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CAPITULO I
Revisao de Literatura

Acdes da Insulina e do Fator de Crescimento Semelhante a Insulina do Tipo I (IGF-I) no

plasma seminal e na funcionalidade da célula espermatica

Resumo

O plasma seminal € composto por diversas substancias que expressam o papel essencial desse
fluido orgéanico na manutengdo das fungdes espermdticas no animal in vivo. Dentre essas
substancias destacam-se alguns hormodnios como a Insulina e o Fator de Crescimento
semelhante a Insulina do Tipo I (IGF-I), por apresentarem acdo primordial na estrutura e
motilidade espermadtica, favorecendo a fecundagdo. Fatores endocrinos e/ou locais estdo
associados a expressividade e/ou funcdo desses hormodnios, auxiliando para uma melhor
condigdo espermatica. Como sdo cruciais as agoes desses hormonios no animal in vivo, podem
também servir de pardmetro da preservacao espermatica frente ao estresse causado na utilizacao

de processos criogénicos nas atividades da biotecnologia da reprodugdo animal.

Palavras-chave: bovinos, metabolismo espermatico, criopreservagao, agado hormonal

Abstract

The seminal plasma is composed of various substances that express the essential role of this
body fluid in the maintenance of sperm functions in animals in vivo. Among these substances
stand out some hormones such as insulin and growth factor similar to insulin type I (IGF-I) due
to primary action in the structure and motility, favoring fertilization. Endocrine factors and / or
sites are associated with the expression and / or function of these hormones, helping to better
sperm condition. How crucial are the actions of these hormones in animals in vivo, can also
serve as a parameter of sperm preservation against the stress caused in the use of cryogenic

processes in the activities of biotechnology of animal reproduction.
Keywords: cattle, sperm metabolism, cryopreservation , hormone action
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1. Introducao

Segundo relatorio de 2013 da Associacdo Brasileira de Inseminagdo Artificial (Asbia),
o mercado dessa tecnologia reprodutiva tem apresentado uma demanda crescente. Naquele ano
foram comercializadas aproximadamente 14,3 milhdes de doses, o que significou um aumento
de 5,5% em comparagdo com o ano anterior. Mas, apesar desse progresso, perdas em torno de
50% de espermatozoides viaveis ainda sdo obtidas durante o processo de criopreservagao do
sémen (Watson, 2000) por danos ultra-estruturais, fisicos, bioquimicos ou funcionais nos
diferentes componentes da célula espermatica (Celeghini, 2005). Para tanto, diversas pesquisas
tém sido desenvolvidas com o intuito de melhorar esse indice de viabilidade espermatica na
pos-congelacao.

No animal in vivo sdo identificadas diversas substancias no plasma seminal que atuam
na protecdo dos espermatozoides durante seu transito pelo epididimo apds a ejaculacio até a
fecundacao no trato reprodutivo da fémea (Moura et al., 2011) com destaque para proteinas e
hormdnios. As proteinas sdo os constituintes organicos encontrados em maior quantidade,
enquanto que os hormodnios apresentam importantes a¢des ligadas a fisiologia das células
espermaticas (Jelinkova et al., 2003). Dentre os hormonios presentes no plasma seminal, a
insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina do tipo I (IGF-I) merecem evidéncia,
por apresentarem papel fundamental na estrutura e motilidade espermatica, favorecendo a
fecundacdo (Ahima et al., 2000; Tena-Sempere e Barreiro, 2002).

O papel da insulina no controle da glicemia (manutengdo da homeostase da glicose) ¢
bem conhecido. Por esse mecanismo, ela garante o fornecimento de energia para o metabolismo
celular. Mas, além dessa, também outras atividades especificas no organismo, em especial no
sistema reprodutivo, sdo reconhecidas, como a promoc¢ao da diferenciacio celular durante a
espermatogénese (Nakayama ef al., 1999), a atuagdo na aquisi¢ao da capacidade fecundante e
na motilidade espermatica (Ando e Aquila, 2005; Aquila et al., 2005) ou a participagdo como
fator de preservacdo do estado ndo capacitado do espermatozoide (van Tilburg et al., 2008).

Ja o IGF-I regula as fungdes das gonadas e da glandula hipofisaria, sendo essencial
para o desenvolvimento sexual e da fertilidade em mamiferos. Uma a¢ao autocrina do IGF-I
sobre as cé¢lulas de Sertoli contribui, significativamente, para a homeostase morfofisiologica
dessas células (Froment et al., 2007). Para Gnessi et al. (1997), as fungdes do IGF-I nos

testiculos parecem ser servidas por uma producdo local, sem contribuicio enddcrina,
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apresentando papel determinante no desenvolvimento e diferenciacao das células de Leydig e
de Sertoli, e atuando tanto na preservagdo da membrana plasmatica da célula espermatica como
na sua motilidade. Por isso, a auséncia do IGF-I nos testiculos pode induzir infertilidade.
Frente a essas observagdes, pondera-se que a presenca desses hormonios pode ser
crucial na preservagdo espermatica quando se utiliza processos criogénicos. Assim, objetivou-
se com essa revisdo de literatura, ressaltar os principais pontos envolvidos nos eventos
funcionais da célula espermatica associados a presenga de hormdnios como a Insulina e o IGF-

I no plasma seminal.

2. Revisao de Literatura

2.1 Componentes do plasma seminal e os efeitos da congelagdo na célula espermatica

Os primeiros estudos que trataram sobre a composi¢do do plasma seminal bovino
surgiram na década de 1950. Apesar das limitagdes tecnologicas da época, estes estudos abriram
caminho para a investigacdo mais detalhada da constituicao do fluido seminal (Filho, 2010).

O plasma seminal tem um papel essencial para as fungdes espermaticas in vivo (Kraus
et al., 2005). As substancias que o compdem, que tém func¢do importante na protecao dos
espermatozoides durante seu trajeto desde a ejaculacdo até a fecundagdo no trato reprodutivo
da fémea (Moura et al., 2011), sdo oriundas do fluido epididimario e das secregdes das
glandulas acessorias do sistema reprodutor masculino (Souza et al., 2010). A grande
complexidade de substancias do plasma seminal ¢ decorrente da quantidade dessas glandulas
presentes, que auxiliam indiretamente na eficiéncia da fecundagao (Vasconcelos, 2009).

Essas substancias no plasma seminal compensam a pouca existéncia de citoplasma no
espermatozoide, resultado da divisdo celular ocorrida na espermatogénese que elimina algumas
fungdes normalmente encontradas no citoplasma das células diploides. Essa perda ¢é
compensada com as diversas secrecdoes que o fluido seminal obtém no seu trajeto e que
contribuem com fatores necessarios para a funcdo e preservacdo espermatica no meio
extracelular (Filho, 2010). Bellin et al. (1998) mostraram a importancia dessas substancias do
plasma seminal sobre a qualidade da célula espermadtica, ressaltando que alguns desses
elementos possam servir como marcadores para a fertilidade por evidenciar a qualidade do

fluxo seminal.
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As proteinas sdo os constituintes organicos encontrados em maior quantidade. Muitas
delas tém influéncia na congelabilidade do sémen, o que permite classificar os individuos em
produtores de sémen de alta e baixa congelabilidade (Jobim et al., 2009). Mas além das
proteinas, esse meio também apresenta sais minerais e hormonios que atuam juntamente a elas,
tendo importantes fungdes fisioldgicas sobre as células espermaticas (Jelinkova et al., 2003).
Entre os hormonios, a insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina do tipo I (IGF-I)
se destacam, por apresentarem papel primordial na estrutura e motilidade espermatica,
favorecendo a fecundagao (Ahima et al., 2000; Tena-Sempere e Barreiro, 2002).

A criopreservagdo, técnica ja bastante disseminada e necessaria para a biotecnologia
reprodutiva, tem como principio basico a reducdo da temperatura como forma de reduzir o
metabolismo celular, permitindo que as células ou os tecidos sejam conservados por periodos
indeterminados, permitindo a retomada do desenvolvimento celular normal apds o
armazenamento em nitrogénio liquido (Castro et al., 2011). Contudo, essa técnica provoca
danos a célula espermatica, levando a perdas em torno de 50% das células viaveis apos o
processo. Por isso, diversos estudos tém sido conduzidos no intuito de encontrar métodos que
minimizem os efeitos indesejaveis da congelagdo e descongelacio.

Segundo Medeiros et al. (2002), espermatozoides submetidos a criopreservagdo sao
expostos a condi¢cdes combinadas de diluicdo do plasma seminal, baixa temperatura e ambiente
hipertonico. Estas condi¢des levam a perda e reorganizacdo de componentes da membrana
plasmatica semelhantes ao que ¢ observado na capacitacdo. Estas alteracdes na membrana,
quando n3o matam o espermatozoide, resultam numa diminui¢do da sua vida util e da
capacidade de interagir com o ambiente do trato reprodutivo feminino.

Nao resta davida de que a modificacdo ou mesmo a perda de proteinas do plasma
seminal e da superficie espermatica parecem fazer parte do mecanismo da crioinjuria que levam
a menor fertilidade do s€émen congelado (Jobim et al., 2009). A lesdo celular durante o processo
de criopreservacao pode ser causada diretamente através de rupturas de estruturas celulares
(membranas), ou indiretamente, alterando os processos metabdlicos das células espermaticas
(Holt, 2000). A mudanga na temperatura ocasiona uma sequéncia de eventos que se somam na
causa da lesao celular como a formacao de cristais de gelo e o estresse osmotico, as alteragdes
na membrana do espermatozoide, até lesdes no DNA da célula. Em consequéncia, ha
diminui¢do do numero de células viaveis assim como da capacidade funcional espermatica

(Watson, 2000).
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Além das mudancas fisicas pelas quais passa a membrana durante o resfriamento, a
regulacao do influxo de calcio também ¢ afetada por ele, com graves consequéncias em termos
de funcdo celular, podendo até ser incompativel com a viabilidade do espermatozoide. O
influxo de célcio durante o resfriamento contribui tanto para o inicio da capacitagdo quanto para
o inicio da fusdo das membranas plasmatica e acrossomal externa (Leite et al., 2011).

A utilizagdo de crioprotetores pode minimizar significativamente esses danos (Hu et al.,
2011). De modo geral, essas substancias t€ém a fun¢do de proteger a célula da formacao de
cristais de gelo e auxiliar nas mudancas da composi¢do do meio intracelular, assim como
reduzir os efeitos causados pelas mudangas de temperatura (Watson, 2000).

Outro fator que também pode afetar a célula espermatica € a velocidade de congelacao.
Januskauskas et al. (1999), em trabalho relacionando as taxas de resfriamento sobre a
motilidade espermadtica e a integridade de membrana, relataram que o resfriamento lento pode
ser menos favoravel do que o rapido para a sobrevivéncia espermatica, uma vez que se observou
que o resfriamento lento causou uma reducdo do niimero de espermatozoides moveis e
promoveu agilidade aos espermatozoides, o que pode afetar negativamente a longevidade.

E, segundo Holt (2000), da mesma forma que a congelagdo, a descongelacdo do sémen
também pode ter influéncia na qualidade espermatica. As temperaturas e velocidade de
descongelagdao dependem diretamente da curva de congelagdo. Ou seja, uma melhor
sobrevivéncia celular pode ser obtida se observar uma taxa de descongelacdo relacionada com
a de congelagdo que foi escolhida.

Em suma, ¢ através da interagdo entre diluidor, crioprotetor, curvas de resfriamento e
congelamento, e descongelamento que se consegue minimizar os danos causados pelo processo
de criopreservagdo, preservando as estruturas espermadticas apos o congelamento (Leite, 2008;
Celeghini, 2005).

A protegdo das membranas do espermatozoide (plasmatica, mitocondrial e acrossomais,
interna e externa) ¢ o ponto crucial a se observar no processo de congelacdo do sémen. A
membrana plasmatica exerce papel fundamental na sobrevivéncia do espermatozoide no trato
reprodutivo feminino e na manutencdo de sua capacidade fecundante, visto que garante a
homeostase celular, sendo essencial para manter a viabilidade. As mitocondrias, localizadas na
peca intermediaria do espermatozoide, sdo responsaveis pela produgdo de ATP, que serve como
fonte de energia para o batimento flagelar. E o acrossomo ¢ indispensavel para a fecundagao.

As modificagdes ocorridas nessas membranas durante a criopreservacdo causam, cCOmo
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consequéncia, prejuizos na motilidade espermadtica, na produ¢dao de ATP e diminui¢ao da

capacidade fecundante ou até a morte celular (Celeghini, 2005).

2.2 Agoes da Insulina

A insulina € um hormonio anabodlico, produzido nas células B do pancreas, que promove
a captagdo de glicose e aminoacidos, a sintese de proteinas e lipideos e o aumento das fungdes
intracelulares ¢ da membrana plasmatica. E importante para a promogdo e regulagio do
crescimento, além da diferenciagdo e metabolismo celular (Souza et al., 2010).

E amplamente reconhecida por seu papel no controle da glicemia, mantendo a
homeostase da glicose, atuando em diferentes alvos, como figado, musculos e tecido adiposo
(Escott, 2012). Por ser um carboidrato complexo, a glicose ndo passa tdo prontamente pelas
membranas celulares, necessitando da presenca de insulina para sua movimentagdo pra dentro
da célula.

Além disso, a insulina exerce papel central na formacdo e regulacdo da fun¢do dos
testiculos, sendo seus receptores indispensaveis para o surgimento das gonadas (Nef et al.,
2003). Segundo Nakayama er al. (1999), a insulina promove a diferenciagdo das
espermatogonias em espermatocitos primarios pela ligagdo com os receptores de IGF-I
presentes nestas células.

Juntamente com as ac¢des a nivel de membrana plasmatica, a insulina também age no
metabolismo do espermatozoide. A energia utilizada pela célula espermatica para iniciar os
processos catabolicos e manter a motilidade, o balango i0nico e as varias fungdes celulares vem
por intermédio da glicolise. Aproximadamente, 90% dos ATPs utilizados como fonte energética
em espermatozoides maduros sdo produzidos por esta via (van Tilburg et al., 2008).

Em 1999, Urner e Sakkas relataram a existéncia de um evento regulado pela enzima
NADPH (Fosfato de Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina) e que influenciava a
capacidade do espermatozoide se fundir com o oo6cito. Em 2005, Ando e Aquila demonstraram
que a insulina liberada pelo espermatozoide no ejaculado autorregulava a glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH), enzima limitante da via da pentose fosfato (PPP), uma reagdo
oxidativa que tinha como um de seus resultados a produgao do NADPH. Assim, por essa via,
eles mostraram a participacdo crucial da insulina na aquisi¢do da capacidade fecundante e na

motilidade espermatica, assim como na mediagdo da fusdo dos gametas.
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As agoes da insulina demonstradas por meio de andlise imunocitoquimica registraram
um padrao de expressao heterogéneo deste hormdnio, resultando em diferentes graus de
condicdo energética entre os espermatozoides. Em amostras ndo capacitadas, na maioria das
células espermaticas a insulina foi localizada no nivel subacrossomal, na peca intermedidria e
ao longo de toda a cauda. Mas em espermatozoides capacitados, observou-se uma diminui¢ao
global e distribui¢ao uniforme da intensidade do sinal de insulina sugerindo um possivel
envolvimento da mesma na indug¢do da capacitagdo (Ando e Aquila, 2005).

Frente a essas observagdes, van Tilburg et al. (2008) determinaram que a baixa
concentragdo de insulina em meios diluidores para congelamento de sémen ¢ associada ao
maior numero de células espermaticas capacitadas, o que sugere que durante o processamento
do sémen, quando o mesmo ¢ diluido, a concentra¢do de insulina presente no plasma seminal
também ¢ diluida, podendo ativar mecanismos que acarretem na capacitagdo precoce. Desta
forma, estes autores colocam a insulina como fator de preservagdo do estado nao capacitado,
importante para a viabilidade desta célula no trato reprodutivo da fémea até sua fusdo com o
odcito.

Ainda segundo van Tilburg ef al. (2008), uma outra hipotese para justificar a agdo da
insulina em preservar a integridade acrossdmica seria por meio do mecanismo que ocorre em
alguns tipos celulares, como nas células hepaticas, em que a insulina inibe a ligagdo do AMPc
a proteina quinase A (PKA), impedindo, consequentemente, a ativagdo desta enzima. As PKA’s
catalizam reagdes quimicas gerando estimulos extra e intracelulares que podem, no caso da
célula espermatica, estimular a capacitagdo. Assim, a especificidade da insulina em antagonizar
a ligacdo da PKA com o AMPc pode reduzir a atividade capacitante da célula espermatica.

Apesar disso, estudos que mostram a capacidade autdnoma do espermatozoide de liberar
insulina (observada no ejaculado) sugerem que, por meio de um circuito de al¢a curta autdcrina,
a célula pode fornecer seu recrutamento de substratos energéticos, de acordo com as suas
necessidades metabolicas. Isso ocorre independentemente da regulagdao sistémica e pode
representar um mecanismo de protecdo que preserva a capacidade de fecundagdo da célula
espermadtica por eventuais efeitos nocivos externos como a longa restricdo calorica ou as
alteracdes que ocorrem na homeostase energética a nivel sist€émico (Aquila et al., 2005 ¢ Ando
e Aquila, 2005).

A insulina também interfere na condi¢do estrutural da célula espermatica. Baccetti et al.

(2002) relataram a observacao de varios defeitos estruturais no sémen de pacientes diabéticos,
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através de exame realizado por microscopia eletronica, indicando que a insuficiéncia
reprodutiva nesses pacientes seria resultado da acdo da doenca sobre o eixo hipotalamo-
hipofisario-testicular em véarios nives. Defeitos relacionados a imaturidade e apoptose
espermadtica foram particularmente reconhecidos, destacando-se as alteragdes no acrossoma, no
nucleo, na mitocondria e na membrana plasmatica. Estes resultados indicam um papel, pelo
menos em parte, da insulina e do metabolismo de carboidratos, na espermatogénese.

Assim, frente a essas observacdes, pondera-se que a insulina, por estimular a sintese de
DNA, RNA, proteinas e lipideos, e por aumentar as fung¢des intracelulares e da membrana
plasmatica, pode ser responsavel pela melhora da sobrevivéncia espermatica (Abdelmonein et

al., 1998).

2.3 Agoes do IGF-I

Os fatores de crescimento sao polipeptidios que funcionam como reguladores das
células em crescimento e em diferenciacdo (Jones e Clemmons, 1995). Sao sintetizados
principalmente pelo figado, mas também sdo produzidos localmente pela maioria dos tecidos,
onde atuam de forma autdcrina e paracrina (Roith, 1997).

Especificamente, segundo Jones ¢ Clemmons (1995), os fatores de crescimento
semelhante a insulina dos tipos I e II (IGF I e II, do inglés “Insulin like Growth Factor”) sdo
hormdnios presentes em todo o organismo e que exercem potente agdo mitogénica, metabdlica
e de diferenciacao sobre as células do corpo, sendo frequentemente liberados em resposta a
secrecao pulsatil do hormoénio do crescimento (GH).

Esses IGF’s sistémicos, no entanto, ndo apresentam uma acao direta sobre os eventos
reprodutivos, mas influenciam indiretamente (através de seu papel na regulacdo nutricional) a
adequagio do animal ao evento reprodutivo em questio. E assim, por uma agdo enddcrina
sist€émica relacionada a nutricdo, que o IGF-I tem sido associado com varias caracteristicas
reprodutivas, como a idade ao primeiro parto, a taxa de concep¢do ao primeiro servico € ao
desenvolvimento embrionario pré-implantacao (Velasquez et al., 2008).

Contudo, a biossintese dos IGF’s ndo ¢ exclusivamente sistémica e regulada pela
estimulagdo do GH. Ambos, IGF-I e -II, ttm muitas agdes que sdo independentes deste

hormonio (MacPherson et al., 2002).
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Segundo Gnessi et al. (1997), no ambiente testicular, os IGF-I e -II compdem uma rede
requintada de reguladores onde também se destacam seus receptores € as suas proteinas
ligadoras, as IGFBPs. As intera¢des nessa rede (comunicagdes inter, intra e celular ambiental)
favorecem a melhor acdo desses hormoénios, permitindo-os participar primeiro no
desenvolvimento da gonada e mais tarde na iniciagdo e manuten¢do da fungdo testicular,
respondendo, em parte, pela qualidade seminal.

O IGF-I pode atuar como regulador do crescimento em diversos tecidos de forma
autdcrina ou paracrina (Froment et al., 2007). Nos testiculos, suas fun¢des assumem um papel
determinante no desenvolvimento e diferenciacdo das células testiculares (de Leydig e de
Sertoli), assim como na preservacgao tanto da membrana plasmatica da célula espermatica como
da sua motilidade (Gnessi et al., 1997). Estimulam a esteroidogénese por aumentar a densidade
de receptores para gonadotropinas e a expressdo de enzimas chave para esta via metabdlica,
sendo, consequentemente, implicados como importantes fatores na espermatogénese (Spiteri-
Greech e Nieschlag, 1993). Por isso, a falta dessa substancia nos testiculos pode induzir
infertilidade.

O IGF-I circulante também autorregula a producdo de testosterona, agindo sobre os
receptores de LH. Da mesma forma, num mecanismo de retroalimentacdo, a testosterona
autorregula os receptores de IGF-I e a produgdo deste hormonio pelas células de Leydig (Wang
e Hardy, 2004).

Brito et al. (2007) relataram uma forte associacdo do IGF-I circulante com o tamanho
testicular sugerindo que este fator de crescimento pode ter efeito mitogé€nico direto sobre os
testiculos, podendo regular ndo somente a esteroidogénese testicular, mas também a
proliferacdo celular em determinada fase da vida do animal.

Henricks et al. (1998) avaliaram a presen¢a de IGF no plasma seminal de bovinos e
determinaram a expressao de receptores de IGF-I nos espermatozoides ejaculados e sua ac¢ao
sobre a motilidade espermatica. Estes autores demonstraram que o IGF-I pode interagir
diretamente com o seu receptor presente no espermatozoide, levando ao aumento da motilidade
e da velocidade linear da célula espermadtica, sugerindo que o IGF-I possua papel regulatorio
nos eventos da pré-fecundacao. Em adi¢do, Colombo (1999), constatou diferenga significativa
na concentracao de IGF-I total no plasma seminal humano entre grupos de homens férteis e

imunoinférteis.

28



Ainda no plasma seminal, o IGF-I apresenta funcdo regulatéria no pds-ejaculado
afetando a capacitacdo espermatica por meio de uma série de mudangas fisioldgicas, como
mudanga de ions intracelular, na fluidez da membrana plasmadtica e no metabolismo da célula
espermatica (Sanchez-Luengo et al., 2005), mas esse papel ¢ limitado pelas suas proteinas
ligadoras, as IGFBPs, que regulam sua disponibilidade no plasma seminal.

A presenga do IGF-I no s€émen assim como de seus receptores sobre os espermatozoides
e a sua habilidade em estimular a motilidade espermatica prové evidéncias de que o sistema
IGF estd envolvido também na fecundagao (Henricks et al., 1998). Uma vez que o receptor de
IGF possui atividade tirosina quinase e seu ligante estd presente no plasma seminal, o sistema
IGF-I pode estar envolvido no sinal de transudacao, conduzindo ao aumento da motilidade, a
capacitacdo espermatica e exocitose acrossomica (Gupta, 2005).

A associacdo da concentragdo plasmatica de IGF-I no sémen com a motilidade e a
morfologia dos espermatozoides, sugere que o IGF-I possa desempenhar um papel crucial na

func¢do espermatica (Macpherson et al., 2002).

3. Consideracoes Finais

Sao recentes os estudos envolvendo as contribuicoes da Insulina e do IGF-I nas
manutengdes da funcionalidade e da integridade das células espermadticas. As fungdes ja
conhecidas desses hormdnios a nivel sistémico no organismo se somam as novas descobertas
de suas acdes especificas no sistema reprodutivo. Em nivel local, nos testiculos, esses
hormoénios fazem parte de uma complexa rede fisioldogica, com mecanismos de
retroalimentagdo que tém impacto crucial na melhora na viabilidade dos espermatozoides.
Considerando-se o alto indice de perda da viabilidade espermatica provocado pelo processo de
criopreservagao, a adi¢cao desses hormonios nos meios diluidores para congelagao pode oferecer
uma melhora na condicdo metabdlica e estrutural da célula espermatica apds o processo

criogénico.

4. Hipoétese

A adi¢do da Insulina e do IGF-I ao meio diluidor para congela¢do de sémen melhora a

condicdo metabolica e estrutural das células espermadticas apos a criopreservagao.
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5. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da Insulina e do IGF-I sobre a condi¢ao metabolica e estrutural das

células espermaticas bovinas apds a congelagao.

6. Objetivos Especificos

1-

Avaliar a membrana plasmatica e acrossomal ap0s a criopreservagao;

Avaliar a condi¢ao metabolica da célula espermatica;

Verificar se concentracoes elevadas de insulina no meio diluidor sdo lesivas as células
espermaticas;

Determinar se o acréscimo de insulina e/ou IGF-I no meio extensor de congelagdo
aumenta a taxa de células espermaticas ndo capacitadas apds o descongelamento;
Verificar se concentracoes elevadas de IGF-I no meio diluidor favorece a motilidade da

célula espermaética apds a criopreservacao.
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CAPITULO 11

Experimento

Analises do sémen congelado apods adicdo de Insulina e Fator de Crescimento Semelhante a

Insulina do Tipo I (IGF-I)

Resumo

Objetivou-se com esse estudo avaliar a condicdo metabolica e estrutural das células
espermaticas bovinas ap6s a congelagao acrescentando-se IGF-I e Insulina ao meio diluidor do
sémen. Foram utilizados 6 touros da raca Nelore, selecionados aleatoriamente dentre os
reprodutores da rotina de uma fazenda localizada no municipio de Grajaa/MA. O ejaculado de
cada touro foi submetido a quatro tratamentos: G1 — Controle; G2 — com Insulina (100pUI/mL);
G3 — com IGF-I (150ng/mL); ¢ G4 — com Insulina (50pUIl/mL) + IGF-I (75ng/mL). Foi
realizada analise subjetiva da motilidade, turbilhonamento e vigor espermatico logo apds a
coleta do sémen e apds congelamento foram realizadas andlises morfologicas e funcionais
(Teste de Termoresisténcia Rapida - TTRr e de coloragdo pelo Azul de Tripan e Giemsa),
analise computadorizada da motilidade espermatica (CASA) e da integridade de membrana
plasmatica e de peca intermediaria por meio de sondas fluorescentes. O TTRr ndo apresentou
efeito dentro do tempo (P > 0,05) nos tempos 0, 10, 20 e 30 min; e desconsiderando-se o tempo,
agrupando-se os dados, ndo se observou diferenca entre tratamentos (P > 0,05), apresentando
as seguintes respostas: Controle (29,79 + 13,47%), Insulina (26,87 + 16,14%), IGF-I (27,92 +
15,32%), Insulina + IGF-I (31,25 + 15,55%). No teste de Azul de Tripan e Giemsa, ndo se
observaram efeitos dos tratamentos (P > 0,05) na expressdo dos espermatozoides nas varidveis
analisadas: vivos com acrossoma, vivos sem acrossoma, morto com acrossoma € morto sem
acrossoma; mas ao se agruparem os tratamentos dentro de cada variavel, para se realizar a
comparacdo entre elas, independente dos tratamentos instituidos, os resultados observados
foram: espermatozoides vivos com acrossoma (94,88 + 38,94%), espermatozoides vivos sem
acrossoma (19,92 + 19,54%), espermatozoides mortos com acrossoma (75,38 + 44,98%) e
espermatozoides mortos sem acrossoma (10,42 + 8,66°), havendo efeito nas variaveis (P <
0,05), analisadas pelo teste de Friedman. Nas analises pelo CASA, foram obtidos resultados
relacionados a trés varidveis apresentadas pelos espermatozoides: o movimento (progressivo

rapido, lento, ndo progressivo e estatico), a motilidade (estatica, ndo progressiva e progressiva)
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e a velocidade (rapida, média, lenta e estatica), sendo que ndo se observaram efeitos dos
tratamentos (P > 0,05) sobre qualquer uma dessas variaveis. E pelas sondas fluorescentes, foram
analisados os efeitos dos tratamentos sobre as integridades das membranas plasmatica e
acrossomal e da peca intermedidria do espermatozoide, também ndo se observando efeitos dos
tratamentos (P > 0,05) nem dentro das células e pecas intermediarias intactas, assim como das
lesadas. A adicdo de Insulina e IGF-I, nas concentracdes utilizadas, isoladamente ou
combinadas, ao meio diluidor para congelamento de sémen, ndo apresentou efeitos sobre a
condicdo metabolica e estrutural das células espermaticas, diferentemente do que se observa

sem a adi¢do dessas substancias.

Palavras-chave: criopreservagdo, IGF-I, metabolismo espermatico.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the metabolic and structural condition of bovine
sperm cells after freezing by adding IGF-I and insulin in half thinner semen. We used 6 Nelore
bulls, randomly selected from the breeding routine of a farm in the municipality of Grajau
(MA). The ejaculate of each bull was subjected to four treatments: G1 - Control; G2 - insulin;
G3 - IGF-I; and G4 - insulin + IGF-I. Subjective analysis of motility was performed, turbulence
and sperm vigor immediately after collection of the semen and after freezing were performed
morphological and functional analysis (Quick Test thermometer - TTRR and staining with
Trypan Blue and Giemsa), computerized analysis of sperm motility ( HOME) and plasma
membrane integrity and intermediate piece by means of fluorescent probes. The TTR-r had no
effect within the time (p> 0.05) at 0, 10, 20 and 30 min; and disregarding the time (grouping
the data), no difference was observed between treatments (p> 0.05), with the following answers:
Control (29.79 + 13.47%), insulin (26, 16.14 + 87%), IGF-I (27.92 + 15.32%) Insulin + IGF-I
(31.25 £ 15.55%). In Blue test Tripan and Giemsa, there were no treatment effects (p> 0.05) in
the expression of sperm (alive with acrosome, living without acrosome, killed with acrosome
and killed without acrosome), which were the variables analyzed; but by grouping the
treatments within each variable (to make a comparison between them, independent of
established treatments), the results obtained were: living with sperm acrosome (94.88 + 38.94;
a), live sperm without acrosome (19.92 + 19.54 b) with dead spermatozoa acrosome (75.38 +

44.98; a) and without dead spermatozoa acrosome (10.42 + 8.66 b), and the average
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accompanied by different letters (a / b) differed significantly, ie was no effect on the variables
(P <0.05), as the Friedman test. In the analysis by CASA, results were obtained related to three
variables presented by sperm: the movement (fast progressive, slow progressive, non-
progressive and static), motility (static, non-progressive and progressive) and the speed (fast,
medium, slow and static), and there were no treatment effects (P> 0.05) on any of these
variables. And the fluorescent probes, the effects of treatments on the integrity of the plasma
membrane and the middle piece of the sperm were analyzed, also not observed treatment effects
(P> 0.05) or within cells and intact intermediate parts, as well as the injured. The addition of
insulin and IGF-I, alone or combined, in half thinner for semen freezing did not result effects
on metabolic and structural condition of the sperm cells unlike what is observed without the

addition of chemicals.

Keywords: cryopreservation, IGF-I, sperm metabolism.

1. Introducio

A partir da década de 1950, a criopreservacao do sémen sofreu grande revolucdo com a
descoberta do glicerol como agente crioprotetor (Walters et al., 2009). Isso permitiu que o
espermatozoide fosse congelado e armazenado por longos periodos (Holt, 2000). Entretanto,
sabe-se que o mecanismo de criopreservacao ¢ adverso para esta célula, pois provoca estresse
quimico, osmotico, térmico e mecanico (Watson, 1995), levando a desestabilizacdo da
membrana plasmatica, processo semelhante ao que ocorre durante a capacitacdo espermatica
(Bailey et al., 2000). Considerando-se que o espermatozoide capacitado e/ou com acrossoma
reagido possui um limitado tempo de vida, tal fato resulta em diminuicdo da fertilidade.
Portanto, mesmo com as técnicas atuais de congelagdo, ha uma reducao expressiva da
populagdo espermatica vidvel pos-descongelacdo (Arruda et al., 2010).

Analisar a fertilidade do touro através da monta natural, observando aspectos como a
taxa de prenhez ¢ um método bastante seguro, mas ¢ demorado e tem custo elevado. Por isso,
surge a necessidade de se adotar métodos eficientes para estimar in vitro a fertilidade de touros,
o que tem estimulado numerosos estudos buscando o desenvolvimento de provas laboratoriais
que visam avaliar com maior acurdcia os resultados da congela¢do de partidas de sémen

utilizadas nos programas de Inseminacao Artificial (Arruda et al., 2010). Como resultado, testes
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complementares foram desenvolvidos para avaliar a integridade da membrana plasmatica e a
condigdo acrossomal dos espermatozoides, associadas ao exame fisico do reprodutor.

Nesse sentido, a adicdo de hormdnios como a Insulina ¢ o IGF-I ao meio diluidor de
sémen para congelagdo tem sido objeto de estudos. Suas fungdes ja conhecidas como a da
insulina no controle da glicemia, mantendo a homeostase da glicose, molécula importante como
fonte energética para a célula, se aliam a descobertas da acao desses hormonios especialmente
na funcionalidade do sistema reprodutor.

Abdelmonein et al. (1998) concluiram que a insulina teria participa¢do na melhora da
sobrevivéncia espermatica por estimular a sintese de DNA, RNA, proteinas e lipideos, e por
aumentar as fungoes intracelulares e da membrana plasmatica. Wang e Hardy (2004) relataram
a a¢do do IGF-I sobre receptores de LH e na producdo da testosterona pelas células de Leydig.
Para van Tilburg (2006), a insulina adicionada ao diluente de resfriamento influenciou
favoravelmente a motilidade progressiva, retilinearidade, linearidade, frequéncia do batimento
flagelar e integridade do acrossoma das células espermaticas.

Nesse contexto, justifica-se o acréscimo destes hormonios em meios diluidores para
congelacdo, com o intuito de melhorar a condigdo metabolica e estrutural da célula espermatica

apods o processo criogénico, podendo favorecer com isso uma maior taxa de concepgao.

2. Material e Métodos

Todas as técnicas e procedimentos utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité
de Etica e Experimentagdo Animal da Universidade Estadual do Maranhdo (CETEA — UEMA,
protocolo n°. --/2014).

Utilizou-se nesse trabalho a avaliagdo do sémen com base em alguns pardmetros
laboratoriais tradicionais (os testes funcionais), como: analise morfologica, Teste de
Termorresisténcia Rapida (TTRr) e método da colorag@o pelo Azul de Tripan e Giemsa; além
de associar a técnicas mais recentes, como: Sondas Fluorescentes e Analise Computadorizada
da Motilidade Espermatica (CASA).

O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso, sendo cada touro um bloco. A variavel
TTRr enquadrou-se em blocos ao acaso com parcelas subdivididas, onde o tempo de observagao

compreendeu cada parcela. Utilizou-se o programa BioEstat 5.0 para comparagao das médias
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encontradas. As varidveis paramétricas foram avaliadas pela ANOVA, comparando-se as
médias pelo teste de Tukey, e as varidveis ndo paramétricas pelo teste de Friedman com
significancia de 5%. Todas as varidveis passaram pelos testes de normalidade de Shapiro-Wilk

e Lilliefors.

2.1 Localizagdo e dados climatoldgicos

O presente estudo foi realizado na Fazenda Soberana, localizada no municipio de
Grajau, que fica na regido centro-sul do Estado do Maranhdo (05°81°60°" de latitude sul e
46°16°22"° de longitude oeste, com 232 metros de altitude), apresentando os seguintes dados
climatoldgicos: clima tropical com temperatura média de 28,5 °C, precipitagdo anual média de
1240 mm e umidade relativa do ar de 62% (Fonte: Estagdo Meteorologica de Observagao de

Superficie Automatica Grajau-A207 — INMET).
2.2 Animais experimentais

Do grupo de animais disponibilizados na propriedade para a realiza¢do do experimento,
foram escolhidos touros que apresentavam caracteristicas semelhantes na idade e no peso, com
o fim de minimizar a influéncia do animal sobre os resultados. Assim, escolheram-se seis touros
da raca Nelore que apresentavam peso e idade médios de 550 kg (+ 45 kg) e 72 meses (+ 6
meses), respectivamente, com um historico favoravel de boa qualidade dos seus descendentes.
2.3 Procedimento experimental

2.3.1 Preparo do diluidor

Nesse experimento, utilizou-se como solugdo diluidora o TRIS-GEMA a 20%,

preparado conforme Leite (2008) (Anexo 01).
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2.3.2 Materiais e procedimentos para coleta e congelamento do sémen

As coletas de sémen dos touros foram realizadas por eletroejaculacdo, fazendo-se a
higienizagdo do prepucio antes de cada coleta, externamente com agua e internamente com
solugdo fisioldgica, para evitar possiveis contaminagdes. Logo apds coletado, foi acrescentada
ao sémen a solucdo diluidora TRIS-GEMA a 20% na proporcao 1x1.

Apos diluido, o sémen foi levado ao laboratorio anexo ao curral de coleta e 14 foram
feitas as primeiras avaliagdes, determinando-se subjetivamente a motilidade, o turbilhonamento
e o vigor espermaticos. Para tanto, retirou-se, com auxilio de micropipeta, uma aliquota de 10
uL do sémen, colocando-se entre lamina e laminula para avaliagdao por microscopia Optica,
conforme CBRA (1998).

Depois, para cada touro foram separados dois tubos Eppendorf com formol salino, um
para calculo da concentracdo (na diluicdo 1:200) e outro para analise da morfologia
espermatica, colocando-se aliquotas do sémen diluido em cada tubo. Os tubos para célculos da
morfologia foram guardados sob refrigeracdo e levados para andlise no Laboratério de
Reproducdo Animal da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA). A relagdo dos materiais
utilizados para a coleta e congelamento do sémen estd discriminada no Anexo 02.

A concentracdo da dose inseminante ficou pré-determinada em 12x10° espermatozoides
viaveis por palheta de 0,25 mL, sendo obtida a partir da contagem na Camara de Neubauer,

segundo (CBRA, 1998) (Anexo 03).

2.3.3 Delineamento Experimental

Foram instituidos quatro tratamentos (G1-Controle, G2-Insulina, G3-IGF-I e G4-
Insulina + IGF-I), onde o ejaculado de cada touro foi dividido entre os mesmos, blocando o
efeito do touro. Assim, totalizaram-se 24 repeti¢cdes (6 touros x 4 tratamentos). Os ejaculados
foram separados em tubos tipo Falcon de 15mL, sendo diluidos para a concentragdo de 12x10°
sptz/palheta (dose inseminante, ou seja, 24x10° como dose total, contabilizando 50% de perda)
e acrescidos com os reagentes (Insulina e IGF-I), de acordo com cada tratamento preconizado.

A dosagem da Insulina isolada (Grupo 02) foi de 100 pUI/mL de sémen diluido. A de
IGF-I no Grupo 03 foi de 150 ng/mL. E no grupo 04 (onde os reagentes foram associados) as
dosagens foram reduzidas a metade (50 pUI/mL de Insulina + 75 ng/mL de IGF-I).
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As palhetas de cada tratamento foram entdo envasadas, lacrando-as com alcool
polivinilico. Ao todo foram produzidas 360 palhetas, que foram identificadas com cada
tratamento e touro a que se referiam e que foram, posteriormente, utilizadas na realizacao das
analises laboratoriais.

Para o resfriamento e congelamento do sémen foi utilizado sistema programavel de
criopreservacdo de sémen portatil (modelo TK-3000%) composto por um aparelho programavel,
equipado com um porta-palhetas de aco-inox, uma unidade ou tubo de resfriamento e uma caixa
térmica para nitrogénio liquido, havendo ainda uma bateria para casos de queda de energia
(Anexo 04).

No resfriamento, o aparelho foi programado para sair da temperatura ambiente até
alcangar 5 °C, seguindo uma curva lenta de resfriamento (P1S2) de -0,5 °C/min, durando em
torno de 150 a 180 min. Ao final desse tempo de equilibrio, o porta-palhetas foi colocado na
caixa térmica contendo nitrogénio liquido (numa altura de 7 cm dentro da caixa), na qual
realizou-se a curva rapida de congelamento (P1S2) a uma taxa de -20 °C/min, saindo de 5 °C
até -120 °C. Ao atingir esta temperatura, as palhetas foram colocadas em racks (também
identificadas pelo nome do touro e do tratamento) para, em fim, serem imersas e armazenadas
em botijoes criogéncios com nitrogénio liquido, mantendo-as a uma temperatura de -196° C até

o momento de realizacao das analises pds-descongelamento.

2.3.4 Analises laboratoriais

Foram realizadas cinco analises do sémen pos-criopreservagao, sendo elas:

1. Andlise morfologica e Testes de Termorresisténcia Rapida e de coloracdo pelo Azul
de Tripan e Giemsa, realizados no laboratério de Reprodugdo Animal da Faculdade
de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhdo, em Sdo Luis
(MA);

2. Analise Computadorizada da Motilidade Espermatica (CASA) realizada no
Laboratério de Tecnologia de Sémen do Nucleo Integrado de Biotecnologia (NIB)
da Universidade Estadual do Ceara (UECE), em Fortaleza(CE); e

3. Analise da integridade de membranas plasmatica e acrossomal e de peca

intermediaria (fun¢do mitocondrial) com o uso de sondas fluorescentes, realizada
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no Laboratério de Reprodugdao Animal da Faculdade de Medicina Veterindria da

Universidade Federal do Piaui (UFPI), em Teresina (PI).

2.3.4.1 Analise Morfologica

Os tubos Eppendorf destinados a analise morfologica, preparados logo apos a coleta
com formol salino e aliquotas de s€émen, foram acondicionados no laboratorio, em geladeira,
até o dia da contagem. Nesse dia, para a realizagdo da analise, colocou-se uma gota da solucao
em lamina e levou-se ao microscopio Optico com contraste de fase, em preparacdo umida,
observando-se em objetiva de 100 com dleo de imersdo, fazendo-se a contagem das alteracdes

morfoldgicas em até 200 células, conforme CBRA (1998).

2.3.4.2 Teste de Termoresisténcia Rapida (TTRr)

Para esse teste, descongelou-se uma palheta de cada tratamento/touro em banho-maria
a 37 °C por 30 segundos, fazendo-se a observacdo da motilidade espermatica logo apoés o
descongelamento, no tempo zero (T0). Depois, o s€émen foi colocado em tubo Eppendorf e
transferido para banho-maria a 45 °C onde foi mantido por 30 min, fazendo-se a motilidade a

cada 10 min (T1 = 10min; T2 = 20min; T3 = 30min).

2.3.4.3 Azul de Tripan e Giemsa

O preparo da lamina foi feito corando-a primeiro com o Azul de Tripan e depois com o
Giemsa.

Para a incubacao com o Azul de Tripan, inicialmente descongelou-se o sémen colocando
a palheta em banho maria a 37 °C por 30 segundos. Depois, foram misturados em um tubo
Falcon 200 pL do s€émen com 200 pL do corante (previamente preparado numa solugdo a 0,4%)
e feita a homogeneizagdo. Deixou-se em banho-maria por 10 minutos e depois foi adicionado
2 mL de solugdao tampao PBS (Phosphate Buffered Saline), levando-se a centrifuga por 6 min
a 1600 rpm (600G). Essa centrifugagao foi repetida por duas vezes, retirando-se o sobrenadante

e acrescentando-se mais 2 mL de PBS a cada repeticdo. Ao fim, uma aliquota de 10 uL do
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sedimento foi colocada em lamina para realizacao do esfregaco. Deixou-se secar a lamina em
mesa aquecedora e apds seca, foi imersa em metanol. Passou por nova secagem e, ao fim, foi
guardada para realizagdo da coloragdo com o Giemsa, que seria feita posteriormente.

Para a coloragdo com o Giemsa, primeiro preparou-se a solu¢ao desse corante a 4% com
agua destilada. Todas as laminas coradas no dia anterior com o azul de tripan foram, entdo,
totalmente imersas nessa solu¢do com Giemsa, ficando assim por 6 horas. Por fim, foi feita a

secagem das ldminas em mesa aquecedora.

2.3.4.4 Analise Computadorizada da Motilidade Espermatica (Computer Assisted Semen
Analysis — CASA)

O aparelho para realizagao dessa analise, modelo HTM-IVOS (Versao 12.3, Hamilton-
Thorne Bioscience), ¢ composto por um microscopio que contém uma camera na sua parte
superior, acoplada a um computador, e também laminas especiais que sdo as camaras de leitura
(Leja® standard count, SC20.01.FA, 20 micron), onde s3o colocadas as amostras do sémen para
observagao e analise (Anexo 05). O computador, unicamente destinado para uso pelo sistema
CASA, possui um software especifico (Animal Motility), que faz as anélises com base nas
imagens geradas pela camera, sendo previamente ajustado (setup) para andlise de sémen
bovino.

O procedimento para analise compreende descongelar o sémen em banho-maria a 37 °C
por 30 segundos, onde uma aliquota de 10uL ¢ colocada na camara de leitura que ¢ levada ao
microscopio. Durante a observacdo, pelo menos trés campos distintos sdo selecionados
(optando-se por aqueles com menos grumos). O sistema, entdo, capta automaticamente uma
sequéncia de imagens de cada campo que sdo transformadas em imagens digitais e geram um
filme mostrando o trajeto dos espermatozoides. Esses filmes sdo, entdo, analisados.

Na andlise, sdo atribuidas diferentes cores aos trajetos dos espermatozoides, de acordo
com o movimento que eles apresentam. Espermatozoides com movimento progressivo rapido
aparecem na cor vermelha, com movimento progressivo lento, na cor verde, com movimento
ndo progressivo, na cor azul, e sem movimento (estaticos), aparecem como pontos amarelos

(Figura 01).
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Figura 01: Imagem durante a andlise pelo CASA, evidenciando as cores que o sistema atribui aos
espermatozoides de acordo com a classificagdo do movimento.

O software Animal Motility fornece, como resultado de sua andlise, uma série de
caracteristicas relacionadas ao movimento espermatico, como: porcentagem de moveis,
velocidade curvilinea (VCL), velocidade média da trajetéria (VAP), velocidade linear
progressiva (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), dentre outras. Para fins deste
estudo, os dados coletados do sistema e levados para andlise estatistica foram compilados em
trés categorias: de Movimento espermatico (Progressivo Répido, Progressivo Lento, Nao-
progressivo e Estatico), de Motilidade espermatica (Progressiva, Nao-progressiva e Estatica) e

de Velocidade espermatica (Réapida, Média, Lenta e Estatica).

2.3.4.5 Analises por Sondas Fluorescentes

Inicialmente, foi preparado material para andlise da integridade de membrana
plasmatica e de peca intermediaria. Foram separados e identificados com o nome de cada
touro/tratamento quatro grupos de dezoito tubos Eppendorf. Esses quatro grupos
corresponderiam aos tratamentos testados. Os dezoito tubos Eppendorf em cada grupo
formaram trés sequéncias de seis tubos (correspondente aos seis touros), onde uma sequéncia
serviria para observagdo da motilidade pos-descongelacdo, outra para analise de membrana
plasmatica e a tltima para analise de peca intermediaria. A preparagdo inicial do material foi
concluida colocando-se 150uL de TRIS em cada tubo destinado a analise da membrana

plasmatica e da peca intermedidria.
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Depois de separado esse material, seguiu-se para a preparagao das sondas, conforme os
procedimentos abaixo descritos:

a) Sondas para analise de membrana plasmatica: o s€émen, apds descongelado em banho-
maria a 37 °C por 30 segundos, foi colocado na primeira sequéncia de tubos Eppendorf,
correspondente a observacdo da motilidade subjetiva pds-descongelagdo. Apds observada a
motilidade, uma aliquota de 50uL desse sémen foi colocada na segunda sequéncia de tubos,
onde ja havia 150uL de TRIS. Posteriormente, foram adicionados mais 20uL de Iodeto de
Propidio (PI) e SuL de diacetato de 6-carboxifluoresceina (CFDA) e feita a homogeneizacao.

b) Sondas para analise de pega intermediaria (fungdo mitocondrial): apds descongelado
o sémen e observada a motilidade, uma aliquota de 50uL foi colocada na terceira sequéncia de
tubos Eppendorf, onde também j4 havia 150uL de TRIS. Nessa sequéncia foi adicionada apenas
mais uma substancia, SuL de 1odeto de 5,5%,6,6 -tetraclorol1,1',3,3"-
tetraetilbenzimidazolocarbocianina (JC-I), fazendo-se, da mesma forma, a homogeneizagao.

Por fim, mantiveram-se os tubos Eppendorf’s incubados por 10 min até se fazerem as
leituras.

Para a leitura, uma aliquota de 10puL foi colocada entre lamina e laminula e feita a
observagao e a contagem em microscéopio de epifluorescéncia com objetiva de 40x.

No caso da avaliagdio da membrana plasmatica, duas coloragdes eram esperadas:
espermatozoides com cabeca verde significavam membrana intacta, ¢ com cor vermelha
indicavam membrana lesada (Anexo 06). E para a avaliagdo da peca intermedidria, aparecia a
cor laranja, significando membrana intacta, e a cor verde, identificando membrana lesada
(Anexos 07 e 08).

A terceira analise utilizando as sondas fluorescentes foi para observagao da integridade
do acrossoma do espermatozoide. Foi realizada separadamente das primeiras porque demanda
um maior tempo e trabalho na sua preparagdo. Para essa analise, foi escolhida a conjugacao do
Isocianato de Fluoresceina (FITC) com a lecitina Arachis hypogaea (PNA).

Primeiro, foram preparadas separadamente as solucdes de trabalho, necessarias no
processo de coloracdo das laminas para esse tipo de teste. Essas solu¢des que seriam
posteriormente adicionadas as aliquotas de s€émen. Sao elas o meio de coloragdo PNA e o meio
de montagem UCD.

a) Meio de Coloragdo PNA: foi adicionado PBS ao estoque liofilizado de FITC-PNA
(Sigma-Aldrich) para fazer uma solucdo de 1 mg/mL. Aliquotas de 20uL dessa solucdo foram
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colocadas em tubos Eppendorf, cobertas com papel aluminio e armazenadas em freezer, para
serem descongeladas somente antes do uso.

b) Meio de montagem UCD: em um frasco de 10mL coberto com papel aluminio foi
dissolvido 5mg de azida sodica em 0,5 mL de PBS. Depois foi adicionado 5Smg de p-
fenilenodiamine e mais 4,5 mL de glicerol, mantendo o pH dessa solucido em 8,0. Aliquotas de
100pL desse meio foram colocadas em tubos Eppendorf, cobertas com papel aluminio e
mantidas no freezer;

Ap0s preparo dessas solugdes, partiu-se para o procedimento de coloragdo das amostras.

Palhetas do sémen foram descongeladas a 37 °C por 30 segundos, colocando-se
aliquotas de SuL sobre lamina para fazer o esfregago. Essas laminas foram secadas ao ar por 5
min e depois colocadas em caixas de laminas fechadas para posterior armazenamento em
refrigeracdo a 4° C por no minimo 24 h.

No momento da coloragdo, as aliquotas de 20uL do meio de coloracio PNA foram
descongeladas e diluidas em 480uL de PBS (alcangando uma concentragao final de 100pug/mL).
Depois, 30uL dessa solucdo de trabalho PNA foi pipetada no centro da lamina e homogeneizada
com inclinagdes sucessivas da lamina de maneira que a solugao cobrisse uma grande area desta.
As laminas produzidas foram armazenadas em tupeerware contendo toalhas de papel umidas
(para proporcionar uma atmosfera imida), tampadas e cobertas com papel aluminio, e por fim,
armazenadas em geladeira por 20 min. Apds a coloragdo, as laminas foram enxaguadas com
50mL de PBS e armazenadas em caixa de isopor para secagem.

Ap0s secas, as laminas foram submetidas ao contato com o meio de montagem UCD,
colocando-se SuL deste meio sobre a lamina, cobrindo-a com laminula limpa (20mm x 20mm),
tendo-se o cuidado para ndo exceder essa quantidade de UCD sobre a 1dmina, pois isso poderia
prejudicar o material analisado.

Por fim, a 1amina foi avaliada em microscopio de epifluorescéncia com objetiva de 100x
em Oleo de imersdo, usando-se um filtro de comprimento de onda 450-490nm e espelho
dicromatico de 510nm.

Para a leitura da 1amina, duas situagdes eram observadas: a) cabega e/ou crista apical do
espermatozoide na cor verde brilhante (efeito tocha fluorescente) significava acrossoma intacto;
ou b) cabeca e/ou crista apical sem coloragdo verde brilhante na cabecga correspondia a

acrossoma reagido ou danificado (Anexo 09).
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3. Resultados

3.1 Exame Androlégico

Os dados relacionados ao exame andrologico dos touros alocados no experimento sao

apresentados nas Tabelas 01 e 02. Esses resultados referem-se ao exame fisico testicular dos

animais (destacando-se circunferéncia, comprimento e largura escrotais), as andlises

laboratoriais logo apo6s a coleta, onde se observaram motilidade, turbilhonamento e vigor

espermaticos ¢ ao exame morfoldgico das células espermaticas.

Tabela 01. Biometria testicular e analise subjetiva inicial do sémen de seis touros Nelore a serem

alocados em experimento com quatro tratamentos distintos

TOURO TOURO TOURO TOURO TOURO TOUR
01 02 03 04 05 0 06

Motilidade 60 80 60 60 60 60
Turbilhonamento 2 1 2 1 2

Vigor 4 2 3 3 3

Circunferéncia escrotal 40 41 38 38,5 36 36
Comprimento escrotal direito 102 110 112 98 105 94
Largura escrotal direita 73 75 80 75 70 70
Comprimento escrotal esquerdo 108 111 110 90 110 98
Largura escrotal esquerda 78 74 80 77 72 74

Tabela 02. Analise da morfologia espermatica dos touros Nelore a serem alocados em experimento com

quatro tratamentos distintos (%)

TOURO 01 TOURO 02 TOURO 03 TOURO 04 TOURO 05 TOURO 06

Normal

Calda dobrada (CD)
Delgado na base
Acrossoma

Gota proximal (GCP)
Gota distal (GCD)
Piriforme

Cabega delgada
Cabega anormal
Forma teratologica
Cabega isolada normal

Cabega delgada na base

93

87 88
8 2
1 2

1
2 —

7
2 -

55
42
1
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3.2 Teste de Termorresisténcia Rapida (TTRr)

Os resultados encontrados com a andlise pelo Teste de Termorresisténcia Rapida sdo

apresentados na Tabela 03.

Tabela 03. Média =+ EPM (%) dos resultados sobre a motilidade espermatica avaliada pelo TTRr do
sémen criopreservado

T(Ien“i‘lll’)“ CONTROLE INSULINA IGF-I n\is%g“
0 35,83 49,17 34£11 38+ 14 38+ 14
10 37413 354 1844 3333 4 18,62 375+ 16.66
20 30+ 8,94 225+ 16,05 254837 31,67 +9.83
30 16,67 + 13,66 15.83 + 12.81 1583+ 11,14 17.5 + 14,05

Motilidade progressiva retilinea pds-criopreservagao, ndo houve diferenca (P > 0,05) dentro do tempo no mesmo tratamento e
também entre tratamentos, pelo Teste de Friedman.

Inicialmente esses dados foram analisados dentro de cada tratamento para avaliar a
resposta nos diferentes tempos (0, 10, 20 e 30 min), concluindo-se que o TTRr ndo apresentou
efeito dentro do tempo (P > 0,05), pelo teste de Friedman.

Nao havendo diferenga estatistica, foram agrupados para comparagao das médias entre
os tratamentos, ndo levando em consideracdo o tempo, obtendo-se as seguintes respostas:
Controle (29,79 + 13,47%), Insulina (26,87 + 16,14%), IGF-I (27,92 + 15,32%), e Insulina +
IGF-I (31,25 + 15,55%). Também nao foi observada diferenga entre os tratamentos (P > 0,05).

3.3 Azul de Tripan e Giemsa

Essa associacdo de corantes vitais (Trypan blue e Giemsa - TBG) visa avaliar,
simultanea e respectivamente, a viabilidade e a condi¢do acrossomal da célula espermatica. O
Trypan blue detecta espermatozoides mortos, com membrana lesada, corando-os em azul,
enquanto que espermatozoides intactos (vivos) ndo se coram. Ja o Giemsa indica auséncia ou
presenga do acrossoma, corando em roxo ou rosa escuro o acrossoma intacto.

Assim, na analise pela coloracdo com TBG, quatro categorias de espermatozoides sdo

observadas: a) vivo com acrossoma intacto; b) morto com acrossoma intacto; ¢) vivo sem
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acrossoma; ¢ d) morto sem acrossoma. A tabela 04 apresenta os resultados obtidos com essa

analise.

Tabela 04. Média =+ DPM dos resultados do Teste de Azul de Tripan ¢ Giemsa efetuado no sémen

criopreservado
SPTZ VIVO SPTZ VIVO SPTZ MORTO SPTZ MORTO
COM SEM COM SEM
ACROSSOMA ACROSSOMA ACROSSOMA ACROSSOMA
Controle 95,33 + 37,41 3,73 +£2,85 76,5 £41,19 8+4,05
Insulina 95 +44,28 4,18+2,1 78,33 £48,12 7,17+9,48
IGF-1 94,5+ 42,6 3,74+ 1,79 74 + 55,34 15+7,16
Insulina + IGF-1 94,67 + 42,43 425+1,94 72,67 £ 47,01 11,5+11,9

SPTZ: espermatozoide.

Com relagdo as categorias observadas, os tratamentos instituidos ndo causaram efeitos
diferentes do que foi observado no grupo controle. E, uma vez que nao se observaram efeitos,
os tratamentos foram agrupados dentro de cada categoria para comparacdo entre as mesmas,
independente dos tratamentos instituidos, obtendo resultados conforme apresentados na figura
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Figura 02: Analise das células espermaticas ap6s TBG. Letras distintas diferem pelo teste

de Friedman (P < 0,05).
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Observou-se que houve diferenga entre as categorias espermaticas (P < 0,05). Contudo,
nessa analise, essas categorias foram tratadas como ndo paramétricas, tendo em vista que nao
passaram pelo teste de normalidade (Lilliefors e Shapiro-Wilk), mesmo tentando-se a

transformagao linear e/ou logaritimica.

3.4 Analise Computadorizada da Motilidade Espermatica (CASA)

Os resultados obtidos na analise pelo CASA foram classificados segundo trés varidveis:
movimento, motilidade e velocidade espermatica. Esses dados sao mostrados, respectivamente,

nas tabelas 05, 06 ¢ 07.

Tabela 05. Média + DPM dos resultados da analise computadorizada do movimento espermatico feita
pelo sistema CASA (Computer Assisted Semen Analysis) no s€émen apos a descongelacao

MOVIMENTO MOVIMENTO MOVIMENTO i
PROGRESSIVO PROGRESSIVO NAO ESTATICO
RAPIDO LENTO PROGRESSIVO
Controle 4,03 £2,75 7,17+ 5,85 19,15 £ 12,67 69,65 + 20,06
Insulina 4,92 + 335 7,38 £5,47 22,48 £14,7 65,22 + 22,84
IGF-1 5,10+4,10 8,32+7,94 23,35+ 18,94 63,23 +£29,96
Insulina + IGF-I 3,60 + 3,01 5,78 £ 4,60 20,53 + 14,07 70,1 +£21,32

Tabela 06. Média + DPM dos resultados da analise computadorizada da motilidade espermatica feita
pelo sistema CASA (Computer Assisted Semen Analysis) no s€émen apos a descongelacao

Controle 69,65 £+ 20,06 22,77+ 14,94 7,58 5,36
Insulina 69,22 +£22,84 25,58 £ 17,64 9,2+6,29
IGF-1 63,23 £29,96 27,83 +£24,25 8,93 +6,82
Insulina + IGF-I 70,1 +£21,32 22,58 £15,94 7,32 +£5,69
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Tabela 07. Média + EPM dos resultados da analise computadorizada da velocidade espermatica feita
pelo sistema CASA (Computer Assisted Semen Analysis) no sémen ap6s a descongelagdo

VELOCIADE  VELOCDIDE  VELOCDIE o
Controle 7,65+5,75 9,07 + 6,38 13,63 £ 8,79 69,65 £20,06
Insulina 7,97 £6,25 10,98 + 7,82 15,83 +£9,28 65,22 +22.84
IGF-1 9,6 + 8,83 12,18 £12,18 15+9,71 63,23 £29,96
Insulina + IGF-1 5,62 +£4,94 9,58 +7,37 14,72 £ 9,35 70,1 £21,32

Todos esses dados foram submetidos aos testes de normalidade Lilliefors, Kolmogorov-
Smirnof e Shapiro-Wilk, sendo considerados normais em todos os casos. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey através da andlise de varidncia (ANOVA).

Nas trés variaveis consideradas (movimento, motilidade ¢ velocidade espermaticos),
nao se constataram diferencas estatisticas entre os tratamentos instituidos comparando-os com

o que foi observado no grupo Controle.

3.5 Sondas Fluorescentes

As andlises com o uso de sondas fluorescentes objetivaram resultados relacionados a
trés variaveis: (1) integridade das membranas plasmatica e (2) acrossomal e também (3) de pega

intermedidria dos espermatozoides. Esses resultados sao apresentados nas tabelas 08, 09 e 10.

Tabela 08. Média + DPM dos resultados da analise por sondas fluorescentes para observacdo da
integridade de membrana plasmatica de espermatozoide no sémen apods a descongelagao

MEMBRANA INTACTA MEMBRANA LESADA
Controle 51,5+21,51 48,5+21,51
Insulina 55,67 £ 19,53 44,33 £ 19,53
IGF-I 51,67 £ 25,86 48,33 £ 25,86
Insulina + IGF-I 40,33+ 17,99 59,67+ 17,99
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Tabela 09. Média £ DPM dos resultados da andlise por sondas fluorescentes para observagao da
integridade de membrana acrossomal dos espermatozoides apos a descongelagio

ACROSSOMA INTACTO ACROSSOMA LESADO
Controle 66 + 18,18 34 + 18,18
Insulina 52,5+2294 47,5 +22,94
IGF-I 54,67 £ 28,51 45,33 +28,51
Insulina + IGF-I 73,5+10,23 26,5+ 10,23

Tabela 10. Média £ DPM dos resultados da andlise por sondas fluorescentes para observagao da
integridade de peca intermediaria de espermatozoide ap6s a descongelagdo

PECA INTERMEDIARIA PECA INTERMEDIARIA
INTACTA LESADA
Controle 16 £9,55 84 £9.55
Insulina 23,33 £21,81 76,67 £ 21,81
IGF-1 27,5+19.27 72,5+ 19,27
Insulina + IGF-I 26,83 £ 24,71 73,17 £ 24,71

Todos esses dados foram submetidos aos testes de normalidade Lilliefors e Shapiro-
Wilk. Quanto a analise das membranas plasmatica e acrossomal, foram considerados normais,
mas quanto a andlise de pe¢a intermediaria, houve significancia, pelo que precisaram ser
transformados pela funcdo logaritimica para apresentarem normalidade. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey através da andlise de varidncia (ANOVA).

Pela andlise dos dados obtidos, constatou-se que os tratamentos instituidos nao
provocaram efeitos (P > 0,05) nem para as membranas plasmatica e acrossomal e nem para a
peca intermediaria. Nao houve diferenga também dentro das células ou pecas intermediarias
intactas, assim como das que se apresentaram lesadas.

No entanto, cabe observar que na analise da membrana acrossomal houve tendéncia ao

melhor resultado do tratamento Insulina + IGF-I (P> 0,06), merecendo destaque.

4. Discussao

Os touros alocados no experimento apresentavam média de idade de 72 meses.

Conforme Pacheco et al. (2007), em estudo analisando o efeito da idade sobre as caracteristicas
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seminais € o perimetro escrotal, constataram que em animais com 72 meses de idade nao houve
diferenca significativa para as carcteristicas morfoldgicas, estando as médias dentro do padrdo
determinado pelo CBRA (1998).

Segundo Marti et al. (2011), a medida que se aumenta a idade, ocorre também um
aumento no percentual de células espermaticas com membrana intacta quando o
espermatozoide ¢ submetido ao processo de criopreservagdo, e que talvez esse aumento da
competéncia estrutural e funcional associada a capacidade de crioresisténcia possa estar
relacionado ao volume da cabeca do espermatozoide, uma vez que esse diminui com o avango
da idade e as caracteristicas indicativas de boa congelabilidade aumentam.

Para Arruda et al. (2010), no que se refere a avaliacdo da morfologia, as causas de
defeitos espermadticos podem ser de origem ambiental, genética ou a combinagdo de ambas,
sendo bastante variavel (0,06 a 0,86) a correlacdo entre a morfologia dos espermatozoides e sua
relacdo com a fertilidade.

Mas para Brito (2007), apesar do exame da morfologia espermatica sozinho nunca poder
justificar a afirmacao de que a fertilidade potencial de um ejaculado ¢ alta, ¢ razoavel afirmar
que ela serd baixa quando uma alta propor¢ao de espermatozoides tem anormalidades. Assim,
considerando que o CBRA (1998) recomenda para ejaculados de touros um percentual minimo
de 70% de espermatozoides normais e, observando os resultados mostrados na tabela 02,
constatou-se que o touro de nimero 06 utilizado neste experimento apresentou caracteristicas
morfoldgicas abaixo das minimas para ser considerado apto a reproducdo. Apesar disso, como
o objetivo deste estudo ndo era testar os animais, mas sim os tratamentos instituidos sobre a
qualidade espermatica pds-congelamento, optou-se por manter este animal no experimento,
uma vez que o mesmo seria blocado dentro dos tratamentos.

No que diz respeito aos testes utilizados no experimento, trabalhos publicados atestam
a eficiéncia deles na predi¢do da viabilidade espermatica. Emerick et al. (2011) citaram o TTR
como sendo um teste sensivel em relagdo a motilidade pos congelamento, trazendo informagao
adicional na avaliagao de sémen bovino criopreservado. Tartaglione e Ritta (2004) trabalharam
com o Trypan blue e Giemsa para avaliar a condi¢do acrossomal de espermatozoides
criopreservados de touros e observaram que este teste apresentou alta correlacdo com a
fertilidade.

Partyka et al. (2012), relataram que os métodos convencionais de avaliagdo espermatica

em conexdo com a andlise computadorizada da motilidade espermatica (CASA) tém
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possibilitado aos pesquisadores obter informagdes mais precisas sobre o estado morfofuncional
dos espermatozoides e os mecanismos de criolesdao. Celeghini et al. (2010) comentaram que as
associacdes de sondas fluorescentes permitem avaliar, concomitantemente, varios
compartimentos da mesma célula espermatica, aumentando a precisdo das analises de sémen,
fato que se torna possivel em virtude da capacidade das sondas de se ligarem a compartimentos
especificos das células.

Para Silva e Guerra (2012), nenhum teste laboratorial isoladamente ¢ capaz de
determinar o potencial de fertilidade dos espermatozoides, sendo a melhor forma de predi¢ao
da qualidade de uma amostra seminal e do seu potencial fecundante a realizacdo conjunta de
técnicas de avaliacdo para as diferentes caracteristicas espermaticas.

Neste estudo, ndo se observou diferenga entre os tratamentos instituidos se comparados
com o grupo controle.

Quanto ao IGF-I, esse resultado contrasta com o que concluiram Henricks et al. (1998)
que identificaram a presenca do desse hormodnio no plasma seminal de bovinos, destacando uma
relag@o positiva (mas variavel) do IGF-I com a morfologia e a motilidade espermaticas.

Para Hoeflich et al. (1999), no entanto, embora o trabalho de Henricks et al. (1998) tenha
observado efeito positivo significante do IGF-I sobre a motilidade espermatica bovina no
sistema in vitro, este efeito deve ser reconsiderado nas condig¢des in vivo, onde quantidades
substanciais de proteinas ligadoras de IGF (as IGFBP’s) estdo presentes no plasma seminal
bovino e também porque a condigdo artificial pode modificar a meia-vida e as interac¢des dos
receptores de IGF dos espermatozoides.

Henricks et al. (1998), apesar de concluir pela relagao positiva do IGF-I na morfologia
e na motilidade espermaticas, atenta que a biodisponibilidade do IGF-I (evento mediado pelas
IGFBP’s), sofre influéncia da presenca, nas glandulas sexuais acessorias, de um antigeno
prostatico capaz de clivar o IGF-I de suas proteinas de ligagdo, sugerindo que este hormdnio
conjugado com suas proteinas so estd biodisponivel imediatamente antes ou apds a ejaculagao,
constituindo este um fator limitante a acao do IGF.

Hoeflich et al. (1999) corroboram acrescentando que a acdo moduladora das proteinas
ligadoras de IGF (as IGFBP’s) sofre influéncia da concentracao e do sitio de acdo. Uma dessas
IGFBP’s (a IGFBP-3) foi relatada como tendo agdo diminuidora da afinidade do receptor de
IGF-I para o seu ligante, apresentando, assim, influéncia negativa na a¢do do IGF. No mesmo

sentido, Miao et al. (1998) mostraram que a associacdo de IGF-I e IGFBP-3 ao meio de
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incubagdo ndo causou alteragdo, estatisticamente significativa, nos parametros de motilidade
espermatica, diferente do que ocorria com o IGF-I isoladamente.

Hoeflich et al. (1999) falaram ainda da agdo das proteases como modificadoras das
IGFBP’s. Para eles, essas enzimas seriam moduladoras-chave das a¢des do IGF. Miao et al.
(1998) demonstraram que essas proteases sao observadas no soro e no plasma seminal, e que a
protedlise de uma IGFBP diminui sua afinidade de ligagao com o IGF, afetando assim a sua
biodisponibilidade. Para Peterson et al. (1998), as proteases, especificas para IGFBP’s, ¢ um
outro nivel de controle regular da biodisponibilidade do IGF nos tecidos.

Quanto aos resultados observados sobre a Insulina, onde também nao houve diferenga
estatistica, eles contrastam com os dados encontrados por van Tilburg (2006), que adicionou
Insulina em sémen criopreservado e concluiu que ela influenciou favoravelmente a motilidade,
a cinematica e principalmente a integridade de acrossoma. Esse estudo de van Tilburg foi
realizado em ovinos.

Ja o trabalho de Lampiao e du Plessis (2008), analisando em diferentes tempos o efeito
da Insulina sobre a motilidade total e progressiva de espermatozoides humanos, ndo observaram
diferenca na primeira hora de incubacao do grupo tratado com Insulina se comparado com o
grupo controle. Nesse trabalho de Lampiao e du Plessis ndo houve congelamento de s€men.

Aquila et al. (2005), relataram que os espermatozoides no ejaculado sdo capazes de
secretar Insulina. Essa pode ser uma resposta autdbnoma da célula espermatica para lhe garantir
substrato durante todo o trato reprodutivo masculino e feminino e, assim, garantir o sucesso na
fertilizagdo. A insulina liberada age indiretamente na via da pentose fosfato (PPP), através da
regulacao da enzima G6PDH, tendo como resultado a producdo de NADPH. Este ultimo vai
agir nos eventos relacionados com a capacidade do espermatozoide se fundir com o odcito.

Trabalho de Urner e Sakkas (1999) concluiu que o espermatozoide precisa gerar
NADPH através da PPP a fim de alcangar a fecundagdo. No entanto, a concentracdo dessa
enzima NADPH precisa estar finamente equilibrada. A hiperatividade da via das pentoses pode
danificar o espermatozoide, assim como a pouca estimulagcdo pode tornar a célula espermatica
incapaz de fecundar. Dessa forma, a insulina produzida pelo espermatozoide tem agdo na
inducdo da capacita¢ao, conforme alcance sua concentracgao limite.

Neste estudo, apesar de ndo se ter encontrado diferenca estatistica, a motilidade e o
movimento espermatico total apresentaram maior valor numérico nos tratamentos que

receberam apenas IGF-I, corroborando o trabalho de Nakayama e Yamamoto (1999), que em
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estudo sobre a influéncia de IGF-I, IGF-II e Insulina na promoc¢do do crescimento e
diferencia¢do dos espermatozoides, relataram que o IGF-I era mais potente do que o IGF-II,
enquanto que a insulina era o menos potente.

Trabalhos de Henricks et al. (1998) e Selvaraju et al. (2009) citam também as
concentragdes de IGF-I capazes de manter a motilidade espermatica superior a do grupo
controle citando, nos dois trabalhos, a concentragao de 100 ng/mL. No presente estudo foi
utilizada a concentragdo de 150 ng/mL de IGF-I isolado. Cabe destaque, no entanto, da anélise
da membrana acrossomal feita por sonda fluorescente em que o grupo testado com a associa¢ao
de Insulina e IGF-I nas doses respectivas de 50 pUI/mL e 75 ng/mL obteve o melhor resultado
(P =0,06), quase apresentando diferenca estatistica se comparado ao grupo controle. Deixa-se

aqui, abertura para novas pesquisas com novas dosagens.

8. Conclusao

Com base nos resultados obtidos, dentro das condi¢des realizadas neste experimento,
conclui-se que a adi¢do de Insulina e IGF-I ao meio diluidor de sémen criopreservado de
bovinos: ndo causou mudangas na integridade das membranas plasmatica e acrossomal e na
condigdo metabolica da célula espermatica; nao influenciou a motilidade das células
espermaticas apoOs a criopreservacao e ndo aumentou a taxa de células espermadticas nao

capacitadas apos o descongelamento.
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ANEXOS

ANEXO 01 - Composigao do diluidor TRIS/GEMA a 20%

Ingredientes Quantidade
Tris (tris(hidroximetil)aminometano) 242 ¢
Acido citrico P.A. 1,36 g
Frutose P.A. 1,0g
Gema de ovo 20 mL
Glicerol P.A. 99,5% (Glicerina) 7 mL (7% v/v)
Penicilina G potéssica 0,028 g
Agua destilada deionizada q.s.p. *q.s.p. para 100 mL

(*) q.s.p. — quantidade suficiente para completar o volume de 100 mL. P.A. — Puro para Analise

Fonte: Leite, 2008

ANEXO 02 - Relagdo dos materiais utilizados para coleta e congelamento do sémen

1- Microscopio Optico;

2- vortéx

3- Caixa contendo os seguintes materiais: luvas
de procedimento, alcool polivinilico, papel

[ =] toalha, laminas e laminulas; tubos Falcon de

5 e 15 mL; tubos Eppendorf de 1,5 mL;

& . palhetas de 0,25 e 0,5 mL; Céamara de
Neubauer; pipetas de 10 a 100 pL; ponteiras;
raques para estocagem do  sémen;
esparadrapo; solucdo de formol salino

4- banho-maria;

5- botijoes com Nitrogénio liquido;

6- eletrojaculador;

7- Méquina de congelamento TK-3000;

8- extensdo de energia;

9- caixa de isopor contendo funis e, além destes,
também foram utilizados mesa aquecedora e
Becker de 500 mL contendo o diluidor
congelado.

61




ANEXO 03 — Detalhes da Camara de Neubauer e a descri¢do da formula para calculo da

concentragdo espermatica

DETALHES DA CAMARA DE NEUBAUER

Montagem da camara

Detalhe da camara - altura

Alimentacfo da cAmara

Cimara preparada

Fonte: Papa, et al., 2011

A formula para calculo da concentragao,

conforme CBRA (1998) ¢ a seguinte:

A
n= "] N 1
B * 25 * 10

onde:

n = niimero de espermatozoides/mm’

A = niimero de espermatozoides contados na
camara;

B = fator de diluigdo (1:200; 1:100; ...);

N = niimero de quadrados grandes contados -
superficie contada;

1/10 = altura da camara

ANEXO 04 — Sistema programavel para criopreservagdo de sémen TK-3000" 1)

aparelho programdvel; 2) tubo de resfriamento adaptado com porta

palhetas e 3) caixa térmica para nitrogénio liquido.
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ANEXO 05: Aparelho para analise pelo CASA. A) Visao geral destacando o computador (1), o
microscopio acoplado a cAmera (seta) (2) e a mesa aquecedora com as camaras de leitura

(3); B) Visao das camaras de leitura na mesa aquecedora

ANEXO 06 — Analise de integridade de membrana plasmatica por sondas
fluorescentes. A seta mostra um espermatozoide integro na

coloragdo verde. Os outros apresentam-se lesados.
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ANEXO 07 — Analise de peca intermediaria (fungdo mitocondrial) por
sondas fluorescentes. As setas mostram espermatozoides

integros com coloragdo laranja.

ANEXO 08 — Analise de peca intermediaria (fungdo mitocondrial)
por sondas fluorescentes evidenciando alguns

espermatozoides lesados na lamina.
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ANEXO 09 — Analise de membrana acrossomal por sondas
fluorescentes evidenciando alguns espermatozoides

integros na lamina.
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