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1. INTRODUCAO

A biotecnologia da reproducédo se coloca como uma importante ferramenta
a servico da equideocultura mundial, como instrumento direto do melhoramento
genético. Dadas as vantagens proporcionadas pela inseminacao artificial (1A), esta
talvez seja a biotecnologia com maior impacto na produgcédo equina, pois um
reprodutor pode deixar centenas de descendentes ao longo de sua vida reprodutiva
guando a IA é usada eficientemente (CANISSO et al, 2008).

A inseminacdo artificial em equinos é largamente praticada em todo o
mundo, € a maneira mais comumente usada nessa espécie é mediante o
resfriamento e transporte de sémen (LOOMIS, 2006). O aumento da demanda nos
sistemas de criacdo equina levou a necessidade do desenvolvimento de técnicas
gque possibilitassem um maior e melhor aproveitamento do potencial produtivo e
reprodutivo de vérias espécies domésticas (BRANDAO, 2008). A criopreservacgio
do sémen é uma dessas técnicas, que vieram para facilitar e otimizar a producao

A criopreservacao do sémen proporciona varias vantagens, como aumento
da disponibilidade de espermatozoide, facilitando os trabalhos de reproducao
assistida. Outras vantagens séo: a otimizacdo do uso de garanhfes com sémen,
mesmo fora da estacdo de monta e a quebra das barreiras geogréficas, que torna
possivel a remessa de sémen para qualquer parte do mundo (BARRETO at al.,
2008).

Apesar da eficiéncia comprovada do efeito do diluidor & base de gema de
ovo sobre a qualidade espermatica e da possibilidade de pasteurizacao desse
produto, sua substituicdo por um produto que ndo seja de origem animal seria o0
mais indicado (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 2000). Recentes estudos
sugerem que dentre os componentes da gema de ovo aqueles que possuem acao
crioprotetora sdo a fosfatidilcolina (lecitina), os fosfolipidios e as lipoproteinas
(ZAFFALON, 2009). Existe um consenso entre estes estudos de que a lecitina
forneca uma protecéo ao espermatozoide durante o choque frio e a congelacéo.

A lecitina é uma fosfatidilcolina poli-insaturada, que contém componentes
basicos para as funcbes energéticas e estruturais de todas as membranas
biolégicas. S&o indispensaveis para os mecanismos de diferenciagéo, proliferagdo
e regeneracao celular. A lecitina pode ser extraida dos gréos de soja, sendo uma
mistura complexa de fosfolipideos, triglicerideos e outras substancias derivadas
dos processos de refinamento do o0leo (SEIDMAN et al., 2002).

O objetivo deste trabalho é de que compostos de fosfatidilcolina de soja, em
diferentes concentracdes, podem agir como crioprotetores estabilizadores de
membrana plasmética e antioxidantes durante o resfriamento a 5 °C do sémen
equino, resultando em maior eficiéncia na manutencéo da qualidade espermatica.
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2. METODOLOGIA
Produgéo dos lipossomas

Para produgéo dos LIPO foram utilizadas lecitinas de soja desengorduradas
com diferentes teores de fosfatidilcolina, comercialmente denominadas Lipoid S75
(>75% m/m fosfatidilcolina, 10-18% m/m fosfatidiletanolamina, <4% m/m
lisofosfatidilcolina e <3% w/w triacilglicerdis).

A producéo de lipossomas foi realizada pelo método de injecdo de etanol,
conforme metodologia proposta por MICHELON; MANTOVANI; SINIGAGLIA-
COIMBRA; DE LA TORRE et al. (2016). Para realizacao desse processo 5 mL de
uma dispersao etanolica contendo os fosfolipidios (156 mg/mL) foi injetada em45
mL de &gua Milli-Q (1:10 v/v) através de bomba peristaltica a uma vazéo de
alimentacdo de 10 mL/min, com agitacdo mecanica e temperatura mantidas
constantes em 500 rpm e 40°C, respectivamente. Apos a alimentacdo completa da
disperséo etanolica contendo os fosfolipidios, a disperséo aquosa final contendo os
lipossomas formados (15,6mg/mL) foi refrigerada a 8°C para consolidagdo das
estruturas formadas e sua posterior caracterizacao.

O sémen era coletado e diluido com diluente BotuFlex na Hartwig Fertilidade
Equina e enviado ao Laboratério de Andrologia da Faculdade de Veterinaria. Na
chegada das amostras elas eram quantificadas e identificadas, apés isso era
adicionados os lipossomas nas concentracdo de 4uL e volumes de 10mm, 20mm
e 150mm, a estabilizacdo da temperatura em 20°C, e ap0s a curva de resfriamento
(0,5C/min), sendo posteriormente mantidas em refrigeracédo a 5°C.

As avaliagbes com o grupo controle foram realizadas assim que terminamos
de organizar os tratamentos, apds a diluicdo do lipossomas as amostras forama
acondicionadas na caixa térmica MiniTube e foram analisadas ap6s 48h e 96h.Uma
aliquota de 5uL de cada amostra foi alocada em um microtubo e adicionadas as
sondas para analise de citometria de fluxo.

Citometria de Fluxo

As andlises de citometria de fluxo foram realizadas no aparelho
AcousticFocusingCytometer (Attune®, California, EUA), equipado de laser azul
(Argon 488 nm) e violeta (UV 450 nm). As sondas fluorescentes utilizadas neste
estudo foram obtidas da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). As fluorescéncias verde,
laranja e vermelha foram lidas com fotomultiplicador (PMT) BL1 (filtro 530/30), BL2
(filtro 575/24) e BL3 (filtro > 640), respectivamente. A estabilidade de fluorescéncia
do citbmetro foi testada diariamente utilizando solugdo padréo (Invitrogen, CA,
EUA).

Foram selecionados 20,000 eventos espermaticos por amostra, com uma taxa
de fluxo de 200 células/s. De forma a determinar a populacdo espermética, debris
celulares e outros eventos ndo espermaticos foram eliminados com base nos
gréaficos de dispersdo FSC x SSC (PERRY; CORCINI; ANCIUTI; OTTE et al., 2019),
através da exposicado ao Hoescht 33342 (2 mM), sendo o fluorocromo detectado
com PMT VL1 (filtro 450/40). Os resultados foram obtidos com AttuneCytometric
Software V 2.1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 temos os dados referente a andlise das amostas apds 48 horas
de refrigeracdo a 5°C com os tratamentos em diferentes volumes de lipossomas
S75 nas concentragdes de 4ulL.
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Tabelal — Analise das amostras apds 48 horas de refrigeracéo.

Trat ACRO ROS LPO RUP FUNC

1 26,61+ 1,12¢ | 134,85+24,93* | 88,32+1,60° 30,48+0,99%¢ | 38,66+1,908
2 33,23+2,40%® | 140,02+24,49 | 90,06+0,9346¢ | 28,75+1,22*8 | 35,84+1,308
3 32,46+2,89%¢ | 151,48+27,39* | 91,76+0,334 30,11+1,75%8 | 41,05+3,51°
4 33,74+2,458 | 152,14+24,49* | 90,97+0,48% | 28,08+1,42*8 | 39,33+3,47°

Letras maiusculas distintas (A-B-C) na coluna indicam diferenca estatistica
entre os tratamentos. Siglas: Acro: reacdo acrossomal; LPO: niveis de peroxidacao
lipidica; ROS: producéao intracelular de espécies reativas de oxigénio; RUP: ruptura
celular e FUNC: Funcionalidade da membrana Tratamentos: O primeiro tratamento
(T1) é o controle, onde é 0 sémen com o diluente; T2: 4uL de S75 de 10mm; T3:
4uL de S75 de 20mm; T4: 4uL de S75 de 150mm.

No que se refere ao acrossoma, foi observada uma diferenca significativa no
tratamento 1 difere dos tratamentos 2 e 4, indicando uma maior incidéncia de lesbes
na integridade acrossomal. A peroxidacdo lipidica (LPO) mostrou-se proporcional
ao nivel de dano na membrana espermatica, destacando-se que o tratamento 1
diferiu dos tratamentos 3 e 4. Em relacdo a ruptura da membrana (RUP) e
funcionalidade da membrana (FUNC) ndo apresentaram diferenca significativa.

Na tabela 2 temos os dados referentees a andlise das amostrar apds 96
horas de refrigeracdo a 5°C com os tratamentos em diferentes volumes de
lipossomas S75 nas concentracdes de 4uL.

Tabela 2- Andlise das amostras apds 96 horas de refrigeracéo.

Trat | ACRO ROS LPO RUP FUNC

1 31,79+3,528 | 164,67+35,44* | 83,95+2,695¢ | 25,76+1,46¢ | 42,18+5,30%8
2 38,94+3,228 | 133,59+23,26* | 90,52+1,48* | 28,88+2,8245¢ | 48,99+5,39"8
3 40,40+4,22%8 | 133,93+25,72* | 90,95+0,79~ | 35,86+4,22* | 46,62+4,73"°
4 36,41+3,04%8 | 155,01+28,32~ | 88,73+1,51 | 28,86+1,73*6¢ | 39,89+3,928

Letras maiusculas distintas (A-B-C) na coluna indicam diferenca estatistica
entre os tratamentos. Siglas: Acro: reacdo acrossomal; LPO: niveis de peroxidacao
lipidica; ROS: producéao intracelular de espécies reativas de oxigénio; RUP: ruptura
celular e FUNC: Funcionalidade da membrana Tratamentos: O primeiro tratamento
(T1) é o controle, onde é 0 sémen com o diluente; T2: 4uL de S75 de 10mm; T3:
4uL de S75 de 20mm; T4: 4uL de S75 de 150mm.

Na integridade acrosomal e na producéo intracelular de espécies reativas de
oxigénio apresentadas na tabela 2, ndo apresentaram diferenca significativa. A
peroxidacao lipidica (LPO) esta correlacionada com o nivel de dano a membrana
espermética; portanto ndo foram detectados danos significaivos. Em relacdo a
ruptura da membrana, o tratamento 1 diferiu do tratamento 3 enquanto a
funcionalidade da membrana foi distinta apenas no tratamento 4. Estes resultados
indicam que os lipossomas testados apresentam uma acgéao crioprotetora, conforme
observado por esses parametros.

Em ambas as tabelas, ndo houve diferenca significativa no ROS em nenhum
dos tratamentos avaliados neste estudo. Nos espermatozoides criopreservados, a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ocorre devido ao choque térmico
e a exposicao a oxigenagado atmosférica, 0 aumento dos niveis de ROS resulta em
um desequilibrio entre os radicais livres e os antioxidantes presentes no fluido
seminal (MEDEIROQOS, et al. 2002). Elevadas concentracdes de ROS aumentam a
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lipoperoxidacéo das membranas lipidicas, inviabilizando as enzimas glicoliticas e
podem levar os espermatozoides a capacitacao, resultando em niveis extremos de
deterioracdo espermatica (ALVAREZ, et al.,1993; LECLERC, et al., 1997).

4., CONCLUSOES

Podemos concluir que uso de lipossomas de fosfatidilcolina de soja, nao
obteve a producao de espécies reativas de oxigénio intracelular no sémen equino
resfriado. Contudo,0 uso do lipossoma S75 mostrou-se com menor potencial
crioprotetor. Evidenciando a necessidade de mais pesquisas para buscar outras
concentracbes que mostrem-se vidveis para utilizacdo de lipossomas na
criopreservacao de sémen equino.
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