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RESUMO

A criopreservacao de sémen tem sido vista como uns meios de beneficiar a procriagao
de animais de importancia agricola. No entanto, o alto indice de fertilidade obtido com
sémen criopreservado de gados ndo tem sido atingido em outras espécies. A motilidade
espermatica e a fertilidade do sémen criopreservado podem variar significativamente
entre individuos e entre ejaculados de um mesmo garanhdo. As principais
caracteristicas da superficie do espermatozéide maduro sdo adquiridas no epididimo
(durante o processo de maturagao) e na ejaculagéo, pela absor¢gdo de componentes
especificos do plasma seminal. Alguns destes elementos (proteinases, glicosidases e
transferases) estdo envolvidos na ligagdo epermatozéide-ovécito. Considerando a
importancia potencial de proteinas e glicosidases espermaticas na fertilizagado, o nosso
estudo avaliou o efeito da criopreservagdo no perfil protéico e na atividade de
manosidasica no sémen de E. caballus. Nés observamos que o perfil protéico do
espermatozdide criopreservado se assemelha ao de amostras in natura. Porém,
algumas diferengas entre o perfil protéico do espermatozéide in natura e do
criopreservado foram encontradas. Os garanhdes foram agrupados baseando se na
média da motilidade progressiva apos a criopreservagéo. Garanhées com motilidade
espermatica pods-descongelamento >30% foram classificados como " bons
congeladores " (n = 8) e garanhdes com motilidade entre <30% e > 20% apos o
descongelamento foram classificados como " congeladores moderados" (n = 9), e
garanhdes com motilidade <20% como "maus congeladores" (n=8). A proteina de
21kDa estava presente em todos os animais e diminui em abundancia apds a
criopreservacao. Nos espermatozoides de animais classificados como "maus
congeladores" esta proteina estava em uma concentragdo menor no sémen in natura
quando comparado com o0s demais grupos. NoOs detectamos que apds a
criopreservacgao algumas proteinas diminuem e outras aumentam sua concentragao, e
este fenOmeno varia entre os grupos de garanhdes. Esse aumento e/ou diminuigdo na
concentracdo de proteina, ou desaparecimento de bandas de proteinas apds o
procedimento de criopreservacao pode estar relacionado com a dissolugéo de proteinas
espermaticas no meio extracelular, com a degradacao (protedlise) de proteinas devido
a tensdo sofrida pelo congelamento, ou desagregacbes de proteinas durante o
processo de criopreservagcdo. A expressdo da atividade da a -1,4 manosidase foi
fluorimetrica e eletroforeticamente avaliada nos espermatozoides e no plasma seminal
de garanhdes. A atividade especifica da a-manosidase € significativamente mais alta
em espermatozoéide da regido de cauda epididimaria do que em espermatozoéides de
ejaculado. A atividade manosidasica manteve-se em uma ampla gama de pH, com dois
picos distintos (ao redor de pH 4.0 e pH 6.0). A manosidase, analisada por géis nao
desnaturante, exibiu uma massa molecular de 60 kDa e mobilidade eletroforética de
0,02 em concentragdes de poliacrilamida 8%v/v. Em condigbes desnaturantes a
manosidase apresentou uma massa molecular de 180kDa e mobilidade relativa de 0,3.
Nos observamos que a atividade de manosidasica foi alterada e pode variar entre os
grupos de garanhdes pelo processo de criopreservagao. A avaliagdo simultanea de
varios parametros espermaticos, incluindo a motilidade espermatica como também o
perfil protéico e a relagcdo da atividade manosidasica com o processo de
criopreservacao podem levar a uma maior elucidacédo das diferencas da fertilidade em
amostras criopreservadas.

Palavras-chave: criopreservagao; sémen; garanhao; perfil protéico; manosidase



ABSTRACT

Cryopreservation of semen has long been seen as a means of benefiting the breeding of
animals of agricultural importance. Nevertheless, with the possible exception of bull
semen, a lower fertility is generally accepted as a consequence of cryopreservation.
Stored semen has decreased spermatozoal motility and fertility that can vary
significantly between individual stallions and between ejaculates within stallions. The
main characteristics of the ejaculated sperm surface are acquired in the epididymis
(maturation process) and at ejaculation by the adsorption of specific components from
the seminal plasma. Some of these elements (proteinases, glycosidases and
transferases) are involved in binding to egg receptors during fertilization. Considering
the potential importance of sperm proteins and glycosidases in fertilization, the present
study was undertaken to investigate the effect of cryopreservation on sperm protein
profile and a-mannosidase activity. We observed that the protein profile of frozen-
thawed sperm resembles that of fresh samples. However, some differences in protein
profile between fresh and cryopreserved sperm exist. The stallions were grouped based
on their average visually estimated post-thaw progressive motility. Stallions with
spermatozoa having post-thaw motility >30% classified as “good freezers” (32%) and
stallions with average post-thaw motility <30% and > 20% classified as “moderate
freezers” (34%), and stallions with post-thaw motility <20% as “poor freezers” (32%).
The 21 kDa protein was present in all animals and decrease in protein abundance after
cryopreservation. In spermatozoa from “poor freezers” this protein had a smaller
concentration in fresh semen. We detected that after cryopreservation some proteins
have decreased and others increased their concentration, and these phenomenons vary
between the stallions group. Decrease/increase in protein abundance or spot
disappearance in sperm after the cryopreservation procedure may be due to either
leakage of proteins from spermatozoa to the extracellular medium, to degradation
(proteolisis) following freezing-thawing stress, or proteins disaggregations during the
cryopreservation process. The expression of a-1, 4 mannosidase activity was
fluorometrically and electrophoretically assessed in the spermatozoal and seminal
plasma of stallions. a-mannosidase specific activity is significantly higher in
spermatozoa from cauda epididymal regions than in spermatozoa from ejaculated.
Stallion ejaculated mannosidase maintained their activity in ample range of pH, with two
distinct peaks (around pH 4.0 and pH 6.0). The mannosidase, analyzed by
nondenaturing electrophoresis, exhibited a molecular weight of 60 kDa and
electrophoretic mobility of 0,02 in polyacrilamide 8%v/v. In denaturing assays shows a
molecular weight of 180kDa and electrophoretic mobility of 0,3. We observed that the
mannosidase activity was altered and can vary between the grouped stallions by the
cryopreservation. Analyzing several sperm parameters simultaneously, including sperm
motion parameters as well as protein profile sperm by electrophoresis and mannosidase
activity, can achieve a more comprehensive evaluation of total sperm function and high
correlations between laboratory assays and sperm fertility can be obtained for frozen-
thawed stallion spermatozoa.

Keywords: cryopreservation; semen; stallion; protein profile; mannosidase
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I. INTRODUGAO

A criopreservagédo de sémen € uma tecnologia de grande impacto na industria
agropecuaria, uma vez que permite uma maior disseminagdo do material genético de
animais de alto potencial produtivo, possibilita o armazenamento de gametas de
animais que n&o possam, temporariamente ou permanentemente, ser utilizados com
fins reprodutivos e contribui na preservacao de espécies em extingao. No entanto, o
alto indice de prenhez obtido com sémen criopreservado de bovinos, ndo tem sido
atingido em equinos.

Diversos fatores tém concorrido contra o desenvolvimento e aplicacao desta
técnica em equinos, principalmente a elevada sensibilidade do espermatozdide as
baixas temperaturas dos processos de congelamento e descongelamento. A
diminui¢cdo da viabilidade espermatica resulta na obtencdo de um baixo indice de
prenhez, em torno de 40%, por ciclo reprodutivo da égua (GRAHAM, 1996;
SNOECK e HENRY, 2001). Além do menor potencial fertilizante do sémen
criopreservado, a proibicdo do uso de sémen congelado em algumas associagdes
de ragas e os custos dos procedimentos (sincronizagdo do cio, controle folicular da
égua, sincronizagao das datas de ovulagao e inseminagédo; manutengcéo do sémen,
etc.) tém limitado o uso de espermatozodides criopreservados na inseminagao
artificial de equinos (LOOMIS, 2001; CARNEIRO, 2002).

A reduzida fertilidade dos espermatozéides criopreservados € geralmente
atribuida a mudancas nas caracteristicas biofisicas e bioquimicas de suas
membranas, que resultam numa baixa resisténcia do gameta ao choque térmico
(AMMAN e PICKETT, 1987; WATSON, 1995; PARKS e GRAHAM, 1992).

Nas ultimas décadas, uma série de proteinas espermaticas tem sido postulada
como candidatas a participar no reconhecimento e ligagdo a moléculas
complementares da zona pelucida. Algumas delas apresentam atividade enzimatica
como B 1-4 galactosiltransferase, fucosiltransferase e a-manosidase. Existe a hipotese
que estas moléculas operariam como uma lectina, reconhecendo sacarideos
complementares na zona pelucida (YANAGIMACHI, 1994).

Apesar dos avangos das pesquisas nesta area, pouco se sabe em relagcédo a
estrutura quimica e localizagdo dos receptores espermaticos, bem como das

moléculas-chave na interacdo espermatozoide - ovocito; e pouco se conhece sobre
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a natureza e mecanismos dos danos provocados pela criopreservacao de gametas.
Tendo em vista que a alteracdo de proteinas-chave poderia resultar na perda da
motilidade e do potencial fertilizante (CHATTERJEE e GAGNON, 2001; ZILLI et al.,
2005) é de grande interesse avaliar o efeito da criopreservagao no perfil protéico da
membrana plasmatica de espermatozdides de equinos.

Visando verificar o efeito da criopreservagdo em algumas caracteristicas
estruturais e funcionais do sémen de equinos, no presente estudo se avaliara o
efeito desta metodologia na motilidade, vigor e viabilidade da célula espermatica
bem como no perfil protéico de espermatozoéides de Equus caballus. Levando em
consideragdao a hipotese de uma possivel participacdo da a-manosidase na
fertilizacdo, se focalizara nossa analise no efeito do congelamento e
descongelamento das amostras na atividade desta enzima. O estudo do efeito da
criopreservagdo em proteinas-chave pode ser de grande valor, ndo sé no
diagnostico de problemas de fertilidade, mas também na avaliagdo de possiveis

doadores em programas de inseminacéo artificial.
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Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. FERTILIZAGAO EM MAMIFEROS

Para atingir a membrana ovocitaria, o espermatozoide deve primeiro atravessar
a camada de células do cumulus, reconhecer e se ligar a matriz extracelular que
rodeia o ovécito, a zona pelucida (ZP), iniciando uma cadeia de interagdes celulares

que culminar&o na fertilizagdo (NIXON et al., 2007) (Fig. 1).

Figura 1 - Interagdo gamética. A: Passagem dos espermatozoéides pelas
células do cumulus. B: Interagao dos espermatozoides com a zona pelucida
(1), reagdo acrossbmica (2), penetragdo do espermatozdide na zona
pelucida (3). C: Interagdo espermatozéide com a membrana plasmatica do
ovocito (PRIMAKOFF e MYLES, 2002).

A ZP é uma matriz porosa, altamente glicosilada, secretada tanto pelo ovdcito
em crescimento quanto pelas células que o circundam (SINOWATZ et al., 2001). Na
maioria dos mamiferos tém sido descrito trés tipos de glicoproteinas sulfatadas ZP1,
ZP2 e ZP3, sendo que em outras espécies como suinos e humanos foi identificada
uma quarta glicoproteina, a ZP4/B (ARAKI et al.,1992; LEFIEVRE et al., 2004). As
proteinas ZP mostram uma grande heterogeneidade, produto de uma glicosilagao
diferencial da estrutura polipeptidica e/ou da sulfatagdo de cadeias glicano
(SHIMITZU et al., 1983). Esta matriz desenvolve varias fungdes, como a regulagéo
do perfil endécrino durante a foliculogénese, reconhecimento espermatozéide -

ovocito, ativacdo espermatica e inducdo da reagdo acrossbmica, barreira
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heteroespecifica para a fertilizacdo e protecdo ao embrido desde a fertilizacdo a
implantagao (YAMAGIMACHI, 1994; LIU et al., 1996; SINOWATZ et al., 2001).

Diversas fontes assinalam que na ligagdo espermatozoide - ZP participariam
oligossacarideos O-ligados da ZP3 (YANAGIMACHI, 1994; WASSARMAN, 1999).
Porém a identidade do residuo oligossacarideo terminal € tema de controvérsias.
Bleil e Wassarman (1990) sugerem que a galactose terminal € critica, entretanto os
trabalhos de Miller e colaboradores (1993b) indicam o grupamento N-
acetilglicosamina (GIcNAc) como fundamental. Estes autores sugerem que uma
GIcNAc da ZP reconheceria uma galactosil transferase (GalT) presente nos
espermatozoides. Outros autores apdiam a participacdo de cadeias
oligossacaridicas hibridas (TULSIANI et al., 1997) e Topfer e Calvete (1996)
sugerem as espermadesinas como proteinas ligantes, entre elas a AWN-1, AQN-1 e
AQN-3. Esta interacao primaria dispara no espermatozoide uma cascata intracelular
de sinais que culmina na fusdo das membranas plasmatica e acrossomal externa e
exocitose do conteudo acrossomal (YANAGIMACHI, 1994; ALLEN e GREEN, 1997)
(Fig. 2). A cascata de sinal disparada envolve diversos mecanismos dentre eles, a
toxina pertussis (PTx), a proteina-G (WARD et al.,1992; WARD e KOPF, 1993), e um
canal aniénico dependente de voltagem que regula o potencial de membrana
(FLORMAN et al.,1998; 1999) e resulta na elevagdo do pH e da concentracdo de
Ca?* (FLORMAN et al., 1999). Recentes estudos sugerem que a reagdo acrossdmica
expoe componentes especificos da matriz acrossomal que estabilizam a adeséo do
espermatozoide com a ZP (KIM et al., 2001a) como a sp56 (KIM et al., 2001b) e a
proteina zonadesina (HADEN, 2000).

>
|r

Figura 2 - Reacdo acrossémica. (A) Espermatozdide com acrossoma
intacto. (B) Fusdo entre a membrana acrossomal externa e a membrana
plasmatica. (C e D) Espermatozéide com acrossoma reagido
(WASSARMAN, 1999).
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ApOs a reacao acrossOmica, o espermatozoide perde afinidade pela ZP3 e se
une a ZP2 via membrana acrossomal interna (MORTILLO e WASSARMAN, 1991;
BLEIL et al., 1988). As enzimas hidroliticas liberadas (proteases, glicosidases entre
outras) contribuem facilitando a penetragcao do espermatozdide na segunda fase da
interacdo espermatozoide — ZP (MILLER et al., 1993b; YANAGIMACHI, 1994).
Essas proteases podem estar ancoradas na membrana espermatica (ZHU et al.,
2001) ou serem proteases soluveis do conteudo acrossomal (OHMURA et al., 1999).

As interacdes entre a membrana plasmatica do espermatozéide e do ovdcito
também envolvem duas etapas: a unido dos gametas e a fusdo de suas membranas
(YANAGIMACHI, 1994; ALLEN e GREEN, 1997). Integrinas (a1B1) e proteinas
espermaticas (fertilina e DE/CRISP-1n) tém sido propostas como protagonistas da
interacdo entre as membranas de ambos os gametas. Acredita-se que, além da
fertilina e equatorina, outros membros da familia ADAMs bem como moléculas
relacionadas com a proteina DE parecem atuar juntas na unido espermatozdide -
ovocito, porém suas fungdes especificas nao tém sido estabelecidas (Mc. LESKEY
et al., 1998; TOSHIMORI et al.,1998; BREWIS e WONG, 1999).

Ellerman e colaboradores (2006) demonstraram que diferentes inibidores da
proteina dissulfeto isomerase (PDI) seriam capazes de inibir a fusdo dos gametas in
vitro. Enquanto que o pré-tratamento de ovécitos nao teve nenhum efeito, o pré-
tratamento de espermatozdides reduziu a habilidade de fusdo deles. Alguns
membros da familia PDI, detectados na regido da cabega espermatica, como a
oxidoredutase ERp57, tém sido sugeridos como proteinas que teriam um papel na
fusdo dos gametas.

A fusdo das membranas espermaticas e ovocitarias induzem a exocitose dos
granulos corticais, mudancgas estruturais na ZP e bloqueio a poliespermia (MILLER
et al., 1993a; Mc. LESKEY et al., 1998; RETAMAL,1999). Esta série complexa de
eventos moleculares, sequenciais e altamente regulados permite a unido dos
gametas masculino e feminino, ativacdo do ovdcito e formacdo de uma nova célula
dipldide (zigoto). Os mecanismos que subjazem a esses eventos s&o alvos
principais da pesquisa nesta area. Contudo, ainda n&o ha consenso em relagdo as
proteinas que séo essenciais na fertilizagdo, em nenhuma espécie de mamifero.

Em equinos, varias proteinas candidatas potenciais a fusdo espermatozoide -
ZP tém sido identificadas, entre elas, hialuronidase (MEYERS et al., 2000),
galactosiltransferase (ENSSLIN et al., 2007) e algumas glicosidases (DIAS, 2002).
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Trabalhos prévios de nossa equipe demonstraram a presenga de uma proteina
(glicoproteina) R; 0.45 (20kDa) (RETAMAL et al., 1999) com uma sequéncia
aminoacidica terminal similar a HSP1 descrita por Calvete e colaboradores (1995)
em plasma seminal, que poderia participar na interacdo espermatozoide - ZP
(RETAMAL et al., 1999). Duas glicosidases: 1,4 a-glucosidase e 1,4 a-manosidase
também foram identificadas pelo nosso grupo em espermatozdides e plasma
seminal de equinos (DIAS, 2002).

2. COMPONENTES DO SEMEN

O sémen, secregao fisioldégica produto da atividade dos varios 6rgados que
compdem o trato genital masculino, contém o plasma seminal e os espermatozdides.

O plasma seminal é um fluido quimicamente complexo, cuja formagao se deve
as secrecgbes dos testiculos, epididimos, vasos deferentes, vesiculas seminais e
prostata (TOPFER-PETERSEN et al., 2005), e em menor escala as glandulas de
Cooper e de Littre (SETCHELL et al., 1994). Além de ser o veiculo para o transporte
espermatico, providencia substratos metabolizaveis e protecdo no trato genital
feminino, oferecendo condigdes que viabilizam o processo de fertilizagdo (MARTINS,
2001).

A composicao do plasma seminal varia entre espécies e inclusive em um
mesmo animal, dependendo das condicdes em que ele se encontra. E constituido de
proteinas, carboidratos, lipideos, sais minerais, vitaminas, hormédnios, enzimas,
agua, ions, imunoglobulinas e agentes antimicrobianos, dentre outros componentes
(Quadro 1). Porém o papel de cada um destes elementos ndo estd totalmente
elucidado (KIRCHHOFF et al, 1998; MOREL, 1999; KRAVETS et al., 2000;
DACHEUX et al., 2003).

Varios fatores devem ser considerados quando se analisa a composicdo do
plasma seminal, entre eles as glandulas acessorias presentes em cada espécie e
sequéncia temporal com respeito ao langamento das suas respectivas secregodes, o
local de deposicdo do sémen, a forma de coleta, e as variagdes entre sucessivas
ejaculagcdes (MAN e LUTWAK-MANN, 1981; SETCHELL et al., 1991).

A presenca, auséncia ou variagdes na concentracdo de proteinas e outros

componentes do plasma seminal estdo provavelmente relacionadas com a



21

variabilidade de resultados nos estudos sobre efeitos do plasma seminal na
fertilizacdo. Embora recentes estudos tenham comegado a revelar os segredos das
proteinas do plasma seminal, o papel da maioria das proteinas secretadas no trato

reprodutivo masculino nao esta bem elucidado.

Quadro 1 — Composigao do plasma seminal de algumas espécies domésticas

Componente Cavalo Touro Cachorro | Coelho | Carneiro Galo
Proteinas totais ® 1.2-12 30-80 21-37 - 50 18-28
Frutose ® 0.02-0.08 | 1.2-6.0 <0.01 0.4-1.5 1.5-6.0 0.04
Glicose ® 0.82
Sorbitol ® 0.2-0.6 0.1-1.4 <0.01 0.8 0.26-1.7 0-0.1
Ac. Citrico® 0.08-0.53 | 3.57-10 0.04 - 1.1-2.6 0.0
Inositol ® 0.19-0.47 | 0.25-0.46 - - 0.07-0.15 0.16-0.2
Ac. Ascorbico ® - 0.09 - - 0.05 -
Glicerilfosforilcolina ® 0.4-3.8 1.1-5.0 1.8 2.5-3.7 11-21 0-0.4
Ac. Glutamico® - 0.35-0.41 - - - -
Sodio® 2.57 2.25 3.32 - 1.78 3.52
Potassio ® 1.03 1.55 0.31 - 0.89 0.61
Fosforo 0.02-0.07 - - - - -
Calcio® 0.26 0.4 0.05 0.06 0.1
Magnésio ° 0.09 0.08 0.04 - 0.06 0.14
Cloro*® 4.48 1.74-3.2 4.4 - 0.86 1.47
Bicarbonato° - 7.1 2.9 - 7.1 -
a-Manosidase © - 400 - - 50 -
B-N-acetilglucosamidase® 625 15000 - - 16000 -
pH 6.2-7.8 6.48-7.8 6.1-7.0 6.5-7.5 5.9-7.3 7.2-7.6
Osmolaridade 142-334

valores em mg mL ™’

a
® valores em mmol L ™
C
d

-1
valores em mOsm Kg

valores em unidades mL ™

Fonte: MOREL, 1999.

Os espermatozoides sao células altamente diferenciadas que apresentam
duas regides morfologica e funcionalmente diferentes: a cabega (que contém o
nucleo, o acrossoma e escasso citoplasma) e a cauda (onde se localiza o aparelho
flagelar). Entre estas duas regides localizam-se as estruturas da peca de conexao

(Fig. 3). A cabeca do espermatozdide equino é de forma eliptica, ligeiramente mais
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grossa na parte posterior com insercdo paraxial do flagelo (LOPEZ e DE SOUZA,
1991). O nucleo, de cromatina compacta, € delimitado pelo envelope nuclear.
Diferentemente dos nucleos somaticos, os poros nucleares sdo ausentes, exceto na
regido do envoltério nuclear redundante. Esta re-localizagdo dos poros nucleares
coincide com a baixa atividade metabdlica do espermatozéide maduro. Sé na regiao
basal da cabeca, perto da peca de conexdao, ha uma pequena area da cromatina
descondensada onde a transcrigdo, traducdo e sintese de proteinas ainda sao
possiveis (DADOUNE, 2004). O acrossoma, uma vesicula especializada derivada do
Golgi (MORENO et al., 1998, 2000; RAMALHO-SANTOS et al., 2002), circunda a
matriz acrossomal e contém diversas proteinas e enzimas, entre elas a proé-
acrosina/acrosina, hialuronidase, esterases, hidrolases acidas, as quais estao
envolvidas no processo de fertilizacdo (MANN e LUTWAK-MANN, 1981).

A cauda ou flagelo apresenta trés regides denominadas pega intermediaria,
peca principal e peca terminal. A peca intermediaria caracteriza-se por apresentar
um envoltério mitocondrial organizado em hélice, ao redor das fibras densas
externas (ODF) do axonema. Postula-se que proteinas presentes nesta estrutura,
como as VDAC (canais aniénicos dependente de voltagem) poderiam exercer um
papel na regulagdo da motilidade espermatica ou integridade estrutural do flagelo
(HINSCH et al., 2004; DIAS, 2006). Sampson e colaboradores (2001) demonstraram
que a falta de VDACS3 leva a defeitos no axonema, produzindo espermatozdéides
iméveis e por consequéncia inférteis. Varios pesquisadores apdiam a hipotese de
que VDACs transportariam ATP das mitocdndrias para as dineina ATPases mais
distais, na pega principal do flagelo, e/ou protegeriam o ATP de hidrélise prematura.
Devido a proximidade da regido do axonema, que demanda energia, as ODF
poderiam servir como uma bateria de armazenamento que proveria ATP quando
necessario (HINSCH et al., 2004).

O axonema caracteriza-se pela presenga de um par de microtubulos centrais
rodeados por nove pares de microtubulos periféricos. Entre a peca intermediaria e a
principal do flagelo localiza-se o annulus ou anel de Jensen. Na pecga principal,
perde-se a bainha mitocondrial e surge a capa fibrosa. Na peca terminal permanece
o complexo do axonema (EDDY e O’'BRIAN, 1994).

A membrana plasmatica do espermatozdéide € uma estrutura de natureza
heterogénea que apresenta dominios restritos em composicdo e fungdo como os

dominios acrossomal, do segmento equatorial e pds-acrossomal, na regido da
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cabeca; e os dominios da peca intermédia, da peca principal e da peca terminal do
flagelo (Fig. 3) (PARKS e GRAHAM, 1992; FLESCH e GADELLA, 2000; CUNHA,
2000).

NDominio acrossomal ¢——

- . )l —>» Cabeca

Dominio equatorial ~ ¢—— \

Dominio pés-acrossomal €¢——
\ Peca de

! Y—» conexéo

L » Pecaintermediaria
Flagelo +—— ¢

— Pega principal

Figura 3 - Esquema de um espermatozéide de mamifero (PESCH e
BERGMANN, 2006).
Estes dominios sdo dinamicos e experimentam transformagdes, nao sé durante
a gametogénese ou na maturagado do gameta no epididimo, mas também durante sua
exposigcao aos produtos das glandulas anexas, na ejaculagao, e no trato genital da
fémea (EDDY e O’'BRIAN, 1994; YANAGIMACHI, 1994; DACHEUX, et al., 1998). A
maior parte destes compartimentos é relativamente estavel, embora haja evidéncia
de troca de componentes entre eles (COWAN et al., 1987; GADELLA et al., 1994,
HUNNICUTT et al., 1997; SHADAN et al., 2004). Existe a hipétese de que a
localizag&o de proteinas integrais de membrana em seus respectivos dominios seria
regulada em parte pos traducionalmente, e que o sinal da expressao e talvez a
sintese da proteina pudesse controlar o destino das proteinas de superficie (MYLES
et al., 1990; BARTLES, 1995). Diferengas na densidade e distribuicdo de proteinas
intramembrana, oligossacarideos de superficie, bem como de moléculas lipidicas
(fosfolipidios e colesterol) tém sido observado nos diferentes dominios topograficos de
espermatozoides maduros e imaturos de equinos, através de estudos de cargas de
superficie, citoquimica de glicoproteinas e lipideos de membrana e pela analise de
réplicas de superficie obtidas por criofratura (LOPEZ et al., 1987; LOPEZ e DE
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SOUZA, 1991; RETAMAL et al., 2000; DIAS et al., 2004; LOPEZ et al., 2007). A
significancia dessas modificacbes nao tem sido elucidada, mas a remodelagdo de
componentes de membrana durante os processos de desenvolvimento e maturagao
do gameta constitui um fino mecanismo de controle que assegura que moléculas-
chave estejam na posigdo correta e no tempo apropriado para mediar diferentes
etapas que levam a fertilizagao (LOPEZ et al., 2007).

Nas ultimas décadas tem sido postulada a presenga de microdominios e ‘rafts
lipidicos', estruturas altamente dindmicas, que variam de 10 moléculas a 100nm de
tamanho (SIMONS e TOOMRE, 2000). Khalil e colaboradores (2006) tém
demonstrado que o numero de ‘rafts lipidicos’ em suinos aumenta durante a
capacitagdo, juntamente com um aumento de afinidade entre a membrana
espermatica e a zona pelucida.

Os mecanismos que mantém a heterogeneidade da membrana espermatica
sao complexos e pouco se sabe de como esses dominios sdao mantidos em um
ambiente essencialmente fluido (EDIDIN, 1993; JACOBSON et al., 1995; TOPFER-
PETERSEN e WABERSKI, 2001; VEREB et al., 2003). Provavelmente diversos
fatores, entre eles associagdes espontaneas de proteinas ou de outras moléculas
que restringem sua difusdo, particdo termodinamica, interagcdes de proteinas
transmembrana com o citoesqueleto e confinamento de proteinas em regides
determinadas formando barreiras de difusdo, participam neste processo (JAMES et
al., 2004; LOPEZ et al., 2007).

3. MANOSIDASES NO TRATO REPRODUTIVO

Desde que fora postulado que residuos de manose presentes na zona
pelucida de ratos e camundongos poderiam estar envolvidos na ligagao
espermatozoide - ZP (LAMBERT, 1984; SHALGI et al., 1986; AMARI et al., 2001)
diversos estudos foram direcionados na deteccdo de manosidase em
espermatozoides de mamiferos (TULSIANI et al., 1989; CORNWALL et al. 1991;
TULSIANI et al., 1992; DIAS et al., 2004).

As glicosidases sao enzimas intracelulares que degradam oligossacarideos ou
glicoconjugados destinados a via lisossomal/endocitica (MILLER et al., 1993a).

Contudo, as glicosidases podem também ser secretadas extracelularmente.
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Secrecgdes de glicosidases por células epididimarias, como a manosidase, tem sido
encontrada em varias espécies, ratos (TULSIANI et al.,1989), equinos (DIAS, 2002),
suinos (JIN et al., 1999), carneiro (BESANCON et al., 1985) incluindo o homem
(TULSIANI et al., 1990). Essas enzimas tém sido relacionadas com a remodelagao
de glicoproteinas ou glicolipidios da superficie espermatica, dado a sua alta
afinidade com o substrato (TULSIANI et al., 1995; CASTELLON e HUIDOBRO,
1999; DIAS, 2002; DIAS et al., 2004).

Pelo menos trés isoformas da a-manosidase (a-D-manosidase manohidrolase,
EC 3.2.1.24) foram descritas em humanos e bovinos. As trés formas da enzima
diferem em estabilidade, pH &timo, resposta a ativadores e inibidores e
comportamento cromatografico. A forma a-manosidase acida € uma enzima
lisossomal tipica (pH o6timo 3,8-4,6) e em muitos casos tem sido estabilizada ou
estimulada com ions Zn?* (PHILLIPS et al., 1974; GRABOWSKI et al., 1980). A
forma a-manosidase neutra (pH 6timo 6,0 — 7,0) tem origem citoplasmatica e é
ativada ou estabilizada por Co?*, Fe** ou Mn*" (PHILLIPS et al., 1974; SNAITH,
1977). Esta enzima €& maior e mais instavel do que as outras manosidases. O
terceiro tipo de a-manosidase tem um pH étimo entre o pH acido e ou neutro (pH 5.3
- 6.0) e é muito sensivel a ions Co?* (HIRANI e WINCHESTER, 1979).

Quanto a forma neutra, também presente em espermatozéides humanos e de
outras espécies, tem-se sugerido uma agao tipo-ligante no reconhecimento e ligagéo
a moléculas complementares da zona pelucida, uma vez que a incubacao de
espermatozoides na presenga de concentragdes crescentes de acgucares inibidores
promove uma reducédo dose-dependente do numero de espermatozodides ligados a
zona pelucida (TULSIANI et al., 1990; CORNWALL et al., 1991).

Os trabalhos de Tulsiani e colaboradores (1989; 1990; 1992) demonstram a
presenca da enzima a-D-manosidase na superficie espermatica de varios mamiferos
(ratos, camundongos, hamsters, homens). Esses autores demonstraram que em
contraste com a manosidase presente no acrossoma, que apresenta mais atividade
a pH 4,4; o pH 6timo da manosidase presente na membrana espermatica é de 6,5
(TULSIANI et al., 1989; TULSIANI et al., 1990).

Em equinos, resultados obtidos em nosso laboratério (DIAS, 2002, 2004;
LANZANA, 2007) mostraram a ocorréncia e caracteristicas da a-manosidase ao
longo das vias seminais superiores de Equus caballus. Esses trabalhos mostraram

que a enzima presente em espermatozdides e fluido epididimario apresenta
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diferencgas regionais significativas na expressao de sua atividade, sendo mais alta na
regidao da cauda do epididimo. A atividade enzimatica em fungédo do pH e as analises
eletroforéticas sugeriram a presencga de duas formas moleculares para esta enzima.
A presenca de varias bandas co-migrando com a banda da enzima em estudo
sugere que esta proteina pode estar formando agregados transitérios (DIAS, 2002).

Tendo em consideracdo os baixos niveis de atividade enzimatica nas
amostras de fluido epididimario da regido de conduto eferente e o aumento
significativo na regido de corpo e cauda epididimaria, tem se postulado que estas
enzimas seriam secretadas e/ou ativadas no epitélio epididimario (DIAS, 2002).

A presenca desta enzima em forma soluvel e associada a membrana
espermatica sugere que a enzima presente no fluido possa se associar ao
espermatozéide ou modificar proteinas de superficie durante o processo de
maturagcado espermatica. O papel desta glicosidase no epididimo de equinos nao
esta estabelecido, mas baseado na sua capacidade de hidrolisar ligagcdes
glicosidicas e o fato de serem ativas no pH do conduto epididimario, permite postular
que in vivo poderiam estar envolvidas na degradagdo e/ou modificagdo de
glicoconjugados da superficie espermatica ou do fluido epididimario, modificando
suas propriedades fisicoquimicas e participando assim no processo de maturacao
espermatica e protegdo do gameta durante o percurso epididimario. No entanto, s&o

necessarios novos estudos visando elucidar seu papel fisioldgico.

4. CRIOPRESERVAGAO DE SEMEN

A criopreservacao de espermatozoides € um processo que visa manter a
funcdo espermatica, por um longo periodo de tempo, mediante o congelamento e
armazenamento destas células a temperaturas muito baixas. Este processo surgiu
no fim do século XVIII; porém os primeiros relatos sobre o efeito de baixas
temperaturas nos espermatozoides foram feitos por Lazaro Spallanzani em 1776
(citado por Gonzales, 2006). No entanto, este procedimento sé comecou a ser
aplicado apos a difusdo dos trabalhos de Polge e colaboradores (1949) que
verificaram acidentalmente que as células espermaticas se recuperavam apods o

congelamento em presenga de glicerol. O descobrimento das propriedades
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crioprotetoras do glicerol e a disponibilidade de gases liquidos, especialmente o
nitrogénio, estimulou a criagdo de bancos de esperma e a pesquisa nesta area.

O efeito crioprotetor do glicerol relaciona-se a sua capacidade de ligagdo com a
agua e a baixa dissociagao com sais. Estas propriedades sédo favorecidas pela sua
capacidade de atravessar facilmente a membrana celular, mantendo a osmolaridade
interna e externa. Kundu e colaboradores (2000) acreditam que o mecanismo de
protecdo desta molécula se deve a capacidade de interacdo dos atomos de
hidrogénio dos grupos hidroxila do glicerol com atomos de oxigénio dos grupos
fosfatos dos fosfolipidios da membrana espermatica. Porém, a concentracdo de
glicerol deve ser limitada devido a sua toxicidade (AMANN e PICKET, 1987). Parks e
Graham (1992) resumiram alguns efeitos do glicerol sobre a membrana plasmatica:
reducao da fluidez de membrana através da ligagdo com os fosfolipidios, alteragdes
nos microtubulos do citoesqueleto, aceleragao ou inducao da reagao acrossomal.

A grande vantagem da criopreservagcao de espermatozoides € a possibilidade
de armazenamento dessas células por tempo indefinido, permitindo sua utilizagdo no
momento determinado, além de garantir a conservagao das caracteristicas genéticas
de um reprodutor que por afeccbes, doencas ou morte poderiam ser perdidas.
Apesar da diminuicdo na motilidade dos espermatozoides criopreservados, 0s
avangos nas técnicas de fertilizacdo assistida tém permitido conseguir resultados
promissores.

Na agroindustria, esta metodologia tem sido especialmente utilizada na
producao de bovinos, suinos, caprinos, aves de granja, bem como para perpetuar
linhagens de animais geneticamente superiores, de espécies exoéticas ou em vias de
extingdo. O congelamento de sémen possibilita a redugéo nos custos de transporte
de material genético animal, facilitando procedimentos de importagao e exportagéo
desse material. No entanto, a utilizagdo em equinos € mais limitada, ja que o indice
de nascimentos obtido tem desanimado os produtores de equinos (ROBAIRE e
VIGER, 1995 e CURRY, 2000).

O primeiro relato de prenhez obtida com sémen congelado de garanhao foi
publicado por Baker e Gandier (1957). No Brasil, o método de congelamento e
armazenamento de sémen equino foi introduzido na década de 80, sendo
desenvolvido no Departamento de Reprodugédo Animal da UNESP (PAPA, 1988).

Desde a primeira criopreservacao de espermatozoides, o conhecimento sobre

mecanismos de crioinjuria tem sido crescente e consequentemente a procura de
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métodos de criopreservacao tem sido mais intensa. Contudo, ainda € pouco o que
se conhece sobre os eventos fisicos e quimicos que ocorrem durante o
congelamento, armazenamento e descongelamento das amostras (HOLT, 2000).

No processo de criopreservacado, o sémen deve ser primeiramente resfriado
(da temperatura corporea para a temperatura ambiente). Este resfriamento
aparentemente ndo causa danos aos espermatozdides, desde que estejam diluidos
em meio adequado. Existe, porém, uma faixa critica de temperatura (entre 30 e 0°C)
de refrigeracdo na qual a célula pode sofrer choque térmico e ser severamente
danificada, perdendo a motilidade e potencial fertilizante (WATSON, 1981; 1995). Os
danos causados pelo choque térmico incluem lesées na membrana espermatica,
reducdo do metabolismo de carboidratos e perda de componentes (proteinas,
lipideos, enzimas), entre outros (DROBINSK et al., 1995). Estes danos podem ser
minimizados através de um resfriamento controlado e do uso de crioprotetores no
meio diluente (WATSON, 1995).

A agua pura se congela e forma cristais a 0°C, enquanto o ponto de
congelamento de uma solugcdo é determinado pela concentracdo de solutos nela
contida. Conforme as moléculas de agua pura do meio extracelular se cristalizam, a
concentracdo de solutos nas fragdes fluidas remanescentes do meio, aumenta,
diminuindo assim o seu ponto de congelamento.

A membrana plasmatica atua como uma barreira para prevenir a formagao
intracelular de cristais de gelo e consequentemente danos as células. Quando a
agua do meio extracelular congela, os espermatozoides tornam-se presos em canais

de liquido do diluente ndo congelado entre os cristais de gelo (Fig. 4).

Figura 4 - Movimentag&o da agua intracelular para o meio extracelular. S —
soluto. (SILVA et al., 2002).



29

Mesmo a -196°C (temperatura do nitrogénio liquido), existem canais de agua
nao congelada contendo uma concentragao extremamente alta de sais. Inicialmente
a agua no interior dos espermatozoides nao congela, resfriando abaixo do ponto de
congelamento da agua (super-resfriamento). Conforme a temperatura continua
baixando a concentragdo do meio extracelular aumenta, provocando uma
desidratacdo das células espermaticas, causado pela diferenca de osmolaridade
entre os meios intracelular e extracelular, provocando assim um aumento da
concentracao intracelular de solutos.

O que acontece a partir desse ponto depende da curva de resfriamento (Fig. 5)
(SILVA et al., 2002). Acredita-se que a taxa ideal para congelamento de células seja
lenta o suficiente para prevenir um desfecho letal, mas veloz o bastante para
minimizar os efeitos deletérios da exposi¢cédo prolongada ao meio hiperténico (HOLT,
2000). Essa taxa otima para o congelamento depende de sua razéo
superficie/volume e da permeabilidade da membrana plasmatica a agua. Numa
curva de resfriamento lenta (< -0,5°C min™), a agua se difunde para o exterior da
célula para atingir o equilibrio osmético devido a alta concentragdo de solutos no
meio extracelular. Desta forma, os espermatozdides se desidratam e ndao formam
grandes cristais intracelulares de gelo (AMMAN e PICKETT, 1987). Esta
desidratacdo pode resultar em altas concentragbes de soluto, provocando o
chamado efeito solugdo, que também é prejudicial a célula (WATSON, 1995).
Segundo Amman e Pickett (1987), o descongelamento deve seguir a curva de
congelamento, assim o descongelamento do sémen deve ser de tal forma que o
descongelamento dos cristais provoque a diluicdo dos solutos e lentamente ocorra a
reidratacdo das células. Se o sémen for descongelado muito rapidamente, os cristais
extracelulares descongelam-se muito rapidamente e a agua do meio invade
bruscamente as células, causando danos a membrana plasmatica.

Por outro lado, numa curva de congelamento rapida (>-0.6°C min™) ndo ha
tempo suficiente para que ocorra a desidratagao celular e, em alguma temperatura
abaixo de -10°C ocorrera o congelamento da solugéo intracelular. A extensdo dos
danos causados pelo gelo intracelular dependera do grau de formagao de gelo e do
tamanho dos cristais. Grandes cristais de gelo podem causar danos mecéanicos as
células, sendo uma das principais causas de morte celular durante o congelamento,
enquanto os pequenos cristais podem nao ser deletérios. O sémen congelado

rapidamente deve ser também descongelado rapidamente de forma que o gelo
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intracelular formado durante o congelamento ndo tenha tempo de recristalizar
(AMMAN e PICKETT, 1987; WATSON, 1995).

Os danos causados durante os processos de congelamento e
descongelamento podem ser ocasionados pela formacgéao intracelular de cristais de
gelo, pela concentracdo de solutos resultante do congelamento da agua pura e a
interacdo destes dois fatores. No entanto, a adicdo de crioprotetores ao meio de
congelamento faz com que diminua o efeito de solugdo sobre a célula espermatica
diminuindo o ponto eutético, ou seja, o ponto que se da o congelamento, reduzindo
assim o tamanho dos cristais de gelo consequentemente reduzindo a crioinjuria. A
crioinjuria esta relacionada com a velocidade de resfriamento (MAZUR, 1984;
LEIBO, 1976; WATSON, 1995), sendo recomendavel a constru¢édo de curvas 6timas
de congelamento. O calculo dos fluxos de agua através da membrana depende da
derivacao de parametros especificos da membrana, da condutibilidade hidraulica e
da energia de ativacdo. No espermatozdide estes parametros variam em diversos
dominios da membrana plasmatica. Além disso, interacbes dos lipideos de
membrana com crioprotetores como o glicerol, podem, afetar esses parametros.

Diversos estudos propuseram modelos que predizem o comportamento
osmaotico celular durante a criopreservacdo. Em particular, observagdes de células
espermaticas criopreservadas em glicerol ndo atendem a esses modelos (CURRY et
al., 1995; GILMORE et al., 2000; MAZUR e KOSHIMOTO, 2002). Os modelos
assumem que o dano celular durante o congelamento rapido € devido a formagao de
gelo intracelular. No entanto, em trabalhos de Morris e colaboradores (2006, 2007)
demonstraram que em espermatozoides humanos ndo ha formagdo de gelo
intracelular e propuseram que a crioinjuria que ocorre durante o congelamento
rapido € causada pelo estresse osmatico sofrido durante o descongelamento.

A velocidade de resfriamento 6tima € aquela que minimiza a acao deletéria,
tanto do efeito de solugdo como o da formagcdo de grandes cristais de gelo
intracelular. As células espermaticas sao congeladas a uma taxa de 15-60°C/min, a
qual foi empiricamente determinada por dar melhor taxa de sobrevivéncia
(WATSON, 2000). Se a permeabilidade celular e sua energia de ativacao fossem
conhecidas seria possivel predizer melhor a taxa de resfriamento compativel com o
equilibrio osmodtico e determinar com maior embasamento o protocolo de

criopreservacao.
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Diversos protocolos de congelamento / descongelamento para o sémen equino
tém sido propostos, porém ndo ha ainda uma metodologia que garanta bons indices
de prenhez. Além disso, as caracteristicas dos espermatozdides sobreviventes sao
diferentes daqueles que ndo foram submetidos a criopreservacédo, diminuindo o
potencial fertilizante da amostra (WATSON, 1995). A fertilizacdo requer que o
espermatozoide e ovocito se encontrem na ampola do oviduto, tendo completado
seu processo de maturacdo. Para espécies que apresentam ovulagdo induzida,
como coelhos ou gatos, a ovulagdo é desencadeada pelo coito permitindo que a
maturagdo e capacitacdo dos gametas sejam sincronizadas. Porém, para muitas
espécies a situacao é mais complexa. A fémea pode ser receptiva por um periodo
de estro prolongado e a ovulagdo pode ocorrer em qualquer momento dentro deste
periodo ou apds. Com tempos de inseminacido e ovulagdo variaveis, 0s
espermatozdides devem sobreviver no trato da fémea e ser funcionalmente
competentes por varios dias. A heterogeneidade da populacdo espermatica, quanto
ao grau de maturidade de cada gameta, favorece a fertilizacdo em condigdes de
monta natural, mas nao esta esclarecido se esta caracteristica se mantém apods
congelamento e descongelamento das amostras (CURRY, 2000).

Analises de espermatozoides pos-descongelamento mostram diferencas nas
caracteristicas de superficie, quando comparadas com amostras frescas, que
poderiam estar relacionadas com uma menor heterogeneidade da populagao
espermatica (OLLERO et al., 1998). A perda da heterogeneidade pode ocorrer de
duas formas: a) o processo de congelamento/descongelamento pode afetar
diferencialmente uma subpopulagdo de células (mais sensiveis) selecionado uma
outra criorresistente, mas nao necessariamente fértil; b) a criopreservacéo pode
afetar todas as células de tal forma que mascare as pequenas diferencas entre elas,
tornando-se uma populagao mais homogénea (CURRY, 2000).

Espermatozdides criopreservados sofrem capacitacdo prematura, o que diminui
a capacidade de interagcdo com as células epiteliais do oviduto (CURRY, 2000)
interferindo na sua sobrevida, ja que tém se demonstrado que as interagées com
este epitélio prolongariam a vida dos espermatozoides (THOMAS et al., 1995;
DROBINSK et al., 1995; SUAREZ et al., 2001). Problemas de fertilidade derivados
dessas alteragdes podem ser diminuidos sincronizando inseminagao e ovulagao
(CURRY, 2000).
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O grande desafio para a célula espermatica no processo de criopreservacgao,
nao é a capacidade de resistir a temperatura de armazenamento de -196°C, mas
suportar as mudangas ocorridas na faixa critica de formagdo de cristais de gelo,
zona intermediaria de temperatura, (-15 a -60°C), na qual elas passam duas vezes,
durante o congelamento e o descongelamento. Isto é dificil ndo sé pela diversidade
das estruturas espermaticas, as quais respondem de forma diferente ao
congelamento, mas também por estarem expostas a agdo de radicais superéxido
durante as mudangas de temperatura (MAZUR, 1984).

Baseado em anadlises de motilidade e integridade de membrana,
aproximadamente 50% dos espermatozoides, de diferentes espécies, sobrevivem as
condigbes do congelamento. As membranas acrossomal e plasmatica s&o mais
sensiveis ao congelamento do que a membrana nuclear (SALAMON e MAXWELL,
2000). Os elementos do citoesqueleto também sdo muito sensiveis a
criopreservagao. O resfriamento resulta em uma despolimerizagdo prematura dos
filamentos de actina (SAUNDER E PARKS, 1999). Spungin e colaboradores (1995)
postularam que essa despolimerizacao dos filamentos de actina é um passo
necessario para permitir a reacédo acrossomal. Proteinas integrais de membrana e
canais ibnicos sdo também afetadas pelas mudancas de temperatura, que afetam a
fase de transigcdo dos lipideos e alteram o estado funcional das membranas
(DROBNIS et al., 1993). Mudangas bioquimicas, que incluem perda de lipoproteinas
e aminoacidos, aumento do sddio, diminuicdo do potassio, inativacdo de enzimas
como a hialuronidase e acrosina, redugado da atividade proteolitica acrossomal,
diminuicdo da atividade de fosfatases, transaminases e desnaturagdo do DNA, tém
sido descritas em espermatozodides criopreservados de bovinos, suinos, felinos,
ovinos e humanos (SALAMON e MAXWELL, 1995).

No intuito de maximizar a sobrevida do gameta, diversos protocolos de
congelamento tém sido estudados, buscando minimizar os danos causados pelo
choque térmico, formacado de cristais, desidratacdo celular e estresse osmotico
(JASKO, 1994). Porém, maiores esforgos devem ser realizados ndo sé para
compreender as causas da crioinjuria, mas também no intuito de aperfeigoar as
técnicas de criopreservacdo, procurando protocolos mais eficientes para cada
espécie em particular.

Tendo em vista os antecedentes expostos € de nosso interesse verificar o

efeito da criopreservacdo no perfil protéico e na atividade manosidasica de
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espermatozoides maduros de equinos; visando contribuir com o estudo de proteinas

chave na fertilizagdo ou nos processos que lhe antecedem.
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lll. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito do congelamento no sémen de equinos (Equus caballus).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar o efeito do congelamento sobre paréametros convencionais do
espermograma;

Analisar o efeito do congelamento no perfil eletroforético de proteinas
espermaticas;

Deteccao de atividade manosidasica em plasma seminal e espermatozdides in
natura diluidos e criopreservados;

Estudar o efeito do pH, acdo de ativadores e de inibidores na atividade da
manosidase presente em espermatozdéides e plasma seminal de equinos;

Avaliar o efeito da criopreservagéo na atividade da enzima a-manosidase;

Relacionar o efeito do congelamento sobre os parédmetros convencionais do
espermograma, perfil protéico e atividade manosidasica em amostras seminais de

boa, moderada e baixa congelabilidade.
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IV. MATERIAIS E METODOS

1. MATERIAIS

Os reagentes utilizados foram obtidos de: Bio Rad (Hercules, CA, USA) [EDTA,
acrilamida, persulfato de amdnio, Temed, Tris, beta-mercaptoetanol, glicina, padrdes
de massa molecular conhecida para SDS-PAGE]; Sigma (St. Louis, MO, USA) [Bis
acrilamida, azul de bromofenol, azul de coomassie R-250, azul brilhante de
coomassie G, triton X-100, acido periodico, dodecil sulfato de sodio, 4-
methylumbelliferyl-alpha-D-mannopyranoside, Swainsonine]; Nutricell (Campinas,
SP, Bra) [Equimix, FR-5]; IMV Technologies (Fra) [palhetas plasticas de 0,5 mL].
Reagentes de uso geral como acido cloridrico, glicerol, metanol, etanol, fosfato de
potassio monobasico, fosfato de potassio dibasico, formaldeido, fucsina acida,
metabissulfito de sodio, arsenito de sodio, citrato de sddio, frutose etc. foram obtidos
da Merck (RJ, Bra) ou VETEC (RJ, Bra).

2. METODOLOGIAS

2.1. OBTENGAO DOS EJACULADOS
Foram utilizados 25 garanhdes, com idade entre 3 e 12 anos, de bom estado

sanitario e nutricional, pertencente a haras da regido ou a Universidade Estadual
Norte Fluminense (UENF). Um médico veterinario realizou a avaliagao clinica dos
animais e a coleta das amostras. O sémen foi obtido com o auxilio de uma vagina
artificial, modelo HANNOVER, seguindo os procedimentos de rotina. Foram
realizadas duas coletas de sémen por animal durante o periodo experimental. O
ejaculado foi transferido para tubos graduados, protegidos da luz e acondicionados

em uma caixa de isopor.

2. 2 ANALISE SEMINAL
ApoGs a coleta e retirada da porgédo gelatinosa por filtragdo dos ejaculados, as

amostras foram divididas em duas partes, uma parte foi diluida na proporgcéo 1:1 em
meio Equimix (Nutricell, SP-Bra) e a outra parte foi mantida em condi¢des in natura.

As amostras foram transportadas ao laboratério e a fragao in natura foi colocada em
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banho-maria a 37°C, procedendo-se 0 exame do ejaculado tanto na diluida quanto

na in natura. Nesta analise foram considerados os seguintes parametros:

Volume: a medida do sémen livre de gel foi feita, a temperatura ambiente, com

0 auxilio de uma proveta graduada.

Concentragao espermatica: a concentracdo espermatica das amostras de
sémen (diluido numa proporgdo 1:200 em solugdo formol citrato) foi determinada

com o auxilio da camara de Neubauer, sob microscopio dptico com aumento 400x.

Motilidade espermatica: A motilidade foi avaliada apés a diluicdo do sémen
em Equimix (1:1) e apds o descongelamento das amostras, com auxilio de um
microscopio optico, sob aumento de 400x, colocando-se uma gota de sémen entre
lamina e laminula. A motilidade foi expressa em porcentagem de células moéveis,
pela avaliagdo de pelo menos cinco campos. Consideraram-se espermatozoides
com motilidade progressiva aqueles que descreveram um deslocamento linear ou
um circulo amplo, cujo raio excedia o campo de visualizagdo do microscoépio. Os
animais estudados foram divididos em trés grupos de acordo com a suscetibilidade
de seus gametas ao processo de criopreservagao: Grupo de boa congelabilidade
(motilidade progressiva apés o descongelamento 230%); grupo de moderada
congelabilidade (motilidade progressiva <30% e 220% pds-descongelamento) e

grupo de baixa congelabilidade (motilidade progressiva <20%).

Vigor: o vigor do movimento dos espermatozoides foi classificado, com auxilio

de um microscopio optico (400x), em um ranking de 0 (ausente) a 5 (vigor maximo).

Integridade da membrana plasmatica: A integridade da membrana
plasmatica foi determinada com as sondas fluorescentes diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propideo (Pl), segundo a técnica proposta
em Cunha, (2002). Foram contabilizadas 100 células e classificadas como: células
com membrana plasmatica integra (fluorescéncia verde); células com membrana
plasmatica lesada (fluorescéncia vermelha); células com membrana plasmatica
semi-lesada (fluorescéncia verde na regidao acrossomal e vermelho na regido

equatorial) com o auxilio de um microscopio 6tico de fluorescéncia (400x).
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Patologias: esfregagcos de espermatozdides foram fixados e corados com rosa
de bengala. A figura 6 mostra esquematicamente alguns tipos de alteragées na

morfologia espermatica que podem ser observados em amostras de sémen.
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Figura 5 - Esquema de anormalidades espermaticas. Fonte: UFRGS, 2007.

2.3 OBTENGAO DE ESPERMATOZOIDES E FLUIDO EPIDIDIMARIO
Os epididimos utilizados neste estudo foram obtidos de 3 animais sadios,

sexualmente maduros, destinados a castragdo em haras da regido Norte
Fluminense. As castra¢des cirurgicas foram realizadas utilizando procedimentos de
rotina. O transporte dos epididimos do local da castracéo ao laboratério foi em média
por 2 horas e 30 minutos. Os epididimos foram cuidadosamente dissecados e
divididos em trés regides: (1) cabega proximal, (2) corpo e (3) cauda (Fig. 7). Cada
regiao foi colocada em uma placa de Petri contendo PBS, pH 7,0 e fragmentada de
forma a liberar o conteudo luminal em 5mL de tampao na regido de cabecga proximal
e em 10 mL nas regides de corpo e cauda epididimaria. Este foi filtrado em gaze
dupla e centrifugado a 700x g por 30 minutos a 4°C, numa centrifuga Hitachi. Neste
estudo utilizaram-se apenas os espermatozodides da regido de cauda epididimaria e

o fluido de todas as regides.
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Figura 6 - Fotografia demonstrando as diferentes regides do epididimo de
E. caballus. Regibes de Cabeca Proximal (1); Cabega Distal (2); Corpo (3);
Cauda (4).

2.4 PREPARO DAS AMOSTRAS
O sémen in natura e parte do sémen diluido foram centrifugados a 500x g de

modo a separar os espermatozéides da fragao fluida. A fracdo fluida do sémen in
natura (plasma seminal) foi novamente centrifugada a 17000x g e o sobrenadante

armazenado a -20°C.

2.5 CONGELAMENTO DO SEMEN
As amostras foram congeladas segundo o procedimento recomendado por

Papa e colaboradores (2002) adaptado no laboratério. O sémen diluido foi
centrifugado a 500x g para obter um pellet de espermatozéides ao qual foi
acrescentado o meio de congelamento FR5, de modo a obter uma concentragéo
final de 200x10° espermatozdides/mL. As amostras foram envasadas em palhetas
francesas de 0,5mL, as quais foram lacradas numa extremidade com alcool
polivinilico e identificadas com o nome do garanh&o e data do congelamento. As
palhetas foram mantidas por 1h a 5°C e logo colocadas sobre um suporte dentro de
uma caixa de isopor, a 4cm acima do nivel de nitrogénio liquido. Apds a
estabilizacdo no vapor de nitrogénio liquido por 20 minutos, as palhetas foram
mergulhadas no nitrogénio liquido e transferidas com o auxilio de uma pinga para
um botijao criogénico (PAPA et al., 2002).
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As palhetas com sémen congelado permaneceram no nitrogénio liquido durante
7 e 30 dias. Foi realizado um experimento preliminar a diferentes intervalos de
tempo. Apds o periodo estabelecido, foram descongeladas em banho-maria a 46°C
por 20 segundos (DELL’AQUA, 2000). Em seguida, as palhetas foram seccionadas
em uma de suas extremidades, coletando-se as amostras necessarias para realizar
0 espermograma de rotina, detecgcédo da atividade da manosidase e analise do perfil
eletroforético de amostras congeladas.

2.6 EXTRACAO DE PROTEINAS
Os espermatozdides foram lavados trés vezes em PBS, pH 7,0 e centrifugados

760x g por 10 min. O pellet obtido foi diluido em tampao de extracado (Tris HCI
20mM, EDTA 1mM) com ou sem SDS 1%, sonicado em um equipamento Sonic
Dismembrator 60 (Fisher Scientific) de alta intensidade (20 W) durante 15 min [15
ciclos de 30 segundos cada] e centrifugadas a 17000x g (4°C) por 30 min
(RETAMAL et al., 1999). Os sobrenadantes foram armazenados a -20°C para
posterior determinagcao da concentragao relativa de proteinas, analise eletroforética

e fluorimétrica.

2.7 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS
A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976),

utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. As amostras foram ensaiadas
com as concentragdes de BSA variando de 0 a 25ug/mL, com intervalos de 5ug. As
leituras foram realizadas em um espectrofotbmetro (modelo UV-VIS

spectrophotometer — Shimadzu), a 595nm de comprimento de onda.

2.8 DETERIV[INAQAO DO PERFIL PROTEICO DAS AMOSTRAS DE SEMEN IN
NATURA, DILUIDAS E CRIOPRESERVADAS
As amostras foram submetidas a minigéis sob condicbes desnaturantes [12 e

8%] (LAEMMLI, 1970). Apds a migracao eletroforética os géis foram corados com
azul brilhante de Coomassie R-250 0,1%, fotografados e as imagens foram guardadas

em formato TiFF.
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2.9 DETECGAO DA ATIVIDADE MANOSIDASICA

2.9.1 Deteccao da enzima por fluorimetria
A atividade manosidasica foi determinada fluorimetricamente utilizando como

substrato 4-metilumbeliferil a-D-manopiranosideo 2mM, conforme descrito por Dias
(2002). O substrato foi diluido em tampé&o fosfato 0,2M, pH 6,0 (10uL de amostra,
4uL de substrato e 6uL de tampao). As amostras foram incubadas com o substrato
por 1Th a 37°C. A reacgao foi detida com 300uL de tampéao glicina / NaOH 2M, pH
10,8. Desta solugao foram retirados 100uL os quais foram adicionados 2mL de agua
mili-Q para realizar a leitura. A fluorescéncia emitida pelo produto da hidrélise do
substrato [4-metilumbeliferona (4-MU)] foi medida com auxilio de um fluorimetro F
4500 (Hitachi), utilizando 360nm de comprimento de onda de excitagdo e 460nm de
emissdo. A intensidade de fluorescéncia foi convertida em pmoles de 4-MU
liberados, por minuto, a 37°C, pela interpolagdo com uma curva de calibragdo (0 a
200 pumoles) de 4-metilumbiliferona. Uma unidade de enzima foi definida como a
atividade que liberou 1 umol de produto (4-MU) por minuto, a 37°C. Os valores do
branco foram subtraidos da média dos valores (obtidos em duplicata) das amostras

analisadas.

2.9.2 Deteccgao da atividade enzimatica em géis de poliacrilamida
Para padronizagdo dos experimentos as amostras foram primeiramente

submetidas a géis gradiente de poliacrilamida (4-16%) de poro transverso sob
condigbes nativas e desnaturantes (RETAMAL e BABUL, 1988). Apds a migragéao
eletroforética os géis foram lavados em agua destilada por trés vezes e transferidos
para uma solugao de Triton X-100 2,5%, por 30 min. Logo foram lavados em agua
destilada e incubados com um tampéao fosfato 0,2M pH 6,0 (15 min) (DIAS, 2002).
Sobre o gel foi espalhada uma fina camada de tampéao fosfato 0,2M pH 6,0 (200uL)
contendo 7,5uL do substrato 4-MU ou uma fina camada de tampao acetato 0,2M, pH
4,0 (200uL) contendo 7,5uL do substrato 4-MU. A incubacgao foi realizada a 37°C
durante 1h, ao abrigo de luz. Os géis foram colocados sobre um transluminador
ultravioleta para fotografar a reacdo fluorescente das bandas com atividade

enzimatica. Posteriormente os géis foram corados com azul brilhante de Coomassie
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R-250 0,1%, fotografados e as imagens foram guardadas em formato TiFF para
posterior sobreposicao.

O ensaio em condi¢cdes nativas permite determinar a massa molecular nativa
da enzima, através da analise dos graficos de Fergusson desenhado a partir das
curvas formada pela proteina no gel poro transverso com relagédo ao gradiente de
poliacrilamida imposto. Os valores da mobilidade relativa (R¢) foram graficados no
modelo de Ferguson descrito por Retamal e Babul (1988). Os graficos foram
desenhados a partir do logaritmo dos valores do Rr da proteina [100 x log (100xRs)]
versus a concentragdo de poliacrilamida. O valor do coeficiente angular da reta
gerada foi utilizado para inferir a massa molecular baseado nas retas obtidas a partir
de experimentos realizados com proteinas de massas conhecidas nas mesmas
condigdes (padrao).

Apds a padronizacdo as amostras foram submetidas a minigéis sob condi¢des
nativas [7, 8 e 10%] (DAVIS, 1964), desnaturantes [10 e 6%] (LAEMMLI, 1970) e
nativo/desnaturante gradiente (6-12%) (DIAS, 2002). Apos a migracao eletroforética
os geéis foram tratados para visualizagdo da atividade manosidasica como descrito

acima.

2.10 CARACTERIZAGAO PARCIAL DA ENZIMA

2.10.1 Efeito do pH, de ativadores e inibidores sobre a atividade enzimatica
presente em amostras de espermatozéides e plasma seminal.
Visando avaliar o efeito do pH através de analises fluorimétricas sobre a

atividade da enzima a-manosidase foram utilizados diferentes tampdes glicina/acido
cloridrico 0,2M (pH 3,0 — 3,5) acetato 0,2M (pH 4,0 — 5,5) e fosfato de sédio 0,2M
(pH 6,0 — 8,0) com intervalos de pH de 0,5. Nos ensaios de inibicao foi utilizado o
swainsonine, inibidor da forma lisossomal acida da a-manosidase (SKUDLAREK e
ORGEBIN-CRIST, 1988). E nos ensaios de ativacdo da a-manosidase foram
utilizados CoCl, e o CoZn, que ativam as formas neutra e acida, respectivamente
(JAUHIAINEN e VANHA-PERTTULA, 1986).

Ensaios de inibigdo e ativagdo enzimatica foram realizados também em géis de
poliacrilamida desnaturantes 6% (LAEMMLI, 1970), com objetivo de verificar o efeito
do cloreto de cobalto (CoCl,) e cloreto de zinco (ZnCl,) e swainsonine através de

géis. Apos a corrida eletroforética os géis foram preparados para incubagdo com o
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substrato conforme descrito acima (item 2.9.2). A solugdo de CoCl, 1TmM e ZnCl,
1mM foram utilizadas como ativadores e o swainsonine como inibidor da a-
manosidase. A incubagdo com os inibidores e ativadores ocorreu por uma hora a
temperatura ambiente. Em seguida o substrato foi adicionado ao gel e a incubagéao

ocorreu por uma hora a 37°C, ao abrigo de luz.

2.10.2 Analise do perfil eletroforético de proteinas seminais
As proteinas de espermatozdides e plasma seminal foram submetidas a

eletroforese unidimensional em minigéis de poliacrilamida (PAGE) em condi¢des
nativas [7%] (DAVIS, 1964) e desnaturantes [6 € 8%] (LAEMMLI, 1970). Os géis
foram revelados com azul brilhante de Coomassie R-250 (REISNER, 1984) e PAS
(acido periodico — Schiff) (GANDER, 1984) para proteinas e glicoproteinas
respectivamente. A todas as amostras foram acrescentados 10 pyL de solugao salina
contendo NaCl 400mM, K,HPO4 8mM, no intuito de melhorar a resolugcédo das bandas
do gel. A eletroforese foi realizada a 90V durante a passagem pelo gel concentrador e
110V durante a migracdo pelo gel separador, a temperatura ambiente. Apds a
migragao os geéis foram tratados para visualizar a atividade manosidasica conforme

descrito acima (item 2.9.2).

2.10.3 Deteccgao de atividade proteasica.
As amostras de plasma seminal foram também submetidas a eletroforeses em

geéis desnaturantes de poliacrilamida 12% (LAEMMLI, 1970), na presenca de 0,4 %
de gelatina (METAYER et al., 2002 adaptado) e com acréscimo de 10% de B-
mercaptoetanol no tamp&o de amostra. Os géis com gelatina foram incubados em
Triton X-100 2,5%, diluido em H,O, durante 3h e posteriormente foram lavados em
agua destilada e incubados com um tampao fosfato 0,2M pH 6,0 (15 min). Sobre o gel
foi espalhada uma fina camada de tampéao fosfato 0,2M, pH 6,0 (200uL) contendo
7,5uL do substrato 4-MU. A incubacgao foi realizada a 37°C durante 1h, ao abrigo da
luz. Os géis foram colocados sobre um transluminador com ultravioleta para fotografar
a reacao fluorescente das bandas com atividade enzimatica. Logo o mesmo gel foi
incubado em tampéo de incubagéao (Tris 50mM, NaCl 200mM, CaCl, 4mM, pH 7,5) a
37°C por 72h (adaptado de METAYER et al, 2002) para detectar atividade
proteasica. Posteriormente os géis foram visualizados através de luz ultravioleta em

lampada Vilber Loumat, e logo corados com azul brilhante de coomassie R-250 e
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descorados em agua destilada em ciclos de lavagem de 2 min. em microondas (LG

comercial) com poténcia maxima.

2.11 ANALISE DENSITOMETRICA
A quantidade relativa das proteinas presentes nos géis de amostras de

espermatozoides e plasma seminal foi determinada usando o programa Gel-perfect
(BOZZO e RETAMAL, 1991), a partir da imagem dos géis no formato TiFF obtidas
em um scanner comercial em 400 dpi. O programa calcula a mobilidade relativa (Ry)
de cada banda e a area ocupada por ela, dando também uma representagao
diagramatica das bandas protéicas e sua concentracao relativa em relagéo ao total
de proteinas por canal. A massa molecular relativa das bandas protéicas foi
calculada por comparagao da sua mobilidade eletroforética com proteinas de massa
molecular conhecida, que co-migraram no mesmo gel, utilizando o mesmo programa

ja assinalado.

2.12 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS
Os resultados de integridade de membrana, e atividade manosidasica foram

submetidos a estatistica descritiva (médias, desvio padrao) e analise de variancia
utilizando o programa computacional Excel versao 7.0. Na analise de variancia foi
adotado o nivel de 5% de significancia para todos os parametros avaliados no
experimento de atividade. Para interagcdo n&o significativa entre os fatores, as
médias dos niveis de cada fator foram comparadas pelo teste t student
independente dos niveis do outro fator.

Os resultados de motilidade e vigor foram submetidos a analise da variancia
(ANOVA) inteiramente casualizado. A variancia foi testada com teste F de Fisher
utilizando um programa computacional SAEG 10. Na analise da variancia o nivel de

significancia adotado foi de 0,0001%.
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V. RESULTADOS

5.1 EFEITO DA DILUIGAO E DA CRIOPRESERVAGAO NA MOTILIDADE,
VIGOR E INTEGRIDADE DO ESPERMATOZOIDE EQUINO.

Em uma primeira etapa foi avaliado o efeito da diluichdo das amostras na
motilidade, vigor e integridade do espermatozdide. Foi constatado que a diluigdo das
amostras em meio Equimix (1:1) ndo sé inibia a aglutinacdo dos espermatozdides,
mas preservava melhor a motilidade, vigor e viabilidade da célula espermatica. A
motilidade espermatica das amostras diluidas foi significativamente maior (p<0,0001)
que aquela das amostras in natura (Fig. 7). Contudo, observaram-se variagdes
individuais entre garanhdes e inclusive entre amostras de um mesmo garanhdo. O
vigor do batimento flagelar, também melhorou significativamente (p<0,0001) nas
amostras diluidas (Fig. 8). Nos ensaios de viabilidade espermatica observou-se uma
maior percentagem de espermatozdides com membrana plasmatica integra nas
amostras diluidas quando comparadas com as amostras in natura. A analise
estatistica dos resultados obtidos demonstrou que essas diferengas foram
significativas (p<0.05) (Fig. 9).

Os ensaios realizados com as amostras criopreservadas por um periodo entre
2h e 30 dias indicam que motilidade progressiva e vigor diminuem de forma
significativa logo apds as duas primeiras horas de congelamento das amostras (Fig.
10 e 11). Em relacédo ao teste de viabilidade celular representado na figura 12, as
anadlises das amostras in natura e criopreservadas demonstraram um aumento

significativo de células com membrana plasmatica lesada (p<0.05).
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Figura 7 - Efeito da diluicdo na motilidade da célula espermatica.
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Figura 8 - Efeito da diluigdo no vigor da célula espermatica. (p<0,0001)
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Figura 9 - Efeito da diluicdo na integridade da membrana espermatica. O
grafico representa a porcentagem de espermatozéides com membrana
plasmatica integra (barra cinza), semi-lesada (barra branca) e lesada (barra
preta). (p<0,05)
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Figura 10 - Efeito da criopreservagao na motilidade da célula espermatica.

O grafico representa a motilidade versus tempo de congelamento.
(p<0,0001)

50 -
4,0 - i
o [ T
2,0 - [ |

1,0 1

movimento 0-5

0,0
In nat Diluido 2h 7d 30d

Tempo de congelamento

Figura 11 - Efeito da criopreservagdo no vigor da célula espermatica. O
grafico mostra a relagéo do vigor do batimento flagelar versus tempo de
criopreservacgéao. (p<0,0001)
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Figura 12 - Efeito da criopreservagdo na integridade da membrana
espermatica. O grafico representa a porcentagem de espermatozdéides com
membrana plasmatica integra (barra cinza), semi-lesada (barra branca) e
lesadas (barra preta). (p<0,05)
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Na figura 13 sdo mostradas microfotografias representativas de células
marcadas com carboxifluoresceina e iodeto de propidio apresentando membrana
plasmatica integra (A); células com a membrana plasmatica lesada (B); células com

a membrana plasmatica semi-lesada (C).

Figura 13 - Microfotografias de espermatozoides de Equus caballus
tratados com diacetato de carboxifluoresceina — iodeto de propidio.

Como se observa no quadro 2 apés 7 e 30 dias de congelamento a média de
espermatozoides com motilidade progressiva decresce de 83% a 41% com 7 dias de
congelamento mantendo-se nessa percentagem aos 30 dias de congelamento no
primeiro grupo de animais (n=8) que foram classificados como animais de boa
congelabilidade baseados na susceptibilidade de seus gametas ao processo de
congelamento (motilidade progressiva 230%). Ja no segundo grupo (n=9) a média
de espermatozdides com motilidade progressiva diminui de 80% a 22% aos 7 dias
de congelamento mantendo-se nesta condigdo aos 30 dias sendo classificado como
grupo de animais com moderada congelabilidade (motilidade progressiva <30% e
220%), e o terceiro grupo de animais (n=8) a motilidade decresce de 78% para 12%
chegando a 8% aos 30 dias classificados como de baixa congelabilidade (motilidade
progressiva <20%). A motilidade média dos 25 animais estudados foi 80% versus
25% apds 7 dias de congelamento. Tomando em conjunto os 25 animais analisados,
foi possivel verificar que em 32% dos reprodutores o sémen foi classificado como
sémen de ‘boa congelabilidade’, 34% de "moderada congelabilidade” e 32% de
“baixa congelabilidade”.

O vigor do batimento flagelar, nas amostras diluidas de sémen de “boa
congelabilidade” correspondia em média a um valor de 4 decrescendo a 2,7 ap6s 7

e 30 dias de congelamento. As amostras classificadas como de “moderada
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congelabilidade”, apresentaram em média o vigor 3,3 nas amostras diluidas e de 1,2
nas amostras congeladas. Nos animais que apresentaram baixa percentagem de
células com motilidade progressiva apds a criopreservagao, o vigor também diminuiu

de 3,8 para 1,6 pds-descongelamento.

Quadro 2
Analise seminal das amostras em estudo
Criopreservado
In natura Diluido 7 dias 30 dias
Vol. mL [1x10° Mot. P Vigor Mot. P Vigor Pat Mot. P Vigor Pat. Mot. P
X
Boa
congelabilidade 359+16,8 288+461,5 70+12,1 3,5+£0,5| 83482 4+0,5 15+£84 | 41+£151 2,7+£0,6 18+7,7 41+12,3
(n=8)
Moderada
congelabilidade | 28,6+ 11,4 176+100,5 69+10,1 3+04 | 80494 33+04 20+55| 22+10,5 12+07 19+76 22426
(n=9)
Baixa
congelabilidade [ 38,1+£203 117619  73+6,0 33+04| 78+89 38+04 15+84 | 12+96 16+08 1571 8+58
(n=Y)
Total 34,2+16,3 1934+267 70,8+9,5 33+0,1|80,3+88 38+05 1776 25+16,8 1,8+09 17,8+73 |23,7+15,6
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5.2 EFEITO DA CRIOPRESERVAGAO NO PERFIL ELETROFORETICO DE
PROTEINAS ESPERMATICAS.

Os diferentes animais analisados mostraram um perfil eletroforético
semelhantes, mostrando algumas diferengas na concentracdo relativa de proteinas
e/ou na resolugao de algumas bandas protéicas. As figuras 14, 15 e 16 apresentam
géis SDS-PAGE e seus respectivos densitogramas de proteinas obtidas de
espermatozoides maduros de equinos (E. caballus). A figura 14 mostra as bandas de
proteinas espermaticas, obtidas do sémen de seis garanhdes, em um gel SDS-
PAGE 8% viv.

!
!
|
Area (%) Gel perfect
1A
f

Figura 14 - Perfil de proteinas espermaticas obtidas de sémen de E.
caballus. Gel SDS-PAGE 8% v/v corado com azul brilhante de coomassie
R-250 e os respectivos densitogramas. 1 - 6 animais diferentes- PM —
padrao de peso molecular.

Varias bandas protéicas entre 200 e 14 kDa foram observadas, sendo
majoritarias as proteina de 66, 31 e 21 KDa. Foram observadas ainda outras bandas
de menor intensidade em torno a 51, 43, 36, 30 e 23 kDa. A concentracdo relativa de
cada banda protéica em relagdo ao total de proteinas por canal foi calculada
densitometricamente (Fig.14).

No gel SDS-PAGE 8% v/v observa-se o perfil de proteinas espermaticas in

natura e criopreservadas representativo das amostras de sémen de congelabilidade
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moderada (Fig. 15). Algumas bandas protéicas apo6s a criopreservagao sao
mantidas, enquanto outras se rearranjam ou estdo em menor concentragao relativa
(setas menores). Aparecem ainda outras bandas, de massas moleculares maiores e
melhor resolvidas (setas maiores). A analise densitométrica mostra que algumas
proteinas diminuem sua concentragao relativa nas amostras criopreservadas
(bandas de massa molecular de ~ 103, 90 e 85 kDa enquanto outras aparecem ou
aumentam sua concentragéo relativa: 118, 80 e 76 kDa).
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Figura 15 - Efeito da criopreservacéo sobre as proteinas espermaticas de
sémen equino. Gel SDS-PAGE 8% v/v corado com azul brilhante de
coomassie R-250. 1 amostra in natura; 2 amostra criopreservada. Analise
densitométrica correspondente. PM — padrao de peso molecular

As proteinas espermaticas obtidas de sémen in natura, diluidas/resfriadas e
congeladas de amostras classificadas como de boa congelabilidade; e de uma outra
amostra de um animal representativo do grupo de baixa congelabilidade foram
submetidas a um gel desnaturante 12% v/v (Fig. 16). Varias bandas protéicas entre
200 e 14 kDa podem se observadas nestes géis. As proteinas majoritarias séo
aquelas de massas moleculares: ~73, 63, 43, 30, 28, 21 e 14 kDa. O perfil
eletroforético das proteinas presentes no sémen in natura e diluido €& similar,
mostrando somente diferencas de concentracao; entretanto quando se comparam
estas amostras com as criopreservadas o perfil protéico se altera, como se observa

nos densitogramas.
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Figura 16 - Perfil protéico de espermatozéides in natura, dilufdos e
criopreservados de E. caballus. SDS-PAGE 12% v/v de proteinas obtidas de
espermatozoides de sémen de “boa congelabilidade” (A) e de sémen de “baixa
congelabilidade” (B) e as analises densitométricas correspondentes. Amostras in
natura (1), diluidas (2) e criopreservadas durante 7dias (3). PM — padrao de peso
molecular.

As amostras de sémen de baixa congelabilidade apresentam menor numero
de bandas e em menor concentragao; assinalando provavel protedlise de proteinas.
A proteina de 21 kDa diminuiu apds a criopreservacao nos diferentes grupos de
animais, porém parece estar em menor concentragao relativa nos espermatozoéides
de animais, cujo sémen considerou-se de baixa resisténcia aos processos de
congelamento/descongelamento. Concomitantemente, em animais que
apresentaram baixa resisténcia, apareceram outras bandas protéicas, de maior
massa molecular (43, 36 e 28 kDa) Em animais cujos espermatozoides foram mais
resistentes ao processo de congelamento esta proteina também diminui, porém nao
se observou a formacédo de bandas protéicas de maior massa molecular e sim de
menor peso 22, 16 e 14 kDa (Fig. 16).

Alguns ensaios foram realizados com espermatozéides maduros obtidos da
regido da cauda do epididimo. Os perfis eletroforéticos de espermatozoides

epididimarios in natura e criopreservados sao relativamente similares, sendo
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majoritarias as bandas de massa molecular ~ 66, 53, 44, 31, 27, 24 e 21 kDa. A
figura 17 mostra que as proteinas de 31 e 24 kDa estdo em menor concentragéo
relativa nos espermatozoéides criopreservados que nas amostras in natura (setas
menores). Outras bandas protéicas, de maior massa molecular como as proteinas
de 180, 90 e 70 kDa aparecem mais resolvidas nos espermatozoides

criopreservados (setas maiores).
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Figura 17 - Perfil de proteinas de espermatozodides da regido de cauda
epididimaria de E. caballus. SDS-PAGE 8% v/v corado com azul brilhante
de coomassie R-250. Amostra in natura (1); amostras criopreservadas por
30 dias (2). PM - padrao de peso molecular.
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5.3 EFEITO DA CRIOPRESERVAGAO NA ATIVIDADE MANOSIDASICA

a) Analise fluorimétrica

A atividade manosidasica presente nas amostras foi determinada
fluorimetricamente utilizando como substrato 4-metilumbeliferil manopiranosideo (4-
MU). Esta metodologia demonstrou a presengca da enzima em espermatozoéides
maduros de ejaculado de equinos embora em menor concentragao relativa que a
atividade detectada em espermatozdides obtidos da regido de cauda epididimaria
(dados nao mostrados).

Os diferentes ensaios realizados demonstraram que a atividade especifica da
enzima é maior em plasma seminal, quando comparada com amostras de
espermatozoides. Utilizando o substrato 4-MU, verificou-se uma atividade enzimatica
relativa de 36mmoles/min/mL/mg de proteina no plasma seminal, enquanto que em
espermatozoides a  atividade especifica  correspondeu  a  3,07x10*
mmoles/min/mL/mg.

O congelamento nao afetou de forma significativa (p<0,05) a atividade
manosidasica, verificou-se um aumento da atividade enzimatica apds o
descongelamento das amostras de sémen de boa congelabilidade, em amostras in
natura foi de 1687x10”" mmoles/min/mL/mg e criopreservadas por 30 dias 1848x10”’
mmoles/min/mL/mg (Fig.18). Os mesmos ensaios foram realizados em nosso
laboratério no grupo de animais considerado de “baixa congelabilidade , porém
observou-se uma diminui¢do significativa da atividade especifica da enzima nas

amostras criopreservadas (Faria, 2004).
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Figura 18 - Atividade manosidasica em proteinas espermaticas de E.
caballus. O grafico representa o efeito da criopreservagdo na atividade
manosidasica com o substrato 4-MU. Amostras in natura (1); amostra
criopreservada por 2h (2); amostra criopreservada por 7 dias (3); amostra
criopreservada por 30 dias (4). (p<0,05). Letras diferentes ha significancia.

b) Analise em géis de poliacrilamida

A deteccdo da atividade manosidasica também foi realizada em géis de
poliacrilamida em condigdes nativas, desnaturantes, nativa/desnaturante e em géis
condi¢cdes nativas de poro transverso, no intuito de caracterizar parcialmente a
enzima a-manosidase.

Em uma primeira etapa, durante a padronizagdo da técnica, a deteccéo da
atividade foi realizada em géis em gradientes de concentragdo de poliacrilamida de 4
- 16% em condi¢cbes nativas e desnaturantes (Fig. 19 e 21). Os resultados obtidos
permitiram recomendar a utilizagado de concentragdes entre 6-10% de poliacrilamida
na preparacao dos géis. O ensaio em condi¢des nativas permitiu também determinar
a massa molecular nativa dessa enzima, através da anadlise dos graficos de
Ferguson, desenhados a partir das curvas formadas pela proteina no gel poro
transverso com relacdo ao gradiente de poliacrilamida imposto, e inferir que a
relacdo carga/massa dessa proteina € muito positiva. A massa molecular nativa da
enzima a-manosidase foi de 60 kDa (Fig. 20). Este calculo baseou-se na curva de
massa molecular/motilidade eletroforética obtida dos dados de Retamal e Babul
(1988).

O comportamento eletroforético da proteina no gel desnaturante permitiu
afirmar que esta proteina é pequena, pois mesmo na presenga do agente

desnaturante SDS, que quebra ligagdes nao covalentes, essa proteina ndo migrou
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muito em géis com concentragdes de poliacrilamida baixa (4%). O gréafico de
Ferguson nos apresentou dois coeficientes angulares (M1= -13,37 e M2= -1,75)
devido a presenca de duas bandas de atividade, o que nos mostra a presenca de
duas espécies diferentes (Fig. 22). Foi possivel observar também que a enzima
apresenta uma alta atividade especifica ja que é necessaria pouca quantidade de

proteina para expressar uma alta atividade.

Figura 19 - Gel nativo gradiente (4-16% v/v) de poro transverso. Proteina
de plasma seminal de E. caballus. Gel tratado para atividade manosidasica
(A); gel corado com azul de coomasie R-250 (B).



L+]

250

200

150

100

Coeficiente angular neg

50 0

Concentragao de acrilamida

Figura 20 - Grafico de Ferguson do gel nativo gradiente (4-16% v/v) de
poro transverso. Coeficiente angular negativo 5,75.

Figura 21 - SDS-PAGE gradiente (4-16% v/v) de poro transverso. Proteina
de plasma seminal de E. caballus. Gel tratado para atividade manosidasica
(A); gel corado com azul brilhante de coomasie R-250 (B).
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Figura 22 - Grafico de Ferguson de SDS-PAGE gradiente (4-16% v/v) de
poro transverso. Coeficiente angular negativo 13,37 e 1,75.

Durante os ensaios de padronizacao foi também verificado que a atividade
enzimatica diminui a medida que a concentragao salina aumenta, logo, a atividade

especifica também aumenta (Fig. 23).

Figura 23 - Efeito da concentracéo salina na atividade manosidasica. SDS-
PAGE 6% v/v de proteinas de plasma seminal de E. caballus tratado para
atividade manosidasica (A); corado com azul brilhante de coomassie R-250
(B); Sobreposicao de imagens (C); Inversdo da sobreposigao (D).
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A atividade manosidasica presente no plasma seminal é menor que a
detectada no fluido obtido das regides de corpo e cauda epididimaria (Fig. 24). Este
resultado sugere que a enzima pode ser sintetizada e/ou ativada na regido de corpo
e cauda epididimaria. Também foi possivel notar a diferenga na mobilidade relativa
da proteina que apresenta a atividade manosidasica no fluido epididimario (R¢0,39) e

no plasma seminal (Rs 0,44).

Area do Gel Perfect

Figura 24 - Proteinas de fluido das diversas regides epididimaria e de
plasma seminal de E. caballus. Gel nativo 7% v/v tratado para atividade
manosidasica (A); corado com azul de coomassie (B); grafico comparativo
das mobilidades relativas (C); fluido da regido de cabega proximal (1); fluido
da regiao de cabega distal (2); fluido da regido de corpo (3); fluido da regiao
de cauda (4); plasma seminal (5).

As analises em géis de poliacrilamida 8% v/v em condi¢ées ndo desnaturante,
mostraram uma banda de atividade manosidasica com mobilidade relativa (Ry) 0,02
em amostras de espermatozoides e de plasma seminal de equinos (Fig. 25), sendo a
atividade nas amostras de espermatozoides muito baixa. A analise densitométrica
mostra que a banda de atividade nas amostras de espermatozoides corresponde a
uma area aproximadamente trés vezes menor que a area ocupada na amostra de
plasma seminal.

Em géis 2D (nativo-SDS) gradiente de 6 -12% v/v de poliacrilamida
observamos uma extensa banda que apresentou atividade manosidasica com Rf 0,3

em condi¢des desnaturantes (Fig. 26).
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A atividade da a-manosidase também pdde ser visualizada em géis
desnaturantes (Fig. 27), o que permitiu calcular a massa molecular relativa da

enzima em 180 kDa.
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Figura 25 - Mobilidade relativa da a-manosidase em condi¢des nativas.
Gel nativo 8% v/v corado com azul de coomassie (A), tratado para atividade
manosidasica (B). Proteinas de espermatozoéides (1), proteinas de plasma

seminal (2).
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Figura 26 - Mobilidade relativa da proteina a-manosidase em condicdes
desnaturantes. Gel nativo 7% v/v corado com azul de coomassie (A); tratado
para atividade manosidasica (B). Gel nativo/desnaturante 2D gradiente 6 -
12% vlv tratado para atividade manosidasica (C).
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Figura 27 - Massa molecular relativa da proteina que apresenta atividade
manosidasica. SDS-PAGE 10% v/v de proteinas de plasma seminal de E.
caballus corado com azul brilhante de coomassie R-250 (1); tratado para
atividade manosidasica (2).

Quando os géis foram tratados com a técnica de PAS (que identifica residuos
glicidicos) a banda protéica que apresentava atividade manosidasica, marcou-se
intensamente, indicando seu carater glicoprotéico (Fig. 28).

1 2

Figura 28 - Identificagdo da glicoproteina que apresenta atividade
manosidasica. Gel nativo 8% v/v tratado para atividade manosidasica (A);
tratado com PAS (B). Proteinas de espermatozdides (1), proteinas de
plasma seminal (2).
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Foi observado que em SDS-PAGE 10% v/v copolimerizado com 0,4% de
gelatina (Fig. 29) nos quais se aplicou a técnica de deteccdo de atividade
manosidasica e de atividade proteasica, a banda de atividade manosidasica (C) nao

co-migrou com as bandas de atividade proteolitica (A e B).

A

B c

Figura 29 - Efeito da co-polimerizagdo do SDS-PAGE com gelatina na
atividade manosidasica. SDS-PAGE 10% v/v corado com azul brilhante de
coomassie R-250 (1); tratado para atividade manosidasica (2). SDS-PAGE
10% v/v com 0,4% gelatina de proteinas de plasma seminal de Equus
Caballus visualizado em luz ultravioleta (A); incubado com triton x-100 2,5%
e tampao de incubagéo para protease (B); o mesmo gel tratado com 4-MU
para atividade manosidasica (C).
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Diversos ensaios foram realizados com amostras de espermatozoéides
criopreservados em minigéis em condi¢cdes quer seja desnaturantes ou nativas, e
nao foi possivel detectar a atividade manosidasica, provavelmente pela baixa
concentragado desta proteina nas amostras analisadas. Foram feitos alguns ensaios
com espermatozoides criopreservados obtidos da regido de cauda epididimaria, que
possuem uma alta concentracao relativa da atividade a-manosidase em amostras in
natura e também néo foi possivel detectar a atividade dessa enzima. As amostras in
natura mostraram atividade enzimatica, mas apds a criopreservacdo das amostras
nao foi possivel detectar a atividade em géis (Fig. 30). Cabe ressaltar a diferencga
encontrada no R; da proteina que apresenta atividade manosidasica, tanto em
amostras de espermatozoides e fluidos de epididimo (R¢ 0,12), quanto em amostras

de espermatozoides de ejaculado e plasma seminal (R 0,20).
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Figura 30- Efeito da criopreservagao na atividade manosidasica. Gel nativo
10% v/v corado com azul de coomassie R-250 (A), e tratado para atividade
manosidasica (B). Grafico representando a mobilidade relativa (C);
espermatozdide da regido de cauda epididimaria diluido (1);
espermatozoide da regido de cauda epididimaria congelado 30 dias (2);
fluido da regido de cauda epididimaria (3); espermatozéide de ejaculado
diluido (4); espermatozdéide de ejaculado congelado 30 dias (5); plasma
seminal (6).
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5.4 EFEITO DO pH, ATIVADORES E INIBIDORES NA ATIVIDADE
MANOSIDASICA

a) Analise fluorimétrica

As analises fluorimétricas de atividade manosidasica em amostras de
espermatozoides e plasma seminal demonstraram atividade numa ampla faixa de
pH, sugerindo a presenga de pelo menos duas formas da enzima (acida e neutra),
indicam também que a atividade especifica da a-manosidase em espermatozoides é
significativamente menor que a atividade detectada em plasma seminal (Fig. 31 e
32) (p<0,05).
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Figura 31 - Atividade da a-manosidase em proteinas de espermatozoides
de E. caballus — O grafico representa a curva de pH realizada com o
substrato 4-MU. (n=5).
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Figura 32 - Atividade da a-manosidase em proteinas de plasma seminal E.
caballus — O gréfico representa a curva de pH realizada com o substrato 4-
MU. (n=5)
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No intuito de verificar a acdo de ativadores e inibidores na atividade da
enzima, em alguns ensaios foram adicionados CoCl,, ZnCl; e Swainsonine ao meio
de incubacgéo da enzima. O CoCl, estabilizou a atividade manosidasica entre pH 5,0
e 6,5 nas amostras de espermatozoides (Fig. 33) e nas amostras de plasma seminal
observou um aumento da atividade enzimatica, entre pH 5,5 e 8,0 (Fig. 34).

O ZnCl, aumentou a atividade manosidasica, tanto nas amostras de plasma
seminal quanto de espermatozoides, sendo no plasma seminal em todo o espectro
de pH analisado e em espermatozoide até o pH 7,0 (Fig. 33 e 34).

O swainsonine inibiu totalmente a atividade manosidasica entre pH 3,0 - 8,0
tanto nas amostras de plasma seminal quanto nas de espermatozoides (Fig. 33 e
34).
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Figura 33 - Curva de pH da atividade manosidasica - Proteinas de
espermatozoides com diferentes ativadores e inibidor.
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Figura 34 - Curva de pH da atividade manosidasica - Proteinas de plasma
seminal com diferentes ativadores e inibidor.
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b) Analise eletroforética

O efeito do pH na atividade manosidasica também foi verificado em géis de
poliacrilamida em condi¢des nativas e desnaturantes. A figura 35 mostra atividade
da forma acida e neutra da manosidase em plasma seminal, observa-se que em pH
acido a expressdo da atividade da enzima a-manosidase € menor quando

comparada com a atividade obtida em pH neutro.

Figura 35 - Efeito do pH na atividade manosidasica em géis. Proteinas de
plasma seminal de E. caballus. Gel nativo 7% v/v (I) SDS-PAGE 10% v/v (ll)
corado com azul brilhante de coomassie R-250 (A); tratado para atividade
manosidasica (B).

Também foi analisada a agdo do CoCly, ZnCl; e Swainsonine em minigéis
desnaturantes a pH 4,0 e 6,0. A atividade a pH 4,0 foi muito fraca, sendo dificil
detecta-la através de analises eletroforéticas, como visto anteriormente. Em pH 6,0 a
atividade foi detectada sendo possivel analisar o efeito do CoCl,, ZnCl, e do
swainsonine. As imagens sugerem que swainsonine inibe parcialmente a atividade
da enzima em amostras de plasma seminal em pH neutro. O CoCl, aumentou a

atividade da enzima e o ZnCl; estabilizou (Fig. 36).



Controle CoCl, ZnCl, Swainsonine Controle CoCl, ZnCl, Swainsonine

pH 4.0 pH 6.0

Figura 36- Efeito de ativadores (CoCl,, ZnCl,) e swainsonine na atividade
manosidasica. SDS-PAGE 6% v/v de proteinas de plasma seminal de E.
Caballus tratado para atividade manosidasica a diferentes pH (4.0 e 6.0).
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V1. DISCUSSAO E COMENTARIOS:

No Brasil, a criagdo de cavalos, quer seja de ragas destinadas a competicoes
esportivas ou de animais que auxiliam na execucao de trabalhos de campo, tem
aumentado consideravelmente. Consequentemente €& necessario ter um numero
proporcional de bons reprodutores e tecnologias padronizadas que permitam a
importagdo/exportagcdo de sémen criopreservado que garanta um alto potencial
reprodutivo. Diversos pesquisadores tém concentrado seus estudos no
desenvolvimento de técnicas que permitam explorar o potencial reprodutivo de
animais de alto padrao genético. Sincronizacao do cio, inseminacgao artificial (com a
utilizacdo de sémen fresco, resfriado ou congelado) e transferéncia de embrides sao
exemplos de biotécnicas que vém se aplicando em diferentes haras do pais. Outras
serao aplicadas no futuro préoximo, como a fecundacéo in vitro, sexagem, clonagem
e transferéncia de genes. Entretanto, apesar da intensa procura e avaliacdo das
metodologias descritas, a criopreservagcdo de sémen equino ainda € um tema
controverso; nao existindo um procedimento padrdo que permita obter uma
populacao de espermatozoides com motilidade e vigor similar aos espermatozodides
diluidos e resfriados (NALLELLA et al., 2004).

A susceptibilidade do gameta a criopreservagao difere entre as espécies.
Assim, a diferenca do que ocorre em clinica humana onde a criopreservagao de
sémen é um procedimento de rotina em centros de reproducdo assistida e
laboratérios de andrologia (antes de quimioterapia, radioterapia e/ou tratamentos
cirurgicos que possam conduzir a falha testicular ou a disfungdo ejaculatéria)
(DONNELLY et al., 2001; ANGER et al.,, 2003) o menor potencial fertilizante do
sémen criopreservado tem limitado o uso desta metodologia na inseminagao artificial
de equinos (LOOMIS, 2001). Estas diferencas poderiam estar relacionadas com
diferengas estruturais, fisiolégicas e bioquimicas dos gametas e/ou variagées na
anatomia e fisiologia do transporte espermatico no trato reprodutivo da fémea em
cada espécie (HOLT, 2000).

Os resultados apresentados no presente estudo demonstram alteragdes
significativas em algumas caracteristicas do espermatozdide equino, poOs-
congelamento/descongelamento das amostras, entre elas diminuicdo da percentagem
de células com motilidade progressiva e perda da integridade da membrana

plasmatica, detectada com testes que avaliam integridade da membrana plasmatica:
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teste hiposmético (HOS) (dado nao mostrado) e CFDA — PI. No entanto, a diminuigao
da qualidade espermatica apds criopreservagao parece ser altamente dependente da
susceptibilidade das células espermaticas de cada individuo, as baixas temperaturas.

O espermatozodide a ser inseminado deve conservar sua atividade metabdlica,
estrutura e funcionalidade. Porém, os espermatozoéides sao células frageis e a
qualidade do sémen se vé afetada quando € mantido a temperatura ambiente e sem
diluentes (PICKETT e AMANN, 1993; SNOECK e HENRY, 2001) ou quando &
submetido a baixas temperaturas. A perda da motilidade apds o transporte e
armazenamento das amostras tem sido associada a efeitos osmoéticos e estresse
oxidativo, entre outras injurias que o congelamento e descongelamento das
amostras produzem. Ambos os efeitos podem ser parcialmente prevenidos utilizando
diluentes apropriados nos protocolos de criopreservacdo. A adicdao de diluente
proporciona substratos energéticos, pressdo osmaotica e eletrolitica apropriada, e
protecao contra choque térmico e agao bacteriana (CARNEIRO, 2002).

Em nosso estudo, observou-se que a diluigdo das amostras preservou melhor
a estrutura e motilidade espermatica. Contudo, deve-se ter em mente que alguns
componentes do diluente também podem estimular o dano peroxidativo. Na tentativa
de impedir danos peroxidativos durante a criopreservacdo de sémen, varios
protocolos tém sido ensaiados; alguns adicionam antioxidantes e agentes quelantes
no meio, enquanto outros enfatizam as condi¢cbes anaerodbicas requeridas durante o
processo. Porém, a efetividade destas estratégias nao tem sido confirmada. Uma
leve peroxidagao da célula promove a capacitagao, porém uma oxidagao excessiva
altera a estrutura da membrana plasmatica com consequente perda da motilidade e
capacidade fertilizante do sémen (SALAMON e MAXWELL, 1995; AITKEN e
BAKER, 2004). A fertilidade reduzida de alguns garanhdes apds criopreservagao
provavelmente esta relacionada, ndo s6 com a tolerancia espermatica ao processo
de resfriamento em termos de longevidade e motilidade, mas também a fatores
individuais (SQUIRE et al, 1998, CARNEIRO, 2002). Os valores médios de
motilidade do sémen in natura e diluido encontrados neste trabalho sé&o
concordantes com os relatos da literatura.

Nossos resultados mostraram que motilidade progressiva e vigor da célula
espermatica diminuiram aproximadamente 50% (80% versus 25%) apos
congelamento das amostras. Cabe ressaltar a grande variabilidade observada entre

garanhdes quanto a susceptibilidade dos gametas ao processo de criopreservagao,
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corroborando os achados de Holt (2000). Nossos dados demonstram que 32% dos
garanhdes poderiam ser classificados como animais cujos espermatozdides
apresentam “boa congelabilidade”, 34% de “moderada congelabilidade” e 32% de
baixa congelabilidade. Dados obtidos da literatura mostram que de uma populagao
de 341 animais 35% dos garanhdes produziram sémen que congela bem, 25% dos
garanhdes congelaram moderadamente, enquanto que em 40% dos animais o
congelamento afetou de forma drastica a motilidade (PICKETT e AMANN, 1993).
Segundo Carneiro (2002), baseado em dados pessoais e da comunidade cientifica
norte-americana e européia, 30% dos garanhdes produzem sémen que congelam
bem, 40% sao satisfatorios e em 30% deles os espermatozoéides nao sobrevivem ao
processo de congelamento. Nesses estudos foram utilizados diferentes protocolos
de congelamento e um numero consideravel de garanhdes. A razdo para esta
variagdo individual na resisténcia ao congelamento/descongelamento n&o esta
estabelecida. A complexidade estrutural da membrana espermatica e variagcdes
interespécies e entre individuos da mesma espécie podem ser uma das causas do
problema. A motilidade aceitavel pés-congelamento varia de acordo com os autores.
A maioria deles sugere que esta taxa deveria ser de aproximadamente 30%. Estes
dados sédo importantes e devem ser levados em consideragdo na selecdo dos
garanhdes candidatos ao congelamento de sémen.

Apesar da analise da motilidade espermatica ser utilizada usualmente na
avaliacdo de sémen pré e poés-congelamento das amostras, outras metodologias
devem ser associadas a este exame, ja que a motilidade ndo tem demonstrado alta
correlagdo com a taxa de prenhez (r: 0,3 - 0,65) (GRAHAM, 1996, SAMPER e
MORRIS, 1998; DiGRASSIE, et al. 2000).

O teste hiposmotico (HOS), que avalia integridade funcional (permeabilidade)
da membrana plasmatica, principalmente do flagelo, também mostrou uma queda
significativa nas amostras congeladas (dado n&o mostrado). A baixa tolerancia
osmotica do espermatozoide equino a condicdes nao-osmaticas tem sido também
assinalada por outros autores (BALL e VO, 2001). Smith e colaboradores (1992)
mostraram que individuos de fertilidade comprovada respondem ao teste de HOS
de forma positiva; enquanto individuos oligo, asteno ou oligoastenospérmico
mostraram um grau de resposta significativamente menor (p < 0.001).

A avaliacdo da integridade celular que utiliza iodeto de propidio (Pl) e

diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) mostrou ser de grande utilidade na
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avaliagdo da viabilidade espermatica. Nossos dados mostraram que a
criopreservagdo aumenta significativamente a porcentagem de espermatozodides
com membrana lesada, o que pode estar relacionado as mudancgas volumétricas,
produzidas pela desidratacdo celular e danos nos mecanismos de permeabilidade
seletiva da membrana plasmatica. Tais condi¢des tém sido enfatizados como
fatores de estresse no congelamento (SALAMON e MAXWELL, 1995). Também a
ocorréncia de danos estruturais atribuidos a formagao intracelular de cristais de gelo
e peroxidagcao de lipideos, entre outros mecanismos bioquimicos, podem levar a
alteragdes descritas no gameta (MAZUR, 1984; LEBOEUF et al., 2000).

Embora a aplicacdo da eletroforese de proteinas ndo seja um procedimento
de rotina nos laboratérios de andrologia, as informagdes que aporta sugere investir
mais nessa linha de pesquisa. Os ensaios realizados visando determinar o perfil
eletroforético de proteinas espermaticas de amostras in natura e criopreservadas
mostraram algumas diferencas no perfil eletroforético das amostras de
espermatozoides criopreservados, especialmente na concentragdo e protedlise de
algumas proteinas. Em média, foram detectadas 14 bandas protéicas entre ~200 e
14 kDa. As majoritarias foram as de massa molecular de 63, 51, 43, 31 e 21 kDa.
Zhan e colaboradores (2006) encontraram 43 bandas de proteinas em fragdes
enriquecidas de membrana espermatica, entre ~220 e 4 kDa. As proteinas de massa
molecular 44 e 16 kDa estavam presentes nos trés grupos de animais estudados
(classificados como “alta congelabilidade”, “ moderada congelabilidade” e “ baixa
congelabilidade”), enquanto que a proteina de 46 kDa s6 foi encontrada no grupo de
bons congeladores. Em nossas analises observou-se que uma banda protéica de
~21 kDa encontrada nos trés grupos de animais, era notoriamente menor nas
amostras pertencentes ao sémen classificado como de baixa congelabilidade. Esta
proteina é altamente glicosilada. Zahn e colaboradores (2006) também assinalaram
que as proteinas de 28, 26 e 21 kDa decrescem notoriamente apds a
criopreservagdo. Descreveram ainda que no grupo de “boa congelabilidade” foi
detectada uma maior concentragdo de proteinas de baixo peso molecular (22, 16 e
14), enquanto no sémen de “baixa congelabilidade” foram detectadas proteinas de
maior massa molecular o que poderia ocorrer devido a precipitagdo de algumas
proteinas e dissociagdo de agregados protéicos durante o processo de
criopreservagdo. Ja no grupo de amostras consideradas de “moderada

congelabilidade” verificou-se a formagao de novas bandas protéicas tanto de alto
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peso (118, 80 e 76) quanto de baixo peso (51 e 43). Nestas amostras as proteinas
de 90 e 85 kDa decrescem apds criopreservacgao.

Estudos recentes relatam que as principais proteinas de plasma seminal
bovino, BSP-A1/-A2, BSP-A3, de massa molecular entre 15-16,5 kDa e pl 4.7-5.2 e
a BSP-30, que possui uma massa de 28-30 kDa e pl 3.9-4.6 ligam-se aos
espermatozoides durante a ejaculagdo via interagdo de fosfolipidios de colina da
membrana espermatica (DESNOYERS e MANJUNATH, 1992; MANJUNATH, 1994).
Nauc e Manjunath (2000) relataram que a criopreservagao diminui em média 10% do
total de proteinas da superficie espermatica, e dentre esses 10%, 70-80% sé&o
proteinas BSP. Lessard e colaboradores (2000) demonstraram em bovinos que a
criopreservagao diminui os niveis da proteina P25b. Huang e colaboradores (1999)
verificaram o efeito do congelamento em uma proteina de 90 kDa conhecida como
HSP90 em suinos e notaram um decréscimo significativo dessa proteina durante o
resfriamento a 5°C, no entanto as caracteristicas seminais (motilidade e integridade)
ndo decrescem significativamente até os espermatozoides serem congelados a
-100°C, e essa diminuicdo precede o declinio da motilidade espermatica durante o
resfriamento de espermatozdéides de suinos. Em 1998, Garcia-Gardena e
colaboradores reportaram que HSP90 ativa a 6xido nitrico sintase (NOS), a qual é
benéfica para motilidade espermatica. Watson, (1981) relatou que os niveis de ATP
diminuem apds o choque térmico e este néo é re-sintetizado. A diminui¢cdo de niveis
de ATP pode resultar na perda da motilidade. A motilidade espermatica, integridade
do acrossoma e da membrana espermatica, morfologia espermatica, e conteudo
enzimatico do acrossoma tém sido usados para avaliar a qualidade de
congelamento/descongelamento dos espermatozoides (AMANN, 1982). Zilli e
colaboradores (2005) relatam que o desaparecimento ou diminuicdo de algumas
proteinas espermaticas apds a criopreservagao deve estar relacionado com a
dissolucdo dessas proteinas espermaticas no meio extracelular ou com a
degradacgédo seguida do estresse de congelamento/descongelamento. No entanto,
um estudo mais abrangente deve ser feito para determinar a existéncia de proteinas
que possam ser utilizadas como marcadores da resisténcia do espermatozodide ao
congelamento.

Diversos autores tém procurado marcadores para fertilidade em machos de
varias espécies, tanto no plasma seminal (MARCHINI et al. 1990; KILLIAN et al.,
1993), como na membrana de espermatozoéides (HALL e KILLIAN, 1989; OLLERO
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et. al., 1998). Esses trabalhos sugerem que proteinas entre 15 e 17kDa e 26 e 24
kDa de plasma seminal bovino, que se ligam a membrana espermatica durante a
ejaculacéo, seriam bons marcadores de fertilidade (MILLER et al., 1990; KILLIAN et
al., 1993). As proteinas P25b, P34H e P26h em bufalos, humanos e hamster,
respectivamente (BOUE™ et al., 1996; PARENT et al. 1999; SULLIVAN, 1999)
também tém sido descritas como potenciais marcadores de fertilidade.

Durante o presente trabalho foi realizada uma caracterizagdo parcial da
enzima a-D-manosidase presente no sémen de equinos. A enzima detectada no
plasma seminal possui uma atividade especifica significativamente maior que a
detectada em espermatozdides. A oa-D-manosidase foi detectada em
espermatozoides maduros obtidos da regido da cauda de epididimo e de ejaculado
bem como no fluido epididimario e plasma seminal. Nossos resultados corroboram
com dados prévios de nosso laboratério que indicam uma expressao diferencial da
atividade da enzima ao longo do conduto epididimario de E. caballus (DIAS, 2002;
Lanzana, 2007). Tendo em consideragdo os baixos niveis de atividade a-
manosidase nas amostras de fluido epididimario da regido da cabega proximal, e
seu aumento significativo nas regides de corpo e cauda epididimaria foi postulado
que esta enzima poderia ser secretada e/ou ativada pelo epitélio epididimario,
corroborando o sugerido por Dutta e Majunder (1984).

A caracterizagcdo parcial da enzima no plasma seminal de equinos nos
permite assinalar que esta proteina tem uma mobilidade eletroforética (Rf) 0,02 em
géis nativos 8% v/v de poliacrilamida e de 0,3 em géis desnaturantes 7% v/v de
poliacrilamida. A massa molecular relativa determinada foi de 180 kDa, e a massa
nativa de 60 kDa e trata-se de uma glicoproteina (PAS - acido periddico - Schiff) com
carga altamente positiva, que mesmo em presenca de SDS e concentragdes
pequenas de poliacrilamida nao consegue migrar facilmente na malha,
provavelmente pela parte glicidica ser muito grande o que dificulta na migragdo. Os
ensaios realizados indicam que a banda protéica correspondente a enzima nao
apresenta atividade gelatinolitica por ndo comigrar com a banda que apresenta
atividade proteasica. Cabe ressaltar a diferenca na mobilidade relativa da o-D-
manosidase presente em espermatozoides e em fluido epididimarios em relacao a
forma presente em plasma seminal, Rs 0,12 e 0,20 respectivamente em géis nativo
10% v/v.
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Nossos resultados de comportamento da atividade manosidasica apdés a
criopreservagao mostraram uma drastica diminuigdo da atividade especifica de a-D-
manosidase (aproximadamente 50%) em amostras de espermatozoides obtidos
tanto de ejaculado (em especial, no sémen de baixa resisténcia ao congelamento)
bem como de espermatozdides maduros obtidos da regido da cauda epididimaria
(dados nao mostrados); entretanto nos espermatozodides obtidos de animais
considerados “bons congeladores” a queda na atividade enzimatica foi menor. Em
alguns ensaios, especialmente quando se utilizou PNF (substrato recomendado para
a forma &cida ou lisossomal da enzima) como substrato da enzima, verificou-se um
aumento da atividade manosidasica nas amostras congeladas tanto em amostras de
espermatozoide da regido de cauda epididimaria, quanto de ejaculado. Isto poderia
ser consequéncia de danos no acrossoma apos o congelamento das amostras,
desde que nesta estrutura existe um numero importante de enzimas e entre elas
glicosidases (dados nao mostrados).

Estudos prévios de nosso grupo mostraram a presenca das formas acida e
neutra da manosidase tanto em homogeneizados de epididimos como no conteudo
luminal (DIAS, 2002; LANZANA, 2007). Em nossos resultados também identificamos
as duas formas da enzima a-D-manosidase tanto em espermatozéides de ejaculado
quanto em plasma seminal. E constatamos que o ZnCl; ativa e estabiliza a atividade
manosidasica em plasma seminal e ativa em espermatozoides em todo o espectro
de pH analisado, assim como o CoCl, que aumenta a atividade manosidasica nas
amostras de plasma seminal, como ja foi visto em outras espécies como touro
(JAUHIAINEN e VANHA-PERTTULA, 1986). O swainsonine inibidor da forma acida
da enzima a-D-manosidase, inibiu a atividade manosidasica tanto em amostras de
espermatozoides quanto em amostra de plasma seminal em todo espectro de pH
analisado, porém, mais intensamente entre o pH 3,0 e 4,0.

Apesar dos problemas que acarreta a criopreservacdo, a utilizacdo desta
metodologia apresenta uma série de vantagens, entre elas, a possibilidade de
armazenamento e transporte de sémen através de longas distancias e por um
periodo prolongado de tempo, o aumento da oferta de material genético para um
mercado potencialmente aberto, o uso do sémen apds perda da fungao reprodutiva,
a redugdo dos custos associados com o transporte de éguas e potros, a
possibilidade maior de acesso de criadores a garanhdes de linhagem superior, o

controle de transmissdo de doengas sexualmente transmissiveis. A grande
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desvantagem desta técnica € a crioinjuria a célula espermatica e consequente
reducdo da fertilidade. Pesquisa continuada relativa a criobiologia do sémen de
equino que resulte num incremento da viabilidade e potencial fertilizante dos
espermatozoides, levara a substituicdo do uso comercial de sémen resfriado por
sémen congelado nos programas de inseminagao, tornando viavel o transporte de

amostras permitindo o melhoramento genético das ragas atuais.
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VIl. CONCLUSOES

A criopreservacao afeta a fungcado do espermatozoide equino;

Observou-se uma grande variabilidade na resposta dos gametas entre
garanhdes e inclusive entre ejaculados de um mesmo animal;

A porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva e membrana
plasmatica integra diminui apds o congelamento / descongelamento das amostras;

Os ensaios de criopreservacao das amostras de sémen mostraram que o efeito
da crioinjuria detecta-se logo apds o congelamento das amostras;

A grande variabilidade na resposta dos gametas a criopreservagao permitiu
dividir o grupo de animais estudados em: “sémen de alta, moderada e baixa
congelabilidade”;

Os perfis protéicos das amostras diluidas/resfriadas e criopreservadas sao
relativamente similares;

Foi detectado diferengas na concentragdo relativa de algumas bandas
protéicas;

Atividade manosidasica foi detectada tanto em espermatozoides quanto em
plasma seminal de equinos;

A atividade especifica desta enzima é maior em plasma seminal,

Os ensaios de atividade enzimatica em funcdo do pH, bem como os ensaios
utilizando inibidores e ativadores da enzima permitem assinalar a presenca de duas
formas, acida e neutra da enzima, no sémen de equinos;

Em espermatozoides a atividade enzimatica a pH neutro € maior;

A proteina que apresenta atividade manosidasica € uma glicoproteina, de alto
peso molecular e baixa mobilidade relativa;

A mobilidade relativa dessa enzima no conduto epididimario difere da
mobilidade no ejaculado;

A atividade manosidasica diminui apos a criopreservagao dos espermatozéides.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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