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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adicdo de plasma seminal de garanhfes de alta e baixa
fertilidade sobre a congelabilidade e a viabilidade de espermatozoides do ejaculado (EJ) e do epididimo (EP)
de garanhdes subférteis. Foram utilizados seis garanhdes com historico de subfertilidade. Apos coleta,
espermatozoides do ejaculado foram divididos em trés aliquotas: BotuSémen® (EJ-CT); plasma seminal de alta
qualidade espermatica (EJ-PS1); e plasma seminal de baixa qualidade espermatica (EJ-PS2). O mesmo
protocolo foi realizado com espermatozoides da cauda do epididimo apds orquiectomia (EP-CT; EP-PS1; EP-
PS2). Foram realizadas avaliages da cinética espermatica pelo CASA e analises de integridade de membrana,
acrossoma, fragmentacéo de DNA, capacitacdo espermatica e peroxidacéo espermatica por citometria de fluxo.
Né&o foram observadas diferencas na cinética espermética entre EJ e EP, logo ap6s a descongelacdo. Porém, foi
observada maior (P<0,05) porcentagem de células com membranas plasmatica e acrossomal integras nos
grupos EP (EP-CT:31,7+7,5b; EP-PS1:35,2+7,0b; EP-PS2:33,9+7,2b) em comparagdo aos grupos EJ (EJ-
CT:15,1+4,9a; EJ-PS1:11,744,5a; EJ-PS2:13,1+5,2a). Adicionalmente, foram observadas diferencas no indice
de fragmentacdo de DNA (EJ-CT:2,6+0,6a; EJ-PS1:2,4+0,8a; EJ-PS2:3,0+0,8a; EP-CT:1,4+0,4b; EP-
PS1:1,2+0,3b; EP-PS2:1,3+0,2b). Concluiu-se que a adigdo de 20% de plasma seminal, oriundo de animais
férteis ou subférteis, previamente a congelacdo de espermatozoides epididimarios de animais subférteis ndo
interfere na qualidade espermatica.
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare the effect of the addition of seminal plasma from high and low fertility
stallions on sperm viability of frozen-thawed sperm cells from ejaculate and from epididymal tail of subfertile
stallions. Six stallions with a history of subfertility were used. After collection, ejaculate spermatozoa were
divided into three aliquots: Botu-Semen® (EJ-CT); High-quality seminal plasma (EJ-PS1); Low-quality
seminal plasma (EJ-PS2). The same was done with sperm cells from epididymis tail after orchiectomy (EP-CT;
EP-PS1; EP-PS2). Evaluations of sperm kinetics were assessed by CASA and membrane and acrosome
integrity, DNA fragmentation, sperm capacitation and sperm peroxidation were assessed by flow cytometry.
After thawing, no differences were observed between ejaculated sperm (EJ) and epididymal sperm (EP) in any
CASA evaluations. However, higher (P< 0.05) percentage of cells with intact plasma and acrossomal
membranes was observed in EP groups (EP-CT:31.7+£7.5b; EP-PS1:35.2+7.0b; EP-PS2:33.9+7.2b) compared
to EJ groups (EJ-CT:15.1+4.9a, EJ-PS1:11.7+4.5a, EJ-PS2:13.145,2a). In addition, differences in DNA
fragmentation index were observed (EJ-CT:2.6+0.6a; EJ-PS1:2.4+0.8a; EJ-PS2:3.0+0.8a; CT:1.4+0.4b; EP-
PS1:1.2+0.3b; EP-PS2:1.31£0.2b). It was concluded that the addition of 20% seminal plasma from fertile or
subfertile animals prior to the freezing of epididymal spermatozoa from subfertile animals does not interfere in
sperm quality.
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INTRODUCAO

A medida que os espermatozoides passam pelo
epididimo, eles sofrem importantes alteragdes
morfofuncionais. O efeito fisioldgico da
aquisicdo de macromoléculas nesse trajeto ndo é
completamente elucidado, mas é requerido para
0 desenvolvimento de motilidade e capacidade
fecundante (Jones, 1998), de modo que melhores
taxas de fertilizacdo sdo obtidas utilizando
espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo quando comparado a amostras
coletadas da cabecga e do corpo (Holtz e Smidt,
1976).

Apo6s a maturagcdo, 0s espermatozoides sdo
armazenados na cauda do epididimo e, ao serem
ejaculados, sofrem diversas transformacbes na
membrana devido ao contato com a secrecdo
proveniente das glandulas acessérias (Boué et
al., 1996). O plasma seminal corresponde a um
fluido produzido pela rete testis, epididimo e
glandulas acessorias. Esse fluido é expelido em
fracdes durante a ejaculacdo e tem a funcéo de
transportar e fornecer substratos metabolicos
importantes para o0 desenvolvimento dos
espermatozoides, além de participar do processo
de maturacdo espermatica (Troedsson et al.,
2005). Entretanto, o efeito da adi¢do do plasma
seminal ao sémen é contraditdrio, tendo em vista
a grande \variabilidade na composi¢do
bioguimica desse fluido entre garanhdes (Aurich
et al., 1996; Love et al., 2010; Guasti et
al.,2012a).

Diversos estudos tém questionado a necessidade
do plasma seminal no processo de fecundacéo, ja
que espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo, que ndo possuem contato com essas
secrecBes, foram capazes de fertilizar o ovécito
(Papa et al., 2008; Monteiro et al., 2011g;
Monteiro et al., 2011b), podendo apresentar alta
taxa de concepcdo. Além disso, algumas
pesquisas relataram que o plasma seminal pode
causar prejuizos relacionados a fertilidade e
congelabilidade espermatica (Moore e Hibbit,
1976; Aurich et al., 1996).

Monteiro et al. (2011b) demonstraram que
parametros da cinética de espermatozoides
epididimarios melhoraram consideravelmente
apos centrifugacdo seguida da adicdo de meio
diluidor para congelacdo de sémen equino
(BotuCrio™). Isso porque a diluicdo do fluido
epididiméario, com plasma seminal ou com
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diluidores de sémen, permite o inicio da
motilidade espermatica e a ativagdo de seu
metabolismo (Turner e Reich, 1985).

Alguns garanhdes apresentam sémen com baixa
capacidade de refrigeracdo e/ou congelagéo,
provavelmente por alteracfes nas composicoes
proteicas efou lipidicas das membranas
espermaticas. Componentes presentes no plasma
seminal podem se incorporar a membrana
espermatica, tornando o sémen mais (ou menos)
resistente aos processamentos envolvendo
reducdo da temperatura seminal (Hartwig et al.,
2014).

Considerando a hip6tese de que o plasma
seminal de animais de baixa fertilidade interfere
negativamente na qualidade espermética, o
objetivo do presente estudo foi comparar o efeito
da adicdo de plasma seminal proveniente de
garanhdes de alta e baixa fertilidade sobre a
congelabilidade e a  viabilidade  dos
espermatozoides do ejaculado (EJ) e daqueles
recuperados da cauda do epididimo (EP) de
garanhdes subférteis.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Unesp (Botucatu, SP), sob protocolo no 37/2010-
Ceua. Foram utilizados seis garanhdes com
historico de subfertilidade, de diferentes racas
(trés Mangalargas Paulista, dois Mangalargas
Machador e um Lusitano). Os animais
apresentavam entre cinco e 10 anos de idade e
pardmetros de motilidade total e progressiva
menores que 50% e 25%, respectivamente.

Inicialmente, trés ejaculados de cada garanhdo
foram coletados com intervalo de dois dias, com
0 objetivo de eliminar possiveis células
degeneradas da cauda do epididimo, ducto
deferente e ampola, visando estabilizar os
parametros espermaticos. Os seis animais foram
utilizados nos grupos 1 (EJ) e 2 (EP), sendo,
portanto, seus proprios controles.

No grupo 1 (EJ), foram coletados, com intervalo
de uma semana, dois ejaculados de cada
garanhdo utilizando-se vagina artificial. Apos a
retirada da fracdo gelatinosa, a amostra seminal
foi diluida na proporcéo 1:1 (v/v) com diluente
BotuSémen® (diluidor para manutencdo de
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sémen equino a base de leite, Botupharma Ltda.,
Brasil) e dividida em trés aliquotas, as quais
foram acrescidas de 20% (v/v) com os seguintes
meios: BotuSémen® (EJ-CT); plasma seminal de
garanhdes com alta qualidade espermatica (EJ-
PS1); plasma seminal de garanhfes com baixa
qualidade espermatica (EJ-PS2).

Todas as amostras foram incubadas por 15min a
37°C e posteriormente centrifugadas a 600xg por
10min. O sobrenadante foi desprezado, e o
“pellet”  ressuspendido com o diluente
BotuCrio® (diluidor para congelagdo de sémen
equino contendo glicerol, Botupharma Ltda.,
Brasil), na concentragdo de  100x10°
espermatozoides totais por mL.

Apo6s o envase, as palhetas de 0,5mL foram
colocadas em geladeira e permaneceram na
temperatura de 5°C por 20min. Posteriormente,
foram acondicionadas em caixa isotérmica com
capacidade de 45 litros, preenchida com
nitrogénio liquido até a marca de 3,5cm de
altura. As  palhetas  ficaram  dispostas
horizontalmente a 6,0cm do nivel do nitrogénio
liquido por 20min e, ap6s esse periodo, foram
imersas nele.

Uma semana apés a Ultima coleta de sémen com
vagina artificial, os garanhdes foram submetidos
a orquiectomia bilateral. Imediatamente apds o
procedimento, realizou-se a coleta dos
espermatozoides da cauda do epididimo pela
técnica de fluxo retrégrado descrita por Garde et
al. (1994). Em seguida, o ducto epididimario foi
lavado injetando-se o diluente (BotuSémen®) no
lumen dele, fazendo com que os espermatozoides
fossem carreados pelo diluente.

Apbs a recuperagdo dos espermatozoides do
epididimo (EP), as amostras seminais foram
diluidas até atingirem a concentracdo de
80x10%/mL, com o diluente BotuSémen®.
Posteriormente a amostra seminal foi dividida
em trés grupos, e cada grupo acrescido de 20%
(v/v) com os seguintes meios: BotuSémen® (EP-
CT); plasma seminal de garanhfes com alta
qualidade espermaética (EP-PS1); plasma seminal
de garanhdes com baixa qualidade espermatica
(EP-PS2). Apo6s adicdo, as amostras foram
incubadas por 15min a 37°C. A congelacéo dos
espermatozoides do epididimo apds a coleta
seguiu 0 mesmo protocolo descrito para a
congelacdo do sémen do ejaculado (EJ),
anteriormente descrito.
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Embora exista grande divergéncia quanto a
influéncia do plasma seminal nas taxas de
fertilidade, alguns autores  demonstraram
necessaria a manutencdo de 5 a 20% desse
componente do ejaculado para aumentar a
viabilidade dos espermatozoides (Jasko et al.,
1992; Loomis, 2006). Assim, o presente estudo
baseou-se na maior concentracdo referenciada, a
fim de avaliar o efeito da adi¢do do componente.

Para a coleta de plasma seminal, foram utilizados
seis garanhdes subférteis no grupo de baixa
qualidade seminal (sémen fresco com motilidade
total <50% e historico de fertilidade <20%) e
seis garanhdes férteis no grupo de alta qualidade
seminal (sémen fresco com motilidade total
>80% e fertilidade >80%). Apds a coleta do
sémen com vagina artificial, o ejaculado foi
centrifugado em tubos plasticos de 15mL a
1000xg por 15min, repetindo-se o procedimento
por trés vezes, trocando-se o frasco sem
ressuspensdo do pellet. O sobrenadante final foi
envasado em criotubos e congelado em freezer a
-20°C. Previamente & adi¢do do plasma seminal
aos espermatozoides, as amostras de plasma
seminal foram mantidas em banho-maria até
atingirem a temperatura de 37°C e, somente
nesse momento, foram adicionadas aos
espermatozoides.

Os espermatozoides coletados com vagina
artificial e da cauda do epididimo foram
avaliados pelo método CASA (aparelho
Hamilton Thorne Research; HTM IVOS, EUA)
imediatamente ap0s a incubagdo (M1) e
imediatamente apés a descongelagdo (M2). Para
avaliacdo das amostras descongeladas, utilizou-
se banho-maria a 46°C por 20 segundos
(Dell’Aqua Jr. et al., 2001). Os seguintes
pardmetros da cinética espermética foram
avaliados: motilidade total (MT; %), motilidade
progressiva (MP; %) espermatozoides rapidos
(RAP; %), velocidade progressiva (VSL; um/s) e
velocidade de trajeto (VAP; um/s).

Todas as andlises de citometria de fluxo foram
realizadas no sémen apds a descongelacdo das
palhetas a 46°C por 20s (M2), com excecdo da
avaliacdlo da integridade de membrana
plasmética, que foi avaliada apds a incubagdo e
ap6s a descongelacdo (M1 e M2). Para essas
analises, foi utilizado o equipamento BD LSR
Fortessa (Becton Dickinson, EUA), equipado
com lasers: azul 488-nm, 100mW, vermelho
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640nm, 40mW e violeta 405nm, 100mW. Apos a
analise, os dados foram arquivados para posterior
avaliagdo, por meio do software FACSDiva™
software V6,2.

Para a avaliacdo de integridade das membranas
plasméatica e acrossomal, foram utilizadas as
sondas iodeto de propidio (IP; P4170, Sigma
Chemical Company, EUA) e FITC-PSA (L-
0770, Sigma) acrescido da adicdo de Hoechst
33345 (14533, Sigma), de acordo com Freitas-
Dell’Aqua et al. (2012). Assim, em uma amostra
de 100uL de sémen diluido em TALP na
concentracdo de 10x10° espermatozoides/mL,
foram adicionados 1,5uM de IP e 0,2ng de
FITC-PSA e 7.0uM de Hoechst, e, entdo,
homogeneizados e incubados por 10min a 37°C;
apos a incubagdo, foram acrescidos 400uL de
TALP para uma leitura de 500 a 600 eventos/s.

A avaliacdo da peroxidagdo das membranas
espermaticas foi realizada utilizando-se a probe
C11-BODYPY (D-3861; Molecular Probes Inc.,
EUA). Assim, em uma aliquota de 100uL do
sémen diluido em TALP a uma concentracdo de
10x10° espermatozoides/mL, foram acrescidos
mais 399,5uL. de TALP, para uma concentragdo
de 1x10° espermatozoides e 0,5uL da sonda
C11BODIPY581/591  (1mg/mL;  Molecular
Probes) por 20min a 37°C. Apo6s o periodo de
incubacéo, a amostra foi centrifugada a 300g por
5min e ressuspendida para 500uL, e, entdo,
foram adicionados 1,5uM de IP e 7,0uM de
Hoechst (Guasti et al., 2012b). A amostra foi
novamente incubada por 10min a 37°C. Para a
avaliagdo da peroxidagdo das membranas
espermaticas, foram consideradas apenas as
células com a membrana plasmatica integra (IP
negativo) e marcadas para peroxidacdo da
membrana plasmatica.

A avaliacdo do indice da fragmentagdo do DNA
foi realizada com uma amostra de 100uL de
sémen diluido, em solucdo tampdo na
concentracdo de 1x10° espermatozoides/mL,
foram adicionados 400uL de solugdo detergente
acida. Esta foi incubada por 30s, e, entdo, foi
acrescido 1mL de solucdo corante de laranja de
acridina (AO), a qual foi incubada por mais 30s
ao abrigo da luz. O indice de fragmentacdo de
DNA (IFDNA) foi gerado com base na anélise
de 10.000 células marcadas com AO. O IFDNA
é¢ a proporcdo (%) do DNA fragmentado
(fluorescéncia  vermelha)  dividida  pela

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.3, p.752-760, 2019

fluorescéncia total (soma do DNA fragmentado
com o DNA néo fragmentado).

Para a avaliacdo da capacitagdo espermatica, em
100puL de sémen (previamente diluido em
TALP, na concentracio  de  10x10°
espermatozoides/mL), foram acrescidos 900pL
de TALP para uma concentracdo final de 1x10°
espermatozoides. Dessa nova concentragdo,
150uL foram colocados em um tubo de 5mL, e,
entdo, adicionaram-se 5uL de IP (50ug/mL) e
5uL de Hoechst (100ug/mL), que foram
incubados por 10min a 37°C (Andrade et al.,
2012). Apos a incubagdo, adicionaram-se 5uL do
anticorpo antifosfotirosina (100pg/mL; CLONE
PY-20, FO426; Sigma), previamente diluido em
uma solugdo supersaturada de O-Phospho-L-
tyrosine (P9405, Sigma), de modo que a
concentragdo final do anticorpo fosse 2pg/mL.
Posteriormente, a solucdo final ficou incubada
por mais 5min nas mesmas condic¢Oes. Para a
avaliacdo da capacitagcdo espermatica, foram
consideradas apenas as células com membrana
plasmatica integra (IP negativo) e marcadas com
0 anticorpo.

Por fim, realizou-se ainda a avaliacdo da
translocacdo de fosfatidilserina da membrana.
Para essa avaliagdo, foram utilizadas as sondas
anexina V-APC (550475; BD Pharmingen, BD
Biosciences, EUA), conforme as recomendagdes
do laboratério, acrescidas de Hoechst 33345
(14533, Sigma), de acordo com Freitas-
Dell’ Aqua et al. (2013). Assim, 100uL de sémen
diluido em TALP na concentragdo de 10x10°
espermatozoides/mL foram adicionados em um
tubo de cultura de 5mL e, entdo, acrescentaram-
se 5uL de anexina V-FITC, 5puL de IP
(50pg/mL), 5uL de Hoechst (100pg/mL) e
400pL de solucdo tampéo de anexina V (pH 7,4).
As amostras foram homogeneizadas e incubadas
por 15min em temperatura ambiente. As células
observadas durante a analise foram classificadas
como celulas mortas (Pl positivo), células
viaveis sem translocacéo de fosfatidilserina (An-
/IP-) e células vidveis com translocacdo
fosfatidilserina  (An+/Pl-). O indice de
translocacdo de fosfatidilserina (translocacdo de
fosfolipidios de membrana; ANEX) foi calculado
com base na relagdo entre 0 nimero de An+/Pl- ¢
0 ntmero total de An-/Pl- (Ricci et al., 2002).

Inicialmente a distribuicdo das varaveis foi
analisada e as estatisticas descritivas foram
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produzidas para construir curvas de variacao
longitudinal para cada pardmetro espermatico.
As varaveis MT e MP foram transformadas para
a escala arco seno para atingir normalidade. Para
as outras variaveis normalmente distribuidas
(VAP e VSL), modelos de medidas repetidas
(PROC MIXED, SAS Institute Inc., Copyright ©
2009) foram usados para comparar a média de
cada parametro espermatico entre os tratamentos.

Um termo de interagdo entre tratamento e
momento foi incluido em todos os modelos para
testar a hipétese de que a diferenga entre

comparagdes multiplas. Para os parametros RAP,
PMAI, ANEX, IFDNA, CAP e PER, utilizou-se
0 teste de Wilcoxon (SAS PROC NPARIWAY)
para comparar a mediana de cada variavel entre
0s grupos, dentro de cada momento. O nivel de
significancia estatistica foi definido em P<0,05.

RESULTADOS

Ndo foram observadas diferencas entre grupos
em nenhuma das avaliacfes do CASA, realizadas
logo ap6s a incubacdo (M1) e logo apds a
descongelacéo (M2). Porém, foi observada maior

porcentagem de células com membrana
plasmética  integra nos  espermatozoides
epididimarios em comparacao aos
espermatozoides do ejaculado, conforme
demonstrado nas Tab. 1 e 2.

tratamentos foi dependente do momento
analisado. Uma estrutura de covariancia
autorregressiva foi usada para modelar a
correlacéo entre as medidas repetidas dentro do
mesmo animal. O teste de Tukey foi empregado
para ajustar o0s valores-P resultantes de

Tabela 1. Média (= desvio-padrao) de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade
angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL) e espermatozoides rapidos (RAP) e
integridade de membrana plasmatica (IMP) dos espermatozoides do ejaculado (EJ-CT, EJ-PS1, EJ-PS2) e
dos espermatozoides do epididimo (EP-CT, EP-PS1, EP-PS2) de garanhBes subférteis imediatamente
apos a incubagdo (M1)

Grupos MT (%) MP (%) VAP (um/s)  VSL (umis)  RAP (%) IMP (%)
EJ-CT 24.2+16,1 8,5¢8,5 101,3+14,3 73,3+8,7 175¢129  32,2+7,6a
EJ-PS1 26,0+17,2 9,0+9,9 102,3+8,4 71,3+7,9 18,8+128  34,2+94a
EJ-PS2 22,2+16,4 7,548,1 101,7+14,6 69,8+9,0 16,0+13,1  33,0+10,0a
EP-CT 14,5+11,0 5,0+4,7 89,8+7,5 69,749,7  253%21,2  80,8+4,4b
EP-PS1 28,0242 13,0145  92,3+14.2 753+100 205226  79,0+9,2b
EP-PS2 22,8+20,7 7,846,2 84,3+7,9 68,2+7,2 12,3+10,6  82,7+6,2b

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).

CT= grupos incubados com 20% BotuSémen, PS1= grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com
alta qualidade espermatica, PS2= grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com baixa qualidade
espermatica.

Tabela 2. Média (+ desvio-padrdo) de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade
angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL) e espermatozoides rapidos (RAP) e
integridade de membrana plasmaética (IMP) dos espermatozoides do ejaculado (EJ-CT, EJ-PS1, EJ-PS2) e
dos espermatozoides do epididimo (EP-CT, EP-PS1, EP-PS2) de garanhdes subférteis apos
descongelacdo (M2)

Grupos MT (%) MP (%) VAP (um/s) VSL (um/s) RAP (%) IMP (%)
EJ-CT 16,3+15,1 7,548,5 75,8+22,9 66,2+15,3 10,2+11,4 15,2+4,8a
EJ-PS1 9,7+£10,0 4,246,3 77,2234 67,5+24,4 5,5+7,6 12,0+4,5a
EJ-PS2 13,8+9,8 5,716,6 74,7£17,5 63,3+14,4 7,848,1 13,3+5,3a
EP-CT 29,748,8 10,7+8,0 76,3+12,1 64,3+10,4 15,5+9,2 32,1+7,7b
EP-PS1 22,8+18,1 9,5+11,9 69,7+15,0 59,3+13,3 12,3+14,1 35,5+7,1b
EP-PS2 24,2+13,9 8,8+9,2 71,2+14,3 60,2+12,2 12,1+11,1 34,1+7,3b

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).

CT= grupos incubados com 20% BotuSémen, PS1= grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com
alta qualidade espermatica, PS2= grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com baixa qualidade
espermatica.

756 Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.3, p.752-760, 2019



Efeito da adicdo de plasma...

Adicionalmente, logo ap6s a descongelacdo
(M2), foram observadas diferengas na
porcentagem de células apresentando integridade
de membranas plasmatica e acrossomal e no

de sémen oriundos do EJ daqueles oriundos do
EP. Os resultados das andlises seminais
realizadas por citometria de fluxo estdo
demonstrados na Tab. 3.

indice de fragmentacdo de DNA entre 0s grupos

Tabela 3. Média (+ desvio-padrdo) de integridade de acrossoma (1A), integridade de membrana plasmatica e
acrossoma integros (PMAI), indice de fragmentacdo de DNA (IFDNA), translocacdo de fosfolipidios de
membrana (ANEX), capacitacdo espermatica (CAP) e peroxidacdo das membranas espermaticas (PER) dos
espermatozoides do ejaculado (EJ-CT, EJ-PS1, EJ-PS2) e dos espermatozoides do epididimo (EP-CT, EP-PS1,
EP-PS2) de garanhdes subférteis apds a descongelacdo (M2)

Grupos 1A (%) PMAI (%)  IFDNA (%)  ANEX (%) CAP (%)  PER (%)
EJ-CT 54,7+7.6a  151+4,9a 2,6+0,6a 7,0+10,8 3,4+2,5 6,2+4,7
EJ-PS1 53,5¢10,9a  11,7+4,5a 2,4+0,8a 6,5+6,4 3,243,2 7,045,3
EJ-PS2 56,3+7,6a  13,1%52a 3,0£0,8a 2,9+2,7 3,9+3,9 8,3+4,4
EP-CT 70,9+550  31,7+7,5b 1,4+0,4b 2,9+2,8 1,4+1,2 7,2450
EP-PS1 72,5+450  352+7,0b 1,2+0,3b 2,1+1,1 1,620,9 8,755
EP-PS2 7344570  33,9+7.2b 1,3+0,2b 3,642,6 1,1+1,1 7,7455

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).

CT= grupos incubados com 20% BotuSémen, PS1= grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhGes
com alta qualidade espermatica, PS2= grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com baixa
qualidade espermatica.

DISCUSSAO

Antigamente, acreditava-se ser essencial a
presenca do plasma seminal no processo de
fecundacdo. Contudo, pesquisas demonstram que
espermatozoides provenientes da cauda do
epididimo, sem qualquer contato com plasma
seminal, tém qualidade espermaética e fertilidade
igual ou superior aos espermatozoides do
ejaculado (Tiplady et al., 2002; Monteiro et al.,
2011b). O efeito do plasma seminal sobre os
pardmetros de cinética espermatica pré e pés-
congelagdo foi investigado por inimeros estudos
(Braun et al., 1994; Tiplady et al., 2002; Heise et
al., 2011), apresentando, no entanto, resultados
contraditorios. Alguns relataram efeito benéfico
da adicdo de plasma seminal nas amostras do
epididimo sobre os pardmetros de cinética
espermética (Braun et al., 1994; Tiplady et al.,
2002); outros, no entanto, relataram que o
plasma seminal pode causar prejuizos a
fertilidade e a congelabilidade do sémen (Moore
e Hibbit, 1976; Moustafa e Meszaros, 1981). No
presente estudo, ndo foi observada diferenca nos
parametros de cinética espermatica entre
espermatozoides do epididimo com adigdo de
20% de plasma seminal (EP-PS1 e EP-PS2) e
sem adicao de plasma seminal (EP-CT).

Esses achados sdo contraditérios aos reportados
por Tiplady et al. (2002) e por Neuhauser et al.
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(2013), que relataram um efeito estimulador
quando o plasma seminal foi adicionado a
espermatozoides epididimarios. As diferencas do
momento da adi¢do, bem como as diferentes
concentragdes de plasma seminal, provavelmente
contribuiram para resultados contraditérios entre
0s estudos. Além disso, a interacdo do plasma
seminal com fatores do leite contidos no meio
extensor pode influenciar os resultados (Mari et
al., 2011).

No presente estudo, as analises realizadas nos
momentos M1 e M2 demonstraram similaridade
nos parametros da cinética espermatica dos
espermatozoides do ejaculado (EJ-CT, EJ-PS1 e
EJ-PS2) quando comparados aos recuperados da
cauda do epididimo (EP-CT, EP-PS1 e EP-PS2).
Esses achados sdo compativeis aos resultados
obtidos em garanhBes de alta congelabilidade
espermética (Monteiro et al., 2011b) e divergem
de resultados obtidos em garanhBes subférteis
por Monteiro et al. (2011a), que apresentaram
inferioridade nos pardmetros MT, MP e RAP dos
espermatozoides do ejaculado, antes e apos
descongelagdo  espermatica.  Porém,  foi
interessante notar que, tanto apds a incubagdo
quanto apés a descongelagdo, EP apresentaram
maior IMP que espermatozoides EJ.

Em relacdo & viabilidade espermética, todos os
grupos de espermatozoides do ejaculado
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apresentaram menor nimero de espermatozoides
com integridade de membranas plasmética e
acrossomal (PMAI), sendo tais achados
importantes para a manutengdo da capacidade
fecundante do espermatozoide. Esses resultados
indicam superioridade dos espermatozoides da
cauda do epididimo quando comparados aos do
ejaculado (Tab. 3). Diferem, no entanto, de
relatos anteriores de Monteiro et al. (2011b), que
demonstram similaridade entre parametros dos
espermatozoides do ejaculado e do epididimo, e
de Heise et al. (2011), que observaram efeito
positivo e significativo na adicdo de plasma
seminal aos espermatozoides do epididimo.
Entretanto,  diferentemente  desses  relatos
anteriores, o presente estudo utilizou garanhdes
com histérico de subfertilidade apresentando
baixa qualidade espermatica. Outros
pesquisadores ja haviam demonstrado efeito
deletério na viabilidade espermatica apds a
adicdo de plasmas seminais provenientes de
garanhGes de baixa congelabilidade (Aurich et
al., 1996). Além disso, o estudo realizado por
Monteiro et al. (2011a) demonstrou
superioridade tanto nos parametros de cinética
espermatica quanto na morfologia espermatica
dos espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo de garanhdes subférteis, em relacdo
aos coletados com vagina artificial.

Apbs a descongelacdo, foi constatado menor
indice de fragmentacdo de DNA (IFDNA) nos
grupos recuperados da cauda do epididimo
quando comparados aos do ejaculado (Tab. 3).
Resultado semelhante foi reportado por Love et
al. (2005), que demonstraram haver aumento da
fragmentacdo do DNA espermatico quando ha
presenca do plasma seminal no sémen
refrigerado  de garanhdes, fato que pode
ocasionar reducdo da fertilidade. Em relagdo a
analise e a capacitagdo espermatica (Tab. 3), ndo
foram constatadas diferengas entre
espermatozoides do ejaculado e do epididimo.
Esses achados contrastam com os relatados por
Sostaric et al. (2010), que apresentaram valores
mais elevados nos espermatozoides do ejaculado
qguando comparados aos recuperados do
epididimo. A auséncia de contato dos
espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo com o plasma seminal pode ser uma
causa dos melhores resultados dos parametros
IFDNA e PMAI gquando comparados aos do
gjaculado. Essa hipdtese é sustentada por estudos
que relataram que a presenca de proteinas
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contidas no plasma seminal pode promover
alteragGes bioquimicas, as quais podem aumentar
a permeabilidade da membrana e promoverem
injaria celular, levando a danos na membrana
plasmatica, com prejuizos na fertilidade e
congelabilidade espermatica (Moore e Hibbit,
1976; Moustafa e Mezanos, 1981).

Ramires Neto et al. (2013) demonstraram que a
presenca do plasma seminal apresentou efeito
deletério na qualidade e na viabilidade
espermatica de garanhfes que apresentavam
sémen sensivel ao processo de refrigeracéo.
Adicionalmente, Monteiro et al. (2011a)
constataram superioridade dos pardmetros de
cinética e morfologia espermatica de
espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo quando comparados a
espermatozoides oriundos do ejaculado de
garanhfes. Os mesmos autores (Monteiro et al.,
2013) demonstraram que espermatozoides
epididimarios demonstraram ser mais resistentes
ao choque causado pelo frio no processo de
criopreservacdo. Estes, quando descongelados,
apresentaram valores semelhantes, se ndo
melhores, de motilidade esperméatica quando
comparados a espermatozoides ejaculados. Com
isso, esses autores sugeriram haver um efeito
deletério do contato dos espermatozoides com a
secrecdo proveniente das glandulas acessorias
durante o processo de ejaculagdo.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram
que os espermatozoides do ejaculado sofrem uma
interacdo deletéria ao terem contato com
secrecdes das glandulas anexas no momento da
ejaculacdo, com relacdo a resisténcia ao processo
de congelacdo, levando a queda do nimero de
espermatozoides com membrana plasmatica e
acrossoma integros apés a descongelagdo. Além
disso, 0s espermatozoides desse  grupo
apresentaram maior indice de fragmentacdo de
DNA quando comparados aos recuperados da
cauda do epididimo. Diante do exposto, acredita-
se que, em animais que apresentem baixa
qualidade seminal, a utilizacho da coleta
fracionada ou de técnicas de processamento de
sémen (centrifugacdo ou filtragem) que
diminuem a quantidade de plasma seminal pode
ser uma alternativa para melhorar a expectativa
de fertilidade nesses garanhdes.

Apesar de alguns trabalhos avaliarem o efeito da
adicdo de plasma seminal nos espermatozoides
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do epididimo (Morris, 2002; Heise et al., 2011;
Neuhauser et al., 2013), nenhum desses trabalhos
avaliou a acdo do plasma seminal nos
espermatozoides do epididimo e do ejaculado de
garanhdes subférteis. No presente estudo, a
adicdo de 20% (v/v) de plasma seminal de
garanhdes de alta ou baixa fertilidade ndo causou
efeito deletério nem benéfico, tanto nos
espermatozoides do epididimo quanto do
ejaculado. Isso pode ter ocorrido pelo contato
prévio do espermatozoide ao meio diluente a
base de leite devido a interacdo do plasma
seminal com fatores contidos no meio extensor
(Mari et al, 2011), ou, ainda, pela baixa
concentragdo de plasma seminal adicionado nas
amostras.

CONCLUSAO

A secrecdo proveniente das glandulas anexas no
momento da ejaculacdo é deletéria a qualidade
de espermatozoides criopreservados, afetando
principalmente a integridade das membranas
plasmatica e acrossomal e 0 DNA espermaético
de garanhfes subférteis. A adicdo de 20% de
plasma seminal, oriundo de animais férteis ou
subférteis, previamente a congelagdo de
espermatozoides da cauda do epididimo de
garanhdes subférteis ndo interfere na qualidade
espermatica.
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