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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade in vitro do sémen criopreservado de cdes naturalmente
infectados por Leishmania sp. Foram coletadas amostras de sémen de 12 cies, sendo seis positivos (GI) e
seis negativos (GII) para leishmaniose visceral (LV), semanalmente, totalizando quatro coletas por
animal. O sémen criopreservado foi avaliado pelo teste de termorresisténcia rapida (TTR), nos tempos
zero, 30 e 60 minutos, pela analise computadorizada (CASA) e por meio de sondas fluorescentes; esta
ultima técnica com o intuito de avaliar a integridade das membranas espermaticas. Houve diferenca
estatistica pela técnica de TTR no pardmetro motilidade progressiva, no tempo Omin (68,33% GI e
72,50% GII), e no vigor espermatico (2,67 GI e 3,0 GII), no tempo 30min. Quanto ao CASA, houve
diferenca estatistica apenas na motilidade total (27,50% GI e 57,08% GII), embora os demais parametros
seminais tenham apresentado valores relativos diminuidos nos cdes do GI. Nas andlises com sondas
fluorescentes, foram observadas diferengas estatisticas entre os grupos quanto a integridade das
membranas plasmatica e acrossomal e ao potencial mitocondrial das células espermaticas. Concluiu-se
que a LV pode comprometer a qualidade do sémen criopreservado de cédes parasitados.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the in vitro quality of cryopreserved semen of dogs naturally infected by
Leishmania sp. 12 dog semen samples were collected, with 06 positive (GI) and 06 negative (GlI) for Visceral
Leishmaniasis (LV), weekly, totaling 04 collections per animal. The cryopreserved semen was evaluated by the
Rapid Termorresisténcia Test (TTR), at 0, 30 and 60 minutes by computer analysis (CASA) and by means of
fluorescent probes, the latter technique in order to assess the integrity of the sperm membrane. There was no
statistical difference for the TTR technique in the progressive motility parameter, at time Omin (68.33% GI and
Gll 72.50%), and sperm vigor (2.67 Gl and GII 3.0), time 30min. As for the CASA, there was statistical
difference only in total motility (27.50% GI and Gl 57.08%), although other semen parameters have submitted
lower figures for Gl dogs. In the analyzes with fluorescent probes statistical differences were noted between the
groups in terms of plasma membrane integrity and acrosomal and mitochondrial potential of sperm cells. It
was concluded that LV can compromise the quality of cryopreserved semen of infected dogs.
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INTRODUCAO al.,, 2011). Além disso, processos inflamatorios

preexistentes podem recrutar macrofagos

Cies positivos para a leishmaniose visceral (LV) contendo Leishmania sp., podendo causar
podem apresentar lesdes no sistema reprodutivo epididimite, orquite e degeneragdo testicular,
(Diniz et al., 2005; Amara et al., 2009; Benites et consequentemente  reduzindo a  qualidade
espermatica de cdes com a doenga (Diniz et al.,

Recebido em 17 de setembro de 2015 2005)'

Aceito em 7 de janeiro de 2016
E-mail: luannaufpi@gmail.com


Editora
Texto digitado
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4162-8753


Melo Evangelista et al.

Estudos mostrando as caracteristicas seminais
pos-criopreservagdo de sémen de cdes com LV
sdo escassos na literatura, porém diversas
metodologias tém sido descritas para a
congelacdo do sémen de cdes saudaveis, € em
todas, busca-se minimizar o dano causado ao
espermatozoide  pelo  processamento  da
congelagdo (Silva, 2007). A avaliacdo subjetiva
dos  parametros relacionados com  as
caracteristicas morfologicas ¢ funcionais dos
espermatozoides de cdes ainda vem sendo
utilizada, embora com melhores resultados
quando aliado a técnicas assistidas por
computador e técnicas de analises de morfologia
(Pena-Martinez, 2004).

A motilidade espermatica ¢ uma estimativa
subjetiva da porcentagem de espermatozoides
moéveis de uma amostra, sendo o primeiro
parametro ¢ o mais utilizado para a avaliagdo do
sémen imediatamente apds a coleta ou apds a
criopreservacao (Cardoso et al., 2005). A
avaliagdo automatizada da motilidade dos
espermatozoides ¢ importante devido ao fato de a
cinética  espermatica ter relevancia na
determinagdo do potencial de fertilidade dos
espermatozoides (Matos et al., 2008).

A associacdo de métodos e técnicas de coloragao
tem sido uma pratica necessaria, visto que
alguns corantes sdo eficientes em sensibilizar
determinadas estruturas da célula espermatica. O
desenvolvimento de técnicas de coloragdo celular
utilizando sondas fluorescentes para verificagdo
do DNA, de enzimas intracitoplasmaticas,
lectinas ou membranas, tem sido apontado como
ferramenta auxiliar na determinagdo da
funcionalidade do espermatozoide, apds a pratica
de congelagdo-descongelagéo (Silva et al., 2009).

Embora os métodos subjetivos para a
avaliagdo dos espermatozoides do cdo ainda
estejam disponiveis para muitos pesquisadores,
novos métodos atualmente utilizados estdo sendo
mais Uteis para estimar a capacidade funcional
dos  espermatozoides, fornecendo  maior
padronizagdo, precisdo, confiabilidade e
velocidade na obtengdo dos resultados.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
in vitro as caracteristicas do sémen
criopreservado de cdes naturalmente infectados
por Leishmania sp.

652

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi analisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), sob o
numero 003/2014.

Doze cdes, machos, sem raga definida (SRD),
foram obtidos por meio da Geréncia de Controle
de Zoonoses (GEZOON) da Prefeitura Municipal
de Teresina, PI, ¢ levados para os canis do
Centro de Ciéncias Agrarias da UFPI, onde
permaneceram de fevereiro a abril de 2014. Seis
(06) caes com diagnostico sorologico e
parasitologico positivo para LV fizeram parte do
grupo 01 (GI) e seis (06) cdes negativos, do
grupo 02 (GII).

Os animais foram submetidos a exame fisico,
exame androldgico e coleta de sémen a cada
semana, totalizando quatro semanas de coletas.
Foram submetidos aos mesmos manejos sanitario
e nutricional durante todo o experimento,
mantidos em canis individuais, tendo acesso a
solario diariamente, alimentados com ragdo
comercial, oferecida duas vezes ao dia e agua ad
libitum.

Foram incluidos neste estudo cdes que possuiam
os 6rgdos do sistema reprodutivo sem alteragdes
detectaveis no exame fisico, em condi¢es de
ejaculacdo, com motilidade espermatica igual ou
superior a 70% e vigor espermatico igual ou
superior a 3, a fresco.

Os exames sorologicos e parasitologicos desses
caes para LV foram realizados no Laboratorio de
Sanidade Animal (LASAN) da UFPI. As coletas
de sémen, a criopreservagdo, a descongelagdo
e as analises pods-descongelacdo (Teste de
termorresisténcia rapida — TTR e emprego de
sondas fluorescentes) foram realizadas no
Laboratorio de Biotecnologia da Reprodugdo
Animal (LBRA), UFPI, no periodo de margo a
maio de 2014. A analise computadorizada do
sémen (CASA) foi realizada no Laboratorio de
Reproducdo de Carnivoros da Universidade
Estadual do Ceara (UECE), em junho de 2014.

Foi utilizado o tris-frutose-acido citrico como
diluidor e adicionada gema de ovo (20%) para
proteger a membrana plasmatica espermatica.
Foi preparado o diluidor, acrescido de glicerol
(crioprotetor), numa concentracdo final de 6% da
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solucdo diluente, conforme preconizado por
Licio (2012), preparado previamente a cada
coleta.

As amostras seminais estabelecidas para cada
grupo foram armazenadas em tubos Falcon de
15mL, mantidas em banho-maria até o término
das coletas de sémen do turno/dia,
posteriormente acondicionadas em caixa térmica
com gelo reciclavel (15°C) e, em seguida,
transferidas para um refrigerador até se atingir
4°C, durante 30 minutos.

Apos atingir a temperatura de refrigeracdo, as
amostras foram envasadas em palhetas de
0,25mL, previamente identificadas, sendo
dispostas  horizontalmente em rampa de
congelagdo a uma altura de S5cm do nivel de
nitrogénio liquido por cinco minutos e,
finalmente, armazenadas em nitrogénio liquido a
-196°C em racks identificados.

A descongelacdo das amostras foi realizada um
més apds a congelagdo, por imersao das palhetas
em banho-maria a temperatura de 37°C, durante
um minuto (Silva et al., 1998).

O teste de termorresisténcia rapida (TTR) foi
realizado colocando-se as amostras de sémen em
frascos de eppendorf de 1,5mL, incubadas a
37°C em banho-maria e avaliadas quanto a
motilidade e ao vigor espermaticos nos tempos
zero, 30 e 60 minutos, sob microscopia
convencional, com aumento de 100x.

A analise computadorizada do  sémen
descongelado foi realizada por meio do sistema
Computer-Assisted Semen Analyses (CASA),
em software especifico (Sperm Class Analyser®,
Microptic S.L., versdo 5.2.0). Para tanto, uma
amostra de 10uL do sémen descongelado, de
cada ejaculado, foi colocada em lamina
previamente aquecida a 37°C e analisada com
auxilio de microscopio de contraste de fases
acoplado a uma videocamera adaptada ao
sistema. Para cada amostra, foram analisados trés
campos.

Entre os parametros avaliados foram registrados:
motilidade total - MT (%), motilidade
progressiva - MP (%), velocidade curvilinear -
VCL (um/s), velocidade em linha reta - VSL
(um/s), velocidade média do percurso - VAP
(um/s), linearidade - LIN (%), retilinearidade -
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STR (%), indice de oscilagdo - WOB (%),
amplitude do deslocamento lateral da cabega do
espermatozoide - ALH (um) e frequéncia de
batimento cruzado - BCF (Hz) (Silva et al.,
2009).

A integridade da membrana plasmatica foi
realizada pelo método de coloragdo dupla com
diacetato de carboxifluoresceina (DCF) e iodeto
de propidio (IP). Aliquotas de 50uL de sémen,
pos-descongeladas, foram diluidas em 150uL de
TRIS contendo 5ulLde DCF (0,46mg/mL em
DMSO) e 20uL de IP (0,5mg/mL em PBS) e
incubadas a 38°C por 10 minutos. Um total de
100  espermatozoides foi avaliado em
microscopio de epifluorescéncia  (Olimpus,
Japdo), com aumento de 40x, usando-se filtro de
emissdo DBP 580-630nm ¢ excitacio DBP
485/20nm, sendo classificados em membrana
intacta, quando se apresentaram corados em
verde, e em membrana danificada, quando
corados em vermelho.

A fungdo mitocondrial foi determinada pela
utilizagdo do fluorocromo catidnico lipofilico
JC-1 (Guthrie; Welch, 2006). Aliquotas de 50uL
de sémen pos-descongelado foram diluidas em
150puL de TRIS contendo SpL de JC-1 (0,15 mM
em DMSO) e incubadas a 38°C por 10 minutos.
Um total de 100 espermatozoides foi avaliado
em microscopio de epifluorescéncia, com
aumento de 40x, usando-se filtro de emissdo LP
515nm e BP 450-490nm para excitacdo. As
células coradas em laranja foram classificadas
em “alto potencial de membrana mitocondrial”,
enquanto aquelas coradas em verde foram
classificadas em “baixo potencial de membrana
mitocondrial”.

Para integridade do acrossoma, aliquotas de SuL
de  sémen  pos-descongelamento  foram
preparadas para confeccdo do esfregaco. Apods
secagem ao ar durante cinco minutos, foram
armazenadas em caixas fechadas por 24 horas a
4°C (geladeira). Uma aliquota de 20uL da
solucdo estoque de FITC-PNA (Img/mL) foi
descongelada e adicionada a 480uL de PBS para
obter a concentracdo final de 100ug/mL.
Aliquotas de 10uL desta solugdo foram
colocadas sobre as laminas, as quais foram
incubadas em camara tmida a 4°C por 20
minutos, na auséncia de luz. Apos a incubagdo,
as laminas foram mergulhadas duas vezes em
PBS refrigerado (4°C) e colocadas para secagem
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em caixas de isopor, na auséncia de luz.
Imediatamente antes da avaliagdo, Sul. do meio
de montagem (4,5mL de glicerol, 0,5mL de PBS,
Smg de azida sodica e Smg de p-fenilenediamina
a 1%) foram colocados sobre a ldmina e cobertos
com laminula, sendo avaliados 100
espermatozoides por ldmina, com aumento de
100x, em microscopio de epifluorescéncia,
usando-se filtro de emissdo LP 515nm e BP 450-
490nm para excitagdo. As células foram
classificadas em portadoras de acrossomas
intactos, quando apresentaram a regido
acrossomal corada com fluorescéncia verde-
brilhante, ou acrossoma reagido, quando ndo
apresentaram fluorescéncia verde em toda cabeca
ou quando foi observada apenas uma faixa verde
fluorescente na regido equatorial da cabeca
espermatica.

A analise de variancia foi realizada utilizando-se
o programa Assistat, versao 7.7 beta (pt), seguida
do teste de Tukey para comparacdo das médias
dos pardmetros seminais para sémen pOs-
criopreservacao, no TTR, no CASA e nas sondas
fluorescentes. Os resultados foram expressos na
forma de média = EPM. O nivel de significancia
para todas as analises estatisticas realizadas foi
de P<0,05 (5%).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a descongelacdo, as células espermaticas
evidenciaram diferenca significativa (P<0,05)
na motilidade progressiva entre o0s grupos
experimentais, conforme mostra a Tab.1.

Tabela 1. Motilidade progressiva (0-100%) e vigor espermatico (0-5) do sémen fresco e descongelado de

ces positivos e negativos para LV (y*EMP)

Parametros Sémen fresco

Sémen descongelado

GI GII GI
Motilidade 80,42+7,50a 87,08+5,50b 68,33+5,32a 72,50+7,75b
Vigor 3,17+1,42a 3,37+3,10b 3,00+0,05a 3,00+0,05a

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (P<0,05).

Os resultados mostraram que o sémen pos-
criopreservacdo dos animais do GII permaneceu
com motilidade espermatica dentro dos indices
de normalidade para a espécie canina,
diferentemente dos resultados do GI, grupo
parasitado. A LV pode se disseminar por
inumeros tecidos e orgdos, caracterizando o
carater cronico da doenca, e, dessa forma,
macrofagos parasitados com Leishmania sp.
podem chegar aos orgdos do sistema reprodutivo
de cdes, podendo alterar a qualidade seminal
(Diniz et al., 2005).

Nao foram encontrados resultados que
demonstrassem a importincia do processo de
congelacdo na qualidade seminal de cdes
infectados por Leishmania sp. na literatura
consultada. Diversas metodologias tém sido
descritas para a congelacdo do s€men de cies, e,
em todas, busca-se minimizar o dano causado ao
espermatozoide pelo processamento, visando
recuperar um  maximo  possivel  de
espermatozoides viaveis (Pefia-Martinez, 2004;
Silva, 2007), procedimento conferido com
bastante cautela neste trabalho.
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Durante a  realizagdo do  teste de
termorresisténcia (TTR) a 37°C, constatou-se
reducdo drastica dos parametros de motilidade e
vigor espermaticos até o término do periodo de
incubagdo, havendo diferenca significativa no
parametro de motilidade progressiva, no tempo
zero minuto, € no vigor espermatico, no tempo
30 minutos, como pode ser observado na Tab. 2.

A sobrevivéncia dos espermatozoides apos
congelacdo e descongelagdo parece depender das
propriedades basicas da membrana plasmatica,
como composi¢do bioquimica, resisténcia fisica,
comportamento térmico e osmotico (De Leeuw
et al., 1991). Strom et al. (1997) acreditaram que
a termorresisténcia pos-descongelacdo pode ser
mais baixa para o espermatozoide canino do que
para outras espécies. Esses resultados também
podem ser atribuidos a variagdo de
congelabilidade seminal individual de cada
animal.
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Tabela 2. Motilidade progressiva (0-100%) e vigor espermatico (0-5) do sémen descongelado de caes
positivos e negativos para LV, no TTR zero, 30 e 60 minutos apds a descongelagdo (y=EMP)

TTR Omin TTR 30min TTR 60min
Parametros

GI GII GI GII GI GII
Motilidade  68,33+5,32a 72,50+7,75b  39,1749,00a 43,33+19,22a 14,17+5,15a 20,33+18,59a
Vigor 3,00+£0,05a  3,00+0,05a  2,67+0,4a 3,0+0,05b 1,75€1,30a  2,00+0,05a

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (P<0,05).

Os resultados referentes a analise
computadorizada do sémen (CASA) encontram-
se sumarizados na Tab. 3.

A exce¢io da motilidade total (MT), que se
refere a proporgdo de células mdveis do total de

espermatozoides da amostra, todos os pardmetros
seminais avaliados, por meio do CASA, ndo
diferiram estatisticamente entre 0s grupos
experimentais.

Tabela 3. Cinética de espermatozoides descongelados de caes positivos e negativos para LV, avaliados

por meio do CASA (yxEMP)

Parametros seminais GI — Positivos

GII — Negativos

MT (%) 27,50420,49a 57,08+18,67b
MP (%) 9,97+8,90a 17,78+£9,02a
VCL (um/s) 44,32+16,00a 59,31+17,19a
VSL (%) 29,58+8,11a 37,94+13,81a
VAP (%) 33,60+10,59a 43,06+16,33a
LIN (%) 51,97£10,37a 58,78+10,75a
STR (%) 75,98+8,04a 82,32+8,87a
WOB (%) 69,56+9,45a 66,22+8,55a
ALH (pum) 2,98+0,70a 3,14+0,89a
BCF (Hz) 10,88+1,60a 11,89+091a
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (P<0,05).

A motilidade, juntamente com a morfologia espermatica,  parecem  apresentar  maior

espermatica, tem sido utilizada como parametro
de avaliagdo de ejaculados e, assim, prediz a
qualidade seminal (Verstegen et al., 2002).
Dessa forma, pode-se afirmar que as amostras
seminais do GI apresentaram qualidade inferior
ao grupo-controle, podendo resultar em baixas
taxas de fertilizacdo, se aplicadas descongeladas.
Apesar da controvérsia existente a respeito da
correlagdo entre motilidade espermatica e os
indices de fertilidade, sdo observadas diferencas
significativas no padrio de movimento
desempenhado  por  espermatozoides  que
alcangam altas ou baixas taxas de fertilizacdo
(Verstegen et al., 2002).

A importancia desses parametros, em especial,
VCL, ALH, LIN, VAP e BCF, deve-se aos
processos de hiperativagdo e capacitagdo
espermatica, eventos que sdo fundamentais para
a fecundagdo oocitaria. Algumas dessas variaveis
geradas pelo CASA, como a linearidade
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correlagdo com a fertilidade do que os demais
parametros (Matos et al., 2008).

Assim, a associagdo de multiplas varidveis de
movimento geradas por meio do CASA mostra
maior correlagdo com fertilidade em relagdo a
utilizagdo de apenas uma caracteristica de
movimento. Dai a importancia de se associar a
avaliagdo subjetiva com sistemas automaticos de
analise seminal, fornecendo maior confiabilidade
e velocidade na obtengdo dos resultados.

As amostras seminais descongeladas também
foram avaliadas quanto a integridade das
membranas espermadticas em associagdo com as
sondas fluorescentes IP, FITC-PNA e JC-1. Os
resultados obtidos foram agrupados quanto a
integridade da membrana plasmatica, do
acrossoma ¢ ao potencial mitocondrial,
respectivamente, detalhados na Tab. 4.
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Tabela 4. Estrutura espermatica de cdes positivos e negativos para LV, avaliada por sondas fluorescentes

(yxEMP)

Parametros GI — Positivos GII — Negativos
MP danificada (%) 67,17£16,96a 21,50+10,01b
Acrossoma danificado (%) 40,00+9,26a 30,00+8,13b
Baixo PM (%) 47,08+19,94a 28,58+13,80b

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (P<0,05).
Legenda: MP — membrana plasmatica; PM — potencial mitocondrial.

Os resultados revelaram que cdes com LV
podem ser mais susceptiveis as lesdes da
membrana plasmatica e do acrossoma, como ja
revelado em outros trabalhos (Labat et al., 2010).
Com essas células espermaticas danificadas, o
processo de fertilizagdo fica comprometido, pois
a membrana plasmatica ¢ responsavel pela
manutencdo da homeostase celular e o acrossoma
¢ necessario para os eventos inerentes da
fertilizagdo (Correa et al., 1997).

Os resultados apresentados revelaram que,
mesmo nos espermatozoides de cdes com LV
que apresentaram boa motilidade espermatica
poés-congelamento, o potencial mitocondrial
foi baixo, corroborando os dados de Labat et al.
(2010), porém, em contrapartida, os resultados
de Gravance et al. (2001) relataram que a
porcentagem de espermatozoides com alto
potencial mitocondrial foi altamente
correlacionada com a motilidade e a viabilidade
espermatica.

As mitocondrias espermaticas estdo localizadas
na pega intermedidria do espermatozoide, e sua
principal funcdo ¢ realizar a fosforilagdo
oxidativa e produzir ATP. A membrana
mitocondrial interna € o local de produgdo dessa
energia metabolica, sendo essencial para o
batimento flagelar, possibilitando a propulsio e a
penetragdo do espermatozoide no odcito (Silva e
Gadella, 2006); portanto, a mitocondria tem
papel fundamental na motilidade espermatica.

Quaisquer alteragoes nas membranas
espermaticas podem provocar consequente
diminuicdo do potencial mitocondrial (Aitken et
al., 1995). O efeito da oxidagdo sobre a
arquitetura da membrana espermatica e sobre o
DNA mitocondrial pode ser considerado o
principal fator de redugdo da motilidade
espermatica e  fertilidade do  sémen,
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principalmente o criopreservado (Cummins et
al., 1994).

O oxigénio ¢ um elemento essencial para
manutencdo das fungdes dos espermatozoides.
Porém, esse elemento pode ocasionar sérios
danos a célula espermatica, caso esteja presente
em elevadas concentragdes, o que ocorre, por
exemplo, quando da elevada produgdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS).

O estresse oxidativo ¢ consequéncia de um
desequilibrio na quantidade de ROS e/ou da
reducdo da disponibilidade de antioxidantes, e
isso pode ser causado por diversos fatores
(Andrade et al., 2010). As ROS podem ser causa
ou consequéncia de varias doengas associadas ao
estresse oxidativo (Ferreira ¢ Matsubara, 1997),
que também ocorre na LV, independentemente
do estagio da doenga.

Os danos provocados pelo excesso de ROS
afetam a qualidade do sémen, incluindo perda da
motilidade de forma irreversivel, inibi¢do da
respiracdo  espermatica, lesdes ao DNA
espermatico e mitocondrial, perda de ATP e de
enzimas intracelulares, o que interfere na
capacidade fecundante do espermatozoide
(Valenga e Guerra, 2007), podendo comprometer
a eficiéncia reprodutiva de cdes com a doenga.

CONCLUSOES

Cdes com leishmaniose visceral apresentam
alteragdes seminais pods-congelagdo tanto na
analise  subjetiva  quanto na  analise
computadorizada, bem como na estrutura
espermatica, o que diminui a qualidade do sémen
criopreservado, interfere na motilidade e nas
membranas espermaticas ¢ pode, dessa forma,
comprometer a fertilidade dos animais
parasitados com LV.
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