIWAT et al., 2012; NASIRI et al., 2012; TOWHIDI e PARKS, 2012; ABDI-
MENEMAR et al., 2015; KAKA et al., 2015a; 2015b; SILVA et al., 2017).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adigcdo de diferentes
niveis de acido docosahexaendico (DHA) e é&cido eicosandico (EPA) em meio diluente
especifico para a espécie sobre a viabilidade espermatica de garanhdes da Raca Crioula no

processo de criopreservacao.



14

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RagaCrioula

A raca Crioula se origina nos equinos Andaluz e Jacas espanhdis, vindos da Peninsula
Ibérica (ABCCC, 2017a) para a América do Sul no século XVI, através dos conquistadores de
tais terras (AFFONSO et al., 2002). Nos quatro longos séculos que se seguiram estes animais
se disseminaram, passando por uma selecdo natural, onde sobreviveram os mais fortes e
resistentes. No século XIX, fazendeiros do sul do continente americano comecaram a se
conscientizar da importancia e da qualidade dos cavalos que habitavam suas terras e deram
inicio a preservacdo dos mesmos (AFFONSO et al., 2002; ABCCC, 2017a; FERREIRA e
FERREIRA, 2017), contribuindo para a formacéo da raca Crioula

A partir do século XX, a raca ganhou notoriedade mundial, quando a selecdo técnica
exaltou o seu valor e comprovou suas virtudes. No Brasil, em 1932, criadores de equinos do
Rio Grande do Sul fundaram a Associacdo de Criadores de Cavalos Crioulos — ACCC,
posteriormente denominada ABCCC (AFFONSO et al., 2002; ABCCC, 2017b), com intuito
de preservar e difundir o cavalo Crioulo no pais (ABCCC, 2017a).

Na tentativa de integrar todas as entidades no sul do continente americano, associagdes
de criadores de cavalo Crioulo do Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai e Chile fundaram a
Federacdo Interamericana de Criadores de Cavalos Crioulos — FICCC, no ano de 1944
(ABCCC, 2017b). A literatura menciona o estabelecimento do standard da ragca em 1959,
com uniformizacdo e unificacdo dos Crioulos em seu territorio de origem posteriormente a
encontros ao longo da década de 1950.

O cavalo Crioulo pode ser caracterizado como um cavalo tipico, de medidas medianas,
décil, de boa estrutura e aprumos, equilibrado como deve ser todo o bom cavalo de sela
(FERREIRA e FERREIRA, 2017). Segundo os autores, o intercambio genético entre paises
constituintes da FICCC possibilitou alcangar um cavalo ideal, que habita o sonho de todos os
criadores.

A ABCCC conta com uma lista de modalidades oficiais, regulamentadas para 0s
cavalos Crioulos, as quais estdo incluidas Campereada, Crioulaco, Paleteada, Paleteada
Internacional, Rédeas, Movimiento a La Rienda, Enduro, Marcha de Resisténcia, Freio
Jovem, Freio do Proprietario, Freio de Ouro e Morfologia (ABCCC, 2017b).
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Atualmente, um numero superior a 400 mil animais compreende os exemplares
registrados distribuidos em todo o territorio brasileiro. Segundo estudo da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz, da Universidade de Sdo Paulo (Esalg/USP), a raca Crioula
movimenta anualmente na economia R$ 1,28 bilh&o e gera cerca de 240 mil empregos diretos
e indiretos no pais (LIMA, 2012). Além disso, s6 no ultimo ano, houve um crescimento de
mais de 20% em numero de eventos (mais de 1 mil realizados) e acima de 40% em
comercializacdo de animais (ABCCC, 2018).

O crescimento da criacdo de equinos da raca Crioula raca é evidente e se deve, em
parte, ao desenvolvimento e utilizagdo de biotecnologias de reproducdo, onde o
desenvolvimento de técnicas adequadas para a preservacdo e armazenamento de sémen

devido seus amplos beneficios proporcionados é de extrema importancia.

2.2 O espermatozoide

O espermatozoide, descrito pela primeira vez em 1677 por Anthony Van
Leeuwenhoek (FAWCETT, 1975; KREMER, 1979), é caracterizado como uma célula
altamente diferenciada e especializada em armazenamento e transporte de material genético
(AURICH, 2005). Muitos dos mecanismos celulares e moleculares do mesmo ainda néo
foram descritos, devido suas caracteristicas bioquimicas e biofisicas tdo refinadas (VARNER
e JOHNSON, 2011).

Espermatozoides viaveis e ndo viaveis, além de secrecdes das glandulas sexuais
acessorias do macho, constituem o sémen. Nos mamiferos, a célula espermatica se constitui
de uma cabeca, uma peca intermediaria, uma peca principal e uma peca final, e é toda coberta
pela membrana plasmatica (FAWCETT, 1975).

A cabeca contém um nucleo com o material genético masculino que seré transferido
ao 00cito e 0 acrossoma que possui as enzimas hidroliticas necessarias para a penetragdo no
oocito no decorrer da fertilizagdo (JOHNSON et al., 1997). No interior do nucleo se encontra
a cromatina condensada, formada pelo acido desoxirribonucleico (DNA) e proteinas
(VARNER e JOHNSON, 2011), e a protamina, a principal proteina associada ao DNA
espermatico que parece ter correlagdo com a qualidade seminal (PARADOWSKA-DOGAN
et al., 2014). Além disso, a cabeca contém estruturas do citoesqueleto e uma pequena
quantidade de citoplasma (EDDY, 2006).
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Formado a partir do complexo de Golgi, 0 acrossoma recobre a por¢do anterior do
nacleo e € envolvido por uma bicamada lipidica que separa o0 DNA do citoplasma
circundante. Tal cobertura pode ser dividida em membrana acrossomal interna, em contato
com a membrana nuclear, e membrana acrossomal externa, se fundindo ao lado interno da
membrana plasmaética (FLESCH e GADELLA, 2000; VARNER e JOHNSON, 2011).

No interior do acrossoma, localiza-se uma variedade de receptores de proteinas e
enzimas hidroliticas, as quais tém importancia na adesdo e penetracdo da zona pellcida e
interacdes do espermatozoide com o oolema (BUFFONE et al., 2008).

Enquanto a principal fun¢do da cabeca do espermatozoide € a liberacdo de material
genético ao oocito, a funcdo da cauda é propiciar a motilidade necessaria a célula para
viabilizar a fertilizacdo no trato reprodutivo da fémea (FAWCETT, 1975). A cauda ou flagelo
¢ formada por quatro segmentos, o colo que conecta a cabeca do espermatozoide a cauda
propriamente dita, a peca intermediaria, a peca principal e a peca final (JOHNSON et al.,
1997; AMANN E GRAHAN, 2011) e, segundo Eddy (2006), suas principais estruturas séo o
axonema ou filamento axial, a bainha de mitoc6ndrias e a bainha fibrosa externa.

O axonema € a unica estrutura que se estende por todo o flagelo, sendo constituido de
dois microtdbulos centrais circundados por nove microtibulos duplos (VARNER E
JOHNSON, 2011), os quais sdo compostos pelas proteinas o ¢  tubulina e dineina, que
possui atividade ATPase (EDDY, 2006).

Na peca intermediaria a bainha de mitocdndrias disposta em forma de espiral dupla,
contendo enzimas e cofatores necessarios para a producdo de ATP (AMANN e GRAHAM,
2011), é responsadvel pela producdo da energia necessaria para a motilidade celular
(GADELLA ET AL., 2001). Ainda nesta porc¢do do flagelo estdo presentes nove fibras densas
com estrutura fibrosa resistente a queratina, as quais diminuem gradualmente na peca
principal e ndo estdo presentes na peca final (AMANN e GRAHAM, 2011).

A bainha fibrosa, constituinte da peca principal (EDDY, 2006), fornece suporte
estrutural rigido e elasticidade a cauda, além de ter papel importante para uma variedade de
eventos de sinalizacdo celular e metabdlicos (VARNER E JOHNSON, 2011).

Toda a superficie do espermatozoide, incluindo cabeca e flagelo, é envolta pela
membrana plasmatica, a qual sofre diferencas regionais em virtude de suas distintas funcoes
fisioldgicas (GADELLA ET AL., 2001; AURICH, 2005; AMANN e GRAHAM, 2011).

O modelo estrutural basico da membrana plasmatica é constituido por lipideos e
proteinas organizadas em uma bicamada lipidica. As proteinas, encontradas entremeadas aos
fosfolipideos (AMANN e PICKETT, 1987), podem ser consideradas integrantes,
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fundamentais para a estrutura da membrana, ou periféricas, que estdo associadas a membrana
e podem ser facilmente removidas (AMANN e GRAHAM, 2011).

Variagdes considerdveis na composicdo lipidica sdo encontradas entre diferentes
especies, entre diferentes machos de uma espécie e até entre diferentes ejaculados de um
mesmo macho (GADELLA ET AL., 2001). Segundo os mencionados autores, os lipidios
encontrados na membrana plasmatica dos espermatozoides da espécie equina sao
fosfolipideos (57%), colesterol (37%) e glicolipideos (6%). O colesterol preenche os espacos
entre as cadeias de acidos graxos de fosfolipidios, e na superficie da membrana se localizam
os glicolipidios (PARKS e GRAHAM, 1992).

A relacdo da composicédo entre colesterol e fosfolipideos, a natureza dos fosfolipidios
e a temperatura sdo fatores que interferem na fluidez da membrana (AMANN e GRAHAM,
2011). A capacidade da membrana de suportar o estresse, como choque a frio, estd
relacionada a sua estrutura, em geral, quanto maior a relacdo colesterol: fosfolipidio na
membrana maior a resisténcia frente as mudancas de temperatura (AMANN e PICKETT,
1987; PARKS e GRAHAM, 1992). Diferencas na composicdo lipidica da membrana
plasmatica sdo sugeridas como fator-chave na congelabilidade de diferentes espermatozoides
na espécie equina devido os mesmos possuirem menor relacdo colesterol:fosfolipidio, sendo
mais sensiveis ao choque térmico durante a reducdo de temperatura (PARKS e LYNCH,
1992).

A membrana plasmatica tem permeabilidade seletiva e atua como uma barreira, sua
integridade exerce papel fundamental na sobrevivéncia do espermatozoide e na manutencédo
de sua capacidade fertilizante (PARKS e GRAHAM, 1992; AURICH, 2005).

2.3  Acriopreservacgdo de sémen equino

A criopreservacdo € a tecnologia pelo qual células ou tecidos biologicos sdo
preservados abaixo do ponto de congelamento da &gua, com objetivo de preservar a
composicgdo e viabilidade dos mesmos por tempo indeterminado (PEGG, 2002). Além disso,
beneficios do uso de sémen congelado na espécie equina incluem o favorecimento da difuséo
de material genético, possibilitando maximizacdo do potencial genético de garanhdes
superiores; oportuniza a reducdo de riscos e custos com aquisi¢do e transporte de animais e
viabilizagdo da inseminagdo artificial em momento ideal na tentativa de maximizar a

fertilidade; permite o uso de sémen de garanhdes impossibilitados de uso com fins



18

reprodutivos, temporariamente ou permanentemente, como em casos de carreira atlética,
doencas ou 6bito; e ainda proporciona o controle de doencas (AMANN e PICKETT, 1987;
SQUIRES, 2009; GIBB e AITKEN, 2016; YIMER et al., 2016). A possibilidade de um
banco de recursos genéticos com intuito de preservar a biodiversidade de espécies ameacadas
ou linhas transgénicas valiosas também é favorecida através do emprego da biotecnologia
relatada (BAILEY et al., 2000).

Além disso, 0 sucesso de outras biotecnologias pode ser relacionado a criopreservacao
de sémen (YIMER et al., 2016). Ja foi relatada a possibilidade de descongelamento, diviséo e
recongelamento de doses de sémen previamente criopreservadas, o que permite conservacao
de limitados espermatozoides e oportunidade de otimizacdo na producdo de embrides através
da injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (SIELHORST et al., 2016).

Em equinos, a primeira gestacdo oriunda de espermatozoides congelados foi relatada
em 1957 por Barker e Gandier. Nos Gltimos anos a criopreservagdo tem apresentado grandes
avangos com um incremento na qualidade e fertilidade apds o processamento, embora 0 uso
de sémen congelado em larga escala possa ser considerado limitado na indudstria equina por
razdes técnicas e restricdes impostas por associagcdes de registro.

No decorrer de tal processo 0s espermatozoides sdo submetidos a condigdes
desfavoraveis e, consequentemente, reducdo da capacidade fertilizante por alteracGes
estruturais e funcionais (PARKS e GRAHAN, 1992).

Diferencas quantitativas entre espécies determinam a fertilidade do sémen
criopreservado (OLDENHOF et al., 2017). Com excecdo da espécie bovina, na maioria das
espécies de mamiferos o potencial fertilizante é claramente reduzido quando utilizado sémen
congelado (HOLT, 2000; WATSON, 2000). Na espécie equina, € relatada uma variabilidade
da qualidade do sémen congelado (AMANN e PICKETT, 1987; GRAHAM, 1996; KATILA
et al., 2001; ALVARENGA et al., 2005; HOFFMANN et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013;
ALVARENGA e CARMO, 2016), além de uma grande parcela de garanhGes apresentar
caracteristicas de sémen pos-descongelamento inadequadas para o uso, e ainda diferencas
entre ejaculados de um mesmo garanh&o.

Diversas caracteristicas dos espermatozoides sdo consideradas importantes e devem
ser mantidas ap6s a criopreservacdo (HOLT, 2000). O sucesso desta biotecnologia é
dependente de uma série complexa de interagdes. Para manutencdo da capacidade de
fertilizacdo do espermatozoide, apds congelamento e descongelamento, é necessario que o
mesmo retenha ao menos quatro atributos gerais, como metabolismo para produgdo de

energia; motilidade progressiva; enzimas acrossomais integras, consideradas de extrema
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importancia para penetracdo do ovocito; e proteinas na membrana plasmatica fundamentais
para a sobrevivéncia no trato reprodutivo da fémea e para fixagdo a membrana plasmética do
ovulo na fertilizacdo (AMANN e PICKETT, 1987).

Na criopreservacao de sémen sdo reconhecidas distintas etapas de processamento, as
quais possuem relacdo a estrutura da membrana e ao metabolismo celular (HAMMERSTEDT
et al., 1990). S&o elas extensdo e resfriamento, adicdo de crioprotetores e embalagem,
congelamento, armazenamento, e descongelamento e inseminacéo.

O conhecimento das tensdes as quais as células sdo expostas no decorrer da
criopreservagdo, bem como das propriedades celulares que se correlacionam com a
congelabilidade, podem auxiliar na projecdo racional de protocolos personalizados de
congelamento para individuos (HOFFMANN et al., 2011) objetivando manutencdo do

potencial fertilizante das células espermaticas e consequente sucesso da reproducao assistida.

2.3.1 Danos causados ao sémen equino pela criopreservacao

Mudancgas na natureza biofisica sdo evidentes em temperaturas inferiores a 37°C
(AMANN e PICKETT, 1987). No decorrer do processo de criopreservacdo lesdes nos
espermatozoides podem ser prejudiciais as suas fungdes subsequentes ou serem letais
(WATSON, 2000), podendo ser caracterizadas como diretas, quando estruturas celulares séo
afetadas, ou indiretas quando é alterada a funcionalidade celular (HOLT, 2000).

Como o processo de criopreservacdo envolve congelamento e descongelamento, tanto
o choque frio quanto o choque quente sdo incluidos como tensdes potenciais a serem
consideradas (WATSON, 1995). A capacidade dos espermatozoides permanecerem viaveis a
-196°C ndo é o problema da criopreservacdo, os danos sdo resultantes de resfriamento e
aquecimento através uma zona intermédia de temperaturas, cerca de -15 a -60 ° C (AMANN
E PICKETT, 1987; GRAHAM, 1996).

Fontes de estresse potencialmente prejudiciais as células espermaticas séo encontradas
no protocolo de criopreservagdo, como mudanga de temperatura, estresses osmoticos e toxicos
que podem ser apresentados devido & exposi¢do a concentracGes molares de crioprotetores, e
formagéo e dissolucdo de gelo no ambiente extracelular (WATSON, 2000). Diferengas entre
especies na sensibilidade de seus espermatozoides no decorrer de tal processo séo
amplamente atribuiveis a variacdes de composi¢do das membranas plasmaticas de tais células
(PARKS e LYNCH, 1992; BAILEY et al., 2000).
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Apos ejaculacdo e no decorrer do processamento do sémen, uma variedade de fatores
pode danificar a membrana plasmatica do espermatozoide (AURICH, 2005). Alteracoes
estruturais e funcionais desta estrutura no decorrer do congelamento e descongelamento s&o
responsaveis pela posterior reducdo da fertilidade do sémen. Durante o processo, as
membranas podem sofrer rearranjos, formando pontos vulnerdveis e, consequentemente, é
induzida excessiva permeabilidade ou até rompimento da mesma (AMANN e GRAHAM,
2011).

Quando a temperatura € reduzida, especialmente na faixa de temperatura de 19°C a
5°C, lipidios e proteinas de membrana passam de um estado fluido (livre movimentacdo dos
componentes) para um estado gel (AMANN e PICKETT, 1987; PARKS e GRAHAM, 1992;
HOLT, 2000), pelo fato das cadeias de acidos graxos se converterem de uma apresentacao
aleatdria para uma organizacdo de forma paralela e rigida (HAMMERSTEDT et al., 1990), o
que induz instabilidade na membrana podendo provocar danos irreversiveis (AMANN e
PICKETT, 1987). Tais mudancas na permeabilidade da membrana resultam em alteragdes
funcionais e metabolicas, o que prejudica a motilidade e a capacidade fecundante dos
espermatozoides (AMANN e GRAHAM, 2011).

No descongelamento os eventos citados sé@o parcialmente revertidos (AMANN e
PICKETT, 1987), consequentemente ao aumento da temperatura, a membrana plasmatica €
submetida a redistribui¢des estruturais envolvendo lipidios e proteinas (HOLT, 2000).

Profunda alteracdo na permeabilidade da membrana e morte celular também ocorre em
funcdo da producdo de ATP. No organismo, de acordo com a temperatura corporal tal
producdo esta relacionada a concentracdes de calcio, sodio, potassio e magnésio dentro dos
limites apropriados, a medida que a temperatura € reduzida a regulacdo de tais concentracdes
¢ afetada e sérias consequéncias a funcdo celular sdo provocadas (AMANN e PICKETT,
1987).

Outros componentes da membrana também podem ser alterados pelo estresse térmico,
como elementos do citoesqueleto da célula (WATSON, 2000). A despolimerizagdo da actina
F do citoesqueleto permite a aproximagdo da membrana plasmatica com a membrana externa
do acrossoma, promovendo a exocitose do conteudo acrossomal (HOLT, 2000). O
resfriamento ou a criopreservacdo podem contribuir para a fusdo desorganizada destas
membranas (WATSON, 2000).

A principal causa de lesdo por congelamento das células é a ruptura da membrana

plasmaética, que ocorre devido a esforcos térmicos, mecénicos, quimicos e osmoticos impostos



21

a membrana (PARKS e GRAHAN, 1992), os quais provocam principalmente a desidratacdo
celular ou formacdo de gelo intracelular (MERYMAN, 1966).

Quando uma suspensdo de espermatozoides é resfriada abaixo de 0° C, cristais de gelo
extracelulares sdo formados (GIBB E AITKEN, 2016), resultando em um aumento na
concentracdo de sais no fluido extracelular (AMANN e PICKETT, 1987). O aumento do
gradiente osmotico através da membrana plasmética faz com que a &gua intracelular se
difunda para fora da célula, desidratando tanto a célula quanto a membrana plasmatica
(PARKS e GRAHAN, 1992).

Se a taxa de resfriamento é lenta a alta concentracdo de sais intracelulares pode
danificar os espermatozoides e se a taxa de resfriamento é rapida pode haver formacdo de
cristais intracelulares (AMANN e PICKETT, 1987). A taxa de resfriamento deve ser lenta o
suficiente para permitir que a dgua deixe as células por osmose impedindo formacéo de gelo
intracelular (WATSON, 2000).

Nos espermatozoides, efeitos deletérios no decorrer do processo de criopreservacao
também ocorrem em virtude da ocorréncia de danos oxidativos (YIMER et al., 2016) pela
producdo excessiva das espécies reativas de oxigénio (EROs) (BAUMBER et al., 2000;
BILODEAU et al., 2000; BALL et al., 2001). De acordo com 0s autores, espermatozoides e
plasma seminal possuem enzimas e antioxidantes objetivando evitar possiveis danos celulares
ocasionados por um desequilibrio entre a geracdo e a degradacdo de EROs no tecido que,
segundo Michael et al. (2009) em baixas concentra¢fes atuam como mediadores das funcdes
normais dos espermatozoides.

Além dos efeitos letais diretos de congelamento e descongelamento, 0s
espermatozoides que sobrevivem ao processo de congelamento e descongelamento sdo
“menos adequados” do que os espermatozoides recém-ejaculados (PARKS e GRAHAN,
1992). Segundo os autores, tais observacdes sdo consistentes com a nocdo de que as
membranas de tais espermatozoides sdo mais labeis que as membranas de espermatozoides

frescos.

2.3.2 Diluentes e crioprotetores utilizados na criopreservagdo de sémen equino

O prolongamento da vida dos espermatozoides € conferido pelos diluentes,

estabilizando os sistemas enzimaticos e mantendo a integridade de membrana. Na composigédo
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dos meios utilizados para diluicdo do sémen para criopreservacdo sdo incluidas substancias
com propriedades de protecdo e nutricdo (HOLT, 2000; OLDENHOF et al., 2017).

Em geral, de acordo com Pickett e Amann (1987), o diluente deve possuir
caracteristicas como pressdo osmatica compativel, adequado equilibrio de minerais em sua
composicdo e combinacdo apropriada de nutrientes, substancias com capacidade de
neutralizar produtos toxicos produzidos pelo espermatozoide, constituintes que confiram
protecdo as células espermaticas das variacOes de temperatura (choque térmico), possibilitar
estabilizacdo do sistema enzimatico, e promover manutencdo da integridade da membrana.

Possivelmente as variacbes na composicdo lipidica da membrana plasmatica
encontradas entre diferentes espécies, entre diferentes machos de uma espécies e até entre
diferentes ejaculados de um mesmo macho (GADELLA et al., 2001) expliqguem os diferentes
resultados de um mesmo diluente. Foi descrito que a ndo existéncia de um diluente ideal para
toda espécie equina é devida & variabilidade nos resultados (PICKETT e AMANN, 1987).

Dos muitos meios diluentes desenvolvidos para processamento de sémen equino, a
maioria inclui leite ou gema de ovo, além de crioprotetores e outros aditivos. Embora leite e a
gema de ovo possuam efeitos benéficos, problemas podem advir por tais substancias
bioldgicas serem compostas por uma variedade de moléculas diferentes que podem diferir de
acordo com partida e fabricacdo (AURICH, 2005). Segundo Holt (2000), ha uma necessidade
de encontrar substitutos dadas as necessidades atuais de controle de doengas e, portanto, evitar
substancias biologicamente derivadas nos meios diluentes.

Com intuito de reduzir os danos causados as células durante o processo de
criopreservacdo, diversas substancias foram estudadas e se mostraram como bons
crioprotetores. O uso de agentes crioprotetores no processo de criopreservagdo se faz
necessario com intuito de permitir a sobrevivéncia dos espermatozoides (SQUIRES et al.,
2004) por propiciar uma melhor protecdo aos mesmos (AMANN e PICKETT, 1987,
OSORIO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013).

Para que um crioprotetor seja eficiente, sdo requeridas propriedades como um baixo
peso molecular, 6tima solubilidade em agua e minima toxicidade (MEDEIRQOS et al., 2002;
ALVARENGA et al., 2005). A toxicidade dos agentes crioprotetores limita sua concentragéo
e eficacia (AMANN e PICKETT, 1987), um dos fatores importantes que afetam o sucesso da
criopreservacao.

As substancias crioprotetoras podem ser classificadas como penetrantes ou

intracelulares e ndo penetrantes ou extracelulares. Segundo Hammerstedt et al. (1990), ambos
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podem causar uma desidratacdo celular devido indugdo osmotica de saida, mas diferem na
capacidade de entrar na célula e residir no citoplasma e nas membranas.

Na maioria das espécies, incluindo a espécie equina, o glicerol € o crioprotetor
penetrante utilizado como eletivo em espermatozoides (AMANN e PICKETT, 1987,
ALVARENGA et al.,, 2005; OLDENHOF et al., 2017). O efeito de tal crioprotetor na
membrana plasmatica ocorre por meio de uma ligacéo direta aos fosfolipidios, reduzindo sua
fluidez e interferindo na permeabilidade celular (PARKS e GRAHAM, 1992).

No entanto, a baixa fertilidade do sémen congelado de alguns garanhdes é relacionada
a presenca do glicerol nos meios de congelamento (SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA e
CARMO, 2016; ALVARENGA et al.,, 2016). A sensibilidade aos efeitos prejudiciais,
segundo Alvarenga et al. (2005), é relatada de acordo com a espécie. Além das diferencas na
capacidade de resistir a exposicao ao glicerol entre espécies, parece haver uma interacao das
mesmas com as taxas de congelamento usadas e o grau de crioprotecdo conferida (HOLT,
2000; SQUIRES et al., 2004). Adicionalmente, Alvarenga e Carmo (2016), mencionam que 0
glicerol pode reduzir as taxas de fertilidade do sémen congelado mesmo quando a motilidade
e a viabilidade de espermatozoides sdo preservadas.

Neste contexto, crioprotetores menos toxicos que o glicerol estdo sendo estudados
como alternativas durante o congelamento de sémen. Em estudos realizados com sémen
equino foram relatadas evidencias sobre a protecdo das amidas no processo de
criopreservacao, capacidade ainda mais notavel quando o sémen processado provém de
garanh@es que congelam mal quando utilizado glicerol (MEDEIROS et al., 2002; SQUIRES
et al., 2004). As amidas podem induzir um menor dano osmético ao penetrar na membrana
plasméatica mais rapidamente, devido ao menor peso molecular quando comparadas ao
glicerol (SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA et al., 2005).

A crioprotecdo da célula espermatica através do uso de amidas, como a
dimetilformamida (MEDEIROS et al., 2002; SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA et al.,
2005; OLDENHORF et al., 2017), inclusive em garanhdes da raca crioula (OLIVEIRA et al.,
2013), a metilformamida (MEDEIROS et al., 2002; SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA et
al., 2005) e a dimetilacetamida (MEDEIROS et al., 2002; ALVARENGA et al., 2005), foi
demonstrada com eficacia em relacdo ao glicerol. Além da obtencdo de boas taxas de
criopreservacao, maior fertilidade foi observada utilizando um crioprotetor do grupo amida,
comparado ao glicerol com dimetilformamida, em alguns estudos na espécie equina
(MEDEIROS, 2003; MOFFET et al., 2003).
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Alvarenga et al. (2005) demonstraram que o uso de diluidores com dimetilformamida
e metilformamida em garanhGes com sémen de congelabilidade satisfatoria pode ndo resultar
em aumento na motilidade dos espermatozoides pos-descongelamento, mas aumenta a
fertilidade deste sémen. Em contrapartida, em garanhdes cujo sémen tem baixa resisténcia a
criopreservacado, o uso de tais diluentes proporciona uma melhora significativa na motilidade
e fertilidade dos espermatozoides quando comparado a diluentes com glicerol.

Os crioprotetores ndo penetrantes também podem ser utilizados com intuito de
minimizar o estresse osmatico no decorrer do resfriamento. Representados por moléculas de
alto peso molecular, como alguns acucares, lipidios e lipoproteinas da gema de ovo, e
proteinas do leite, eles protegem a célula através de mecanismos osmoticos, sem necessidade
de penetracdo (AMANN e PICKETT, 1987). Segundo os autores, tais crioprotetores atuam
aumentando a osmolaridade do meio extracelular, ou seja, tornam o ambiente hipertdnico
promovendo a desidratacdo pela saida de &gua do interior da célula espermatica de modo a
reduzir a formacao de cristais de gelo intracelular no processo.

Acucares sdo adicionados, frequentemente, aos meios usados para 0 congelamento de
odcitos, embrides ou espermatozoides em diversas espécies (SQUIRES ET AL., 2004), mas
na espécie equina pesquisas e resultados sdo limitados. De Oliveira et al. (2017) relataram a
adicéo de glicose e ureia possibilitando reducéo do teor de glicerol para uma concentracdo de
1,25%, com sucesso no congelamento de sémen equino. Recentemente, 0 uso de sacarose em
combinacdo com albumina sérica bovina foi avaliada na criopreservacdo de sémen de
garanhd@es, alternativa aos agentes crioprotetores permeaveis de membrana amplamente
utilizados, como o glicerol (CONSUEGRA et al., 2018).

Na literatura, a escolha do crioprotetor parece ter sido uma questdo de tentativa e erro
devido ndo existir uma explicacdo completa e satisfatoria para a acdo dos crioprotetores
(HOLT, 2000). Segundo Gibb e Aitken (2016), a variabilidade inerente de produtos
biologicamente derivados, sejam de origem animal ou vegetal, significa que resultados
consistentes ndo podem ser garantidos e, por isso, é importante a identificagdo de alternativas
crioprotetoras quimicamente definidas e ndo penetrantes. Além disso, uma melhor protegdo ao
espermatozoide é observada quanto utilizada uma combinacdo de crioprotetores em

comparagdo com o uso de agentes unicos (ALVARENGA et al., 2016).
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2.3.3 Antioxidantes na criopreservacao de sémen equino

Assim como em uma variedade de tipos celulares (BALL, 2008), o equilibrio entre
EROs e a desintoxicagdo dos mesmos € mencionada como um importante fator de
sobrevivéncia e funcionalidade dos espermatozoides (BAUMBER et al., 2000; SIKKA,
2004), exercendo influéncia direta sobre a fertilidade (BILODEAU et al., 2000; BALL et al.,
2001).

Os antioxidantes, em geral, sdo substancias com objetivo de suprimir ou retardar a
velocidade da oxidacdo através da inibicdo da producdo de EROs e/ou de seus efeitos
(SIKKA, 2004).

Neste contexto, é importante um entendimento de como os antioxidantes podem
auxiliar nos mecanismos relacionados ao estresse oxidativo das células espermaticas,
compreendendo seus mecanismos de ac¢do (SIKKA, 2004). Um sistema de defesa antioxidante
¢ apresentado pelos espermatozoides ou no plasma seminal, o qual inclui agentes
antioxidantes enzimaticos (catalase, superéxido dismutase e glutationa peroxidase) e nao
enziméticos (como a-tocoferol, &cido ascérbico e glutationa) (BILODEAU et al., 2000;
BALL, 2008).

Na criopreservacdo dos espermatozoides propriamente dita, 0 estresse oxidativo
promovido por tais EROs exerce mudancas fisicas e quimicas na célula, ha perda da dindmica
existente entre as substdncias pr6 e antioxidativas, prejudicando o sistema de defesa
antioxidante (BAUMBER et al., 2000; YIMER et al., 2016). Além de alteracdes na membrana
plasmatica, o estresse oxidativo também afeta proteinas e o DNA espermatico (SIKKA,
2004).

Em equinos, a geragdo de EROs in vitro foi demonstrada em trabalho realizado por
Ball et al. (2001). As células espermaticas danificadas, ndo viaveis ou morfologicamente
anormais geram quantidades significativamente maiores de EROs que 0s espermatozoides
vivos ou morfologicamente normais, e que estas células irdo acelerar o desaparecimento da
populacéo restante, contribuindo para a reducdo da fertilidade ou problemas relacionados a
preservacdo do sémen. Aitken et al. (2015) descreveram um mecanismo potencial para este
fendmeno através da descoberta de uma enzima geradora de EROs em espermatozoides
associado a criopreservacdo de espermatozoides equinos.

Além disso, é relatado um compartilhamento de caracteristicas entre espermatozoides
criopreservados e capacitados (BAILEY et al., 2000; CEROLINI et al., 2001). A capacitagédo
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espermatica torna tais células com capacidade de fertilizagdo e com suscetibilidade a
degeneragdo da membrana e espontanea reagOes acrossomais caso ndo fertilizem. Desta
forma, os efeitos deletérios em virtude do estresse oxidativo acarretam uma reducdo na
longevidade de esperma criopreservado afetando diretamente a capacidade fertilizante do
mesmo (BAILEY et al., 2000; BALL, 2008).

No processo de criopreservacdo o sémen é exposto ao oxigénio, luz e varios outros
fatores que podem levar a producdo excessiva das EROs (SILVA et al., 2013). Além disso,
suscetibilidade dos espermatozoides ao estresse oxidativo € relatada como decorrente das altas
concentragOes de acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) na membrana plasmaética (BAILEY
et al., 2000; BAUMBER et al., 2002; SIKKA, 2004; AURICH, 2005; MICHAEL et al.,
2009); pela remoc¢do do plasma seminal e consequente retirada da protecdo antioxidante
celular em seu processamento (BAUMBER et al., 2000; BALL, 2008); e pela reducédo de
niveis de antioxidantes nos espermatozoides pelo proprio processo de criopreservacdo
(BILODEAU et al., 2000).

Com intuito de reduzir os danos oxidativos causados pelo desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes, substancias com capacidade antioxidante tém sido adicionadas aos
diluentes de preparacdo, manutencéo e criopreservacdo em diferentes espécies e processos de
criopreservacao. Diluentes de sémen tradicionais ndo possuem componentes especificos que
agem no estresse oxidativo ou protegem os espermatozoides de danos oxidativos (YIMER et
al., 2016). De acordo com os autores, esta suplementacdo com antioxidantes é benéfica ao
espermatozoide, possibilitando-o suportar mudancas fisicas e bioquimicas e desafios
enfrentados durante a criopreservagdo.Neste contexto, estudos tem sido realizados com
machos de variadas espécies (AURICH et al., 1997; MALDJIAN et al., 2005; MICHAEL et
al., 2009), incluindo a espécie equina (AGUERO et al., 1995; BALL et al., 2001; MORILLO-
RODRIGUEZ et al., 2012; GIBB et al., 2013; MARTINS et al., 2018).

Na espécie equina, a suplementacdo de antioxidantes ao meio diluente de sémen
apresentou efeitos benéficos. Resultado positivo com a adigdo de a-tocoferol ao sémen equino
criopreservado foi demonstrado por Aguero et al. (1995) e Franco et al. (2013). Efeitos
protetores sobre a integridade da membrana espermatica no sémen do garanhdo foram
demonstrados com o uso de outro antioxidante, o acido ascorbico (AURICH et al., 1997).

Estudos realizados por Ball (2008), relataram a inexisténcia de beneficios com a
adicdo de antioxidantes ao sémen equino criopreservado sobre alguns parametros avaliados no

pOs-descongelamento. Entretanto, melhor qualidade seminal e maiores taxas de fertilidade
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foram encontradas pelo referido autor quando houve suplementagdo oral de algumas
substancias antioxidantes, demonstrando acdo das mesmas.

Posteriormente, outras substancias antioxidantes foram relatadas na criopreservacédo de
sémen equino. O butil-hidroxitolueno, segundo Morillo-Rodriguez et al. (2012), néo
demonstrou efeitos positivos. Em contraste, a quercetina adicionada ao meio diluente para
sexagem e criopreservagdo de espermatozoides, melhorou a motilidade e melhorou
acentuadamente a capacidade de ligacdo da zona pelucida dos mesmos (GIBB et al., 2013).
Neste mesmo estudo, efeitos ndo diferiram quando utilizada catalase, cisteina ou nenhum
tratamento antioxidante. A lactoferrina, possivelmente devido sua acdo antioxidante,
melhorou a funcionalidade de membrana dos espermatozoides (MARTINS et al., 2018).

A suplementacdo de PUFAs ao diluente de congelamento também é sugerida devido
ao fato de possivelmente aumentarem a resisténcia das membranas ao evitar a formacao de
cristais de gelo (MERYMAN, 1966) e haver perda de PUFAs em funcdo da peroxidagdo
lipidica (CEROLINI et al., 2001), alem de melhorarem a viabilidade e motilidade espermética
(ROOKE et al., 2001). Resultados benéficos foram descritos com a adi¢do de 6leo de peixe
em suinos (KAEOKET et al., 2010; CHANAPIWAT et al., 2012) e ovinos (SAMADIAN et
al., 2010; ABDI-MENEMAR et al., 2015), e em bovinos a suplementacdo com fonte de
PUFA n-3 e a-tocoferol (NASIRI et al., 2012; TOWHIDI e PARKS, 2012) ou somente com
DHA (KAKA et al., 2015a,b).

Em garanhdes, alguns estudos conduzidos (TIRAPELLE, 2013; SAMPAIO et al.;
2015; SILVA-JUNIOR et al., 2016) para investigar os possiveis efeitos protetores de PUFAs
no diluente utilizado para criopreservagdo de espermatozoides apresentaram resultados
inconsistentes. Contudo, a adicdo de dleo de peixe provocou a melhora da motilidade total e
motilidade progressiva (ANDRADE, 2013) e melhor eficiéncia da funcionalidade da
membrana espermatica (AGOSTINHO et al., 2017) ap6s descongelamento.

Recentemente, Silva et al. (2017), em estudo pioneiro avaliaram o efeito da adicdo de
DHA ex6geno em espermatozoides da espécie equina. Resultados positivos foram
demonstrados no sémen resfriado, mas DHA ndo apresentou beneficios quando adicionado
antes do congelamento ou apds o descongelamento e, segundo os autores, investigaces
futuras sdo necessarias.

Dentre as varias pesquisas realizadas com o objetivo de melhorar os resultados obtidos
através do uso de sémen congelado/descongelado, € evidenciada a importancia do uso de
antioxidantes para reduzir as crioinjurias (SILVA e GUERRA, 2011; GIBB et al., 2013;
SILVA et al., 2013; YIMER et al.,, 2016; SILVA et al., 2017; MARTINS et al., 2018)
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decorrentes do estresse oxidativo (MICHAEL et al., 2009). Os resultados sdo contraditorios
em virtude da concentracéo e do tipo de antioxidante utilizado, bem como seus mecanismos
de acdo. Desta forma, se faz necessario o aprofundamento sobre as interacfes das substancias

com as células espermaticas e suas possiveis consequéncias (SILVA et al., 2017).

2.4  Métodos de avaliacdo do sémen

Para determinacdo do desempenho reprodutivo do garanhdo € de extrema importancia
a avaliacdo do sémen, auxiliando a predizer a fertilidade potencial de um determinado
reprodutor e avaliar com maior acuracia se 0 sémen é capaz de ser submetido a procedimentos
como resfriamento e congelamento (VARNER, 2008).

Para obtencdo de informac6es confidveis e precisas é fundamental o uso combinado de
diferentes testes de avaliacdo das injurias espermaticas (SANTOS et al., 2015). Nenhum teste
isolado pode estimar o potencial de fertilidade do sémen (ARRUDA et al., 2011) devido ao
fato de que a capacidade de fertilizacdo do espermatozoide e posterior desenvolvimento
embrionario decorre da integridade e funcionalidade das diferentes estruturas celulares
(GRAHAM et al., 1990).

A avaliacdo de motilidade, concentracdo e morfologia espermatica sdo os parametros
classicos na avaliacdo de amostras de sémen (ARRUDA et al., 2007). Entretanto, uma
avaliacdo da estrutura interna da célula espermatica tem importancia. Os autores mencionados
descrevem a avaliacdo seminal envolvendo uma grande diversidade de biotécnicas, como
analise de imagem por computador; uso de sondas fluorescentes para a avaliacdo das
estruturas espermaticas, testes hiposmaticos, avaliacdo de proteinas do plasma seminal, entre
outras (ARRUDA et al., 2011).

2.4.1 Motilidade espermatica

Devido ao fato de ser facilmente acessivel e rapido de executar, a motilidade é o
pardmetro mais comumente utilizado na avaliacdo seminal (KATILA, 2001). Usualmente,
estimativa da motilidade espermatica é obtida através de analise entre 1dmina e laminula, sob

uso de microscopia 6ptica (ARRUDA et al., 2007). Entretanto, é relatada uma impreciséo de



29

tal andlise pela subjetiva que envolve (AMMAN E PICKETT, 1987) e variabilidade entre
técnicos e padrbes para a avaliacdo (ARRUDA et al., 2007; VARNER, 2008).

Sistemas que utilizam analise computadorizada de imagem tém sido desenvolvidos e
empregados com intuito de obter uma técnica com maior repetibilidade, tanto para motilidade
quanto para morfometria. Arruda (2000) caracteriza tal método de avaliagdo dos
espermatozoides como preciso e acurado, com alto grau de objetividade.

Para a avaliacdo da motilidade propriamente dita, o software reconhece as células e
desenha para cada espermatozoide uma sequéncia completa do movimento para reconstituir
sua trajetdria, classificando-o conforme os padrdes definidos como: movel ndo progressivo
(motilidade local, MC), linear lento (motilidade lenta, ML), linear rapido (motilidade rapida,
MR) e imovel. Outras caracteristicas de movimento espermatico sdo calculadas, fornecendo
parametros de motilidade como: porcentagem de moveis (motilidade total, MT), porcentagem
de mdveis progressivos (motilidade progressiva, MP), velocidade curvilinea (VCL),
velocidade média da trajetoria (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), amplitude do
deslocamento lateral da cabeca (ALH), frequéncia de batimentos (BCF), retilinearidade (STR)
e linearidade (LIN). Em conjunto, tais valores sdo utilizados para diferenciar os padrdes do
movimento espermatico (MORTIMER, 2000).

2.4.2 Integridade funcional da membrana — Teste hiposmotico

A membrana plasmatica atua como uma barreira e sua integridade exerce papel
fundamental na sobrevivéncia do espermatozoide e na manutencdo de sua capacidade
fertilizante (PARKS e GRAHAM, 1992; AURICH, 2005).

A avaliacdo da integridade funcional da membrana é realizada através do teste
hiposmético (HOST), um teste complementar simples, pratico e confiavel (ARRUDA et al.,
2011). O teste é caracterizado como importante na avaliagdo seminal in vitro apos
criopreservacdo (MELO et al., 2005) devido ao fato dos possiveis efeitos deletérios que tal
processo pode ocasionar sobre a membrana (AMMAN e PICKETT, 1987, PARKS e
LYNCH, 1992, HOLT, 2000; WATSON, 2000; AMANN e GRAHAM, 2011).

A habilidade de permitir o transporte seletivo de moléculas é uma das propriedades da
membrana celular, quando os espermatozoides sd@o expostos a uma solucdo hiposmdtica, a

agua entra na celula na tentativa da célula em alcancar o equilibrio osmotico e,
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consequentemente, o volume espermético aumentard provocando uma turgidez na membrana
plasmética (MALMGREN, 1997). A cauda € particularmente susceptivel a esta condi¢cdo
hiposmética (VAZQUEZ et al., 1997), e a capacidade de flexdo do flagelo indica que o
transporte de agua através da membrana ocorre normalmente e que esta se encontra integra e
com funcionalidade (FUSE et al., 1993).

2.4.3 Integridade fisica das membranas — Sondas fluorescentes

A funcionalidade de organelas dos espermatozoides ou seus compartimentos tem sido
analisada por procedimentos especificos de coloragdo, conhecidos como sondas fluorescentes
(ARRUDA et al., 2007). De acordo com Aurich (2005), muitas tentativas para avaliacdo de
membranas baseiam-se na ideia de que a membrana plasmatica intacta iria evitar que certos
corantes entrem no citoplasma da célula espermatica.

As técnicas que utilizam tais métodos vém ganhando importancia pela caracteristica
de possibilitar marcar estruturas especificas das células e detectar a integridade estrutural ou
funcionalidade de forma clara e criteriosa (CELEGHINI, 2005; ARRUDA et al., 2011).

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica do espermatozoide varias
sondas fluorescentes tém sido utilizadas. O uso associado ou separado de Diacetato de
Carboxifluoresceina (CFDA) e o lodeto de Propidio (Pl) é descrito na avaliacdo de tal
estrutura em varias espécies, incluindo a equina (GARNER et al., 1986). O CFDA é um
fluoréforo penetrante na membrana, que consegue transpor a membrana intacta, e o Pl é um
fluorocromo que se liga ao DNA celular e penetra somente através de células com a
membrana plasmética lesada (ARRUDA, 2000; CELEGHINI, 2005). Como resultado deste
método, 0s espermatozoides com membrana integra apresentam fluorescéncia verde (CFDA),
e 0s espermatozoides com lesdo na membrana apresentam o nucleo vermelho fluorescente
(PI).

Técnicas para marcacdo do acrossoma tém sido utilizadas para permitir a deteccdo de
defeitos. Para a avaliagdo da integridade do acrossoma, h& duas classes de sondas
fluorescentes: as que detectam elementos intracelulares associados ao acrossoma, como as
lecitinas e os anticorpos contra antigenos internos ao acrossoma; e as que podem ser utilizadas
em celulas ndo permeabilizadas, que incluem a clortetraciclina (CTC) e os anticorpos contra

antigenos acrossomais externos (CROSS et al., 1986). Segundo os autores, as lecitinas séo
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empregadas com maior sucesso pela acessibilidade aos agentes e capacidade de ligacdo a
glicoconjugados da matriz acrossomal ou @ membrana acrossomal externa.

Dentre as lecitinas utilizadas para a determinacéo de integridade de acrossoma estéo as
aglutininas, e para a visualizacdo do acrossoma em microscopia de epifluorescéncia, estas sdo
conjugadas a fluoresceinas, como o Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) (CELEGHINI et al.,
2007). Aglutinina Ricinus communis (RCA) foi a primeira lecitina conjugada ao FITC para a
analise do status acrossomal, mas em razdo de sua toxicidade e os cuidados requeridos em seu
manuseio, essa lecitina foi substituida convenientemente pelas aglutinina de Peanut
agglutinin (PNA) e aglutinina de Pisum sativum (PSA) (SILVA e GADELLA, 2006).
Entretanto, ha preferencia pelo o uso do conjugado FITC-PNA (THOMAS et al., 1997) pelo
fato de alguns componentes da gema de ovo apresentam certa afinidade com a aglutinina
PSA, dificultando a analise espermatica (NAGY et al., 20013).

A andlise do potencial de membrana de mitocéndrias também pode ser realizada
através de sondas fluorescentes. Os componentes com sensitividade a tal avaliagdo mais
comumente utilizados sdo as rodaminas e carbocianinas (GRAVANCE et al., 2000). De
acordo com autores, a Rodamina 123 (R123) é um fluorocromo capaz de corar mitocondrias
que identifica apenas uma populagéo de células com fungcdo mitocondrial, ndo sendo capaz de
diferenciar mitocondrias com potencial de membrana alto ou baixo.

O iodeto de 5,5,6,6’-tetracloro-1,1°, 3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1),
tem sido utilizado como uma medida sensivel para detectar mudancas no potencial de
membrana mitocondrial de espermatozoides em varias espécies (CELEGHINI et al., 2007).
Diferentes potenciais de membrana identificados por JC-1 sdo identificados por alteracdo da
coloragéo do verde para o laranja, com o aumento do potencial de membrana. O JC-1 possui
baixa toxicidade, boa solubilidade e caracteristicas fluorescentes apropriadas para deteccéo
por sistema de filtros, comumente usada em microscopia de epifluorescéncia (SMILEY et al.,
1991).

Possibilidade de avaliagdo concomitante de véarios segmentos da mesma celula
espermatica é permitido pelo uso de associa¢fes de sondas fluorescentes, sendo possivel obter
resultados promissores com as mesmas (ARRUDA et al., 2007). Para avaliacdo simultanea
da integridade das membranas plasmatica, acrossomal e o potencial mitocondrial de uma
mesma celula espermatica, a associacdo PI, FITC-PSA e JC-1 foi considerada a melhor
(CELEGHINI et al., 2007).
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RESUMO

Em equinos € descrita uma variabilidade na qualidade do sémen congelado, relacionada
principalmente a variacdes consideraveis na composicdo da membrana plasmatica do
espermatozoide. Neste contexto, estudos investigam alternativas para aumentar a fertilidade
ao se usar sémen congelado, e a adicdo de acidos graxos polinsaturados ao diluente de
congelamento é sugerida. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da adi¢do de diferentes
niveis de acidos graxos poli-insaturados: &cido eicosanoico e acido docosahexaendico, em
meio diluente especifico para a espécie sobre as caracteristicas do espermatozoide pos-
descongelamento. Foi utilizado sémen de quatro garanhdes (quatro ejaculados por garanh&o)

da raca Crioula. O sémen foi diluido em diluente de congelamento comercial a base de gema
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de ovo, glicerol e dimetilformamida (Botu-Crio©) ajustando a concentragao para 200 x 10°
espermatozoides vidveis/mL (grupo controle) e, na sequéncia, 0s demais tratamentos: adicao
de &cido docosahexaendico nas doses 25um e 50um /mL e &cido eicosanoico nas doses 25um
e 50um /mL.. Apos o descongelamento foram realizadas analises de cinética espermatica no
sistema de Anélise Computadorizada para Avaliacdo Espermatica, das seguintes variaveis:
motilidade total, motilidade progressiva, motilidade rapida, motilidade lenta, motilidade local,
velocidade de trajeto, velocidade progressiva, velocidade curvilinear, amplitude do
deslocamento lateral da cabeca, frequéncia de batimentos, retilinearidade e linearidade; e
avaliacdo da integridade fisica através do uso de sondas fluorescentes, e funcionalidade de
membrana pelo teste hiposmético. Nao ouve diferenca variaveis avaliadas. Este é o primeiro
estudo que descreve a adicdo de &cido eicosandico ao sémen equino. Conclui-se a adicdo de
acido docosahexaendico e eicosanodico nas concentracdes testadas ndo alterou as variaveis
avaliadas no sémen de garanhdes da raga Crioula.

Palavras-chave: &cidos graxos poli-insaturados, criopreservacdo, sémen, espermatozoides,

fertilidade, garanhdo.

1. Introducéo

O desenvolvimento e a utilizacdo de biotecnologias na reprodugédo tém permitido um
incremento nacional e mundial na criacdo de equinos. Neste contexto, a criopreservacédo de
espermatozoides esta incluida e, embora apresente amplos beneficios [1, 2, 3], tem seu uso
limitado devido as razdes técnicas e restricdes impostas por associacdes de registro.

Na espécie equina, é descrita variabilidade na qualidade do sémen congelado [1, 4, 5]
relacionada a variagbes consideraveis na composicdo da membrana plasmatica do
espermatozoide [6, 7] que, além de encontradas entre diferentes espécies, sdo relatadas entre
diferentes machos de uma espécie e até entre diferentes ejaculados de um mesmo macho [8].

Um dos fatores relacionados a queda da viabilidade espermatica ap6s criopreservacao
nos equinos é a alta predisposicdo destas células a sofrerem danos oxidativos em virtude da
elevacdo dos niveis de EROs [3, 9, 10, 11] que, além de alteragdes na membrana plasmatica,
também afeta proteinas e 0 DNA espermatico [12].

A suscetibilidade ao estresse oxidativo € descrita como decorrente de concentragdes
excessivas de acidos graxos poliinsaturados (PUFAS) na membrana plasmatica [7, 12, 13, 14,
15], especialmente da familia dmega-3 (n-3) [16]. Entretanto, os PUFAs sdo considerados
potentes antioxidantes [3] e sdo diretamente relacionados a muitos processos reprodutivos,

tanto em machos como em fémeas [17], suas concentracbes no espermatozoide estdo
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relacionadas a qualidade do sémen e fungdo espermatica [16, 18], eles conferem a fluidez da
membrana plasmatica [17, 19] necessaria para atingir fertilizac&o.

Além disso, no decorrer do processo de criopreservacao, ocorre perda de PUFAs das
membranas em virtude da peroxidacéo lipidica [20].

Neste contexto, a adicdo de PUFAs ao diluente de congelamento em animais é
sugerida devido possivelmente aumentarem a resisténcia das membranas ao evitar a formacéo
de cristais de gelo [21], repor as PUFAs da membrana perdidas pela peroxidacao lipidica [3,
20] e melhorar a viabilidade e motilidade espermatica [18, 22].

A suplementacdo do meio diluente com PUFASs apresenta resultados controversos em
diversas espécies. Em suinos [23], bovinos [24, 25, 26, 27] e caprinos [28], inicialmente ndo
foram demonstrados efeitos positivos na qualidade dos espermatozoides poés
descongelamento, porém, outros estudos demonstraram melhora nos parametros espermaticos
em suinos [29, 30], ovinos [16, 31] e bovinos [32, 33, 34, 35, 36].

Na espécie equina, os resultados tambem s&o controversos. Alguns estudos conduzidos
para investigar os possiveis efeitos protetores de PUFAs no diluente utilizado para
criopreservacao de espermatozoides apresentaram resultados que ndo justificavam seu uso
[22, 37, 38]. Entretanto, a adi¢do de Oleo de peixe no diluente de congelamento resultou em
melhor motilidade total e motilidade progressiva [39] e melhor eficiéncia da funcionalidade
da membrana espermaética [40] apds descongelamento. A adicdo do acido docosahexaendico
(DHA) ao diluente de sémen equino melhorou a qualidade seminal durante o resfriamento,
porém sem resultados positivos no congelamento [41].

Considerando as justificativas expostas, 0s resultados controversos disponiveis na
lituratura e o fato do acido eicosandico (EPA) nunca ter sido avaliado como aditivo no
congelamento de sémen equino, este estudo foi conduzido para avaliar o efeito da adicdo de
diferentes niveis de DHA e EPA em meio diluente especifico para a espécie nas

caracteristicas do espermatozoide p6s-descongelamento.

2. Material e métodos

Todos os procedimentos experimentais estdo de acordo com as diretrizes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pelo Comité de
ética e experimentacdo animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas sob numero
2740/2018.



35

2.1  Garanhdes e coleta de sémen

O sémen foi coletado de quatro garanhdes da raca Crioula, clinicamente saudaveis e
com historico de fertilidade conhecido com idade entre seis a 16 anos e peso entre 450 a 500
Kg, alimentados diariamente com concentrado e feno de alfafa, com acesso a agua e sal
mineral. Os animais estavam alojados em propriedade rural no municipio de Pinheiro
Machado estado do Rio Grande do Sul, Brasil( latitude 31° 61' 01" S, longitude 53° 45' 67"
W) e permaneceram soltos em piquetes de campo nativo (espécies como Paspalum notatum,
P. dilatatum e Trifolium polymorphum segundo Boldrini [42]) durante o dia e estabulados a
noite.

As coletas de sémen (quatro ejaculados por garanh&o, n=16) foram realizadas com uso
de vagina artificial modelo Botucatu lubrificada e pré-aquecida (42 e 45°C), utilizando como
manequim uma égua em estro devidamente contida. O ejaculado foi coletado em saco plastico

estéril em copo coletor, protegido da luz e de variagdes de temperatura.

2.2  Diluicao seminal e analises iniciais

Imediatamente apds a coleta foi realizada uma analise macroscopica do ejaculado,
sendo avaliados o aspecto, coloracdo e odor, e o volume total. Apés foi realizado o descarte
da fracdo gelatinosa da amostra com auxilio de filtro especifico e/ou pipeta Pasteur, sendo
entdo definido o volume livre de gel do ejaculado e realizada a diluicdo inicial na proporgédo
1:1 em diluente comercial a base de leite desnatado (Botu-Sémen® Biotech Botucatu) pré-
aquecido a 37°C.

Na sequéncia um técnico treinado analisou a motilidade (0-100%) e vigor (0-5) em
microscopio Optico (aumento 200x) com a amostra em Iamina e laminula pré-aquecidas a
37°C. A concentracdo espermatica foi avaliada em camara de Neubauer e microscépio optico
sob aumento 200x, utilizando o fator de diluicdo uma parte de sémen para 19 partes de agua
destilada (50 pul de sémen diluido em 950 ul de 4gua destilada). A morfologia espermatica foi
avaliada em esfregaco corado com kit pandptico® (Laborclin), sendo contadas 200 células

espermaticas por lamina em aumento de 1000x.

2.3  Criopreservacao e tratamentos

Foram criopreservadas amostras com motilidade total > 60% e vigor > 3, além de
concentracdo espermatica média de 100-200 x 10°/mL e espermatozoides normais > 70%
(CBRA, 2013). A técnica de criopreservagdo utilizada foi a descrita descrita por Papa et al.

[43], resumidamente um total de 200 x 10° espermatozoides viaveis foi distribuido em tubos
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falcon (50 mL) e centrifugados a 600 x g por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi removido e pellet formado foi ressuspendido em um diluente de
congelamento comercial a base de gema de ovo, glicerol e dimetilformamida (Botu-Crio®
Biotech Botucatu) previamente aquecido a 37°C, de modo a ajustar a concentracao para 200 X
10° espermatozoides viaveis/mL.

Os tratamentos foram obtidos através da adi¢cdo de uma solugdo estoque de 30 mM de
DHA (Sigma D-2534) e EPA (Sigma E-2011) em etanol, ao sémen diluido em Botu-Crio,
visando obter as seguintes concentracGes finais: CON: controle (sem adicdo de PUFA);
DHA25: 25uM DHA/mL; EPA25: 25uM EPA/mL; DHA50: 50uM DHA/mL; e EPAS5O:
50uM EPA/mL.

As amostras foram entdo envasadas em palhetas de 0,5 ml e refrigeradas a 5°C por 20
minutos em refrigerador comercial, expostas ao vapor de nitrogénio (trés a seis cm acima do

nivel do nitrogénio) durante 20 minutos, sendo finalmente imersas no nitrogénio liquido.

2.4 Descongelamento, avaliacdo cinética espermética e da membrana plasmética

O descongelamento das amostras foi realizado utilizando banho-maria a 37°C por 30
segundos.

As variaveis de cinética espermatica foram avaliados no sistema CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis computorizado, Tiefenbach, Alemanha, AndroVision®), em camaras
apropriadas (Leja Products B.V., Holanda) e pré-aquecidas a 37°C. As analises incluiram as
variaveis Motilidade Total (%) (MT); Motilidade Progressiva (MP, %); Motilidade Répida
(MR, %), Motilidade Lenta (ML, %), Motilidade Local (MC, %) Velocidade de Trajeto
(VAP, um/s); Velocidade Progressiva (VSL, um/s); Velocidade Curvilinear (VCL, um/s);
Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeca (ALH, um); Frequéncia de Batimentos (BCF,
Hz); Retilinearidade (STR, VSL/VAP, %); e Linearidade (LIN, VSL/VCL, %), conforme 0s
parametros do equipamento.

Para a analise da integridade fisica da membrana plasmatica (IMP) foi utilizada a
combinagdo de sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina, permeavel as células
com membrana integra, e iodeto de propidio, permeavel as células com membrana lesada, de
acordo com a técnica descrita por Garner et al. [44]. Uma amostra de 400 ul de sémen foi
incubada com solucdo de iodeto de propidio (Pl,) e diacetato de carboxifluoresceina (CFDA),
a 37°C por oito minutos. A andlise da amostra foi realizada em microscopia de

epifluorescéncia (aumento 1000x, sob imersdo), sendo avaliados um total de 100
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espermatozoides por amostra e considerados integros aqueles que apresentaram coloragéo
verde (CFDA) e lesados os com coloracdo vermelha (P1).

A funcionalidade de membrana foi avaliada com o auxilio do teste hiposmético
(HOST), onde 200 pL de agua destilada foi adicionado a 100 uL. de sémen, incubado a 37°C
por oito minutos e analisado em microscépio de contraste de fase em aumento 400x. Foram
avaliados 100 espermatozoides por amostra, sendo considerados integros os espermatozoides
que apresentavam a cauda enrolada [45]. A morfologia espermatica foi avaliada conforme ja

descrito.

2.5  Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA através do Programa Statistix 90.
Apobs teste de normalidade por Shapiro-Wilk, somente a variavel STR apresentou distribuicéo
normal. Para obter distribuicdo normal, as varidveis VSL, VAP, ALH, BCF, foram
transformadas por arco seno e as varidveis VCL e LIN foram transformadas por log.Foi

considerado nivel de siginifcancia P<0,05.

3. Resultados
Os resultados encontrados para cada cinética espermatica, integridade de membrana e
teste hiposmotico, de acordo com o tratamento estdo demonstrados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1

Valores médios e desvios padrdo das varidveis de cinética espermatica pds-descongelamento
de sémen equino congelado em diferentes tratamentos: controle e as diferentes concentragoes
de acido docosahexaenodico (25um/mL (DHA25) e 50um/mL (DHAS0)) e acido eicosandico
(25um/mL (EPA25) e 50pum/mL (EPA50)).

CON DHA25 EPA25 DHA50 EPA50
MT (%) 36,42 +10,87 32,15+11,60 32,38+12,33 29,17+1284  31,66+17,78
MP (%) 21,69+9,21 18,87 + 9,03 18,60 £ 9,99 16,056+ 10,91 17,78 £10,27
MR (%) 1,27 +1,42 1,06 +£1,68 0,97 +1,33 0,53+0,80 0,64 £0,81
ML (%) 19,98 + 8,46 17,34 + 7,83 16,47 + 8,36 15,17 £ 9,84 16,67 + 9,31
MC (%) 0,43 +0,26 0,50 £0,37 0,53+0,54 0,34+0,38 0,50 £ 0,53
VAP (um/s)  26,21+6,74 25,63+ 8,72 24,04 +7,02 22,63 + 10,24 25,12 +9,19
VSL (um/s) 21,80 +5,87 21,50 + 8,05 19,87 £5,90 18,60 £ 9,21 21,01 +8,10
VCL (um/s) 57,71+1556  53,67+17,30 51,80+15,79 50,01 +19,94 53,11+ 19,53
ALH (um) 0,67 £0,18 0,62 +0,18 0,61+0,16 0,59 +£0,16 0,61 + 0,20
BCF (Hz) 9,56 + 3,38 8,71+3,35 8,70 £3,12 8,66 4,26 8,54 + 3,42
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STR (%) 0,68 £ 0,05 0,66 + 0,05 0,67 £0,05 0,66 + 0,06 0,66 +0,08
LIN (%) 0,32+0,04 0,31+0,04 0,32+0,03 0,32+0,05 0,32+0,05

MT: motilidade total, MP: motilidade progressiva, MR: motilidade rapida, ML: motilidade
lenta, MC: motilidade local, VAP: velocidade de trajeto, VSL: velocidade progressiva, VCL.:
velocidade curvilinear, ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeca, BCF: frequéncia

de batimentos, STR: retilinearidade, LIN: linearidade.

Tabela 2

Valores médios e desvios padrdo das varidveis integridade de membrana e teste hiposmatico
pos-descongelamento de sémen equino congelado em diferentes tratamentos: controle e as
diferentes concentracbes de &cido docosahexaendico (25um/mL (DHA25) e 50um/mL
(DHAJ50)) e &cido eicosanoico (25um/mL (EPA25) e 50um/mL (EPA5S0)).

CON DHAZ25 EPA25 DHAS0 EPAS0

IMP (%) 28,38 + 8,23 22,78 +£ 8,85 23,30 7,52 25,27 + 9,08 21,10 + 6,98
HOST (%) 25,19+11,31 27,25+9,18 26,27 +7,09 23,33 + 8,47 23,87 + 8,24

Valores com sobrescritos diferentes (a, b) na mesma linha diferem significativamente (p <
0,05). IMP: integridade fisica da membrana plasmatica, e HOST: integridade funcional da

membrana plasmatica.

N&o foram observadas diferencas entre as variaveis analisadas e os tratamentos.

4. Discussao

Os resultados obtidos neste estudo ndo mostraram toxicidade na adicdo de DHA e
EPA ao sémen de garanhdo antes do congelamento, mas também ndo foram demonstrados
efeitos em nenhuma das varidveis de qualidade espermatica avaliadas, em contraste com
resultados descritos em outras espécies. Melhor motilidade pds-descongelamento e
integridade acrossomal foram descritos na espécie suina através do uso de diluente de
criopreservacao suplementado com DHA de 6leo de peixe [29, 30]. Em bovinos, aumento da
motilidade pds-descongelamento [33, 34, 35, 36], morfologia melhorada, integridade
acrossdmica e integridade da membrana [34, 35] foram relatados ap6s a adigdo in vitro de
DHA ao sémen antes do congelamento. A adicdo de Oleo de peixe, além de melhorar as
caracteristicas seminais ap6s descongelamento na espécie ovina, resultou em maiores taxas de
fertilidade [31] e atenuou declinios de qualidade sazonais [16].

No entanto, ha diferencas quanto ao protocolo de criopreservacdo entre as espécies

suina, bovina, ovina e equina, e as membranas espermaticas da espécie em estudo podem ter
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maior sensibilidade ao congelamento e descongelamento do que a apresentada pelas demais e,
desta forma, DHA e EPA ndo foram suficientes para promover melhoras na qualidade
seminal.

Na espécie equina, corroborando com os resultados obtidos neste estudo, Silva-Junior
et al. [38] e Silva et al. [41] ndo detectaram efeito na adicdo de DHA ao diluente de
criopreservagao de sémen.

Estudos demonstraram melhor motilidade total e motilidade progressiva [39] e melhor
eficiéncia da funcionalidade da membrana espermatica [40] ap6s descongelamento quando
adicionado 6leo de peixe no diluente de congelamento de sémen de garanhBGes. Em contraste,
a adicdo de 6leo de figado de bacalhau, rico em PUFAs [22], e de DHA em combinagdo com
vitamina E [37], ndo foram eficazes em proporcionar maior crioresisténcia ao sémen equino,
embora ndo tenha sido demonstrada toxicidade dos mesmos.

A suplementacdo dietética de DHA na espécie equina resultou em maiores niveis de
DHA no sémen [46] e melhores caracteristicas seminais no sémen fresco, resfriado e
criopreservado [47, 48]. Pode ser adequado pensar que a duragdo mais longa de um
tratamento dietético pode resultar em uma absorcdo mais significativa do DHA nas
membranas dos espermatozoides.

Além disso, a incorporacdo de PUFAs & membrana plasmatica, apesar de aumentar sua
flexibilidade, pode torna-la mais susceptivel a peroxidacao lipidica, diminuindo a viabilidade
espermatica [33].

Adicionalmente, uma hipotese é de que a suplementacdo de PUFAs ao diluente de
criopreservacdo pode melhorar, de forma significativa, as caracteristicas seminais de
ejaculados com pior resisténcia ao processo de congelamento do que os que congelam bem,
uma vez que em suas membranas ha concentracdes inferiores de lipidios. No presente estudo
ndo havia garanhdes, nem ejaculados, com caracteristicas seminais pds-descongelamento
consideradas ruins (motilidade p6s descongelamento <20%), segundo Alvarenga et al. [5].
Desta forma, deveria ser investigado um grupo maior de garanhdes, com variabilidade de
qualidade seminal pos-descongelamento.

E evidente que os PUFAs séo substancias essenciais para a fertilidade masculina, pois
proporcionam fluidez adequada & membrana plasmatica do espermatozoide [17, 19, 21] e, por
IS0, € suposto que diminuiriam os danos as membranas plasmaticas durante o congelamento
[23]. Existe uma escassez de estudos publicados que adicionaram DHA e EPA na
criopreservacdo de sémen, especialmente na espécie equina. Além de concentracfes

diferentes, pode ser necessario um periodo de incubacdo para que efeitos positivos decorram
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sobre 0s espermatozoides. Também seria interessante analisar mais amostras de um mesmo

tratamento nos diferentes ejaculados, a fim de obter dados mais significativos.

5. Concluséo

De acordo com os resultados obtidos conclui-se que o presente estudo in vitro
demonstrou que a adicdo de DHA e EPA ao diluente de criopreservagdo nas concentragoes
testadas ndo demonstrou efeitos deletérios ao sémen de garanhdes da raga Crioula.

Entretanto, considerando os resultados controversos encontrados, € dificil estabelecer
se a adicdo de PUFAs, em particular de DHA e EPA, é um método util para melhorar a
congelabilidade do sémen equino ou ndo. Uma possivel causa que deve ser considerada para
um provavel comportamento diferente apos adicdo de PUFASs sdo as diferencas encontradas
na composicdo do sémen de diferentes espécies. Por tal razdo, em investigacdes futuras
podem ser fundamentais avaliacdo de diferentes periodos e temperaturas de incubacdo do
sémen equino com lipideos exdgenos, além de diferentes concentracdes e realizacdo de
quantificacdo dos lipideos para constatar se os mesmos foram ou ndo incorporados a
membrana plasmatica do espermatozoide. Além disso, estudos in vivo podem ser importantes
para avaliar a fertilidade do sémen equino criopreservado, quando adicionado DHA e EPA ao
diluente.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo in vitro demonstrou que a adicdo de DHA e EPA ao diluente de
criopreservacdo, nas concentracOes testadas, ndo demonstrou efeitos deletérios ao sémen de
garanhdes da raga Crioula.

Entretanto, os estudos publicados relatando os efeitos da adicdo destas substancias na
criopreservacdo de sémen sdo escassos e controversos, especialmente na espéecie equina.
Investigagdes futuras sdo importantes e devem ser realizadas com intuito de demonstrar se a
adicdo de PUFAs, em particular de DHA e EPA, é um método util para melhorar a
congelabilidade do sémen equino ou ndo. Desta forma, avaliacdo de diferentes periodos e
temperaturas de incubacdo do sémen equino com lipideos exdgenos, além de diferentes
concentragOes e realizacdo de quantificacdo dos lipideos para constatar se os mesmos foram
ou ndo incorporados a membrana plasméatica do espermatozoide podem auxiliar em tal
questdo. Adicionalmnte, estudos in vivo podem ser importantes para avaliar a fertilidade do

sémen equino criopreservado, quando adicionado DHA e EPA ao diluente.
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