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1. INTRODUGAO

A biotécnica de resfriamento de sémen equino é amplamente utilizada na
reproducio, pois permite maior flexibilidade no transporte e utilizagdo das doses
inseminantes (SAMPER, 2009). Apesar das vantagens, a redugao da temperatura
pode comprometer a qualidade espermatica, especialmente no que diz respeito a
motilidade e a capacidade de deslocamento progressivo, fatores diretamente
associados ao potencial fecundante (ARRUDA et al., 2019).

A analise cinética dos espermatozoides, realizada por meio de sistemas
computadorizados como o CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), fornece
parametros objetivos e detalhados sobre motilidade total, progressiva,
velocidades e padrées de deslocamento. Essas variaveis sdo fundamentais para
a avaliagao da viabilidade funcional do sémen resfriado e para a predi¢ao do seu
desempenho em programas de inseminagao artificial (CONTRI et al., 2010;
NEILD et al., 2019).

A fosfolipase C (PLC) desempenha papel central em diferentes vias de
sinalizagao celular, especialmente na regulagdo do calcio intracelular e na
modulacdo da motilidade espermatica (BREITBART, 2002). O inibidor U73122
tem sido amplamente utilizado em modelos experimentais para elucidar a fungéo
da PLC em processos fisiolégicos (MISHRA et al., 2020). No entanto, seu efeito
durante o resfriamento do sémen equino ainda nao foi investigado. Cabe destacar
que o processo de criopreservacao de sémen equino ja vem sendo estudado pelo
nosso grupo de pesquisa, em parceria com a UENF (COSTA, 2025), o que
refor¢a a continuidade e a relevancia desta investigacao.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do
U73122, inibidor da PLC, sobre os parametros cinéticos dos espermatozoides de
sémen equino resfriado pelo periodo de duas horas.

2. METODOLOGIA

Amostras de sémen de cinco garonhdes da raga Crioulo foram coletados por
vagina artificial e diluidas em meio de refrigeracdo. Foram estabelecidos quatro
tratamentos: controle (sem adi¢cdo do U73122), 10 uM, 20 uM e 30 uM do inibidor
da PLC. Cada amostra foi dividida em quatro fragdes iguais e acrescidas das suas
respectivas concentragcbes do U73122. As amostras foram armazenadas durante
duas horas a 22°C. Na sequéncia, foi realizada a andlise cinética de forma
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objetiva pelo sistema computadorizado CASA, avaliando motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP), parédmetros de deslocamento (amplitude de
deslocamento absoluto- DAP; deslocamento da curva lateral- DCL; deslocamento
em linha reta- DSL), parametros de velocidade (velocidade no percurso médio-
VAP; velocidade curvilinea- VCL; velocidade em linha reta- VSL), indices de
movimento (retilinearidade- STR; linearidade- LIN; oscilagdo- WOB), além de
amplitude lateral de cabeca (ALH) e frequéncia do batimento flagelar (BCF). Os
dados foram tabulados no sotware Microsoft Excel® (Microsoft Corporation, 2018)
e, posteriormente submetidos ao teste de Dunn, considerando o nivel de
significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicao do inibidor da fosfolipase C (U73122) ao sémen equino resfriado
comprometeu de forma significativa e progressiva os parametros de motilidade e
cinética espermatica (Tabela 1). No grupo controle, sem adigdo do composto,
foram observados os maiores valores de motilidade total e progressiva, além de
velocidades médias compativeis com padrbes descritos para a espécie em
condigdes de resfriamento (FERREIRA et al., 2019). A concentragédo de 10 uM
resultou em queda desses indices, embora ainda fosse possivel observar
porcentagem relevante de células moveis. Esse comportamento sugere que, em
baixa dose, o inibidor interfere no movimento, mas ndo impede totalmente a
atividade flagelar.

A partir da concentracédo de 20 pM, a motilidade apresentou redugao
drastica, aproximando-se de valores minimos. No tratamento com 30 pM,
praticamente ndo houve movimento espermatico, com parametros proximos a
zero. A analise estatistica confirmou esse efeito dose-dependente, separando os
tratamentos em grupos distintos: o controle diferiu significativamente de 10 uM,
enquanto 20 e 30 uM formaram o grupo de menor desempenho. A linearidade
destacou-se como o parametro mais sensivel, apresentando diferenca
significativa entre todos os tratamentos, o que evidencia prejuizo na
progressividade do movimento mesmo em doses baixas do U73122.

Esses resultados estdo de acordo com estudos que demonstram a
importancia da sinalizacdo por calcio na motilidade espermatica. A PLC atua na
geragéao de inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), moléculas envolvidas na
mobilizagdo do calcio intracelular (SUZUKI et al., 2017). Como o calcio é
essencial para o batimento flagelar e manutengcdo do movimento progressivo, sua
reducao ou bloqueio repercute diretamente na qualidade da cinética espermatica
(AMANN; GRAHAM, 2015). Em equinos, ja foi relatado que alteragbes na
homeostase de calcio estdo associadas a queda da motilidade durante o
armazenamento do sémen (OLIVEIRA et al., 2021), o que refor¢ga os achados do
presente estudo.

Portanto, a agdo do U73122 confirma que a PLC exerce papel fundamental
na manutencado da motilidade em espermatozoides equinos. A redugao gradual e,
em concentracdes elevadas, quase completa da motilidade, evidencia que essa
via de sinalizagao ¢é indispensavel para o movimento flagelar. Esses achados néo
apenas contribuem para o entendimento da fisiologia espermatica, mas também
demonstram o potencial do U73122 como ferramenta experimental em pesquisas
de reproducdo animal.
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. Tratamentos
Parmmetros
Cingticos. S ot Tl L)
MT 675+0914 397+107% 84+203°¢ 17:1307
MP 58,5+ 0,864 256+133% 53:135°¢ 122136€
DAP 356086 182:030°% 64 £104% 1,72082°
DCL 719+1,77% 390+0718% 121+£217¢ 34+163°
DSL 239+058% 116+032% 43+068° 1,2:053°
VAP 79,3+ 1,924 388:063°% 146+234C 40+190°
VCL 159,5 +4,09° 82,9:152% 26824,63C 79=2377°
VsL 533+ 1,334 248+0,70% 99+161C 28+124¢
STR 0,6+570%% 06+857%4 03+0488 0,1+0,038
A 0,3+249°% 03+400°% 02:003° 005+002°
WoB 05+207%% 05254434 02200485 0,060,028
ALH 41+007% 24:0048 12:019¢ 04:015°¢
BCF 30,6+ 0,334 283:030% 102:170% 321406

Tabela 1. Valores médios (x erro padrdo da média) dos parametros
cinéticos de espermatozoides equinos submetidos ao resfriamento e
tratados com diferentes concentragdes do inibidor da fosfolipase C
(U73122). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos pelo teste de Dunn (p < 0,05).

4. CONCLUSOES

A adicido do inibidor U73122 ao sémen equino resfriado promoveu efeito
negativo e dose-dependente sobre a motilidade e cinética espermatica.
Concentragdes de 20 e 30 uM praticamente inibiram a motilidade, evidenciando
que a PLC é essencial para a manutengdo da movimentagao flagelar. Esses
resultados reforcam a importancia das vias de sinalizacdo dependentes de calcio
na fisiologia espermatica e destacam o U73122 como ferramenta experimental
para elucidar mecanismos moleculares envolvidos na motilidade.
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