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“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém
viu, mas pensar o que ninguém ainda pensou
sobre aquilo que todo mundo vé”

(Arthur Schopenhauer)
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RESUMO

ARRAIS, Aline Matos. Efeito da Inibicdo da Fosfolipase C pelo U73122 Sobre o Sémen
Ovino. 2016. 54p. Dissertagcdo (Mestrado em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do U73122 sobre a congelabilidade do sémen
ovino, uma vez que este reagente pode evitar a capacitacdo prematura e reacdo acrossomal
induzidas durante o processo de criopreservagao. Para isso, ejaculados de quatro carneiros da
raca Santa Inés foram obtidos com auxilio de vagina artificial. No ensaio I, espermatozoides de
quatro ejaculados, in natura, foram submetidos a incubacéo de 4h a 37°C, suplementados ou
ndo com as concentracdes de 10, 20 ou 30uM do U73122, na presenca ou auséncia do glicerol.
Pardmetros cinéticos foram avaliados ao decorrer da incubacdo, a fim de verificar o
comportamento dos espermatozoides pelo uso do reagente, e selecionar doses a serem utilizadas
durante a criopreservacao. Dezesseis ejaculados foram utilizados no ensaio 1, os quais foram
criopreservados com diluentes Botubov® fracdo Unica, acrescidos ou ndo do reagente U73122
nas concentracGes de 10 e 20pM. As amostras descongeladas foram avaliadas quanto a cinética
espermatica, pelo sistema “Computer Assisted Sperm Analysis” (CASA), e quanto a integridade
de membranas pela associacao de sondas fluorescentes iodeto de propideo, PSA-FITC e JC-1.
Adicionalmente, foram realizadas avaliacdes da capacitacdo espermatica e reacdo acrossomal
com o uso da sonda fluorescente hidrocloreto de clortetraciclina (CTC) antes e apds as amostras
de sémen criopreservadas serem submetidas a inducdo da capacitacdo in vitro durante 4h de
incubagdo a 37°C. Todos os resultados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de
diferenca minima significativa (DMS) de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O tratamento
dos espermatozoides in natura com diferentes concentragdes do U73122, durante incubacao de
4h a 37°C, revelou um efeito dose e tempo-dependente sobre a utilizacdo deste reagente em
espermatozoides. Além disso, a presenca do glicerol potencializou o efeito toxico do U73122
sobre as células. Nos espermatozoides criopreservados, o U73122 ndo afetou nenhum dos
parametros cinéticos avaliados pelo sistema CASA, nem o nimero dos espermatozoides com
as membranas plasmaticas, acrossomais e mitocondriais integras (PIAIC) ou lesadas (PLALS).
As avaliacGes realizadas imediatamente ap6s o descongelamento mostraram que a utilizagéo de
10 ou 20uM do inibidor reduziu o percentual de espermatozoides capacitados e com acrossoma
reagido em relacdo ao grupo controle (p<0,05). Ap6s a inducdo da capacitacdo in vitro, houve
uma reducdo (p<0,05) do nimero de espermatozoides ndo capacitados em todos os tratamentos
sugerindo um efeito reversivel do U73122 sobre os processos de capacitacdo espermatica e
reacao acrossomal. Conclui-se que o uso de 10 uM do reagente U73122 ndo altera a cinética
dos espermatozoides in natura, e que, concentragdes de 10 ou 20 uM deste reagente podem ser
utilizadas em diluentes para criopreservacao, uma vez que previnem a capacitacdo prematura e
reacdo acrossomal induzidas durante este processo, sem alterar a cinética e a integridade das
membranas espermaticas.

Palavras-chave: espermatozoides, congelamento, carneiro.
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ABSTRACT

ARRALIS, Aline Matos. Effect of U73122 inhibitor on freezing ability of ram semen. 2016.
54p. Dissertation (Master of Veterinary Medicine). Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

The aim of this study was to evaluate the effect of U73122 on freezing ability of ram semen,
since this reagent could prevent premature capacitation and acrosome reaction induced during
the cryopreservation process. For this, ejaculates from 4 Santa Ines rams were obtained with
the aid of artificial vagina and were used in two experiments. In experiment I, in natura sperm
from 4 ejaculated were subjected to incubation at 37°C during 4h, supplemented or not with
concentrations of 10, 20 or 30uM of U73122 in the presence or absence of glycerol. Kinetic
parameters were evaluated during the incubation, in order to verify the behavior of sperm by
the use of the reagent, and selecting doses to be used during cryopreservation. Sixteen ejaculates
were used in the experiment Il, which were cryopreserved with Botubov® extender only
fraction increased or not U73122 reagent in concentrations of 10 and 20uM. Thawed samples
were evaluated for sperm kinetics using the "Computer Assisted Sperm Analysis (CASA)
system, and for membranes integrity by the association of fluorescent probes propidium iodide,
PSA-FITC and JC-1. In addition, capacitation and acrosome reaction were evaluated using
fluorescent probe hydrochloride chlortetracycline (CTC) before and after the cryopreserved
semen samples undergoing induction in vitro capacitation for 4h of incubation at 37°C. The
data were submitted to analysis of variance and least significant difference test (DMS) of Tukey
at 5% probability. The treatment of in nature spermatozoa with different concentrations of
U73122 for 4h incubation at 37°C, revealed a dose-effect and time dependent on the use of this
reagent in spermatozoa. Furthermore, the presence of glycerol potentiated the toxic effect of
U73122 on the cells. In cryopreserved sperm, the U73122 did not affect any of the Kinetic
parameters evaluated by CASA system, nor the number of sperm with the plasma membrane,
acrosomal and mitochondrial you merge (PIAIC) or injured (PLALS). The evaluations carried
out immediately after thawing showed that the use of 10 or 20uM of inhibitor reduced the
percentage of capacitated sperm and acrosome reacted in the control group (p>0.05). After
induction of in vitro capacitation, there was a decrease (p<0.05) in the number of uncapacitated
sperm in all treatments suggesting a reversible effect of U73122 on sperm capacitation process
and acrosome reaction. In conclusion, that the use of 10 uM of U73122 reagent does not alter
the kinetics of sperm in natura and, 10 or 20 uM concentrations of this reagent can be used in
diluents for cryopreservation, since they prevent premature capacitation and acrosome reaction
induced during this process, without altering the kinetics and the integrity of the sperm
membrane.

Keywords: sperm, freezing, ram.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o IBGE (2004, 2014), a populacdo ovina do Brasil passou de
15.057.838 cabecas em 2004, para 17.614.454 cabecas em 2014, o que, em termos estatisticos,
significa que houve um aumento de 15% no namero de ovinos no pais durante estes Gltimos
dez anos. Portanto, 0 numero de ovinos vem apresentando um aumento médio de 1,5% a cada
ano, sugerindo que, ainda que seja de maneira lenta, ovinocultura é uma atividade em
crescimento no Brasil.

A ovinocultura proporciona uma alternativa de desenvolvimento socioeconémico real,
pois esses animais se adaptam aos mais variados sistemas de producéo, sdo de facil manejo e
podem estar associados a outras atividades de pecuaria. Poréem, para que haja um crescimento
mais rapido da populacdo de ovinos no pais sdo necessarias mudangas no sistema produtivo
destes animais, além de oferecer ao consumidor um produto padronizado e de qualidade.

Desta maneira, a aplicagdo de técnicas de reproducdo assistida com o objetivo de
aumentar a eficiéncia produtiva e reprodutiva do rebanho torna-se muito importante para o
crescimento desta atividade. A primeira das técnicas de reproducdo assistida, a inseminagédo
artificial (1A), continua sendo a que mais contribui para o melhoramento genético em todas as
espécies, sendo a mais utilizada em todo o mundo. Isso se deve a sua simplicidade de execucdo
e seu grande potencial de disseminacdo da genética de um reprodutor, ja que o sémen obtido de
um Unico ejaculado pode ser utilizado para inseminar dezenas de matrizes.

A criopreservacao de sémen é uma técnica de grande interesse nas diferentes espécies,
devido ao grande potencial para formacao de bancos genéticos. Porém essa técnica leva a varias
alteracdes celulares que reduzem a capacidade fertilizante dos espermatozoides. Na espécie
ovina, essas alteracdes sdo responsaveis pela reducdo da longevidade dos espermatozoides e
pela inducdo prematura da capacitacdo espermatica e da reacdo acrossomal, o que vem
limitando o uso da IA pela via transcervical nestes animais.

A capacitacdo espermatica envolve uma série de eventos bioquimicos que ocorrem
fisiologicamente nos espermatozoides de mamiferos durante seu trajeto pelo trato reprodutivo
da fémea, mas pode ser induzida in vitro por varios mecanismos que ainda ndo estéo totalmente
elucidados, entre eles destacam-se as elevadas concentracdes de célcio no meio extracelular
(MARQUEZ; SUAREZ, 2007).

O processo de capacitacdo leva os espermatozoides a sofrerem reacdo acrossomica.
Dessa forma, o espermatozoide libera o conteido enzimatico presente em seu acrossoma, o0 que
Ihe permite penetrar através da zona pellcida e assim iniciar o processo de penetracdo no
citoplasma do odcito.

A reacdo acrossdmica envolve a fusdo da membrana plasmatica e a membrana
acrossomal externa, mediada pela organizacdo dos microfilamentos de actina nessa regido. Tem
sido demonstrado que o processo de despolimerizagéo da actina e fusdo das membranas durante
a reacdo acrossdmica depende de elevadas concentracdes de célcio (SPUNGIN; MARGALIT,;
BREITBART, 1995), num processo onde participam algumas fosfolipases.

Em vaérios tipos celulares o fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) é requerido como cofator
para a atividade da fosfolipase D, mas ainda ndo ha muitos estudos dessa acdo em
espermatozoides (ETKOVITZ et al.,, 2007). Além disso, a hidrdlise do PIP, atraves da
fosfolipase C (PLC) atua na formacdo de dois mensageiros intracelulares importantes, o
diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), que participam da regulacdo das concentracdes
de calcio no interior das células espermaticas (ROLDAN; SHI, 2007; ROLDAN, 1998).

O reagente U73122 (Sigma) é um inibidor da PLC, que hidrolisa o PIP, em DAG e IP3,
levando a um decréscimo na concentracdo de calcio livre no citosol das células. Diante do
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exposto, a utilizacdo desta substancia em diluentes pode ser uma alternativa para tentar evitar a
inducdo prematura da capacitacdo e a reacdo acrossomal, que ocorrem durante o processo de
criopreservacao do sémen.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da utilizagdo do inibidor U73122 sobre o sémen ovino.
2.2 Objetivos Especificos
Avaliar o efeito do inibidor U73122 sobre:

e Acinética do sémen ovino in natura submetidos a incubacdo por 4h a 37°C na presenca ou
auséncia de glicerol e diferentes concentracdes do inibidor.

e Acinética dos espermatozoides ovinos apds criopreservacao.

e Integridade das membranas plasmaticas, acrossomal e mitocondrial do sémen ovino ap6s
criopreservacao.

e O processo de capacitacdo, e reacdo acrossomal do sémen ovino ap0s criopreservacao.

e Reversibilidade da acdo do U73122, sobre a capacitacdo e reacdo acrossomal de
espermatozoides ovinos apos criopreservagao.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Criopreservacdo do Sémen Ovino

Em varias espécies, a criopreservacdo do sémen leva a uma série de alteracoes celulares
que reduzem a capacidade fertilizante dos espermatozoides quando comparados com 0 sémen
in natura. Os espermatozoides de ovinos em especial, por possuirem menor relacdo de
colesterol/fosfolipidio (DARIN-BENNETT; WHITTE, 1977) e maior permeabilidade de sua
membrana plasmatica (CURRY, 2000), sdo ainda mais sensiveis as alteracdes celulares
produzidas durante este processo.

De maneira geral, a criopreservacao consiste em submeter os espermatozoides a uma
reducdo de temperatura (-196°C), de modo que o metabolismo dessas células também seja
reduzido/parado e sua funcdo bioldgica possa ser conservada por tempo indeterminado
(WOLKERS; WALKER, 2015). No entanto, para que as células possam ser submetidas a este
processo, é necessaria a utilizacdo de substancias protetoras, que irdo compor os diluentes para
criopreservacao e ajudardo a evitar os danos celulares causados pela reducdo da temperatura
(ISACHENKO et al., 2003).

Os diluentes de sémen ovino possuem em sua composic¢ao, basicamente o tampéo tris,
acucares como glicose e/ou trealose, sais como acido citrico ou citrato de sodio, antibidticos
como a penicilina e estreptomicina, um crioprotetor ndo penetrante a célula, como gema de ovo
e um crioprotetor penetrante a membrana, sendo geralmente utilizado o glicerol (BARBAS;
MASCARENHAS, 2009).

Nos Gltimos anos, varias pesquisas, principalmente relacionadas ao uso de diluentes,
foram desenvolvidas, na tentativa de melhorar a criopreservacdo dos espermatozoides nesta
espécie. A utilizacdo de varias fontes de gema de ovo (BIN et al., 2013), diferentes
concentracdes de glicerol associado a substancias como colesterol (MOTAMEDI- MOJDEHI;
ROOSTAEI-ALI; RAJABI- TOUSTANI, 2014), temperatura de adi¢do do glicerol e acucares
(PELUFO et al., 2015), entre outros aditivos (SANGEETA et al., 2015) foram testados.

Contudo, apesar destes estudos contribuirem para o aumento da qualidade do sémen
ovino apds a criopreservacao, desde a descoberta da acéo crioprotetora do glicerol em 1949 por
POLGE et al., ndo houve nenhum progresso significativo na viabilidade dos espermatozoides
poOs-descongelamento sobre as taxas de prenhez (KUMAR; MOHAMMED; NAQVI, 2014).

A dificuldade de obter elevada taxa de prenhez com a utilizagdo de sémen
criopreservado nesta espécie tem sido atribuida aos danos sofridos pelos espermatozoides
inerentes ao processo de criopreservacdo, sendo demostrado que estes danos sao irreversiveis e
comprometem o funcionamento normal da célula apds o descongelamento (MEDEIROS et al.,
2002).

A membrana plasmatica dos espermatozoides é formada por uma dupla camada lipidica,
a qual reveste todas as outras estruturas espermaticas como a cabeca, pescogo, peca principal e
flagelo e mantém o gradiente de ions e de outros componentes soltveis com o meio (SILVA,
GADELLA, 2006). Durante a criopreservacdo, a reducdo da temperatura, leva as células a
sofrerem uma transi¢cdo em sua membrana plasmaética, que deixa de ser fluida/ cristalina e passa
para uma fase gel (HORVATH; SEIDEL, 2006).

Essa transicdo de fase, em consequéncia da reducdo de temperatura, é indicada como
uma grande causadora de outras alteracdes celulares provocadas pela criopreservagéo. Isto
porque, durante esta transi¢do ocorre uma distensdo da membrana plasmatica da célula, que



resulta no rompimento, ou em uma alteracdo estrutural de proteinas, canais de ions e de
quaisquer outros constituintes presentes nesta estrutura (MEDEIROS et al., 2002; WATSON,
2000).

Embora as solucbes crioprotetoras sejam compostas de substancias que protegem as
células das injurias causadas pelas criopreservacao, sendo portanto essenciais para que a célula
consiga sobreviver a este processo, € verificado que algumas substancias utilizadas nessas
solucBes (os crioprotetores penetrantes) também induzem alteracGes celulares quando entram
em contato com as células (RASUL; AHMED; ANZAR, 2007).

O glicerol é o crioprotetor penetrante mais utilizado em diluente para varias espécies,
devido a sua eficiente capacidade de penetrar nas células e reduzir os cristais de gelo intracelular
que sdo formados em baixas temperaturas (SALAMON; MAXWELL, 2000). No entanto é
sabido, ainda que de maneira pouco aprofundada, que essa substancia exerce efeitos toxicos
sobre os espermatozoides (BARBAS; MASCARENHAS, 2009; CURRY, 2000).

Ao entrar e sair da célula, o glicerol causa respectivamente, um aumento e reducdo do
volume celular, resultando em uma modificagdo da morfometria dos espermatozoides
(RAMON et al., 2013). Além disso, foi observado que este crioprotetor também modifica a
estrutura da membrana plasmatica, citoesqueleto e organelas dos espermatozoides mesmo sem
que as células sejam expostas a baixas temperaturas (GARCIA et al., 2012). Em conjunto, essas
alteracOes celulares causam uma desorganizagdo generalizada das fungdes espermaticas apos a
criopreservacdo. Uma dessas alteracBes sdo a desestabilizacdo e a perda da permeabilidade
seletiva da membrana plasmaética ao célcio, que tem sido associada com a ativacao prematura
da capacitacdo espermatica (BAILEY; BILODEAU; CORMIER, 2000; MEDEIROS et al.,
2002; WATSON, 2000), que por sua vez é relacionada com baixas taxas de fertilizacdo dos
espermatozoides ovinos criopreservados (GILLAN; EVANS; MAXWELL, 1997).

3.2 Capacitacdo Espermatica

A capacitacdo espermatica compreende os eventos pelos quais 0s espermatozoides
tornam-se aptos a fertilizar o oocito (GRASA; CEBRIAN-PEREZ; MUINO-BLANCO, 2006).
Este processo pode ser dividido em eventos rapidos, onde os espermatozoides adquirem a
motilidade assim que sdo liberados do epididimo, e eventos lentos, onde os espermatozoides
modificam seu padréo de motilidade, conhecido como hiperativacao, e preparam as membranas
espermaticas para submeter-se ao processo de reacdo acrossomal (SALICIONI et al., 2016).

Embora a capacitacdo espermatica normalmente ocorra no trato reprodutivo da fémea,

é verificado que este processo também pode ocorrer sob diferentes condi¢des e estimulos nos
ambientes in vitro (BREITBART; ETKOVITZ, 2011; LUNA et al., 2015; OLMO et al., 2016).
Quando este processo € ativado antes do tempo, de maneira que 0s espermatozoides ndo
consigam manter sua capacidade fecundante até encontrarem o odcito, o que geralmente ocorre
com o sémen criopreservado, considera-se que houve uma ativacdo prematura da capacitacao.

Muitas pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de compreender as estruturas € 0s

mecanismos pelos quais os eventos da capacitacao sdo regulados (BALDI et al., 2000;
FRASER, 2010; LINDEMANN; KANOUS, 1989; SUAREZ; HO, 2003). Embora cada um
desses eventos, motilidade, hiperativagdo ou preparacdo das membranas, seja regulado por
diversos outros mecanismos especificos, o envolvimento do célcio na regulacdo destes é
bastante conhecido (BREITBART; RUBINSTEIN; LAX, 1997; REN et al.,, 2001;
HILDEBRAND et al., 2010).

O célcio é um ion que regula importantes atividades dentro das células, tais como

atividades de quinases, fosfatases, ativacdo de genes e transducao de proteinas. Devido a
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importancia deste ion, é observado que as células de maneira geral possuem diferentes

mecanismos para regular as concentracdes de calcio em seu meio intracelular (PARODI, 2014).
Nos espermatozoides, o célcio necessario para regulacdo de suas atividades é proveniente
do meio extracelular, onde canais de calcio presentes na membrana plasmatica promovem

a entrada e saida deste ion, e/ou do meio intracelular, através da mobilizagdo dos estoques
de calcio presentes no reticulo endoplasmatico dessas células (FERNANDES, 2012). Existem
varios canais que participam do influxo deste ion, tais como os canais de potencial
receptor transiente, os nucleotideos ciclicos e os canais dependentes de voltagem

(RAHMAN; KWON; PANG, 2014). Atualmente os estudos tém sido centralizados na

investigacao de um canal dependente de voltagem que foi recentemente descoberto nos
espermatozoides, o CatSper (REN et al., 2001; BRENKER et al., 2012; SINGH; RAJENDER,
2014).

Foi demostrado que este canal CatSper possui papel fundamental, e parece ser 0 mais
importante dos canais, na regulacdo da motilidade espermatica normal, a progressiva, uma vez
que os espermatozoides murinos, cujo os genes deste canal foram modificados, apresentaram
batimento flagelar lento, motilidade ndo progressiva, e ndo foram capazes de fertilizar os
oocitos (REN et al., 2001).

Um estudo realizado também com camundongos (QI et al., 2007) e outros com
espermatozoides equinos e humanos evidenciaram que o canal CatSper esta relacionado com a
regulacao da motilidade e da manutencédo das concentrac6es de célcio intracelular, que regulam
a hiperativagdo (ALASMARI et al., 2013; LOUX et al., 2013). No entanto, em todos esses
estudos, foi verificado que o inicio da hiperativacdo depende da mobilizacdo do calcio presente
nos estoques intracelulares (MARQUEZ; IGNOTZ; SUAREZ, 2007).

A hiperativacdo ¢ um tipo de motilidade caracterizada por um batimento flagelar
assimétrico e de alta amplitude, que depende do aumento e da manutencdo de elevadas
concentragdes de calcio na célula. Este tipo de motilidade é normalmente ativada em um tempo
determinado, no local de fertilizacdo, sendo necessaria para que o espermatozoide consiga
penetrar no oocito (HILDEBRAND et al., 2010).

A capacitacdo também é marcada por modificacfes celulares como a remocdo do
colesterol presente na superficie da membrana plasmatica dos espermatozoides e alteracdo do
pH intracelular. Estas modificages sdo estimuladas pelas secre¢fes do trato reprodutivo da
fémea, e de maneira geral resultam em um aumento da fluidez da membrana plasmatica e/ou
desestabilizacdo (BALDI et al., 2000; GRASA; CEBRIAN-PEREZ; MUINO-BLANCO,
2006), fazendo com que essas células figuem permeaveis a entrada do calcio, o que também
acontece quando as células sdo criopreservadas (BAILEY; BILODEAU; CORMIER, 2000).

A entrada do calcio extracelular ativa a fosfolipase C (PLC), que nos espermatozoides,
assim como em outras células, participa da hidrélise de um fosfolipidio que compde a
membrana, o fosfatidilinositol bifosfato (PIP2), em dois importantes mensageiros
intracelulares, o diacilglicerol (DAG) e o inositol trifosfato (IP3) (ROLDAN; SHI, 2007,
ROLDAN, 1998) conforme esquema da Figura 1. O DAG é formado e rapidamente difundido
pela dupla camada lipidica nas membranas celulares. Uma vez difundida, o DAG assume uma
disposicdo nestas membranas que cria um espagamento entre as cabecas dos fosfolipidios,
permitindo que as membranas fiquem ainda mais fluidas e desestabilizadas (GOMEZ-
FERNANDEZ; CORBALAN- GARCIA, 2007). Além disso, 0 DAG, transloca e ativa a
proteina quinase C (PKC) (BREITBART; ETKOVITZ, 2011), a qual promove abertura de
canais de calcio dependentes de voltagem presentes na membrana (WITTE; SCHAFER- SOMI,
2007).

Em diversos estudos tém sido sugerido que o influxo de célcio, através dos canais
ativados pela PKC podem ser importantes na regulagdo da motilidade, manutencdo da
hiperativacdo e reacao acrossomal (BREITBART; ETKOVITZ, 2011; ICKOWICZ;



FINKELSTEIN; BREITBART, 2012). No entanto, como a enzima PKC possui Vvarias
isoformas e sua atividade é regulada pelo DAG, por alguns fosfolipidios e também pelo proprio
calcio, torna-se dificil realizar estudos para compreender o funcionamento desta enzima
(ICKOWICZ; FINKELSTEIN; BREITBART, 2012).
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Figural. A hidrolise do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) pela fosfolipase C (PLC)
promove a formacdo de dois mensageiros: o diacilglicerol (DAG), que ativa e transloca a
proteina quinase C (PKC) e abre canais dependentes de voltagem na membrana plasmatica, e 0
inositol trifosfato (IP3) que atua sobre estoques de célcio presente no reticulo endoplasmatico
no interior das células. Adaptado de Breitbart et al. (1997).
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Diferente do DAG que atua nas membranas celulares e sobre a PKC, favorecendo a
entrada do calcio extracelular, o IP3 atua nas reservas internas deste ion. Em varios tipos
celulares como, hepatdcitos, células musculares, o0citos e espermatozoides, vem sendo
demonstrado que este mensageiro muda a conformacéo de seus receptores, os IP3R, permitindo
a abertura e liberagdo do célcio estocado no reticulo endoplasmético das células (ALASMARI
etal., 2013; FINKELSTEIN et al., 2013; MOEL et al., 1995; ZHANG et al., 2005).

Os IP3R foram localizados na regiéo do pescoco (HO; SUAREZ, 2001), e no acrossoma
dos espermatozoides (WALENSKY; SNYDER, 1995; KURODA et al., 1999) sugerindo que
0s estoques de célcio estdo presentes nessas regides. No entanto, a mobilizacdo do célcio
mediado pelo IP3, parece desempenhar um papel diferente de acordo com a localizacdo dos
receptores na celula. Receptores localizados na regido do pescogo estdo envolvidos a inducéo
da hiperativagéo, enquanto aqueles localizados na cabeca estdo relacionados com o processo de
reacdo acrossomal (HO; SUAREZ, 2001).



3.3 Reacao Acrossomal

Apo6s 0 processo de capacitagdo espermaética € necessario que 0s espermatozoides
passem por uma mudanca fisiolégica chamada de reagcdo acrossomal, que os tornam preparados
a fertilizarem o odcito (MOORE; PERSAUD, 2004). Esta reacdo compreende a fusdo da
membrana plasmatica, na regido da cabeca espermatica, com a membrana acrossomal externa
(YANAGIMACH]I, 2011).

Durante este processo o conte(do enzimatico presente na parte anterior da cabeca dos
espermatozoides é liberado e/ou exposto, através de orificios criados pela fusdo dessas
membranas (BALDI et al., 2000). Dentre os componentes liberados na reacdo acrossomal esta
a hialuronidase que dispersa as células do cumulus oophorus e da corona radiata que envolvem
0s oocitos (BABA et al., 2002), e a acrosina, que degrada e facilita a penetracdo do
espermatozoide através da zona peltcida (VAZQUEZ-LEVIN et al., 2005).

A reacdo acrossomal ocorre naturalmente dentro do trato reprodutivo da fémea, sendo
induzida por uma ligacdo espécie especifica dos espermatozoides a uma glicoproteina que
compdes a zona pelicida dos odcitos, a ZP3 (WASSARMAN; GUSTAVE; PLACE, 1999).
Embora a glicoproteina ZP3 seja considerada o indutor fisioldgico deste processo (PATRAT,;
SERRES; JOUANNET, 2000; TANPHAICHITR et al., 2015), a reacdo acrossomal também
pode ocorrer nos ambientes in vitro, no entanto para que esta aconteca, in vivo ou in vitro, as
células precisam estar previamente capacitadas (BREITBART; COHEN; RUBINSTEIN,
2005).

Os mensageiros formados pela hidrolise do PIP2 durante a capacitacdo, DAG e IP3,
parecem ser importantes para que a reagao acrossomal ocorra. Tem sido sugerido que a ligagdo
com a ZP3, ativa, por mecanismos ainda desconhecidos, a PLC dos espermatozoides, que
promove 0 aumento da concentragdo intracelular desses mensageiros (BREITBART, 20023;
PARRINGTON et al., 2002).

Devido a capacidade do DAG tornar as membranas plasmatica e acrossomal
desestabilizadas, o aumento da concentracdo desse mensageiro promove uma maior
fusibilidade destas (BREITBART, 2002b). No entanto o IP3 parece ser fundamental na
mobilizacdo dos estoques de calcio presentes no acrossoma dos espermatozoides, fazendo com
que ocorra uma elevacao da concentracao de célcio intracelular, o que leva a despolimerizacdo
dos microfilamentos de actina nessa regido (SPUNGIN; MARGALIT; BREITBART, 1995).

A actina é uma proteina que compde parte do citoesqueleto das células, incluindo os
microfilamentos, que esta presente em toda extensdo dos espermatozoides (BRENER et al.,
2003). Tem sido demostrado que durante o processo de capacitacdo esta proteina sofre uma
polimerizacdo, que resulta no aparecimento de microfilamentos de actina, também conhecidas
como F-actina (BREITBART; FINKELSTEIN, 2015; BRENER et al., 2003).

Quando os espermatozoides se ligam a ZP3, e um aumento das concentracdes de célcio
¢ induzido no acrossoma, os microfilamentos se despolimerizam, fazendo com que as
membranas plasmatica e acrossomal externa figuem em contato e se fundam, caracterizando o
término do processo de reacdo acrossomal (BREITBART, 2002a, 2002b; BRENER et al., 2003;
SPUNGIN; MARGALIT; BREITBART, 1995).

Véarios estudos vém demostrando que nos espermatozoides submetidos a
criopreservacao, a reacdo acrossomal também pode ocorrer de maneira antecipada, uma vez
que estas celulas sdo mais susceptiveis a sofrerem capacitacao prematura (MARTECIKOVA et
al., 2010; OKADA et al., 2001).

Embora os mecanismos envolvidos na inducao da reacdo acrossomal in vitro ainda ndo
sejam totalmente compreendidos, o reagente U73122, inibidor especifico da PLC, poderia ser
utilizado como um aditivo em diluentes, na tentativa de evitar a capacitacdo prematura e a
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reacdo acrossomal nos espermatozoides criopreservados, uma vez que tem sido sugerida a
participacdo dessa enzima no desencadeamento de ambos os processos (BREITBART;
ETKOVITZ, 2011; BREITBART, 2002b; ETKOVITZ et al., 2007; ROLDAN, 1998).

3.4 Aditivos para criopreservacao

Embora todos os compostos presentes nos diluentes de sémen, comerciais ou né&o,
possam também ser classificados como aditivos, atualmente, entende-se aditivos como
substancias quimicas que nao sao de uso obrigatdrio nos diluentes, mas que uma vez utilizados,
melhoraram a qualidade e/ou reduzem os danos espermaticos causados pela manipulagéo in
vitro, principalmente pela criopreservagdo (PIERAZOLI; CAMPOS, 2013).

Em ovinos, atualmente diversos aditivos vem sendo testados na tentativa melhorar a
criopreservacao dos espermatozoides nesta espécie. Os aminoacidos L-glutamina ou L-prolina,
foram utilizados em diluentes de sémen, sendo observado que uso dessas substancias
aumentaram o numero de espermatozoides com motilidade, funcdo de membrana plasmatica e
integridade de acrossomal, devido as suas propriedades antioxidantes (SANGEETA et al.,
2015).

Os antioxidantes sdo substancias como vitaminas, minerais, pigmentos naturais,
aminoacidos, acidos graxos e outros compostos, que blogueiam e/ou neutralizam os danos
provocados pelos radicais livres (FILHO, 1994). Essas substancias comecaram a ser
amplamente utilizadas como aditivos para sémen, uma vez verificado que o estresse oxidativo
gerados por estes radicais livres e peroxidos (aumento de espécies reativas ao oxigénio- ROS),
podem causar deplecdo de ATP, peroxidacao lipidica, insuficiente fosforilacdo axonemal, perda
de motilidade entre outros, comprometendo as func¢bes normais dos espermatozoides
(BANSAL,; BILASPURI, 2011).

Antioxidantes como acetato de o- tocoferol, glutationa-peroxidase, Aromex®, o
resveratrol, o resveratrol + vitamina E, o resveratrol + Aromex® e resveratrol + glutationa
peroxidade prolongaram a motilidade de espermatozoides ovinos armazenados a 5° C quando
comparados com amostras sem o uso destas substancia (SARLOS et al., 2002). No entanto um
estudo realizado com um antioxidante astaxantina, durante armazenamento de 72 h a 4° C,
verificou que o efeito antioxidante torna-se mais necessario apds o periodo de 48 h, sugerindo
que a reducdo da qualidade do sémen ovino antes deste tempo pode estd associado a outros
fatores além do estresse oxidativo (FANG et al., 2015).

Muitos estudos ainda precisam ser realizados na tentativa de contornar a sensibilidade
a manipulacdo in vitro e baixa viabilidade do sémen ovino criopreservado. Um trabalho
realizado com a utilizacdo de ciclodextrinas, um tipo de carboidrato, carregados com colesterol
antes da criopreservacdo, mostrou que o uso destas substancias melhoraram significantemente
0 numero de espermatozoides moveis e viaveis, apos descongelamento e incubagdo durante trés
horas (MOCE; PURDY; GRAHAM, 2010).

Apesar de ndo ser bem compreendido por qual mecanismo o colesterol melhora
sobrevivéncia espermaética pds criopreservacao, foi sugerido que o colesterol poderia reduzir a
entrada do calcio na célula, que é um pré-requisito para que haja capacitacio (MOCE; PURDY:;
GRAHAM, 2010). Da mesma forma, um outro estudo, ao testar diferentes aditivos para
criopreservacao do sémen ovino, verificou que ao utilizar o EDTA em diluente, houve melhora
da motilidade, integridade acrossomal e da membrana plasmatica, provavelmente devido a sua
capacidade de quelar os ions de calcio e evitar a ocorréncia de processos como a reagédo
acrossomal de maneira antecipada (MUKHERJEE et al., 2016).



Esses estudos contribuem como indicadores de que a capacitagdo prematura, assim
como a reacdo acrossomal, estdo de fato relacionados com a baixa viabilidade dos
espermatozoides ovinos submetidos a criopreservacdo. Embora o uso do colesterol e EDTA,
tenham sido utilizados com melhorias na criopreservacao desta espécie, 0 uso destes aditivos
em diluentes ainda ndo tornou-se rotineira, o que pode esta relacionado a falta de melhoria sobre
as taxas de prenhez nesta espécie (PURDY et al., 2016).

Desta maneira o estudo de outras substancias aditivas, como o U73122, que poderiam
evitar a capacitacdo prematura e a antecipacao da reacao acrossomal, tornam-se necessarias, na
tentativa de melhorar a qualidade dos espermatozoides ovinos criopreservados, além das taxas
de prenhez em ovinos.

3.5 Reagente U73122

O reagente U73122 (Sigma) € um aminoesteroide penetrante as membranas celulares,
conhecido por ser um inibidor seletivo/especifico da PLC, que inibe a hidrélise da PIP2 em
DAG e IP3, e leva a um decréscimo das concentracfes de célcio livre no citosol das células.
Desde que sua acdo sobre a atividade da PLC foi demostrada em neutréfilos humanos
(BLEASDALE et al., 1990; SMITH et al., 1990), este reagente vem sendo utilizado
rotineiramente em pesquisas cientificas, nos mais variados tipos celulares.

O U73122 foi capaz de reduzir e/ou inibir totalmente a atividade da PLC em diferentes
células, tais como hepatécitos e musculo liso de roedores (MACMILLAN; MCCARRON,
2010; MOEL et al., 1995), odcitos murinos, anfibios e de anelideos (NAKANO; KYOZUKA,
2014; WU et al., 2001; ZHANG et al., 2005). No entanto seu efeito sobre a PLC parece
depender da dose, do tipo, e dos fatores individuais de cada célula.

Nas células hepéticas e musculares de roedores, as doses de U73122 necessarias para
inibir completamente a atividade PLC foram 30 e 10uM, respectivamente (MACMILLAN;
MCCARRON, 2010; MOEL et al., 1995). Em odcitos, as concentragcdes iguais ou acima de
20uM inibiram completamente a PLC, em todas as células, independente da espécie. No
entanto, quando 10uM do reagente foram utilizados, apenas 40% dos o6citos murinos, 20% dos
de anfibios, e 69% de anelideos, tiveram a atividade da PLC bloqueadas (NAKANO;
KYOZUKA, 2014; WU et al., 2001; ZHANG et al., 2005).

De maneira geral, as concentragdes de U73122 capazes de reduzir e/ou inibir a atividade
da PLC nas células parecem variar entre 10 a 30uM. Além disso, a utilizacdo deste inibidor
vem sendo interessante em estudos que investigam estimulos celulares envolvidos com
estoques intracelulares célcio, uma vez que 0s mensageiros gerados pela PLC, DAG e/ou IP3,
atuam, direta ou indiretamente, sobre a mobilizagéo destas reservas (MIKOSHIBA, 2007).

Embora este reagente venha sendo utilizado sem qualquer restricdo na metodologia de
varias pesquisas, ainda ndo ha estudos sobre seu efeito em espermatozoides. Desta maneira, a
possibilidade de utilizar o U73122 em diluentes de sémen, na tentativa de prevenir a capacitacdo
prematura e reacdo acrossomal causadas pelo processo de criopreservacdo, deve ser
fundamentada pela prévia avaliacdo de seus efeitos sobre as células espermaticas.

3.6 Avaliacbes Seminais in vitro

As avaliagOes seminais de uma maneira geral, buscam estimar o potencial fertilizante
de amostras espermaticas (GRAHAM, 2001). No entanto a utilizagdo de avaliagdes seminais in
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vitro, além de estimarem o potencial fertilizante, também vem auxiliando a investigacdo do
efeito de diferentes substancias como crioprotetores, compostos e aditivos de diluentes, sobre
o comportamento e qualidade dos espermatozoides (GARCIA et al., 2012; SANGEETA et al.,
2015; YANIZ et al., 2015).

A motilidade é um importante pardmetro cinético a ser avaliado em amostras de sémen,
podendo ser considerado como um indicativo de que as células espermaticas possuem boa
viabilidade e integridade (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003; (VERSTEGEM; IGUER-
OUADA; ONCLIN, 2002). Além disso, este e outros padrdes cinéticos dos espermatozoides,
vem ajudando a avaliar reagentes reguladores de calcio (FINKELSTEIN et al., 2013;
MARQUEZ; SUAREZ, 2007; ROTEM et al., 1990) uma vez que os batimentos flagelares sdo
estreitamente regulados por este ion (PARODI, 2014).

Os parametros cinéticos dos espermatozoides podem ser avaliados de maneira subjetiva,
através de microscopia Optica, ou através de sistemas automatizados (Hardware e Software)
que visualizam, digitalizam e processam sucessivas imagens dos espermatozoides conhecidos
como sistemas Computer Assisted Sperm Analysis -CASA (AMANN; KATZ, 2004).

Atualmente existem varios sistemas de analises computadorizadas disponiveis no
mercado, como Hamilton Thorn (Hamilton Thorn Research, Bervely, USA), Sperm Class
Analyzer® (Microptic SL, Barcelona, Espanha), SM-CMATM (MTM Medical Technologies,
Montreaux, Switzerland). A utilizacdo destes sistemas possibilitam uma avaliagdo mais precisa
e segura da cinética individual e/ou coletiva de amostras seminais, além de proporcionarem a
observagdo de movimentos espermaticos que ndo sao detectaveis pelas avaliacdes subjetivas
(AMANN; KATZ, 2004).

Os principais parametros cinéticos gerados pelos sistemas CASA sdo: Motilidade Total
(%), que refere-se a populacdo de células que estdo se movendo com uma velocidade minima
determinada no setup, sendo a proporc¢éo total de células moveis; Motilidade Progressiva (%),
refere-se a porcentagem de células movendo-se progressivamente; Velocidade de Trajeto
(VAP, um/s), é a velocidade média sem interrupcdo do trajeto da célula; Velocidade Progressiva
(VSL, um/s), é a velocidade média percorrida em linha reta entre os pontos inicial e final do
trajeto; Velocidade Curvilinear (VCL, um/s), é a velocidade média mensurada de ponto a ponto
do trajeto percorrido pela célula; Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeca (ALH, um), é
a largura média da oscilacdo da cabeca conforme a célula se move; Freqliéncia de Batimentos
(BCF, Hz), é a freqliéncia com que a cabeca do espermatozoide move-se para tras e para frente
durante um trajeto percorrido; Retilinearidade (STR, %), é o valor médio da proporcédo entre
VSL/VAP; Linearidade (LIN, %), é o valor médio da proporcao entre VSL/VCL; e Velocidade
Répida (%) (ARRUDA et al., 2011).

Embora ainda nédo seja claro qual e/ou quais parametros avaliados pelo sistema CASA
poderiam predizer de maneira real as taxas de fertilizacdo em ovinos (TSAKMAKIDIS, 2010),
alguns padrbes, como o VCL e VAP, vem sendo positivamente correlacionados com a
capacidade dos espermatozoides penetrarem no muco cervical (ROBAYO; MONTENEGRO;
VALDE, 2008), assim como o VCL, ALH e BCF que foram utilizados como indicadores de
hiperativacdo espermatica in vitro (MARQUEZ; SUAREZ, 2007; MORTIMER; MAXWELL,
1999).

Um estudo realizado por KIRK (2001) verificou que espermatozoides méveis podem
possuir danos em suas membranas plasmatica, acrossomal e/ou mitocondrial comprometendo
a fertilizacdo dos o0citos, uma vez que estas estruturas conferem aos espermatozoides
capacidade de sofrerem capacitacdo e reacdo acrossomal no trato reprodutivo da fémea
(MORTIMER; MAXWELL, 1999). Desta maneira além da cinética, avalia¢cdes das membranas
espermaticas sdo necessarias afim de compreender o complexo funcionamento destas células e
0S processos que antecedem a fertilizacao.
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Diversos testes tem sido empregados para avaliar a integridade da membrana plasmaética
dos espermatozoides. O teste hiposmatico € uma técnica simples e consiste em submeter os
espermatozoides a solugGes com baixa osmolaridade onde as células integras, sofrem um
processo de ingurgitamento e sua cauda tornam-se enrolada (RAMU; JEYENDRAN, 2013).
Além desse, existem corantes supravitais, tais como eosina/nigrosina e Trypan Blue, que
permitem a identificacdo de espermatozoides integros e lesados (PARTYKA; NI, 2012) e o0 uso
de sondas fluorescentes que vem sendo cada vez mais utilizados entre as técnicas de avaliagcdo
das membranas espermaticas (ARRUDA et al., 2011).

As sondas fluorescentes possuem caracteristica de identificar estruturas especificas nos
espermatozoides, podendo detectar a integridade e funcionalidade destas céluas de maneira
mais répida e especifica (CELEGHINI, 2005). Embora existam muitas sondas disponiveis
comercialmente, o iodeto de propidio que penetra apenas em celulas com membrana lesada e/ou
permeével ligando-se ao DNA, o PSA-FITC capaz de ligar-se a carboidratos presentes nos
acrossomas lesados e o marcador de funcdo mitocondrial, JC-1 (SILVA; GADELLA, 2006)
foram utilizados, com sucesso na avaliacdo das membranas plasmatica, acrossomal e na funcéo
mitocondrial respectivamente, de espermatozoides ovinos (CELEGHINI et al., 2010).

Assim como o IP, PSA- FITC e o0 JC-1, o uso da sonda cloridrato de clortetraciclina
(CTC) tem sido vantajosa nos estudos voltados a avaliacdo da capacitacdo espermatica do
sémen ovino. O CTC liga-se ao calcio presente nas células, indicando através dos padrdes de
fluorescéncia emitida, os espermatozoides ndo capacitados, capacitados, e diferente de outras
sondas, é possivel observar também células com acrossoma reagido (CUNHA; CARVALHO;
DODE, 2015; SILVA; GADELLA, 2006).

A especificidade, a possibilidade de associagdo de algumas sondas para avaliagdo de
estruturas de maneira simultanea, além da leitura das amostras que podem ser realizadas por
microscopia de fluorescéncia ou por citometria de fluxo, fornecendo rapidez e avaliacdo de um
numero maior células (CORDELLI et al., 2005), favorece a utilizacdo de sondas fluorescentes
em diversas avaliacBes espermaticas.

Embora existam varias sondas fluorescentes utilizadas para avaliar diferentes estruturas
e processos espermaticos como a translocacdo de fosfolipidios de membrana, o indice de
caspase-ativada, o indice de fragmentacdo de DNA, além vérias outras técnicas capazes de
avaliar diferentes atributos de espermatozoides, sabe-se que ainda nédo existe nenhuma sonda
e/ou técnica capaz de predizer, de maneira isolada, a capacidade fertilizante de uma amostra
seminal de maneira confidvel (GRAHAM; MOCE, 2005). Neste contexto, os estudos de
maneira geral, sugerem a utilizacdo de varios testes em conjunto, na tentativa de compreender
e obter melhores informacdes sobre o potencial fertilizante de amostras seminais (GRAHAM,
2001).
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para utilizagdo de animais da
Universidade Estadual do Norte Fluminense- UENF, Campos dos Goytacazes/ RJ sob nimero
374867 no ano de 2013.

4. 1 Local e Periodo de Experimento

O experimento foi conduzido na Unidade de Apoio a Pesquisa- UAP do Laboratdrio de
Reproducédo e Melhoramento Genético Animal -LRMGA localizado na Universidade Estadual
do Norte Fluminense- UENF, Campos dos Goytacazes/RJ- Brasil (21° 76’ 30’ latitude, 41°
29’ 18” longitude), entre maio e novembro de 2015.

As avaliagdes computadorizadas do sémen criopreservado pelo sistema “Computer
Assisted Sperm Analysis” (CASA), foram realizadas no Laboratério de Andrologia e
Endocrinologia da Faculdade de Veterinaria, localizada na Universidade Federal Fluminense-
UFF, Niter6i / RJ- Brasil (22° 90’48’ latitude, 43°09° 84’ longitude), durante novembro de
2015.

4.2 Animais

Durante todo o experimento foram utilizados quatro carneiros da raga Santa Inés (Figura
2) com idades entre 20-24 meses em boas condigdes corporais (escore > 3 em escala de 1 a 5),
mantidos em baias coletivas com &gua, feno e sal mineral ad libitum, alimentados duas vezes
ao dia com 600g de racdo granulada da marca Presence® linha ovinos (16% PB).

Os animais utilizados foram previamente condicionados a regimes de coletas de sémen
com vagina artificial e classificados como aptos apés realizacdo de exame androlégico. Os
ejaculados foram avaliados segundo os padrdes estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 2013).

Figura 2. Reprodutores Santa Inés submetidos a coletas de sémen durante o experimento.

13



4.3 Desenho Experimental
Ensaio |

As fases do experimento | encontram-se esquematizadas na Figura 3. O sémen in natura
foi diluido em Botubov® fracao Unica (com glicerol) e fracdo I (sem glicerol), sendo em seguida
redistribuidas em microtubos e acrescidas das concentracdes de 0, 10, 20, 30uM do inibidor
U73122, na presenca ou nao de glicerol. As amostras foram submetidas a incubacdo a 37°C
durante 4 horas. Pardmetros cinéticos dos espermatozoides foram avaliados pelo sistema CASA
(Hamilton Torn Research - HRT) com 0, 2 e 4 horas de incubacdo.

EXPERIMENTO |
Adigdo de inibidor U73122

Botubov® l l l l
fragdo unica : 3
i ’. ,
0

\/ ,‘ Incubagdo em banho-maria a
10 20 30 M 37° C durante 4 horas

Sémen in natura
Avaliagoes dos parametros
Adi;ﬁo de inibidor U73122 fisicos na horas 0, 2ed

Botubov® U l l l l
fracao I — "‘( A-i |

) )
0 1 20 30pM

Figura 3. Esquematizacdo das fases do ensaio I, onde foi realizada a diluicdo do sémen in
natura em Botubov® fracdo unica (com glicerol) e fracdo I (sem glicerol), redistribuicdo do
sémen diluido em microtubos e acréscimo de diferentes concentra¢@es do inibidor U73122 (0,
10, 20, 30uM) das amostras submetidas a incubacdo a 37°C durante 4 horas, e avaliacdes de
parametros fisicos nas horas 0 (imediatamente ap6s acréscimo do inibidor), 2 e 4 durante a
incubacéo.
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Ensaio Il

As fases do experimento Il encontram-se esquematizadas na Figura 4. O sémen in
natura foi diluido em Botubov® fragdo Unica, em seguida o sémen foi redistribuido em tubos
conicos de 15mL, sendo acrescido das concentragdes de 0, 10, 20pM do inibidor U73122. As
amostras foram envasadas em palhetas francesas previamente identificadas e posteriormente
submetidas a criopreservacdo. Apds descongelamento foram realizadas avaliagBes dos
parametros fisicos no sistema computadorizado (Computer Assisted Sperm Analysis -CASA),
avaliacbes da integridade de membranas e da capacitacdo e reacdo acrossomal dos

espermatozoides.

EXPERIMENTO 11

0
uT

P o

Botubov® — S

fragdo tnica D

a . =
[

Sémen in natura ) g
1

g

o

ja

l

C

Avaliagdo fisica

(CAsA)

Adigdo do Inibidor

u73122
i | !
U-\ UB UC
Controle 10pM 20puM

\3

Envase em palhetas e
criopreservagdo

4

Indugdo d
Descongelamento de m—) " u9‘ao _,a
capacitagao

I

Avaliagdo de membranas (€TC)

(P1, PSA e JC1)

Avaliagdo da capacitagdo
e Reagdo acrossomal

Figura 4. Esquematizacdo das fases do ensaio Il, onde foi realizada a diluicdo do sémen in
natura em Botubov® fracdo Unica (com glicerol), redistribuicdo do sémen diluido em tubos
conicos de 15mL, acréscimo de diferentes concentracdes do inibidor U73122 (0, 10, 20uM),
posterior envase e criopreservacao. As amostras foram descongeladas e submetidas as avalicdes
fisicas, de membranas e capacitacao e reacdo acrossomal (antes e apos inducdo da capacitacéo).
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4.4 Preparacdo de Meios e Diluidores

Todos 0s meios utilizados neste estudo foram preparados no Laboratério de Reproducéo
e Melhoramento Genético Animal- LRMGA localizado na Universidade Estadual do Norte
Fluminense- UENF, Campos dos Goytacazes/ RJ, com excecao dos diluidores comerciais para
sémen BotuBov® fracdo unica (com glicerol) e fracdo I (sem glicerol) que foram obtidos
diretamente da empresa Botupharma Brasil (Botucatu-Sao Paulo).

Os reagentes utilizados neste experimento com seus respectivos cddigos, marcas e a
concentragdo nos meios preparados encontram-se discriminados nos anexos | e |l
respectivamente.

4.5 Coleta de SEmen

As coletas de sémen foram realizadas pelo método da vagina artificial utilizando-se uma
ovelha como manequim. A vagina artificial foi previamente preenchida com agua aquecida e
ar, proporcionando uma temperatura interna de 41°C. Na extremidade posterior da vagina
artificial foi acoplado um tubo coletor graduado revestido com papel laminado impedindo o
contato do sémen com luz.

4.6 Avaliacdo de Sémen in natura

4.6.1 Avaliacdo dos parametros cinéticos

Imediatamente apos a coleta, o volume de sémen foi verificado através de um tubo
graduado (mL). Em seguida foram avaliados parametros fisicos de motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP) e o nimero de espermatozoides rapidos (RAP).

Para determinacdo da MT, MP e RAP adicionou-se 10uL de sémen in natura
previamente diluido em BotuBov® fracgdo I, (1:10) entre lamina e laminula aquecidas a 37°C.
A avaliacdo dos espermatozoides foi realizada em cinco campos aleatdrios, com auxilio do
sistema computadorizado Ceros, versdao 10.2 (Hamilton Torn Research - HRT) acoplado a um
microscopio optico, sob aumento de 400 vezes. Os valores obtidos foram expressos em
percentagem (%).

A determinacdo das concentracOes espermaticas foi realizada pela prévia diluicdo do
sémen em &gua (1:1600) e a contagem feita com auxilio de uma camara hemocitométrica
(Neubauer) em microscopio 6ptico, sob aumento de 400 vezes, determinando a quantidade de
espermatozoides/mL.

Apenas os ejaculados que possuiam um volume minimo de 1mL, valores > 80%, para
MT, MP e RAP, e uma concentragdo de > 2 x 10° espermatozoides/ mL foram utilizados durante
as etapas do experimento.

4.6.2 Incubacgdo de sémen in vitro

Apo0s determinada a concentracdo espermatica, parte do sémen in natura foi diluida em
3mL de diluente BotuBov® fragdo unica (com glicerol) ou em 3mL de diluente BotuBov®
fracdo I (sem glicerol), em tubos conicos de 15mL de maneira que a concentracdo final fosse
de 60 x 108 espermatozoides/mL.

Apo6s homogeneizacdo, as amostras diluidas foram redistribuidas em aliquotas de 300puL
em 12 microtubos (6 aliquotas com crioprotetor e 6 aliquotas sem crioprotetor). Em seguida,
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diferentes concentra¢des do U73122 (0, 10, 20, 30uM) foram acrescentadas as aliquotas com e
sem a presenca do glicerol.

As aliquotas foram avaliadas imediatamente apds o acréscimo do U73122 (hora 0) e a
cada 2 horas, durante um total de incubacéo de 4 horas (hora 2, 4). Os parametros avaliados
durante o teste de termorresisténcia foram MT, MP, RAP conforme descrito no item 4.6.1.

4.7 Criopreservacao

4.7.1 Diluente

Para a criopreservacdo do sémen foi utilizado o diluente comercial BotuBov®
(Botupharma, Botucatu-SP), fragéo tnica (com glicerol). O diluidor presente nos frascos de 100
mL foi dividido em aliquotas de 8mL, depositadas em tubos cénicos de 15mL e congelados por
um periodo maximo de 15 dias.

4.7.2 Grupos experimentais

Foram utilizados trés grupos experimentais que se diferiam pela concentracdo de
U73122 acrescida ao diluente na criopreservacao de sémen ovino. As amostras sem inibidor
foram consideradas como grupo controle, e amostras com as concentracdes de 10 ou 20uM do
inibidor U73122 no diluente para criopreservacdo foram considerados grupos experimentais.

4.7.3 Diluicéo e envase

Ap0s determinada a concentragdo espermatica, o sémen in natura foi diluido em 12mL
de diluente BotuBov® fragdo Unica com auxilio de um tubo conico de 15mL de maneira com
que a concentracido final fosse de 60 x 10° espermatozoides/mL. Apds homogeneizacio, o
sémen diluido foi redistribuido em trés tubos cdnicos (4mL de sémen diluido em cada tubo).
Em seguida, o U73122 foi acrescentado em cada um dos trés tubos, de maneira que a
concentracéo final do inibidor em cada um dos tubos fosse 0, 10 e 20uM, respectivamente.

O sémen foi envasado em palhetas francesas de 0,5mL, previamente identificadas pelo
namero do animal, concentracdo de inibidor U73122 (0, 10 ou 20uM), e data do congelamento.
O envase consistiu na aspiracdo do sémen para o interior das palhetas sendo estas
imediatamente seladas com alcool polivinilico - PVA.

4.7.4 Resfriamento e congelamento

O resfriamento foi realizado em uma caixa de isopor de 15 litros, com 30cm de altura,
19cm de largura e 39cm de comprimento, 6 litros de gelo moido distribuido uniformemente no
fundo da caixa. As palhetas de sémen foram colocadas sobre uma plataforma mantida a 5cm de
altura da superficie do gelo (FORERO- GONZALEZ et al., 2012)

As palhetas foram mantidas na caixa com gelo por 2 horas e 30 minutos, onde atingiram
e permaneceram a 5°C durante este tempo. Apoés este periodo, a plataforma com as palhetas foi
transferida para outra caixa de isopor com as mesmas dimensdes da caixa de resfriamento, onde
as palhetas na posi¢édo horizontal ficaram a uma distancia de cinco centimetros do nitrogénio
liqguido a uma temperatura de -153°C, por um periodo de 15 minutos, e posteriormente
mergulhadas diretamente em NaL.
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4.7.5 Armazenamento

As palhetas foram armazenadas no interior de botijdo criogénico em raques identificadas
pelo numero do animal, concentracdo do inibidor utilizado e data da criopreservacao,
permanecendo a -196°C até o descongelamento para posterior avaliagéo.

4.7.6 Descongelamento

As palhetas foram descongeladas com auxilio de um descongelador de sémen
automatico (WTA- Watanabe Tecnologia Aplicada), em uma temperatura de 37°C durante 30
segundos, sendo o conteddo de cada palheta depositado em um microtubo pré-aquecido a 37°C,
e posteriormente submetido a avaliagbes pds-descongelamento. Para cada avaliacdo pos-
descongelamento uma palheta foi utilizada.

4.8 Avaliacéo do Sémen Criopreservado

4.8.1 Avaliacdo dos parametros cinéticos

Imediatamente apds o descongelamento, o sémen foi novamente diluido em BotuBov®
fracdo 1 (1:10), previamente aquecido a 37°C. Uma aliquota de 10pL do sémen diluido foi
depositada entre lamina e laminula aquecidas a 37°C, sendo realizada a contagem dos
espermatozoides em cinco campos aleatdrios com auxilio do sistema computadorizado
“Computer Assisted Sperm Analysis (CASA)”, acoplado a um microscopio Nikon Eclipse Ci-
Nikon Corporation — Japdo), sob aumento de 400x. Os parametros mensurados pelo
equipamento que foram utilizados na analise dos dados estdo apresentados na Quadro 1.
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Quadro 1. Parametros fisicos relacionados a qualidade esperméatica mensurados pelo sistema
computadorizado Computer Assisted Sperm Analysis (CASA), utilizados na andlise dos dados
do experimento.

PARAMETROS SIGLA
1 Motilidade Total (hon-progressive+ progressive motile %) MT
2 Motilidade Progressiva (Progressive motile %) MP
3 Espermatozoides com deslocamento: Réapido (Rapid %), RAP
4 Velocidade curvilinear (Curvilinear Velocity pm/s) VCL
S Velocidade em linha reta (Straight-line Velocity pm/s) VSL
6 Velocidade de trajeto média (Average Path Velocity um/s) VAP
7 Linearidade (Linearity %) LIN
8 Retilinearidade (Straightness %) STR
9 Deslocamento de cabeca (head displacement pum/s) ALH
10 Batimento/ frequéncia cruzada (Beat/Cross Frequency Hz) BCF
11 Hiperatividade (Hyperactive %) HYP

4.8.2 Avaliacdo de membrana plasmatica, acrossomal e mitocondrial

Para a determinacdo da integridade da membrana plasmaética e acrossomal e fungéo
mitocondrial, 0 sémen pds-descongelamento foi diluido em meio PBS — Phosphate Buffered
Solution (1:3), de maneira que concentracéo final fosse de 20 X 10° espermatozoides/ mL.

Em seguida, 50uL do sémen diluido foram depositados em um microtubo, e foi realizada
marcacao tripla, sendo adicionado 1uL de lodeto de propideo (PI), 7uL de aglutinina de Pisum
sativum associada ao isotiocianato de fluoresceina (PSA-FITC) e 7uL de Iodeto de 5,5°6,6’
tetracloro-1,1,3,3” - tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1). As solugdes de uso foram
preparadas segundo Celeghini (2005).

Foram realizadas preparacdes Umidas entre lamina e laminula e contados 200
espermatozoides de cada amostra utilizando um microscopio de epifluorescéncia (Nikon,
modelo Eclipse TE 300, Melville, NY — USA), sob aumento de 400 vezes e filtro triplo. Os
espermatozoides foram classificados segundo proposto por Celeghini (2005) conforme
apresentado nos Quadros 2 e 3.
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Quadro 2. Classificacdo dos espermatozoides em categorias de acordo com a integridade das
membras plasmatica e acrossomal e funcdo mitocondrial, detectadas pelos marcadores
fluorescentes PI, FITC-PSA e JC-1, respectivamente.

CATEGORIA SIGLA
1 Membrana plasmatica intacta, Acrossoma intacto e Com fungdo mitocondrial PIAIC
2 Membrana plasmatica intacta, Acrossoma intacto e Sem func¢do mitocondrial PIAIS
3 Membrana plasmatica intacta, Acrossoma lesado e Com fungdo mitocondrial PIALC
4 Membrana plasmatica intacta, Acrossoma lesado e Sem fungéo mitocondrial PIALS
5 Membrana plasmatica lesada, Acrossoma intacto e Com funcdo mitocondrial PLAIC
6 Membrana plasmatica lesada, Acrossoma intacto e Sem funcéo mitocondrial PLAIS
7 Membrana plasmaética lesada, Acrossoma lesado e Com funcéo mitocondrial PLALC
8 Membrana plasmaética lesada, Acrossoma lesado e sem fungdo mitocondrial PLALS

Adaptado de Celeghini (2005)

Quadro 3. Classificacdo dos espermatozoides de acordo com a fluorescéncia emitida pela
associacdo dos marcadores fluorescentes PI, FITC-PSA e JC-1.

ESPERMATOZOIDE pi  FITC-PSA JC1
Membrana plasmatica intacta, Acrossoma intacto e
Com funcdo mitocondrial (PIAIC) i - Vermelho
Membrana plasmatica intacta, Acrossoma intacto e
Sem funcdo mitocondrial (PIAIS) i - Verde
Membrana plasmatica intacta, Acrossoma lesado e
Com funcao mitocondrial (PIALC) ) + Vermelho
Membrana plasmatica intacta, Acrossoma lesado e
Sem funcdo mitocondrial (PIALS) ) + Verde
Membrana plasmatica lesada, Acrossoma intacto e
Com fungio mitocondrial (PLAIC) * - Vermelho
Membrana plasmatica lesada, Acrossoma intacto e
Sem funcdo mitocondrial (PLAIS) * - Verde
Membrana plasmatica lesada, Acrossoma lesado e
Com func&o mitocondrial (PLALC) + + Vermelho
Membrana plasmatica lesada, Acrossoma lesado e
sem func&o mitocondrial (PLALS) + + Verde

P1 positivo (+) = ntcleo corado em vermelho
FITC positivo (+) = regido do acrossoma verde-amarelado
Adaptada de Celeghini (2005)
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4.8.3 Avaliacao da capacitagéo e reacao acrossomal

Para determinacdo do nimero de espermatozoides que sofreram capacitagdo e reacao
acrossomal, o volume de cada palheta de sémen, apds descongelamento (volume 0,5mL), foi
diluido em 1mL de PBS (1:2) previamente aquecido a 37°C em um microtubo, em seguida
submetido a centrifugacdo de 600 x g (3000 rpm) durante 2 minutos em mini centrifuga
MiniSpin- Eppendorff (MiniSpin Plus).

Apobs a centrifugacdo do sémen diluido, o sobrenadante foi removido e apenas o pellet
foi mantido no microtubo, sendo depositado mais 1 mL de PBS aquecido a 37°C e a amostra
mais uma vez submetida a centrifugacdo a 600 x g por 2 minutos. Ao término da segunda
centrifugacdo, o sobrenadante foi novamente descartado e 500puL de PBS aquecido foram
depositados ao pellet, sendo este homogeneizado e uma aliquota de 50uL utilizada para diluicdo
com o marcador fluorescente clortetraciclina- CTC (1:1) em um novo microtubo.

Foram realizadas preparacdes Umidas entre lamina e laminula previamente aquecidas a
37°C com auxilio de placa aquecedora, sendo utilizados para estas prepara¢fes Umidas 8uL de
sémen diluido ao marcador CTC, 8uL de meio DABCO para que houvesse emissdo de
fluorescéncia, e 0,2uL de paraformoldeido para fixacdo dos espermatozoides.

Em cada amostra foram contados 200 espermatozoides utilizando um microscépio de
epifluorescéncia (Nikon, modelo Eclipse TE 300, Melville, NY- USA), sob aumento de 600 x
e filtro de excitacdo de 440nm e emissdo de 470nm. Os espermatozoides foram classificados
segundo o proposto por Fraser et al. (1995) e encontra-se discriminado no quadro 4.

Quadro 4. Classificacdo dos espermatozoides de acordo com a fluorescéncia emitida pelo
marcador fluorescente clortetraciclina- CTC.

CATEGORIA ESPERMATOZOIDE SIGLA
Nao capacitado Superficie totalmente fluorescente NC
Capacitado Perda de fluorescéncia na regido pos CP
acrossomal
Acrossoma Reagido Perda de fluorescéncia na regido pos
acrossomal e acrossomal, expressando AR

fluorescéncia apenas na peca intermediaria
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4.8.4 Inducéo da capacitacao

Apo6s o descongelamento, amostras de sémen foram submetidas & inducdo da
capacitacdo in vitro. Para isso, inicialmente 250uL de sémen foram depositados em um
microtubo contendo um gradiente de densidades, (gradiente descontinuo Percoll), sendo este
submetido a centrifugacdo 3000rpm (600 x g) durante 15 minutos em mini centrifuga da marca
Mini Spin- Eppendorff.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e ao pellet presente no microtubo foi
acrescentado 1mL de PBS previamente aquecido a 37°C. Ap6s homogeneizacdo do pellet e o
PBS, o microtubo foi novamente submetido a centrifugacdo a 600 x g durante 2 minutos e o
sobrenadante ao término foi descartado.

Para induzir a capacitagdo dos espermatozoides in vitro foi utilizado meio Talp sp
acrescidos de heparina, preparada trés horas antes e mantida em estufa de 5% de CO2 (Thermo
Scientific modelo 310) a uma temperatura de 37°C até o momento de utilizacéo.

Foram acrescentados 200uL de meio Talp sp aos espermatozoides presentes no pellet
de cada microtubo, ap6s a segunda centrifugagdo, e realizada uma homogeneizacdo. Em
seguida os microtubos foram identificados e o sémen submetido a incubacdo durante um
periodo total de 4h, em atmosfera de 5 % de CO», a uma temperatura de 37°C.

Ao término das quatro horas de incubagdo as amostras foram retiradas da incubadora e
submetidas a duas centrifugacdes sucessivas de 600 x g durante 2 minutos, em centrifuga. A
primeira centrifugacdo foi sem acréscimo de nenhum diluidor com posterior descarte do
sobrenadante, e na segunda foi adicionada ao pellet 1 mL de PBS previamente aquecido.

Ao término da segunda centrifugacdo, os espermatozoides presentes no pellet foram
novamente diluidos a 200uL de PBS e submetidas a sucessivas pipetagens. Uma aliquota de
50uL foi utilizada para diluicdo com o marcador fluorescente CTC (1:1) em um novo
microtubo. A preparacdo das amostras para avaliagdo dos espermatozoides capacitados e com
acrossoma reagido foi realizada conforme o item 4.8.3.

4.9. Analise Estatistica e Delineamento Experimental

Todo o experimento foi realizado segundo o delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3x4 (concentracdes de inibidor x ovinos) com 4 repeti¢des (ejaculado), exceto
0 ensaio | (incubacdo do sémen in natura) que foi realizado no esquema fatorial 3x 2x 4 (tempos
x glicerol x concentrac@es de inibidor) com 4 repeticdes (ejaculados).

Todas as varidveis observadas na avaliacdo dos parametros fisicos, do sémen
criopreservado ou ndo, avaliacdo de membranas, capacitacdo e reacdo acrossomal foram
submetidos aos testes de normalidade (Teste de Lilliefors) e homocedasticidade (Teste de
Cochran & Bartlett), ndo atendendo as pressuposicGes da analise da variancia (ANOVA).
Portanto, os dados foram transformados pela raiz quadrada (X+0,5) para interpretacdo da
ANOVA e apresentados sem transformacéo.

Todas as varidveis observadas ndo apresentaram efeito significativo para a
independéncia entre concentracdo de inibidor e ovinos, impedindo o uso de teste protegidos
pela ANOVA. O teste da diferenca minima significativa de Tukey (p<0,05) foi utilizado para
comparacao dos efeitos independentes para os niveis de inibidores e reprodutores.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio |

Avaliacdo de diferentes concentracdes do U73122 sobre parametros fisicos do sémen in
natura

O U73122, inibidor especifico / seletivo da fosfolipase C, tem sido utilizado nos mais
variados tipos celulares para avaliacdo de rotas bioquimicas dependentes do célcio intracelular
(MACMILLAN; MCCARRON, 2010; NAKANO; KYOZUKA, 2014; ZHANG et al., 2005;
WU et al., 2001). A fosfolipase C atua na hidrolise do fosfatidilinositol bifosfato (PIP2),
formando o diacilglicerol (DAG) e o fosfatidilinositol trifosfato (IP3). O DAG transloca e ativa
a proteina quinase C (PKC), enzima que promove a abertura dos canais de calcio da membrana
plasmatica, e o IP3 atua liberando o célcio armazenado no reticulo endoplasmatico.

Considerando que ainda ndo se tem relatos na literatura sobre os efeitos do U73122 em
espermatozoides, buscou-se definir num primeiro momento, uma concentracdo do inibidor que
permitisse seu uso em diluentes para criopreservacdo do sémen ovino, de forma segura, a fim
de contornar o problema da capacitacdo e reacdo acrossomal prematura induzida pela
criopreservacdo do sémen, processos que sdao mediados pela elevacdo da concentracdo
intracelular do célcio (BAILEY; BILODEAU; CORMIER, 2000; PEREZ et al., 1996).

Para tanto, as amostras foram diluidas em diluentes com ou sem glicerol,
suplementados com diferentes concentragdes do U73122. Nas amostras mantidas em diluentes
sem glicerol, foi observada apenas uma reducédo da motilidade progressiva no tempo inicial (0
h), nos tratamentos que receberam as maiores concentracdes (20 e 30uM) do inibidor. No
entanto, as 4h de incubacdo, as amostras tratadas com 10uM apresentaram um aumento
(p<0,05) da motilidade progressiva em relagdo ao controle (Figura 5). Esse resultado demonstra
um efeito dose e tempo dependentes do inibidor.

Estudos realizados com odcitos de anelideos (NAKANO; KYOZUKA, 2014), anfibios
(WU et al., 2001), murinos (ZHANG et al., 2005), hepatdcitos (MOEL et al., 1995) e células
musculares de roedores (MACMILLAN; MCCARRON, 2010), também demonstraram um
efeito dose e tempo dependentes do U73122. O tratamento de odcitos de roedores com 10uM
do U73122 impediu as oscilagdes de calcio intracelular em 40% desses gametas, no entanto o
tratamento com 20 e 30uM desse inibidor blogueou as oscilagdes de calcio em 100% dos
odcitos (ZHANG et al., 2005). Em espermatozoides, o efeito dose-resposta pode ter sido
influenciado ainda pela grande heterogeneidade da populacdo espermatica presente em um
mesmo ejaculado, caracterizada pela presenca de espermatozoides com diferentes padrdes
funcionais (CURRY, 2000).

A reducédo da motilidade espermatica observada em algumas amostras tratadas com o
U73122 no presente trabalho, sugere que a PLC participa da regulacdo da concentracdo do
calcio intracelular em espermatozoides ovinos, conforme demonstrado em outras especies
(HEYTENS et al., 2009; RICE et al., 2000; SPUNGIN; MARGALIT; BREITBART, 1995).
Porém, os resultados do presente trabalho ndo permitem precisar a contribuigdo da regulacéo
da atividade da enzima sobre a liberacéo do calcio dos estoques citoplasmaticos e/ou o influxo
desse ion através da membrana plasmatica. Em mamiferos, a clivagem do PIP2 pela PLC gera
DAG, que atua sobre os canais de célcio da membrana plasmatica, e o IP3, o qual induz a
liberacdo do célcio armazenado no reticulo endoplasmatico (ABDEL-LATIF, 1991,
BANERJEE; HASAN, 2005; TOMES; MCMASTER; SALING, 1996).

Marquez et al. (2007) demonstraram que a ativagdo da PLC pelo timerosal resultou na
hiperativacdo de aproximadamente 90% dos espermatozoides de camundongos, induzida pela
liberacdo dos estoques intracitoplasmaticos de célcio. Porém, a continuidade desse padréo de
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motilidade foi devida @ manutencéo das elevadas concentracdes desse ion, mediada pelo influxo
de célcio, pela ativacdo dos canais de célcio da membrana plasmatica. A hiperativacdo é
caracterizada por um batimento flagelar assimétrico e de maior amplitude, resultado de um
grande aumento da concentracdo do calcio intracelular (TURNER, 2006).

Rotem et al. (1990) demostraram que a motilidade espermatica esta relacionada a
ativacdo da PKC, induzida pelo aumento da concentracdo do DAG. Esses autores descreveram
um aumento da motilidade de espermatozoides humanos de forma dose e tempo-dependentes,
apos incubacdo com um analogo do DAG, e também com o forbol-12--miristato-13-acetato
(PMA), um ativador da PKC. Posteriormente, White et al. (2007) verificaram uma reducdo
inicial da motilidade de espermatozoides de ourico do mar quando esses gametas foram
incubados com inibidores diretos da PKC, como queleritina e estaurosporina.

No presente trabalho a motilidade progressiva foi reduzida nas amostras tratadas com
20 e 30uM do U73122, no tempo de Oh. Porém nos tempos de 2 e 4h ndo foram observadas
diferengas significativas entre os diferentes tratamentos. Esses resultados sugerem que o influxo
do calcio extracelular em espermatozoides ovinos também pode ser regulado por outros canais
de célcio, além dos canais voltagem dependentes, regulados pela PKC, o que poderia compensar
ainibicdo da PLC pelo U73122, ou que a PKC € regulada por outros mecanismos além do DAG
(ICKOWICZ; FINKELSTEIN; BREITBART, 2012).

A investigacdo do mecanismo de acdo do U73122 é de dificil execucgéo, pois o calcio
participa de varias fungdes celulares, o que demanda das células diferentes mecanismos de
regulacdo deste ion. O melhor entendimento do seu efeito sobre as células pode ajudar na
utilizacdo deste inibidor em diluentes para criopreservacdo sémen, a fim de se evitar a
capacitacdo e a reagdo acrossomal prematuras.

Nesta expectativa, a influéncia do glicerol sobre o uso de diferentes concentragdes do
U73122 foi aqui investigada, visto que este crioprotetor € um componente essencial para
diluentes de criopreservacao de sémen de varias espécies, inclusive do sémen ovino (BARBAS;
MASCARENHAS, 2009; CURRY, 2000).

Os resultados deste trabalho mostraram que nas amostras mantidas em diluente com
glicerol, avaliadas as 4h da incubacdo do sémen in natura, as maiores concentracdes do inibidor
causaram uma reducdo da motilidade total, progressiva e espermatozoides com movimento
rapidos (p<0,05), em relagdo as amostras tratadas com 10uM (Figura 5). Nessa concentracdo,
0 U73122 ndo reduziu os parametros fisicos dos espermatozoides, em nenhum dos tempos
utilizados neste estudo, nem pela presenca ou auséncia do glicerol em diluente, demonstrando
que esta € uma concentracdo segura, e que pode ser utilizada em diluentes, na tentativa de
reduzir a capacitacdo e a reacao acrossomal prematura ocorridas durante a criopreservacao.

Comparado aos resultados das amostras incubadas com o U73122 em diluente sem
glicerol, é possivel inferir que o referido crioprotetor potencializou a a¢cdo do inibidor sobre os
espermatozoides ovinos (Figura 5).

O glicerol ¢ o crioprotetor mais utilizado em diluentes para o0 congelamento do sémen
ovino, porém seu potencial toxico ainda ndo foi bem documentado nessa espécie. Em equinos,
Garcia et al. (2012) demonstraram que o glicerol afetou as membranas plasmaticas e
mitocondriais, possivelmente devido a efeitos osmaticos e ndo osmoticos. Esses e outros efeitos
foram marcantes quando o glicerol foi utilizado em concentracfes acima de 3,5% nos diluentes
de congelamento.

Essas acOes toxicas do glicerol podem ter colaborado para os resultados observados
nas amostras tratadas com esse crioprotetor. Tais alteracdes de permeabilidade da membrana
plasmética podem influenciar a regulacdo do célcio intracelular, fato que esta diretamente
relacionado aos padrdes de movimento dos espermatozoides ndo hiperativados, assim como
durante a hiperativagdo (MARQUEZ; IGNOTZ; SUAREZ, 2007).
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Figura 5. Efeito das diferentes concentrages do U73122 (0, 10, 20 ou 30uM), em diluentes
com ou sem glicerol, sobre a motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e
espermatozoides com movimentos rapidos (RAP) de amostras de sémen ovino in natura. As
avaliacdes foram realizadas a 0, 2 e 4h de incubacdo & 37°C. Médias seguidas das mesmas letras
mailsculas ndo diferem no mesmo tempo avaliado. Médias seguidas das mesmas letras
minusculas ndo diferem entre os mesmos tempos em funcdo da presenga ou auséncia do
glicerol. Os percentuais médios de cada tratamento foram comparados usando o teste de médias
DMS de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.
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4.2 Ensaio 11

Avaliacdo do efeito do U73122 sobre a congelabilidade do sémen ovino

Tem sido demonstrado que o processo de criopreservacdo induz mudangas estruturais
(RAMON et al., 2013) e de permeabilidade seletiva das membranas espermaticas, o que
contribui para uma excessiva entrada de calcio nas células. Essas alteracfes causam reducéo ou
modificagdo dos padrbes de motilidade dos espermatozoides descongelados (BAILEY;
BILODEAU; CORMIER, 2000; WATSON, 2000)

No entanto, os resultados do presente estudo mostraram que o tratamento dos
espermatozoides com o0 U73122 durante a criopreservacdo ndo afetou a cinética desses gametas,
determinada apds o descongelamento, utilizando o sistema CASA (Tabela 1).

N&o foi possivel identificar os motivos que levaram a auséncia de diferenca nos
parametros cinéticos avaliados pelo sistema CASA. Uma sugestdo é que, independentemente
do tratamento com U73122, as ceélulas sofreram danos estruturais graves durante o
congelamento (CURRY, 2000).

Tabela 1. Efeito da suplementacdo do U73122 em diluente de sémen sobre a cinética de
espermatozoides ovinos criopreservados.

Concentracédo de U73122

Parametros Unidade 0 uM 10 uMm 20 uM
MT (%) 68,40 (+19,40) A 67,60 (+18,13)A 70,90 (+14,20) ~
MP (%) 31,04 (+19,43)A 31,10 (¥15,18) A 31,10 (x14,44)A
RAP (%) 21,96 (£15,97) A 22,43 (x12,18) A 20,11 (£11,34)4

MED (%) 16,03 (x11,31) A 16,21 (x11,64)A 17,96 (+9,02) A
LEN (%) 30,37 (x13,73) A 28,90 (+13,49)~ 32,80 (+12,68) A
EST (%) 31,60 (+20,18) A 32,43 (+18,25) A 29,10 (+14,09) A
VCL (um/s) 59,94 (£17,98) A 55,38 (+14,15) A 53,21 (+11,89) A~
VSL (um/s) 44,60 (x21,37)A 41,10 (+16,06) A 38,31 (+14,07) A
VAP (um/s) 50,23 (#21,16) A 46,10 (+ 16,01) A 43,35 (+14,05) A~
LIN (%) 71,15 (+15,03) A 71,85(%13,99) A 69,52 (+12,57) A
STR (%) 86,73 (£7,43) A 87,41 (£8,48) A 86,79 (£6,24) A
ALH (%) 1,74 (x0,30) A 1,66 (£0,39) A 1,71 (£0,36) A
BCF (%) 9,16 (+1,67) A 8,75 (x1,54) A 8,67 (x1,17) A
HYP (%) 3,13 (x2,28) A 4,63 (+£3,34) A 4,25 (+3,07) A

Motilidade total (MT), Motilidade progressiva (MP), Espermatozoides com deslocamento rapido (RAP), médio (MED), lentos (LEN) ou
estaticos (EST), Velocidade curvilinear (VCL), Velocidade em linha reta (VSL), Velocidade de trajeto (VAP), Linearidade (LIN),
Retilinearidade (STR), Deslocamento de cabega (ALH), Batimento/ frequéncia cruzada (BCF), Hiperatividade (HYP).

* Médias (= DP) seguidas das mesmas letras maitisculas nas colunas variavel ndo diferem entre si segundo o teste DMS P<0,05.

As avaliagdes fluorescentes das amostras evidenciaram o efeito lesivo do
congelamento sobre os espermatozoides, uma vez que a populacao de células PLALS (Quadro
2) foi encontrada em um percentual superior as demais. Nessa populacéo, o tratamento dos
espermatozoides com o U73122 durante o procedimento de congelamento do sémen nao
influenciou os resultados (p>0,05) (Tabela 2). Da mesma forma, o tratamento dos
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espermatozoides com o inibidor da PLC n&o influenciou (p>0,05) o percentual de células
integras (PI1AIC).

Diferencas significativas (p<0,05) foram observadas nas populacbes PIALC e
PIAIC, nas quais o percentual de células foi aumentado pelo tratamento das amostras com
20uM do inibidor. No entanto, o impacto dessas populacdes no resultado final é muito
pequeno devido ao baixo percentual de cada uma delas no total de células avaliadas (0,22 e
1,08%, respectivamente).

O tratamento das amostras com 20uM do U73122 também causou uma reducao
significativa (p<0,05) do percentual de células da populacdo PLAIS em comparagdo com o
controle (18,25 x 21,65%, respectivamente), poréem tal reducdo contribuiu para aumentar o
percentual de células PLALS, em detrimento da populacéo PIAIC (Tabela 2). Esta observacdo
revela que a utilizacdo do U73122 parece causar danos nas membranas espermaticas, no
entanto com 10 e 20uM o uso do inibidor ainda se mostrou seguro.

A inibicdo da PLC, com consequente redugdo da concentracdo intracelular do DAG,
pode contribuir para que haja aumento de lesGes das membranas, uma vez verificado que o
DAG torna as membranas espermaticas mais fluidas (GOLDBERG et al., 1994; SINGH et al.,
2011), fato que esta relacionado a maior resisténcia das células aos danos causados pela
criopreservacdo (BLESBOIS; GRASSEAU; SEIGNEURIN, 2005; GIRAUD et al., 2000).

Tabela 2. Efeitos do U73122 durante a criopreservacdo de espermatozoides ovinos, na
integridade das membranas plasmaética e acrossomal, e atividade mitocondrial, determinadas
pelas sondas fluorescentes iodeto de propideo, PSA- FITC e JC-1.

Concentracéo de U73122

Parametros Unidade 0 pM 10 uM 20 uM
PIAIC (%) 28,88 (+9,29) A 28,84 (+11,33) A 24,56 (+7,61) A
PIAIS (%) 1,32 (x0,92) A 1,17 (£1,62) A 1,49 (+0,83) A
PIALC (%) 0,09 (0,27) B 00,0 (+00,0) B 0,22 (£0,29) A
PIALS (%) 0,14 (£0,21) B 0,32 (+0,55) B 1,08 (+0,94) A
PLAIC (%) 4,00 (£3,68) A 2,75 (£2,93) A 4,27 (£3,54) A
PLAIS (%) 21,65 (£6,71) A 20,91 (+7,41) A8 18,25 (+6,05) B
PLALC (%) 0,94 (0,86) # 2,38 (£3,43) A 2,81 (6,05) A
PLALS (%) 42,95 (£11,08) A 43,6 (£10,47) A 47,28 (£8,61) A

Membrana plasmatica intacta, Acrossoma intacto e Com fungéo mitocondrial (PIAIC); Membrana plasmatica intacta, Acrossoma intacto e
Sem fungdo mitocondrial (PIAIS); Membrana plasmética intacta, Acrossoma lesado e Com fungdo mitocondrial (PIALC); Membrana
plasmatica intacta, Acrossoma lesado e Sem funcdo mitocondrial (PIALS); Membrana plasmatica lesada, Acrossoma intacto e Com funcéo
mitocondrial (PLAIC); Membrana plasmatica Lesada, Acrossoma intacto e Sem func¢éo mitocondrial (PLAIS); Membrana plasmatica lesada,
Acrossoma lesado e Com fungdo mitocondrial (PLALC); Membrana plasmatica lesada, Acrossoma lesado e Sem fungdo mitocondrial
(PLALS);

* Médias (= DP) seguidas das mesmas letras mailsculas nas colunas e mintsculas nas linhas de mesmo tempo por variavel ndo diferem entre
si segundo o teste DMS P<0,05.

A suplementacdo do U73122 em diluente afetou os eventos de capacitacdo e reacdo
acrossomal de espermatozoides ovinos criopreservados. As avaliagbes realizadas
imediatamente ap6s o descongelamento mostraram que o tratamento das amostras com 10 ou
20uM do inibidor reduziu o percentual de espermatozoides capacitados e com acrossoma
reagido, em relacdo ao controle (Figura 6), porem ndo foram observadas diferencas (p>0,05)
entre 0s grupos tratados com as duas concentra¢des do inibidor avaliadas.
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Figura 6. Efeito das diferentes concentragdes do U73122 (0, 10, 20puM) em diluente sobre o
namero de espermatozoides ndo capacitados (NC), capacitados (C) ou com acrossoma reagido
(AR) de amostras de sémen ovino criopreservadas. As avaliacfes foram realizadas antes e apds
a inducdo da capacitacdo in vitro, onde as células foram incubadas durante 4h a 37°C. Médias
seguidas das mesmas letras maiusculas ndao diferem na mesma categoria avaliada (NC, C ou
AR). Médias seguidas das mesmas letras minusculas ndo diferem entre as mesmas categorias
avaliadas antes e ap6s a inducdo da capacitacdo. Os percentuais medios de cada tratamento
foram comparados usando o teste de médias DMS de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Ainda que os processos de capacitacdo e reacdo acrossomal ocorram de maneiras
diferentes nos ambientes in vivo ou in vitro (OLMO et al., 2016), a inducdo da capacitagio in
vitro utilizada no presente estudo, permitiu investigar a reversibilidade dos efeitos do inibidor
sobre a capacitacdo e reacdo acrossomal dos espermatozoides ovinos criopreservados. Ao
comparar as amostras antes e apds a capacitacdo, foi verificado, em todos os tratamentos, que
a inducdo da capacitacdo promoveu uma reducdo significativa (p<0,05) do percentual de
espermatozoides ndo capacitados, assim como um aumento do percentual de espermatozoides
com acrossoma reagido (Figura 6). O percentual de espermatozoides capacitados também
aumentou apods a inducéo da capacitacdo no grupo tratado com 20uM de U73122, entretanto
esse parametro ndo foi alterado (p>0,05) no grupo tratado com 10uM do inibidor.

Apo6s a inducdo da capacitacdo, as amostras do grupo controle foram as que
apresentaram maior percentual de espermatozoides com acrossoma reagido, o que demonstra o
efeito positivo do U73122 em evitar a reagdo acrossomica prematura, induzida pela
criopreservacao (Figura 6).

O efeito da criopreservacao sobre o estado de capacitacdo foi observado por Gillan et
al. (1997) ao analisarem sémen ovino in natura e criopreservado. Amostras de sémen in natura
apresentaram 54% de espermatozoides capacitados e 41% com acrossoma reagido, enquanto
0s criopreservados tinham 65,9% de espermatozoides capacitados e 64,2% com acrossoma
reagido.

Até 0 momento ndo existem informacfes na literatura sobre um percentual ideal de
espermatozoides no estado ndo capacitado para que uma amostra de sémen criopreservado seja
considerada adequada para inseminagdo. No entanto, sabe-se que o0 processo de capacitacao,
assim como o de reacgao acrossomal, deve acontecer no trato reprodutivo da fémea (FRASER,
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2010) de forma que amostras espermaticas com maior percentual de espermatozoides no estado
ndo capacitado, ap6s o descongelamento, possuem maiores chances de fertilizar o od6cito
(CUMMINS et al., 1991).
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5. CONCLUSOES

A suplementacao do inibidor U73122 em diluentes de sémen pode ser feita na concentracdo
de 10uM sem prejuizos a cinética dos espermatozoides ovinos in natura.

A suplementagéo do inibidor U73122 em diluente, nas concentragdes de 10 ou 20 pM néo
altera a a cinética de espermatozoides ovinos submetidos a criopreservacao.

A suplementacéo do inibidor U73122 em diluente, nas concentragdes de 10 ou 20 UM néo
altera a integridade das membranas espermaticas durante a criopreservacao.

A utilizacdo do inibidor U73122 em diluente, na concentracdo de 10 ou 20 pM previne a
capacitacdo prematura e antecipacdo da reacdo acrossomal em espermatozoides ovinos
criopreservados.

A acdo do inibidor U73122 sobre os processos a capacitacdo e reacdo acrossomal, nas
concentracdes de 10 e 20 uM de espermatozoides ovinos criopreservados é reversivel.
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ANEXO |
LISTA DE REAGENTES

Acido Latico 98% (Codigo L4263) — Sigma Aldrich
Alcool Polivinilico - (Cédigo P8136) — Sigma Aldrich

Botubov® Fracdo | - (sem codigo) — Botupharma
Botubov® Fracéo Unica - (sem cddigo) - Botupharma
BSA Fracgdo V (Cddigo A9418) — Sigma Aldrich

CaCl2. 2H20 (Codigo C3881) — Sigma Aldrich
CTC (Cddigo C4881) — Sigma Aldrich

DABCO (Cadigo D2522) — Sigma Aldrich
DMSO - (Codigo D2650) — Sigma Aldrich

Estreptomicina (Cddigo 1277) — Sigma Aldrich
FITC- PSA (Cddigo LO770) — Sigma Aldrich

H20 (Ultra pura Cédigo UNI-H.0)
Hepes (Cadigo H4034) — Sigma Aldrich

JC1 (Cédigo T4069) — Sigma Aldrich

KCI (Cédigo P5405) — Sigma Aldrich
KH2PO4 (Codigo P5655) — Sigma Aldrich

L- Cisteina (Cddigo C7477) — Sigma Aldrich
MgClz .6 H20 (Cddigo M0250) — Sigma Aldrich
NazHPO4 - (Codigo S0876) - Sigma Aldrich

NaCl (Codigo S5886) — Sigma Aldrich

NaH2 PO4 (Cédigo S0751) — Sigma Aldrich
NaHCOs (Cddigo S6297) — Sigma Aldrich
Penicilina (Codigo 3032) — Sigma Aldrich
Vermelho de fenol (Cddigo 6297) — Sigma Aldrich
Piruvato de sédio (Codigo P4562) — Sigma Aldrich
Propidium iodide - IP - (cddigo P4170) — Sigma Aldrich
Tris (Codigo T1503) — Sigma Aldrich

U73122- (codigo U6756) — Sigma Aldrich



ANEXO 11
PREPARACAO DE MEIOS

1. MEIO PBS (livre de Ca?* E Mg**)

. NazHPO4 (SIgMa SO876) ....cueeveerieiieiiiie et 0,115¢

" NACH (SIgMA S5886) ......cveviiiiiiiiiiisiieieeee e 08¢

B KCI(SIgMA P5405) ..ottt 0,029

B KH2PO4 (SIgMa P5655) ..o 0,029

B AQUAMITE Q oo 10 mL (qgsp)

Obs: pH e osmolaridade préximos a 7,2 e 280 mOsm/kg respectivamente; armazenar a 5°C
2. MEIO U73122
Solucéo trabalho / uso (2,2 mM)

B U73122 (SIgMA UBTE6) ..ottt 5mg
= DMSO (Sigma D2650) ......c.eoveirieieiiiiiierieisie e 4,9 mL

Obs: aquecer a 40 ° C em banho- maria até diluir todo soluto

3. MEIOS PARA AVALIACAO DAS MEMBRANAS (CELEGHINE, 2005)
3.1 lodeto De Propideo (IP)
Solucéo estoque (25mg/mL)

B P (SIgMA PALT70) oot 25 mg
= DMSO (Sigma D2650) ......cceoveiiriiieiiiiiieiieisie et 1,0 mL

Solucéo trabalho (0,5 mg/mL)

m SOIUGAO ESTOQUE TE IP ..o 20uL
® PBS (SOIUGAOD ESTOQUE) ...ttt 980,0 uL

Obs: aliquotar as solucGes de trabalho e manter congeladas e protegidas de luz
Solucéo uso

= Solucdo trabalno de IP ........ooeiiie 5uL
® PBS (SOIUGAO ESTOQUE) ...cvvevieniiieiiesie st 295 uL
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Obs: Preparar apenas no dia da utilizacéo

3.1. FICT-PSA
Solucéo trabalho/uso (100ug/ mL)

= FITC- PSA (SIGMa LOT70) wvvvveeoreeeeeeeeeseessseesesseesseeseessesssseseessessseene 2 mg
S T 1S 20 mL

Obs: aliquotar a solucéo de trabalho e manter refrigerado a 4°C protegidas de luz

32 JC-1
Solucéo estoque (5mg/ mL)

B JCL (SIgMA TA0B9) ..ot 5mg
= DMSO (Sigma D2650) ........coveirieieiniirieieisie e 1mL

Solucéo trabalho/uso (153 uM)

® S0luGA0 eStOqUE A8 JCIL ..ot 10 uL

= DMSO (Sigma D2650) ......cccoviriiiiieriiieieece e 490 pL
Obs: aliquotar a solugéo de trabalho e manter congeladas e protegidas de luz
4. MEIOS PARA AVALIACAO DA CAPACITACAO/ REACAO ACROSSOMAL
4.1. Tris

Solucéo estoque (20 mM)

= Tris (SIgMa TL503) oo 0,0242 g
B OAQUA MITTQ s 10 mL

Obs: aliquotar a solucéo de trabalho e manter congeladas
4.2. NaCl

Solucéo estoque (130 mM)

Obs: aliquotar a solugéo de trabalho e manter congeladas
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" NaCl (SIgMa S5886) ......couvvrriiiiiiiiiii 0,0759 ¢
B OAQUA MITTQ s 10 mL

4.3 Meio Clortetraciclina (CTC)

® TS (SOIUGAO ESTOQUE) .vveveeieeeiecie et 3mL

® NaCl (SOIUGAO ESTOQUE) ...c.veeiiieiieiieieie et 3amL

n L- Cisteina (SIgMa CTATT) oo 1,8 mg
B CTC (SIgMA CA8BBL) ..ot 1,16 mg

Obs: Preparar no momento da utiliza¢&o e usar no periodo méximo de 3 horas.
4.4 DABCO
Solucéo estoque

= DABCO (SIGMA D2522) w.ovvveeroeeereeeeereseeesseeesessessssessoessessssessessessseesesees 0,247 g

® PBS (SOIUGAO €STOQUE) ...evvereiciieiieie ettt 10 mL (gsp)

Obs: pH préximo a 7,4; aliquotar a solucéo de trabalho e manter congeladas

5. MEIOS PARA INDUCAO DA CAPACITACAO IN VITRO

5.1  TALP SP (Solucéo estoque)

® NACH (SIgMA S5886) ......ocveiviriiiiieiiiieieie e 0,5844 g
= NaH2 PO4 (SigmaSO751) ...ocueiiiiiiiieiiierieieesie e 0,0036 g
B KCI(SIgMa P5405) ..ot 0,0230 g
= Acido Latico 98% (Sigma LA263) ......c.coeveeeeereieeeeeeeeeseeseseeene e 186 pL
m Hepes (SIgMa HA034) ... 0,2382 g
= NAHCO3 (SIgMaSB297) ...cvoviiiiiiiiieiieese e 0,2100 g
. CaCly. 2H20 (SIgMAaC388L) ...vvcvveveerieieieie e ste e 0,0294 g
= MQCl2 6 H20 (SigmaMO0250) ......cceivruirieiiinienieisesieeeese e 0,0080 g
= Penicilina (SIgma P3032) ......cooiiiiiiiiieieesee e 6,8 mg

= Estreptomicina (Sigma SOL1277) ....cceevveieieeieee e 10 mg

B AQUAMITTQ oot 100 mL (gsp)

Obs: pH e osmolaridade mantidos em 7,2 e 280 mOsm/ kg; Esterilizar por filtracdo e estocar

a 4°C por 15- 20 dias

52  TALP SP (Solugéo uso)

Obs: Para indugdo da capacitagéo in vitro foi acrescentado 0,0 2mg de heparina (Sigma

H3149) para 10 mL de Talp sp uso
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5.3

Talp SP (SOIUGAD ESTOQUE) ..vvvveveeieeie sttt 10 mL

BSA Fragdo V (Sigma A9418) .....cccoeueiieiieie e 0,06 g
Penicilina (SIgMa 3032) ....ccvcveiieiieieieee e 0,68 mg
Estreptomicing (SIgMa S1277) ..cc.oceeiieieiieieee e 1 mg

TALP - 10 X (solucéo estoque)

NaCI (SIgMa S5886) ......ceeiuveiiiieiiieie et 2,70
NaH2PO4 (SIgMaS075L) ....ooviiiiiiceeeeee e 0,024 g
NaHCO3 (SIgMASB297) ..o s 1,059
KCI (SIgMa P5405) ...t 0,117 ¢
Acido 14tico 98% (SIgMa LA263) ....c.vvvvveeeerieeereeeeeeeeeeeeseesens s, 1133 pL
Piruvato de sOdio (Sigma P4562) ........cccccveieiieii e 0,559
Hepes (SIgMa HA034) .....cc.oiiiiiieieieeee e 1,199
MgCl2. 6H20 (SigMaS0751) .ovveveiieieieiierie st 0,155¢g
Phenol Red (SIgma 6297) ......c.coveiiiieieee e 0,001g
Penicilina (Sigma P5405) ........cccveiiiiiiieie e 0,34 mg
Estreptomicing (SIgMa 1277) ..ccvovveiiiiiiiieieeiee st 5mg
AGUE MITTQ oottt 50 mL (qsp)

Obs: pH e osmolaridade mantidos em 7,2 e 280 mOsm/ kg; Esterilizar por filtracdo e estocar
a 4°C por 15- 20 dias

5.4 MINI PERCOLL

5.4.1 Percoll 90 %

Percoll (SIgmMa PA937).......cuiiiieeee s 540uL
Talp 10 X (SOIUGED ESTOQUE) ....eevveeeiieiesiiriesiieee e 60 pL

5.4.2 Percoll 45 %

PEICOI 900 ... 400 pL
Talp — SP (SOIUGAD USO) ...veevveeieir ettt 200 pL

5.4.3 Preparo do gradiente de mini Percoll

PEICOI Q0 90 ..ot 400 pL
PEICOI 45 90 ..o 400 pL

Obs: Em um microtubo acrescentar muito lentamente o Percoll 45 % sobre o Percoll 90 %;
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ANEXO 111

Tabela 3. Analise da variancia dos parametros de qualidade espermatica avaliados durante o Teste de Termorresisténcia (TTR) do sémen in natura
submetido a varias s concentracdes de 0, 10, 20 e 30 M do inibidor U73122.

Quadrado Médio (%)

FV GL MT MP RAP MED LEN EST
Tempo (T) 2 3713.64* 11418.46% 13824 53* 4063 25 91,05 2122128

Glicerol (G) 1 83 44 0,51* 168,01* 14 64* 202,71* 351"
Concentracéo de inibidor (C) 3 269,47 1153,68* 351,95™ 84,89* 98,19* 221,44
TXG 2 139,00 184,14™ 143 22* 7,05 38 44" 202,90
TXC 6 122.82* 160,90™ 132.27* 160,34* 56,04 210.38"™
GXC 3 173,08* 56,65 69,53 228 76* 48,96 200,53"

Residuo 78 240 157 241 234 48 36 275

CV.(%): 15 20 56 33 51 29

Motilidade total (MT), Motilidade progressiva (MP), Espermatozoides com deslocamento rapido (RAP), médio (MED), lentos (LEN) ou estaticos (EST). *significativo (P<0,05)
e ns- ndo significativo.
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ANEXO IV

Tabela 4. Analise da variancia dos parametros de qualidade espermaética avaliados pelo sistema computadorizado Computer Assisted Sperm
Analysis (CASA) apds o descongelamento do sémen de ovinos da raga Santa Inés, criopreservados nas concentragdes de 0, 10 ou 20 uM do inibidor
u73122.

Quadrado Médio (%)

FV G MT MP RAP  MED LEN EST VCL VSL VAP LIN SRT ALH BCF HYP

L
Inibidor (I) 2 46,59™ 0,20  23,95™ 18,14™ 62,07™ 47,96™ 188,79™ 159,11™ 192,31™ 22,76™ 231" 0,27™ 1,09® 9,78™
Ovino (O) 3 187,20™ 87,68™ 418,79™ 259,71™ 139,58™ 289,24" 233,55"™ 285,68™ 301,15™ 157,70™ 29,11™ 0,27" 3,40™ 4,22™

Inﬁ){%%éo g 292,82" 259,99™ 124,54™ 63,61 151,11™ 44824™ 116,07™ 189,77™ 176,78" 186,81™ 5390™ 0,95 1,04™ 238"
Residuo 36 254,67 289,81 166,24 111,62 184,71 292,44 238,29 325,05 321,25 197,47 57,84 0,12 2,28 10,04

CV.(%): 20,78 2855 30,61 31,84 21,7 31,19 13,5 22,15 1919 1049 454 7,74 8,41 34,24

Motilidade total (MT), Motilidade progressiva (MP), Espermatozoides com deslocamento rapido (RAP), médio (MED), lentos (LEN) ou estéticos (EST), Velocidade curvilinear
(VCL), Velocidade em linha reta (VSL), Velocidade de trajeto (VAP), Linearidade (LIN), Retilinearidade (STR), Deslocamento de cabega (ALH), Batimento/ frequéncia
cruzada (BCF), Hiperatividade (HYP). *significativo (P<0,05) e ns- ndo significativo.

46



ANEXO V

Tabela 5. Andlise da variancia dos parametros de qualidade espermaética avaliados pela associacdo dos marcadores fluorescentes com iodeto de
propideo, PSA- FITC e JC-1 ap6s o descongelamento do sémen de ovinos da raga Santa Inés, criopreservados nas concentracdes de 0, 10 ou 20
KM do inibidor U73122.

Quadrado Médio (%)

Fv GL PIAIC PIAIS PIALC PIALS PLAIC PLAIS PLALC PLALS
Inibidor (1) 2 394,62" 1,63 0,83* 16,06* 42,24 204,99 61,60™ 349,42
Ovino (O) 3 346,21 10,80™ 0,20™ 2,43™ 35,61™ 1187, 59* 62,06™ 2057,61*
Interacéo (I1xO) 6 223,31™ 5,58™ 0,66* 3,71* 104,70* 103,37™ 80,95™ 299,72"
Residuo 36 388,7 5,16 0,13 1,25 37,42™ 120,88 63,34 289,89

C.V.(%): 13,5 34,57 20,26 32,83 42,16 13,96 64,22 10,01

Membrana plasmatica intacta, Acrossoma intacto e Com fungéo mitocondrial (PIAIC); Membrana plasmatica intacta, Acrossoma intacto e Sem funcdo mitocondrial (P1AIS);
Membrana plasmatica intacta, Acrossoma lesado e Com fungéo mitocondrial (PIALC); Membrana plasmatica intacta, Acrossoma lesado e Sem fungdo mitocondrial (PIALS);
Membrana plasmatica lesada, Acrossoma intacto e Com fungéo mitocondrial (PLAIC); Membrana plasmatica Lesada, Acrossoma intacto e Sem fungdo mitocondrial (PLAIS);
Membrana plasmatica lesada, Acrossoma lesado e Com func¢éo mitocondrial (PLALC); Membrana plasmatica lesada, Acrossoma lesado e Sem fung¢do mitocondrial (PLALS);
*significativo (P<0,05) e ns- ndo significativo.
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ANEXO VI

Tabela 6. Analise da variancia dos parametros de qualidade espermatica avaliados pela marcador fluorescente de CTC ap6s o descongelamento e

apos inducdo da capacitacdo in vitro do sémen de ovinos da raga Santa Inés, criopreservados nas concentracdes de 0, 10 ou 20 UM do inibidor
u73122.

Quadrado Médio (%)

=, Antes da inducdo da capacitacdo Apo6s inducdo da capacitacdo
GL NC CP AR NC CP AR
Inibidor (1) 2 3014,52* 1285,56™ 401,52™ 1545,75* 606,64* 813,02*
Ovino (O) 3 1097,91"™ 2076,47™ 285,11 2346,68* 1613,68* 1429,05*
Interacdo (IXO) 6 236,07 151,45™ 77,21 1374,50* 1460,56* 754,90*
Residuo 36 838,89 806,22 160,97 14,29 11,65 306,61
C.V.(%): 11,2 32,54 29,36 2,23 2,23 2,74

Numero de espermatozoides ndo capacitados (NC), capacitados (CP) e com acrossoma reagido (AR) *significativo (P<0,05) e ns- ndo significativo.
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ANEXO VII

Tabela 7. Percentual médio (x desvio padrdo) da motilidade total de sémen ovino in natura
incubado por 4 h em diluente com ou sem glicerol e suplementado com diferentes concentracdes
de U73122.

Motilidade Total (%)

Concentracdes do U73122 (uM)

Tempo (h) Glicerol

0 10 20 30
0 Com 85,37+ 7,94 A2 84,5045,71 A2 82,87+7,26 A2 88,75+ 4,48 A2
Sem 88,75+1,50 A2 83,25+6,07 A2 75,25+19,82 A2 83+ 5,71 42
2 Com 81,7545,83 A2 79,62+6,65 A2 75,62+9,27 A2 67,12+15,14 A2

Sem 82,50+ 4,794 76,50+ 8,58 A2 78,75+8,53 A2 79,25+8,13 A2

4 Com 68,87+ 11,91 A2 73,75+7,71A% 50,12+ 35,73 BP 48+ 75+ 34,53 BP
Sem 59,00+13,24 A2  69,00+25,06 2 66,25+ 25,19 A2 68,00+ 21,3542

Médias seguidas das mesmas letras maitsculas nas colunas e mindsculas nas linhas ndo diferem entre si, segundo
0 teste DMS (p<0,05).

Tabela 8. Percentual médio (x desvio padrdo) da motilidade progressiva de sémen ovino in
natura incubado por 4 h em diluente com ou sem glicerol e suplementado com diferentes
concentracdes de U73122.

Motilidade Progressiva (%)
Concentracdes do U73122 (LM)

0 10 20 30
0 Com 69,00 +3,9342 63,75+4,09%% 6325+0,64”% 57,25+5,6342
Sem 76,50+ 13,5042  67,5+15,8442  46,25+10,40 BP 46,25+9,94 B2

Tempo (h) Glicerol

2 Com 53,1245,54 ABa 57 62+ 4,647  44,37+3,19 BCa 40,25+2,38 €2
Sem 51,75+ 11,2742 47,25+10,1442 4325+ 13,0242 475+2,3842

4 Com 26,00+ 16,62 AB2 36,00+9,65 42 14,87+10,64 BC? 8,7516,33 €
Sem 21,50+ 9,94 82 34 50+20,98 42 26,00+21,72 AB2 24,25+29,28 AB2

0 teste DMS (p<0,05).
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Tabela 9. Percentual médio (+ desvio padrdo) de espermatozoides com movimentos rapidos de
sémen ovino in natura incubado por 4 h em diluente com ou sem glicerol e suplementado com
diferentes concentracdes de U73122.

NUmero de espermatozoides rapidos (%)

Concentracoes do U73122 (LM)

0 10 20 30
0 Com 57,25+24,68 42 72,37+3,494%  64,75+10,424% 67,00+ 14,56 A2
Sem 64,00+ 18,67 A2 71,009,412 61,00+ 19,66 A  62,25+19,50 A2

Tempo (h) Glicerol

2 Com 53,75+12,19AB2  5512+16,39 AB2 5850+ 4,702 42,00+ 8,33 B2
Sem 56,5 + 18,41 A2 52,0+7,35%2 5375+8,96"2 52,5+52A¢2

4 Com 28,62+ 18,9342  28,37421,17 A% 17,37+14,94 AB2 8,87+ 6,98 BP
Sem 23,50+ 11,1242 36,00+21,67 A%  27,00+22,49 A2 26,25+ 25,96 A2

0 teste DMS (p<0,05).

Tabela 10. Percentual médio (+ desvio padrdo) do numero espermatozoides de
espermatozoides nao capacitados, capacitados e com acrossoma reagido, antes e ap0s sémen
ovino criopreservado com concentracfes de 0, 10 ou 20 uM do U73122, serem submetidos a
inducdo da capacitagdo in vitro.

Concentracdo do U73122 (uM)

A Inducéo da
Parametro capacitacio 0 10 20

NC Antes 59,93 (+15,31) Ba 72,96 (+12,6) A2 70,18 (£13,73) A2
Apo6s 38,96 (+11,14) ¢ 41,72 (+6,02) B° 48,53 (£10,14) AP
C Antes 27,28 (£13,73) A2 18,43 (£14,63) B2 21,59 (+14,10) B°
Apbs 33,37(+5,64) B2 36,34 (+11,69) A2 30,18 (+ 8,06) B2
AR Antes 12,71 (£7,76) A 8,56 (+4,26) B° 8,21 (+6,32) B°
Apbs 27,65 (+8,29) A2 23,56 (+8,87) B2 21, 40 (+3,06) B2

Espermatozoides ndo capacitados (NC); espermatozoides capacitados (C); espermatozoides com acrossoma
reagido (AR). Médias seguidas das mesmas letras maidsculas nas colunas e mindsculas nas linhas ndo diferem
entre si, segundo o teste DMS (p<0,05).
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