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“...como um rio que viaja pela floresta, a vida
na selva é uma odisseia. Porque a for¢a da
alcateia é o lobo, e a for¢a do lobo é a
alcateia.”

- Mogli - O Menino Lobo.



RESUMO

O Brasil ¢ um pais vasto, e altamente produtivo, apresentando um nimero expressivo e
crescente de animais de produgdo. O agronegédcio do cavalo acompanha esse crescimento
impulsionado em grande parte pelo uso de animais em atividades de esporte, lazer e trabalho.
Este crescimento deve-se, na maioria das vezes, por melhorias nas técnicas de producao e
reprodugdo. Neste sentido, as biotecnologias da reprodugdo sdo importantes ferramentas que
auxiliam os criadores no melhoramento genético dos animais. A inseminagdo artificial vem
ganhando cada vez mais espaco no segmento como alternativa, para facilitar a troca de
material genético (s€men) entre propriedades, otimizando e preservando a vida reprodutiva
dos garanhdes. Possibilita ainda com que animais que apresentem problemas reprodutivos
adquiridos possam ser multiplicados. Uma das técnicas em ascensdo na reproducdo equina ¢ a
criopreservacao de s€émen. Embora os protocolos de criopreservacdo tenham avangado muito
nos ultimos anos e apresentem intimeras vantagens (conservacdo de material genético,
possibilidade de armazenamento, facilidade no transporte) ainda necessitam de revisdo e
aprimoramento devido a grande variabilidade nos resultados. Assim, varios estudos tém sido
realizados na tentativa de melhorar a qualidade do sémen criopreservado aprimorando as
técnicas de congelamento. Uma das causas citadas na literatura relacionados a diminui¢ao da
fertilidade do sémen equino sdo os danos provocados pelo acumulo de espécies reativas ao
oxigénio (ERO’s). Neste sentido, alguns autores tém proposto que a submissido de gametas a
algum tipo de estresse controlado pode melhorar a criotolerancia das células. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi verificar se o estresse controlado fornecido por diferentes
intensidades de pressdo negativa (200, 500 e 800 mbar) no s€émen equino melhoram os
parametros reprodutivos seminais pos descongelamento. Foram utilizados 13 ejaculados
oriundo de 4 garanhdes. Cada ejaculado foi dividido igualmente em 4 grupos (controle, P200,
P500 e P800). Os tratamentos foram submetidos as diferentes pressdes por 15 minutos. Apos
foi realizado o protocolo de congelamento para os 4 grupos. As amostras foram analisadas
quanto a sua cinética espermatica através do CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). O
estresse oxidativo foi analisado através da quantificacdo de ERO’s e potencial antioxidante
total. A funcionalidade de membrana foi realizada através do teste hiposmético. Os resultados
foram expressos em média e desvio padrao, sendo considerado significativo quando o valor

de p<0,05. No teste hiposmético, o controle e o grupo P500 exibem similaridade no resultado
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(17,6+£4,1 e 18,0+4,1 respectivamente) apresentando diferenga significativa do grupo P200
(11,5+1,8) e maior diferenca do grupo P800 (7,6+2,0). Com relagdo a cinética espermatica,
nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos, se mantendo similar ao controle
nos parametros motilidade total , motilidade circular , imo6veis , motilidade lenta , motilidade
local , motilidade progressiva. Nao houve diferengas estatisticas entre os grupos, quanto a
produgdo de espécies reativas, tampouco, quanto ao potencial antioxidante total. Podemos
observar que houve influéncia da utilizagdo de pressdo negativa como forma de estresse
controlado, frente a funcionalidade de membrana das células espermdticas de equinos,
contudo, se faz necessdria a realizacdo de mais estudos para se obter melhor entendimento

sobre o tema.

Palavras-chave: CASA, congelamento, garanhdo, espermatozoide, ROS, potencial
antioxidante total.
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ABSTRACT

Brazil is a vast and highly productive country, with an expressive and growing number of
production animals. Horse agribusiness has followed this growth, driven largely by the use of
animals in sport, leisure and work activities. This growth is due, in most cases, to
improvements in production and reproduction techniques. In this sense, reproduction
biotechnologies are important tools that help breeders in the genetic improvement of animals.
Artificial insemination has been gaining more and more space in the segment as an alternative
to facilitate the exchange of genetic material (semen) between properties, optimizing and
preserving the reproductive life of stallions. It also allows animals with acquired reproductive
problems to be multiplied. One of the emerging techniques in equine reproduction is semen
cryopreservation. Although cryopreservation protocols have advanced a lot in recent years
and have numerous advantages (conservation of genetic material, possibility of storage, ease
of transport) they still need to be revised and improved due to the great variability in results.
Thus, several studies have been carried out in an attempt to improve the quality of
cryopreserved semen by improving freezing techniques. One of the causes cited in the
literature related to decreased fertility of equine semen is the damage caused by the
accumulation of reactive oxygen species (ROS). In this sense, some authors have proposed
that the submission of gametes to some type of controlled stress can improve the
cryotolerance of cells. Thus, the objective of this work was to verify whether the controlled
stress provided by different intensities of negative pressure (200, 500 and 800 mbar) in equine
semen improves post-thawing seminal reproductive parameters. Thirteen ejaculates from 4
stallions were used. Each ejaculate was divided equally into 4 groups (control, P200, P500
and P800). The treatments were submitted to different pressures for 15 minutes. After that, the
freezing protocol was performed for the 4 groups. The samples were analyzed for their sperm
kinetics using CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). Oxidative stress was analyzed by
quantifying ROS and total antioxidant potential. Membrane functionality was performed
using the hypoosmotic test. Results were expressed as mean and standard deviation, being
considered significant when p<0.05. In the hyposmotic test, the control and the P500 group
showed similar results (17.6+4.1 and 18.0+4.1 respectively), showing a significant difference
from the P200 group (11.5£1.8) and greater difference from the P800 group (7.6+2.0).

Regarding sperm kinetics, there was no statistically significant difference between the groups,
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remaining similar to the control in the parameters total motility , circular motility , immobile ,
slow motility , local motility , progressive motility . There were no statistical differences
between the groups regarding the production of reactive species, nor regarding the total
antioxidant potential. We can observe that there was an influence of the use of negative
pressure as a form of controlled stress, against the membrane functionality of equine sperm
cells, however, it is necessary to carry out more studies to obtain a better understanding on the

subject.

Keywords: CASA, freezing, stallion, sperm, ROS, total antioxidant potential.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o Brasil apresenta o quarto maior rebanho equino do mundo com
aproximadamente 6 milhdes de animais (IBGE, 2021), movimentando mais de 16 bilhdes de
reais. O setor ainda ¢ responsavel por aproximadamente 610 mil empregos diretos e 2.430 mil
empregos indiretos totalizando 3 milhdes de postos de trabalho (MAPA, 2016). Segundo
Pesquisa da Pecudria Municipal (PPM) 2020, realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), o rebanho equino do Brasil cresceu aproximadamente 2% em 2020,
comparado ao ano anterior. Cabe destacar que a equideocultura brasileira também foi bastante
influenciada pelos impactos causados pela pandemia de Covid-19 em 2020, devido as
restrigdes ou cancelamentos na promocao de provas, exposi¢oes e leildes, e at¢é mesmo
aumento no pre¢o dos insumos agropecudrios refletindo diretamente no custo da criagdo.
Mesmo diante desse cendrio, o real crescimento do efetivo de equinos apresentado pela PPM
nos mostra que, de certa forma, o impacto foi absorvido, sem que houvesse prejuizo
significativo para o setor equestre. O estado do Rio Grande do Sul ¢ detentor do 3° maior
rebanho equino do pais. Pode se dizer que a reproducdo ¢ a base de um sistema de produgdo
consistente e, para que isso ocorra, a implantacdo de biotecnologias reprodutivas podem e
devem ser utilizadas para acelerar a selecdo de genéticas superiores. A intensificacdo dos
sistemas de criagdo levou a necessidade da aplicacdo de novas técnicas que garantam um
maior ¢ melhor aproveitamento do potencial produtivo, reprodutivo e genético, de diversas

espécies (BRANDAO, 2008).

A utilizagdo de biotecnologias ligadas a reprodu¢do na espécie equina tem aumentado
gradativamente ao longo dos anos. Dentre as principais tecnologias destacamos a inseminagao
artificial com sémen fresco, resfriado e congelado. Com a abertura das associa¢des de ragas
para utilizacdo de diferentes biotecnologias da reproducdo, a técnica de criopreservagdo de
sémen vem se destacando como um mercado promissor. Apesar de ter inimeras vantagens
(facilidade no transporte, possibilidade de armazenamento e conservacdo de material
genético) ainda € objeto de inumeros estudos devido a grande susceptibilidade do s€émen a
alteracdes patologicas, danos crioscopicos e consequentemente variabilidade nos resultados.
Durante o processo de congelamento e descongelamento do sémen equino varios problemas
podem ocorrer levando a uma perda de at¢ 50% de viabilidade dos espermatozoides. As
principais alteragdes observadas estdo relacionadas a estabilidade e integridade da membrana,

estresse oxidativo e dano de estrutura nuclear (WATSON, 2000). Segundo Schober et al.
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(2007) o processo de congelamento ¢ responsavel também por disfungdes mitocondriais,
afetando assim a utilizacdo da energia produzida pelas proprias mitocondrias, impedindo com
que a célula espermatica execute suas fungdes fisiologicas. Estas alteragdes, segundo os
autores, contribuem para a formagao de espécies reativas de oxigénio (ERO’s). Ball et al.
(2000), verificaram que o acumulo de ERO’s dentro do espermatozoide estava relacionado
com os efeitos deletérios do processo de criopreservacao, diminuindo a viabilidade dos
espermatozoides. As espécies reativas de oxigénio, quando em pequenas concentragdes atuam
ativamente na fisiologia dos espermatozoides (KANKOFER et al., 2005), contudo, maiores
concentragodes, desencadeiam danos a célula principalmente 8 membrana plasmatica levando a
queda de sua capacidade fecundante (HECKENBICHLER et al., 2011). O desequilibrio na
producdo e degradacdo de ERO’s leva a uma desregulacdo da sinalizagdo redox e cria uma
condig¢do descrita como estresse oxidativo. Estes efeitos negativos sdo mais visiveis quando o
sémen ¢ criopreservado (BALL et al., 2000).

Ha alguns anos, trabalhos vém sendo desenvolvidos visando entender melhor os
mecanismos fisiologicos envolvendo o estresse oxidativo celular. Alguns pesquisadores
observaram que determinados estresses celulares controlados podem propiciar um ambiente
favoravel de prote¢do celular, tanto em gametas quantos embrides. Estudos mostram que
células submetidas a mecanismos de estresse controlado podem apresentar melhora na
criotolerancia. Células eucaridticas submetidas a pressdo de 0,001 mbar produzem uma
resposta similar as proteinas heat shock, sem afetar a viabilidade celular (FREY et al., 2008).

Estresse oxidativo sub letal controlado tem sido aplicado também na criopreservagao
de sémen de javalis mostrando melhora na criotolerdncia e viabilidade espermatica
(PRIBENSZKY et al., 2011). Estudos semelhantes mostraram efeitos positivos do estresse
moderado na melhora da funcdo espermatica em touros, reduzindo a peroxidagao lipidica e
aumentando a sua motilidade (SHARAFI et al., 2015). Em um estudo, Hezavehei et al. (2019)
observaram que a indu¢do de estresse controlado com oOxido nitroso (NO) antes da
criopreservacao pode proteger o espermatozoide humano contra lesdes criogénicas.

Seguindo esta mesma hipotese, que o estresse controlado poderia fornecer protecdo
adicional a célula, Mezzalira et al. (2010) utilizaram a pressdo negativa como meio de
fornecimento de estresse sub-letal controlado. Os pesquisadores demonstraram efeitos
benéficos na criopreservagdo de embrides bovinos produzidos in vitro. Casali et al. (2014)
utilizaram diferentes pressoes negativa antes da criopreservacao de s€émen ovino € observaram
melhora nas taxas de viabilidade espermadtica e fecundagdo in vitro heteréloga quando os

espermatozoide foram submetidos a pressdo de 500mbar
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Até o presente momento, ndo temos relatos da utilizagdo do estresse controlado em
protocolos de criopreservagdo de espermatozoides equinos. Desta forma este trabalho tem
como objetivo avaliar o efeito/impacto de diferentes pressdes negativas na expressdao de

ERO’s e viabilidade dos espermatozoides equinos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sémen

O sémen ¢ um conjunto de secregdes provenientes do aparelho genital masculino,
liberadas no momento da ejaculacdo, caracterizando-se pela presenga dos espermatozoides
(MIES FILHO, 1987), sendo composto por uma populacao heterogénea de espermatozoides
vidveis e ndo viaveis suspensos nas secre¢Oes de varias glandulas sexuais acessorias
(LOOMIS, 2006). Os espermatozoides sdo células altamente diferenciadas e especializadas
em armazenamento e transporte de material genético (AURICH, 2005). A célula espermatica
consiste em areas especificas: o acrossoma, nucleo, segmento equatorial, basal, a peca
intermediaria e cauda (LADHA, 1998). A principal funcdo do espermatozoide estd
relacionada ao processo de fertilizagdo do odcito. Alguns fatores como integridade de
membrana, motilidade progressiva e produ¢ao de energia podem influenciar neste processo.

Adicionalmente ao trato reprodutivo masculino, encontramos as glandulas sexuais
acessorias que liberam suas secre¢des misturando-se aos espermatozoides e dando volume ao
ejaculado. As glicoproteinas produzidas no epididimo somada a secre¢do do plasma seminal
oriundo das vesiculas seminais sdo responsaveis por manter a integridade da membrana
espermatica durante sua passagem pelo trato reprodutivo feminino (AMANN & GRAHAM,
1993; OPFER-PETERSEN et al., 2005). No processo de capacitacdo espermatica, tais
proteinas sdo alteradas ou removidas, para que ocorra a fecundagao, isso altera o fluxo idnico
através das membranas, a fim de manifestar receptores da membrana espermatica e remover
componentes que possam alterar a motilidade flagelar. Também ocorrem alteragdes nas
por¢des caudal e rostral da cabeca do espermatozoide, antecedendo a reacao acrossdmica € na
peca intermediaria. Tal desestabilizacdo ocorre ligando o colesterol da membrana com
proteinas da tuba uterina e de origem folicular (AMANN e GRAHAM, 1992; EHRENWALD
et al, 1990). Amann & Graham (1993) afirmam que as alteracdes na estrutura do

espermatozoide durante o processo de resfriamento ou criopreservacao, diminuem sua



16

capacidade fecundante in vivo devido as alteragdes de viabilidade da membrana espermatica,

funcdo mitocondrial, motilidade progressiva e lesdes no acrossoma.

2.2 Inseminacio artificial

As biotecnologias da reproducdo sdo uma importante ferramenta a servigo da
equideocultura mundial, como instrumento direto de selecdo genética. Através da
inseminacao artificial (IA), um reprodutor pode deixar inumeros descendentes, impulsionando
a dissemina¢do de sua carga genética, e por isso a IA talvez seja a biotecnologia da
reproducdo de maior impacto em equinos quando usada corretamente (COELHO, 2021;
CANISSO et al., 2008). Pode se dizer que o transporte de s€émen nao seja em si um fato novo
(DAVIES-MOREL, 1999). O crescimento na demanda impulsiona o desenvolvimento de
técnicas que exploram o potencial produtivo e reprodutivo das espécies domésticas
(BRANDAO, 2008). Aparentemente, o Brasil é um dos paises que mais realizam IA em
equinos com sémen resfriado estando atras somente dos Estados Unidos (PAPA et al., 2005).

O sémen utilizado para IA em equinos pode ser a fresco (in natura); diluido, onde
pode ser transportado refrigerado ou ndo; e congelado. Cada uma destas tecnologias de
processamento tem suas vantagens, indica¢des e limitacdes (CARVALHO, 1992). Virios
trabalhos verificaram a viabilidade do sémen em diferentes condi¢des de transporte. O
transporte do sémen pode ser realizado em temperatura ambiente (entre 15°C e 20°C)
Malmgren, (1998), Brinsko et al. (1999), Nunes et al. (2008) conseguiram manter o s€émen
viavel por 6h, porém, Varner et al. (1989) verificaram que o armazenamento do sémen em
temperatura ambiente (20°C) por um periodo de 12h ndo prejudica a motilidade mantendo a
capacidade fecundante do espermatozoide.

Segundo Jasko et al. (1992) e Brinsko (1999) a fertilidade do sémen refrigerado ¢
mantida por 24-48h, desde que embalado e resfriado em dispositivo adequado.

Embora a utilizacdo de s€émen equino fresco e resfriado ja estejam com resultados bem
consolidados, a técnica muitas vezes esbarra em questdes de logistica. Desta forma, a
utilizacdo de sémen criopreservado proporciona diversas vantagens, como armazenamento €
utilizacdo, facilidade na comercializacdo (compra e venda) de material genético superior

(BARRETO et al., 2008).
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2.3 Criopreservacio espermatica

Segundo Watson (1979) os primeiros relatos de diminuicao da temperatura do s€émen
foram realizados por Spallazani em 1776 e demonstraram uma redugao reversivel da atividade
metabolica dos espermatozoides permitindo o armazenamento destas células. Desta forma, a
criopreservacdo espermatica ¢ uma importante biotecnologia que pode ser usada no
melhoramento genético da espécie, pelo uso de bons reprodutores de forma mais facilitada.
Contudo demonstra um ponto negativo. Os indices de fertilidade obtidos com o sémen
congelado de equinos ainda sio muito menores quando comparados a bovinos (FURST et al.,
2005).

No decorrer do processo de congelamento, as células espermaticas passam por uma
etapa critica de temperatura, tanto no momento da formacao dos cristais de gelo quanto na
liberagdo do calor latente de fusdo, isto desencadeia os maiores danos a nivel celular. No
momento que se altera o gradiente osmotico, entre os meios intra e extra celular, a curva de
congelamento deve ser mais lenta para que ocorra a desidratacao da célula e ndo haja a
formacdo de grandes cristais de gelo no meio intracelular (ALVARENGA et al., 2016). Logo
apods o periodo de estabilizacdo, a curva de congelagdo deve ser rapida (entre -3°C e -10°C)
(CHAVEIRO et al., 2006).

A difusdo das técnicas de criopreservagdo, se alia aos esforcos empregados para a
melhoria do s€émen pos descongelamento, as quais, geralmente se baseiam na utilizacao de
diferentes diluentes ou componentes especificos afim de manter a integridade das células
espermaticas, podendo utilizar diversos componentes (agucares, eletrolitos, tampdes, gema de
ovo, leite, antioxidantes e etc.) (SAMPER, 2000) a fim de proteger o espermatozoide do
estresse oxidativo. Contudo, mudangas nas técnicas de congelamento vém sendo testadas a
fim de minimizar os danos causados durante o procedimento. Desta forma, diversos estudos
buscam encontrar alternativas que minimizem o estresse oxidativo celular. Nos tltimos anos,
alguns autores vem sugerindo que o uso de um estresse subletal leve aplicado na célula possa
melhorar a tolerancia a eventos adversos futuros, propiciando ambiente favoravel de protecao

celular (PRIBENSZKY et al., 2010).

2.4 Estresse oxidativo e espécies reativas de oxigénio

As células espermaticas sofrem constantemente o paradoxo do oxigénio. Estes

processos sao necessarios para a manutengdo das fungdes fisiologicas da célula (BALL et al.,
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2001). Varios trabalhos (LAMIRANTE; CAGNON, 1992; GUERRA et al., 2004; AITKEN;
DREVET, 2020) sugerem que o espermatozoide precisa produzir pequenas quantidades de
espécies reativas ao oxigénio (ERO’s) para que ocorra a capacitagdo espermatica sendo
essencial para a viabilidade do gameta masculino. Os autores sugerem ainda que a
peroxidagdo lipidica que ocorre na membrana celular possa estar envolvida na viabilidade
seminal. Para atingir o potencial fecundante, o espermatozoide depende da metabolizagdo de
oxigénio, este processo estd ligado a formag¢ao de ERO’s, através da formacdo de anion
superoxido e peroxido de hidrogénio (FRACZEK & KURPISZ 2005). Em contrapartida, altas
taxas de ERO’s podem influenciar o sistema intracelular de defesa antioxidante das células
espermaticas, deixando-as mais sensiveis ao estresse oxidativo, afetando a integridade do
DNA e fungdes do espermatozoide (MORTE et al., 2008).

As células espermadticas apresentam altos teores de acidos graxos poli-insaturados fato
este que a torna altamente suscetiveis a producdo de radicais livres e espécies reativas ao
oxigénio (GARCIA et al., 2011).

Dentro do espermatozoide os monossacarideos sao convertidos em ATP (Adenosina
trifosfato), e sdo utilizados para a movimentacao dos espermatozoides. Este metabolismo
celular resulta na producdo de residuos, tais como o acido latico e as ERO’s (GRAHAM,
2011) que exercem relevante papel no controle da capacitacdo espermadtica, reacdo
acrossOmica, hiperativagdo da cauda e ligacdo espermatozoide-ovocito (MISLEI et al., 2020).
A elevada produg¢ao de ERO’s leva a redugdao da motilidade, reducao da viabilidade do
espermatozoide e consequentemente, baixa na taxa de fecundagdo, por afetarem lipideos,
proteinas da membrana, DNA nuclear e mitocondrial. Alguns autores acreditam que tais
alteracdes se devam a possiveis vazamentos de elétrons da cadeia de transporte e ao
esgotamento dos niveis de ATP mitocondrial (BALL, 2008; MORAES et al., 2015; AITKEN
et al., 2020).

2.5 Estresse controlado

O conceito de utilizar estresse controlado para promover protegao celular ndo € novo e
remonta ao inicio do século com os estudos de Hide, 1899 apud Pribenszky et al., (2010). A
industria alimenticia incorporou a técnica e a aplicou em larga escala realizando combinagdes
sequenciais de tratamentos leves (pressao hidrostatica, resfriamento e/ou aquecimento) como
método de preservagdo de alimentos. No entanto, um artigo publicado em 2002 por

Wemekamp-Kamphuis e colaboradores mostrou um efeito inesperado da técnica. Estes
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pesquisadores verificaram que tratamentos sequenciais com pressao hidrostatica positiva (PH)
e frio aumentavam a proliferacdo de bactérias. Os autores verificaram que a taxa de sobrevida
das bactérias foi 100x maior depois do tratamento com a PH e as bactérias produziram 3x
mais fatores de prote¢do quando comparado ao grupo controle. Como conclusdo deste
trabalho foi estabelecida que a pressdo hidrostatica estivesse fornecendo condi¢des de
protecdo para o desenvolvimento celular. Tais observagdes acabaram motivando o
desenvolvimento de estudos aplicando estresse controlado na area das biotecnologias
reprodutivas (oocitos, espermatozoide, embrides e cultivos celulares diversos). Existem
diversas maneiras para promover estresse controlado celular (variagdo osmotica, de
temperatura, de pressdo). Em tese, a técnica consiste em submeter a célula a um estresse
subletal controlado para que a mesma possa criar mecanismos protetores que a ajudem a
sobreviver as injurias (PRIBENSZKY et al., 2006; 2011; MEZZALIRA et al., 2010; VAITA
2011; SHARAFI et al., 2015; FEYZI et al., 2018)

Dentre as diversas técnicas que podem ser utilizadas, a que ganhou mais destaque foi a
da pressao hidrostatica positiva. Em um estudo bastante inovador, Pribenszky et al. (2005),
aplicaram pressao hidrostatica antes do processo de vitrificagdo embrionaria. Os autores
verificaram que a velocidade de desenvolvimento in vitro, sobrevivéncia e as taxas de eclosdo
de embrides de camundongo foram maiores no grupo tratado quando comparado ao controle.
Este mesmo grupo de pesquisadores verificou ainda que mudancas de pressdo quando
aplicadas em células espermaticas de suinos melhoraram a motilidade e a qualidade do sémen
pos descongelamento (PRIBENSZKY, et al., 2006; 2011). Pribenszky; Vajta (2011), em uma
revisdo aprofundada do tema concluiram que a submissdo de gametas e embrides, a um nivel
de estresse subletal utilizando a pressdo hidrostatica oferece uma solucdo para melhoria da
qualidade geral das cé€lulas, ou seja, cria condigdes para que se tenha maior tolerancia ao
estresse criogénico melhorando a capacidade de fertilizagdo e competéncia de
desenvolvimento. Estes mesmos autores ainda citam que o aumento da criotolerancia das
células deve-se a resposta das mesmas ao estresse controlado induzido, que provoca
modificagdes na expressao génica, modificagdes do mRNA apds transcri¢ao, modificacdes de
proteinas por fatores pds transicionais, inducao e interagdo entre diversas proteinas, inclusive
do DNA (PRIBENSZKY; VAITA, 2011).

Outros estudos apontam o efeito benéfico do estresse subletal induzido pela exposicao
ao 6xido nitrico (NO) por 60min antes da criopreservacao. SHARAFI et al., (2015) utilizaram
NO em espermatozoides humanos e FEYZI et al., (2018) em espermatozoides de galo. Ambos

estudos mostraram melhora na qualidade espermatica pds descongelamento.
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2.6 Pressdo Negativa

Nesta mesma temadtica, a pressao negativa tem sido utilizada como promotor de
estresse subletal controlado para melhorar a criotolerancia de embrides (MEZZALIRA et al.,
2010) e odcitos (ALBINO et al., 2012) bovinos, melhorar as taxas de produgdo de embrides
bovinos (PINZON et al., 2012) e na criopreservacao de espermatozoides ovinos (CASALI et
al., 2014). Liposki e colaboradores (2018) demonstraram o efeito positivo da submissdo a
pressao negativa de 200 mbar, antes do congelamento de células fetais bovinas. Casali et al.,
(2014), aplicaram diferentes pressdes negativas (200, 500 e 800 mBar durante trés minutos)
em células espermaticas pré-congelamento, onde verificaram que a pressdo negativa de 500
mBar foi a mais adequada, pois manteve a motilidade progressiva por até 3h apods o
descongelamento e possibilitou melhores taxas de fertilizagdo in vitro heterdloga com o6citos
bovinos. Embora haja reconhecimento dos efeitos benéficos do estresse controlado na

criotolerancia celular ainda ndo temos informacao da sua utilizagdo com sémen equino.

3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito/impacto de diferentes pressdes negativas na viabilidade dos

espermatozoides equinos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a viabilidade espermatica do s€émen equino apos a submissao ao protocolo de
estresse controlado com pressao negativa de 200, 500 e 800 mBar;

Verificar se o protocolo de estresse controlado com diferentes pressdes negativas
interfere no estresse oxidativo e na producdo de ERO pela célula espermatica;

Verificar se o protocolo de estresse controlado com diferentes pressdoes negativas

melhora a criotolerancia de espermatozoides equinos;
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4 ARTIGO CIENTIFICO

RESUMO

Neste estudo avaliou-se a influéncia da exposicao do s€émen equino a pressao negativa
pré congelamento, e seus efeitos no pos descongelamento. As variaveis analisadas foram
cinética espermadtica, funcionalidade de membrana, producdo de ERO’s e capacidade
antioxidante total. Foram utilizados 13 ejaculados oriundos de 4 garanhdes. Cada ejaculado
foi dividido em 4 grupos (controle, P200 mbar, P500 mbar ¢ P800 mbar) conforme a
intensidade da pressdo negativa imposta. Apds a exposicao a pressao negativa, o s€émen foi
envazado em palhetas de 0,5ml, na concentragio de 100x10° sptz/ml, sendo congelado de
forma automatizada e criopreservado em nitrogénio liquido até a data da avaliagdo. As
variaveis analisadas pos descongelamento foram cinética espermatica através do programa
CASA, potencial oxidante total (FRAP), formagao de espécies reativas ao oxigénio (ERO’s) e
funcionalidade de membrana plasmatica (teste hiposmotico). Ao analisar a funcionalidade de
membrana através do teste hiposmotico verificou-se que a pressdao de 500mbar foi superior as
demais pressdes sendo igual ao controle. J4 para as varidaveis de cinética espermatica,
producdao de ERO’s e capacidade antioxidante total ndo foi observado diferenga estatistica
(p>0,05). Desta forma, conclui-se que a utiliza¢do pré-congelamento da pressao negativa 200,
500 ou 800 mbar durante 15 minutos, ndo interfere na produgcdo de ERO’s, potencial
antioxidante total e na cinética dos espermatozoides equinos. Os resultados apontam que a
P500 ndo traz dano a célula espermatica, igualando seus resultados ao grupo controle.

Contudo mais estudos devem ser realizados para melhor elucidar estes achados.

Palavras-chave: estresse controlado, CASA, congelamento, equino, espermatozoide.
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ABSTRACT

In this study, the influence of equine semen exposure to pre-freezing negative pressure and its
effects on post-thawing were evaluated. The variables analyzed were sperm Kkinetics,
membrane functionality, ROS production and total antioxidant capacity. Thirteen ejaculates
from 4 stallions were used. Each ejaculate was divided into 4 groups (control, P200 mbar,
P500 mbar and P800 mbar) according to the intensity of the negative pressure imposed. After
exposure to negative pressure, the semen was poured into 0.5ml straws, at a concentration of
100x106 sptz/ml, being frozen automatically and cryopreserved in liquid nitrogen until the
date of evaluation. The variables analyzed after thawing were sperm kinetics using the CASA
program, total oxidant potential (FRAP), formation of reactive oxygen species (ROS) and
plasma membrane functionality (hyposmotic test). When analyzing the membrane
functionality through the hypoosmotic test, it was verified that the pressure of 500mbar was
superior to the other pressures, being equal to the control. As for the variables of sperm
kinetics, ROS production and total antioxidant capacity, no statistical difference was observed
(p>0.05). In this way, it is concluded that the pre-freezing use of negative pressure 200, 500
or 800 mbar for 15 minutes does not interfere with the production of ROS, total antioxidant
potential and kinetics of equine sperm. The results indicate that P500 does not damage the
sperm cell, matching its results to the control group. However, further studies should be

performed to better elucidate these findings.

Keywords: CASA, freezing, stallion, sperm, ROS, total antioxidant potential.
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INTRODUCAO

A criopreservagdo ¢ amplamente empregada na reprodugdo animal, sendo uma
estratégia importante na conservagdo de gametas e embrides. O congelamento de sémen tem
sido utilizado em diversas espécies estando bem estabelecido em bovinos. Na espécie equina,
os protocolos de criopreservacdo avangaram muito nos ultimos anos, contudo a inseminagao
artificial utilizando sémen congelado ainda resulta em menores taxas de fertilidade quando
comparadas aos resultados obtidos com sémen a fresco ou resfriado (ALVARENGA et al.,
2016). O processo de criopreservacdo e descongelamento reduz a integridade acrossomal,
viabilidade e motilidade de espermatozoides de garanhdoes (BEDFORD et al., 2000; NEILD et
al., 2003). Isto se deve a manipulagdo excessiva do sémen durante a técnica de congelagao
(centrifugag¢do para remocdo do plasma seminal), ao procedimento de congelamento (onde
pode ocorrer a formagao de grandes cristais de gelo) e no descongelamento (modificagdo na
osmolaridade dos espermatozoides) o que levam a célula a um estresse osmotico extremo.
Estes fatores causam danos a membrana celular (MORRIS et al., 2007), alteragdes no DNA
(KLEWITZ et al., 2008) e podem levar a célula a uma produgdo desequilibrada de ERO’s que
causam mudangas prematuras na capacitacao espermatica (BURNAUGH et al., 2010). Baixos
niveis de ERO’s sdo necessarios para a funcionalidade celular, contudo, a produgdo excessiva
destes radicais livres podem desencadear processos oxidativos que afetam diretamente a
qualidade e funcionalidade seminal. A célula espermatica possui uma defesa antioxidante
fragil, devido a escassez de citoplasma, desta forma ¢ muito susceptivel ao estresse oxidativo,
pois as ERQO’s afetam os lipideos e proteinas da membrana e também o DNA mitocondrial e
celular, o que leva a diminui¢ao nas taxas de fecundagao por interferéncia na motilidade e
viabilidade espermatica (MORAES et al., 2015).

Nos tltimos anos, alguns trabalhos vém demonstrando os beneficios da aplicagdo de
estresse controlado subletal na criopreservacao de oocitos (DU et al., 2008), embrides (BOCK
et al., 2010) e sémen (PRIBENSZKY et al., 2011). Estudos relataram que o uso de estresse
subletal controlado utilizando alta pressao hidrostatica (HHP) (HORVATH et al., 2016),
pressdo osmotica (COLE and MEYERS, 2011), etanol (DODARAN et al., 2015) e/ou agentes
oxidantes (SHARAFI et al., 2015) antes da criopreservacdo podem aumentar a resisténcia
espermatica contra criodanos. A pressdo negativa também tem sido utilizada como promotor
de estresse subletal controlado melhorando a criotolerancia de embrides (MEZZALIRA et al.,

2010; PINZON et al., 2012) e oocitos bovinos (ALBINO et al., 2012), espermatozoides
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ovinos (CASALI et al, 2014) e em células fetais bovinas (LIPOSKI et al., 2018).
Recentemente, 6xido nitrico (NO) foi utilizado como agente indutor de estresse subletal em
espermatozoides bovinos melhorando as taxas de viabilidade espermatica pos
descongelamento (HEZAVEHEI et al., 2019). Embora os mecanismos envolvidos que levam
a melhora na criotolerancia dos espermatozoide ainda ndo estejam bem elucidados, Pribenszki
et al. (2010) e Gholami et al. (2018), sugerem que uma resposta proteica induzida pelo
estresse subletal possa ser responsavel pela melhora da criosobrevivéncia espermatica. Huang
et al. (2009) relataram aumento na motilidade pos-descongelamento quando os
espermatozoides foram tratados com pressdo hidrostatica subletal. Estes autores verificaram
ainda alteragdes no perfil proteico do espermatozoide tratado em relagdo ao controle. Outros
estudos em animais ainda mostraram os efeitos positivos do estresse na fung¢ao espermatica
reduzindo a peroxidagdo lipidica e aumentando a motilidade (DODARAN et al., 2015;
SHARAFI et al., 2015).

A hipotese deste trabalho foi que a aplicacdo de estresse controlado no sémen equino
poderia melhorar a criotolerancia modificando a produ¢ao de ERQO’s. Assim este estudo teve
como objetivo avaliar o potencial efeito protetor do estresse controlado fornecido por

diferentes pressdes negativas na criopreservagao do s€émen equino.

MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Pampa (nimero de protocolo: 012/2021)

Garanhoes

Foram utilizados 3 garanhdes da raca Crioula e 1 Puro Sangue de Corrida (PSC) com
idade média de 12,25 (= 5,49) anos. Todos os animais apresentavam saude reprodutiva. Os
animais foram mantidos em piquetes com pastagem de campo nativo, agua e sal mineral ad
libitun, sendo suplementados com 1,5% do seu peso vivo (PV) de concentrado. Antes do
inicio do experimento todos os garanhdes foram coletados (3 a 4 vezes) em dias alternados

para esgotar/renovar as reservas seminais extra gonadais.
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Coleta de sémen

As coletas de sémen (n=18) foram realizadas com vagina artificial (modelo Botucatu).
Os ejaculados foram obtidos entre os meses de marco a junho de 2021. Contudo, 5 destas
coletas foram descartados (2 por apresentarem presenca de urospermia, 1 por auséncia de
espermatozoides viaveis, 1 por erro de manipulacdo ap6s a colheita, 1 por ndo atingir os
parametros necessarios para ser aprovado). Imediatamente apos a coleta, o sémen foi diluido
em Botusémen® na propor¢do de 1:1 (mesma propor¢do de s€émen e diluente), e em seguida,
as amostras foram transportadas ao laboratorio em caixa térmica refrigerada a 15°C, ndo
ultrapassando 30min de transporte, onde foram avaliados levando em consideracao os
seguintes parametros: volume livre da fracdo gel > 30 ml, motilidade total > 70%,
concentragio > 100x10° sptz/ml e sem alteragdes fisicas macroscopicas. Também foram
realizadas as técnicas de coloragdo supra vital e patologia espermdtica para a aprovacao do
sémen para congelamento. As amostras aprovadas em todos os testes seguiram para posterior

processamento.
Analise pré-congelamento
Coloracao supravital — eosina / nigrosina

Para execucdo utilizou-se o método descrito em 1951 Swanson e Bearden leitura
realizada em microscopia com aumento de 400x, onde 200 células de cada tratamento foram
contadas.
Patologia espermatica

Para execucao utilizou-se o método de Cerovsky (1973), a leitura realizada em
microscopia com aumento de 1000 x, com auxilio de 6leo de imersdo, onde 200 células de

cada tratamento foram contadas e seus defeitos classificados quanto as patologias, tal técnica

serviu de base para o calculo do teste hiposmotico.
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Pressiao Negativa

O ejaculado foi distribuido de forma homogénea em tubos de 15mL conforme
grupos experimentais: Controle (sem exposi¢do a pressdo negativa), P200 (exposto a
pressao negativa de 200 mbar), P500 (exposto a pressao negativa de 500 mbar), P800
(exposto a pressao negativa de 800 mbar). A técnica de exposi¢do a pressao negativa
seguiu protocolo descrito por Casali et al. (2014) adaptado, através de uma bomba de
vacuo Vix® (%4 hp 60Hz.) acoplada a um camara de pressdo que forneceu uma
atmosfera de 200 a 800 mbar de acordo com os tratamentos. A curva de pressdo
respeitou o seguinte tempo de exposicao: subida da curva lenta gradual até chegar na
pressao desejada (5 min); manutencao na pressao desejada (5 min); descida da curva até
ser retomada a atmosfera ambiente (5 min). Apds o periodo de exposi¢cdo a pressdo

negativa o sémen seguiu o protocolo de congelamento.

Criopreservaciao do sémen

Ap6s o periodo de exposicdo a pressdo negativa, os tubos previamente identificados
(Controle, P200, P500 e P800) foram centrifugados em centrifuga de bancada (K-14-4000
KASVI®) a 600x G por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
diluente Botucrio® ajustando a concentracio espermatica em 100x10° sptz/ml.
Posteriormente, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 ml, lacradas com alcool
polivinilico e congeladas em maquina automatizada TK 3000 (TK tecnologia em congelacao,
Ltda., Minas Gerais, Brasil) com curva de resfriamento 0,5°C/min e congeladas com curva
de -20°C/ min at¢ atingir -60°C e a curva de -10°C/min entre -60°C e -100°C. Em seguido as
palhetas de sémen foram retiradas da maquina e imersas em nitrogénio liquido (-196°C) sendo

conservadas em botijoes até a data das avaliagdes.
Analises pés descongelamento
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA)
O CASA (Computer Assisted Sperm Analysis, AndroVision®, Minitube, Tiefenbach,

Alemanha) ¢ um sistema de hardware e software utilizado para visualizar, digitalizar e

analisar imagens sucessivas, fornecendo informagdes precisas, confidveis e significativas do
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movimento individual de cada célula, bem como, de subpopulagdes de células espermaticas.
As varidveis mensuradas foram as seguintes: motilidade total, motilidade circular, motilidade
rapida, motilidade lenta, motilidade local, motilidade progressiva e imoveis. Os padroes
utilizados para o ajuste do equipamento foram: 30 imagens/segundo com 60 Hz; tamanho de
particula capturado entre 4 e 75 um/m2; espermatozoides considerados iméveis <10 pm/s,
lentos <45 pum/s, médios de 45 a 80 um/s e rapidos acima de 80 pum/s.

Esta analise foi realizada em parceria com o laboratorio de reproducdo animal

(REPROLAB) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

O potencial antioxidante total (FRAP)

Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) ¢ um teste rapido, preciso e capaz de
reproduzir em condi¢des adversas que mede a capacidade dos antioxidantes para reduzir o
ferro férrico (Fe3+). A baixo pH, o excesso de Fe3+ na mistura da reacdo ¢ reduzido a forma
ferrosa, ao qual gera a formagao de cor que esta diretamente relacionada com a capacidade de
redu¢do da amostra. Neste ensaio, os antioxidantes presentes na amostra foram avaliados
como redutores do Fe+3 a Fe+2, o qual ¢ quelado pela 2,4,6-Tri (2-piridil)-s-triazina (TPTZ)
para formar o complexo Fe+2-TPTZ com absor¢do maxima em 593 nm (BENZIE; STRAIN,
1996).

Para a expressao dos resultados de usa a comparagdo com uma curva de antioxidante
conhecido, para tal, se utilizou de &cido ascorbico. Os valores sdo expressos em unidades

equivalentes ao acido ascorbico (EqAA).

Espécies reativas de oxigénio

Os niveis de espécies reativas foram determinados por um método
espectrofluorimétrico, usando 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCF-D)
(LOETCHUTINAT et al., 2005). As amostras foram incubadas em ambiente escuro com SuL.
de DCF- C (ImM). Foi monitorada a oxidagdo da DCF-D para diclorofluoresceina (DCF)
fluorescente pelas espécies reativas. A emissao da intensidade de fluorescéncia foi realizada
em 520 nm (com excitacdo de 488 nm) 60 minutos apds a adicio da DCF-D, em
Espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-5301PC. Os resultados foram expressos em UF

(unidades de fluorescéncia).
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Funcionalidade da Membrana — Teste Hiposmotico

Para tal, foi utilizada a técnica descrita por Jeyedran e colaboradores (1984),
utilizando solucdo hiposmotica, composta por agua destilada (1000ml) citrato de sodio
(7,35g) e frutose (13,5g). O sémen foi adicionado na proporc¢ao de 1:10 de solucdo, incubado
em banho-maria durante 1h a 37°C, a leitura realizada em microscopia com aumento de 400X,
e contadas um minimo de 200 células. O resultado foi expresso em porcentagem de

espermatozoides reativos ao teste.

RESULTADOS

Sistema de analise computadorizada

Os parametros de cinética espermatica obtidos pelo CASA em avaliagdo imediata
ap6s o procedimento de descongelamento, podem ser observados na tabela 1. Em nenhum
dos parametros mensurados foi observada diferenga estatistica entre os grupos controle e as

diferentes pressoes.

Tabela 1. Parametros de cinética de espermatozoides equinos obtidos pela analise computadorizada (CASA) nos
diferentes grupos (Controle — sem pressao; P200 — exposicéo a pressdo negativa de 200 mbar), P500 (exposi¢ao
a pressdo negativa de 500 mbar) e P800 (exposicdo a pressdo negativa de 800 mbar) pos descongelamento. Os

valores estdo expressos em (média (%) + desvio padrdo). P>0,05

Grupo Motilidade  Motilidade  Motilidade Iméveis Motilidade  Motilidade  Motilidade

total circular rapida lenta local progressiva
Controle ‘ 459 +£14,1  1,9+£1,2 6,7+3,7 54,0+14,1 20,3+10,2 16,8+6,5 28,7+13,6
P200 | 43,18+10,8  2,3+0,9 5,5+1,8 56,6+10,9 17,4+6,4 17,9+5,9 23,7+9,2
P500 | 45,0+12,1 2,4+1,0 6,0+4,2 54,9+12,1 16,8+7,4 18,2+6,6 26,3+9,5

P800 ‘ 4124132 1,621,2 4,123 58,7+13,1  15,38,9 19,9+8.1 20,7+£10,7

Integridade de membrana pelo teste hiposmotico

O percentual de espermatozoide com membrana intacta foram determinados através
do teste hiposmético. Como pode ser observado na tabela 2 o grupo P800 foi o que apresentou
menor percentual de células com membrana intacta (7,6+2,0) quando comparado aos demais

grupos. O grupo P500 apresentou o maior percentual de células com membrana intacta (18,0
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+ 4,1) sendo estatisticamente igual ao grupo Controle (17,6 + 4,1; p>0,05).

Ao compararmos os grupos com as diferentes pressdes, verificamos que o percentual
de células intactas do grupo P500 foi diferente dos demais (P200 [11.5+1,8] e P800 [7,6+2,0];
p<0,05).

Tabela 2. Resultado da integridade de membrana de espermatozoides equinos obtidos através do teste
hiposmotico nos diferentes grupos Controle (sem pressdo) P200 (exposi¢do a pressdo negativa de 200 mbar),
P500 (exposi¢do a pressdo negativa de 500 mbar) e P800 (exposicdo a pressdo negativa de 800 mbar) pos
descongelamento. Os valores estio expressos em (média (%) + desvio padrio). *° letras diferentes nas linhas
correspondem a diferenca estatistica (p<0,05)

GRUPO PERCENTUAL DE CELULAS INTACTAS
CONTROLE 17,6+ 4,1°

P200 11,5¢1,8"

P500 18,0+4,1°

P800 7,6+2,0 ¢

Avaliacao do estresse oxidativo (ERO’S e FRAP)

O status antioxidante foi avaliado para verificar se a submissdo do sémen equino
a um estresse controlado com diferentes pressdes negativas interfere na produgdo de
radicais livres. Nenhuma diferenga estatistica foi observada em relacao aos indicadores
de estresse oxidativo avaliados. Os resultados de ERO’s e FRAP estao demonstrados na
tabela 3 e grafico 1, respectivamente. O grafico 2, apresenta os resultados da FRAP,

levando em consideracdo a influéncia individual de cada um dos garanhdes.

Tabela 3. Efeito da submissao de estresse controlado pré-congelamento com diferentes pressdes negativas (P200,
P500 e P800) na producédo de espécies reativas ao oxigénio em espermatozoides equino no pos-descongelamento

imediato. Os dados estdo expressos como unidades de fluorescéncia (média UF + SD) p>0,05.

GRUPO MEDIA UF+SD
CONTROLE ‘ 17,5 £3,8
P200 ‘ 19,4+3,9
P500 ‘ 18,8+3,9
P800 ‘ 19,4:4,0



30

800+

6004 42233 42285 425,73 412,46 420,81

(1g Eq. AA)
1

g

o
L

pug equivalente ao acido ascoérbico

Grafico 1. Expressao do Potencial antioxidante total (FRAP) p6s descongelamento de espermatozoides equinos
submetidos a um estresse controlado com diferentes pressdes negativas (P200, P500 e P800) pré-

criopreservacao. Os dados estdo expressos como unidades equivalentes a pg de acido ascorbico (média pg + SD)
p>0,05
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Grafico 2. Expressdo do Potencial antioxidante total (FRAP) pos descongelamento de espermatozoides equinos
submetidos a um estresse controlado com diferentes pressdes negativas (P200, P500 e¢ P800) pré-
criopreservagdo. Os dados estdo expressos como unidades equivalentes a pg de acido ascorbico (média pg +
SD), quando levado em consideragdo o fator individual de cada garanhdo. > letras diferentes correspondem a
diferenga estatistica (p<0,05)
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DISCUSSAO

A utilizagdo de estresse subletal controlado vem sendo empregado como uma
abordagem alternativa para melhorar a criotolerancia de gametas e embrides em diferentes
espécies. Varias técnicas de geragdo do estresse subletal tem sido empregadas (estresse
osmotico, pressdo hidrostatica e pressdo negativa) com beneficios na protecdo celular. No
presente estudo foi utilizado a pressao negativa como forma de obtencdo protegdo celular. Os
resultados obtidos mostraram que a pressao de 500mbar ndo traz danos a células espermaticas
equinas, diferindo das demais pressdes, e sendo igual estatisticamente ao grupo controle.
Resultados semelhantes também foram obtidos por Casali et al. (2014) que utilizando a
pressao negativa de 500mbar verificaram melhora na taxa de fecundagdo in vitro heterdloga
com sémen de carneiro.

Embora o resultado de integridade de membrana tenha mostrado efeito diferencial
entre as pressdes, onde o grupo p500 demonstrou ndo ter um efeito negativo para a célula
espermatica quando comparado ao controle, este fato ndo foi observado na cinética
espermatica onde ndo houve diferenga entre o controle e os diferentes tratamentos. Resultado
diferentes foram encontrados por Pribenszky et al. (2006) que verificaram melhora na cinética
espermatica (motilidade progressiva) em espermatozoides suinos e bovinos submetidos a
estresse controlado. O que diferiu do presente trabalho para o realizado por Pribenszky et al.
(2006) foi a técnica de submissao do estresse que utilizou pressao hidrostatica positiva. No
presente estudo foi utilizada pressao negativa, o que pode ter influenciado nos resultados.
Neste sentido a comparacao da resposta celular mediante diferentes técnicas de exposicao a
estresse controlado deve ser melhor estudada.

A hipotese de que a submissao dos espermatozoides equinos a um estresse controlado
fornecido por pressao negativa modificaria a formacdo de ERO’s foi refutada. Nao foi
observada alteracdo no potencial antioxidante total (FRAP — grafico 1) bem como na
formacdo de espécies reativas ao oxigénio (ERO’s — tabela 3) nas amostras estudadas.
Fisiologicamente, as vias metabolicas de fosforilagdo oxidativa, provocam a alta produgao de
ERO’s no sémen equino e o seu desequilibrio esta relacionado com a capacidade oxidante
(FERRUSOLA et al., 2010).

O metabolismo dos espermatozoides equinos ¢ diferente dos observado em bovinos,
suinos e ovinos. Apesar da presenca bem caracterizada de proteinas transportadoras de glicose
no sémen equino, ha uma diferenga entre as espécies. Nos equinos a demanda energética nao

¢ atendida por vias glicoliticas, mas sim, usando a fosforilacdo oxidativa. Assim, ha
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modificacdo na formacdo de ERO’s durante o consumo de ATP, devido a cadeia de transporte
de elétrons mitocondriais durante a fosforilagao oxidativa (GIBB et al. 2014; MORRELL et
al., 2008; HALLIWELL et al., 2003). Este fato pode ter influenciado os resultados do
presente trabalho.

Ball et al. (2001) verificaram que a baixa qualidade seminal tem correlagdo com a
produgdo de ERO’s. Espermatozoides com metabolismo e atividade de fosforilagdo oxidativa
elevados, aumentam a producdo de ERO’s e peroxidagdo lipidica, melhorando as taxas de
fecundacao (GIBB et al., 2014). Esta correlagdo em humanos ndo ¢ observada onde a
elevagdo da produ¢do de ERO’s diminui a taxa de fertilidade (AITKEN et al., 1897). No
presente estudo ndo foi observada alteracdo significativa na quantidade de ERO’s e potencial
antioxidante total nas amostras estudas. Uma hipotese para este fato foi que a injuria causada
pela exposicdo a pressao negativa ndo foi suficiente para causar um desequilibrio entre a
producdo de ERO’s e a capacidade antioxidante. Outro aspecto importante a ser levado em
consideracdo foi que o diluente comercial utilizado apresenta grandes quantidades de
antioxidantes o que pode ter influenciado nos resultados.

Um aspecto relevante que deve ser considerado quando se trabalho com garanhdes
refere-se a resposta individual na produgdo espermatica, viabilidade seminal, congelabilidade
e consequente fertilidade. Os resultados de FRAP mostraram diferenga na resposta do
garanhdo frente ao tratamento P200. Porém este fato ndo foi observado nos demais
parametros observados. A funcionalidade de membrana foi afetada, indicando que a pressao
negativa leva a um carga de estresse, uma vez que 800mbar, apresenta a € menor taxa, de
células vidveis durante o teste hiposmdtico, 0 mesmo que a pressdo negativa de 200mbar,
causado uma perda na funcionalidade de membrana quando comparada ao grupo controle, a
pressao intermediaria (P500), apresenta niveis de funcionalidade iguais ao grupo controle,

contudo, observa-se uma variagdo individual o grupo P200 na capacidade antioxidante total.

CONCLUSAO

A submissdo de pressao negativa como forma de estresse controlado nao alterou a
produgdo de ERO’s, capacidade antioxidante total e cinética dos espermatozoides equinos.
A pressdao negativa gera um estresse que afeta a funcionalidade de membrana. E a P500
apresenta-se como a melhor op¢do entre as diferentes pressdes estudadas, ndo sendo
prejudicial a célula espermatica. Contudo mais estudos devem ser realizados para melhor

entender e desvendar os mecanismos da técnica.
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5 CONCLUSAO

O uso da pressdao negativa afim de promover um estresse controlado, ndo alterou a
producdo de ERO’s, cinética espermatica e capacidade antioxidante total em espermatozoides
equinos.

O estresse gerado pela pressao negativa afeta a funcionalidade de membrana. E a
melhor opcdo entre as diferentes pressoes estudadas foi a de 500mbar.Mesmo assim se faz
necessaria a realizacdo de estudos com um maior nimero de individuos e repeticdes para
determinagdo de conclusdes definitivas sobre o efeito do estresse controlado induzido por

pressao negativa na congelabilidade de espermatozoides equinos.

6 PERSPECTIVAS

e Os garanhdes utilizados nesta pesquisa foram animais adultos, saudéaveis, com histérico
comprovado na reprodugdo e parametros de motilidade seminal desejaveis em exame
andrologico. Mais estudos podem ser realizados verificando o efeito deste modelo de
estresse controlado em animais com baixa qualidade seminal.

e A utilizacdo do modelo de estresse controlado, com um espago maior entre a exposicao a
injuria e o protocolo de congelamento poderia ser uma alternativa, visando o efeito de
resposta da capacidade antioxidante frente a producdo de ERO’s, tal protocolo, deve ser

testado em um estudo futuro.
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