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Resumo

DIAS, Lucia Pereira. Adenosina Trifosfato (ATP) na criopreservacao de sémen
suino. 2017. 43f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de PG4s-
Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2017.

O espermatozoide suino € uma célula metabolicamente ativa, que necessita de
aporte energético, na forma de adenosina trifosfato (ATP), para manter sua
homeostase. A partir da hidrélise do ATP em adenosina monofosfato, € sinalizada a
atividade motora para o movimento flagelar. Contudo, quando o espermatozoide da
espécie suina € submetido a processos tecnoldgicos de conservacdo de sémen,
como a criopreservacao, ha gastos energéticos acima do normalmente esperado,
com perdas na concentracdo de células viaveis, promovendo baixa motilidade
espermética diminuindo sua qualidade seminal. Estruturas celulares como,
membrana plasmatica, mitocdndria e acrossoma podem ser afetadas negativamente
pelas crioinjurias que sofrem as células devido aos processos de
congelamento/descongelamento da criopreservacdo.O objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos da adicdo de ATP exbgeno, em diferentes concentracdes, no
diluente de congelamento de sémen suino, através da andlise de cinética e
estruturas celulares. O estudo foi realizado a partir de 23 amostras de doses
inseminantes de ejaculados suino ((n=23), provenientes de uma central de
inseminacdo. Na metodologia da criopreservagdo foram utilizados diluentes de
resfriamento, Lactose-11% (80%) e gema de ovo (20%), e de congelamento com
89,5% do DR + 1,5% Equex-Paste® e 9% de Glicerol. No diluente de congelamento
foi adicionado o ATP exdégeno (Adenosine5’-triphosphate disodiumsalthydrate -
Sigma-Aldrich®) nas concentragcdes T1 (C), T2 (0,025mM), T3 (0,25mM), T4
(2,5mM) e T5 (25,0 mM). As palhetas obtiveram um volume total de 0,5mL em cada
com concentracdo de 500x10° espermatozoides. Foram descongeladas em banho-
maria (37°C) e realizada a leitura da cinética no sistema CASA (Computer Assisted
Sperm Analysis Sperm Vision 3.5) em trés tempos, e as estruturas celulares pelo
Citometro de fluxo (Attune® Cytometer). Os resultados apresentaram-se variados,
porém, ficou evidenciado que o tratamento com 0,25mM de ATP foi o mais
satisfatério no descongelamento  (tempo zero) para a cinética espermatica
(motilidade total e progressiva), enquanto que o tratamento com 25mM foi 0 que
apresentou menor desempenho, porém este, obteve um resultado melhor nos
tempos de uma e 2 horas ap6s o descongelamento.

Palavras chaves: espermatozéide; energia; congelamento; motilidade



Abstract

DIAS, Lucia Pereira. Adenosine triphosphate (ATP) in the cryopreservation of
swine semen. 2017. 43f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de
Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2017.

Pig spermatozoa is a metabolically active cell, which requires energy input, in the
form of adenosine triphosphate (ATP), to maintain its homeostasis. From the
hydrolysis of ATP in adenosine monophosphate, motor activity is signaled for
flagellar movement. However, when the spermatozoa of the swine species are
subjected to technological processes of semen conservation, such as
cryopreservation, there are energy expenditures above the normally expected, with
losses in the concentration of viable cells, promoting low sperm motility reducing their
seminal quality. Cellular structures such as plasma membrane, mitochondria, and
acrosome may be negatively affected by the cryoinjurias that undergo the cells due
to the freeze / thaw processes of cryopreservation. The objective of this study was to
evaluate the effects of the addition of exogenous ATP, in different concentrations, in
the swine semen freezing diluent, through kinetic analysis and cellular structures. In
the cryopreservation methodology, diluents of cooling, Lactose-11% (80%) and egg
yolk were used. The study was performed from 23 samples of inseminating doses of
porcine ejaculates (n = 23) from an insemination center. (20%) and freezing with
89.5% of DR + 1.5% Equex-Paste® and 9% Glycerol. In the freezing diluent,
exogenous ATP (Adenosine 5'-triphosphate disodiumsalthydrate - Sigma-Aldrich
(0.25 mM), T4 (2.5 mM) and T5 (25.0 mM). The vals obtained a total volume of 0.5
mL each Concentration of 500x106 spermatozoa, were thawed in a water bath (37 °
C) and the kinetics were read in the three-phase Computer Assisted Sperm Analysis
(SpermVision 3.5) system and the cell structures by the Flow Cytometer (Attune®
Cytometer) The results were varied, however, it was evidenced that the treatment
with 0.25 mM of ATP was the most satisfactory (Total time and progressive motility),
while the treatment with 25mM was the one that presented the lowest performance,
but this one, obtained a better result in the times of one and two hours after the
thawing.

Keywords: sperm; energy; freezing; motility
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1 Introducéo

O espermatozoide € uma célula metabolicamente ativa, que necessita de
grandes quantidades de energia,na forma de adenosina trifosfato (ATP),para manter
a sua funcionalidade. Eventos como a motilidade, capacitacdo, reacao acrossémica
e, até mesmo, a propria homeostase sdo dependentes de energia (FORD, 2006).
Acélula espermatica apresenta regides especializadas na producdo de energia,
comoa regido mitocondrial, na peca intermediéria, através da fosforilacdo oxidativae
pela glicélise, na regido citoplasméatica ao longo do flagelo, conhecida como peca
principal (TURNER, 2003, MIKI et al., 2004).A partir da hidrélise do ATP em
adenosina monofosfato, é sinalizada a atividade motora das proteinas axonemais,
localizadas no flagelo, para o movimento flagelar (COSSON, 2012).

A criopreservacao, que € um processo tecnoldgico de conservagdo de sémen,
promove gastos de energia, diminuindo a concentracdo de células espermaticas
viaveis com movimentos progressivos — motilidade, além de afetar as vias
metabdlicas relacionadas a producao de ATP, resultando na incapacidade de uma
parte da populacdo de espermatozoides em fecundar o 06cito(WATSON et al., 2000
et al; ARAMLI et al., 2013).

Adenosina trifosfato € uma molécula que nao atravessa faciimente a
membrana plasmatica, porém, algumas propostas sdo atribuidas, como a de
incorporacdo do ATP exogeno, durante o periodo de re-organizacao estrutural da
membrana no descongelamento, realizado pela criopreservacdo do sémen suino
(BURNSTOCK, 2006).

Este estudo analisou a motilidade espermatica e parametros estruturais da
célula do sémen suino criopreservado com adicdo de ATP exogeno, a fim de

verificar a sua viabilidade no pds descongelamento.



2 Reviséo Bibliografica

2.1 Metabolismo energético do espermatozoide

O espermatozoide maduro € uma célula altamente definida e
compartimentada, apresentando regifes especializadas. Na cabeca encontra-se o
nacleocom o DNA, e a vesicula acrossomal, que € responsavel pela interacdo com o
gameta feminino (RAMALHO-SANTOS et al., 2009; TURNER, 2003). Do ponto de
unido da cabeca com o flagelo ou cauda, encontra-se a peca intermediaria, que esta
envolvida com a producdo de energia, por acomodar as cristas mitocondriais
(COSSON, 2012). Ainda no flagelo, tem-se a peca principal com os filamentos de
axonema, recobertos por uma bainha fibrosa que fornece suporte no controle e
movimento flagelar, envolvido com a motilidade celular (KRISFALUSI, 2006;
TURNER, 2003; MORTIMER, 1997). Os axonemas do flagelo apresentam bracos
internos e externos formados essencialmente de dineina/ATPases, que conferem a
habilidade da transformacdo de energia quimica, produzida na mitocondria, em
trabalho mecénico, ou seja, 0 movimento do espermatozoide (KIM et al., 2007). Para
tanto, a célula espermatica necessita de um aporte energético através de adenosina
trifosfato (TURNER, 2003).

2.1.1 Adenosina trifosfato (ATP)

Adenosina trifosfato (ATP) é a molécula que desdobra energia para todas as
células. Estruturalmente é constituida de trés grupos fosfato e uma adenosina
composta de adenina (nucleotideo) e ribose (pentose). Em todos os tipos de células,
as concentracoes de ATP s&o reguladas por um equilibrio dinamico entre dois
processos primarios: glicélise e fosforilagdo oxidativa (TAKEI et al., 2014), sendo a
fosforilacdo oxidativa, o maior gerador de ATP, através da cadeia de transporte de
elétrons (ST JOHN et al., 2005; NELSON & COX, 2004).
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A cadeia respiratdria ou de transporte de elétrons ocorre na mitocondria das
células eucaribticas, que no caso da célula espermatica, localiza-se na peca
intermediaria. Este segmento € responsavel por aproximadamente 90% da producéao
de energia da célula (COPELAND, 2002; CAMARA & GUERRA, 2008), e a sua
funcionalidade e integridade é fundamental para manter a homeostase do
espermatozoide (ST JOHN et al., 2005).

As mitocondrias dirigem a energia liberada da oxidacdo do hidrogénio para
bombear os prétons através da membrana interna da ATP sintase. Este processo
depende do fornecimento estavel de oxigénio e hidrogénio, a partir de substratos
presentes no sémen (COSSON, 2012), transformando a molécula de ATP em ADP
(adenosina difosfato) mais um fosfato livre.

Embora a fosforilacdo oxidativa seja a via metabdlica mais rentavel, existem
davidas relacionadas a difusdo do ATP até a peca principal (TURNER, 2003;
NELSON & COX, 2004). Dessa forma, alguns autores acreditam que a distancia é
muito longa para o ATP originado da peca intermediaria difundir-se em tempo habil,
e supde-se que a glicolise produzida no citoplasma, na peca principal, onde estédo
presentes enzimas glicoliticas, como:gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase,
hexoquinase-1 e fosfofrutoquinase-M, associadas a bainha fibrosa (KRISFALUSI et
al., 2006; KIM et al., 2007),tem papel importante na transferéncia de energia das
porcdes finais do flagelo (TAKEI et al., 2014;TURNER, 2003, MIKI et al., 2004, CAO
et al., 2006).

A célula espermética é capaz de captar véarias fontes de energia no plasma
seminal, sendo a glicose o0 monossacarideo mais rapidamente consumido por meio
da glicdlise. Além disso, produz maior quantidade de energia, quando comparado a
outros acucares (MEDRANO et al., 2004).

Contudo Albarracin et al. (2004) e Ramié-lluch et al. (2013),dizem que a
energia obtida do ciclo de krebs, também na mitocondria, mesmo sendo pequena, €
necessaria para manter a motilidade e a capacitagdo esperméatica na espécie suina.
Ha, ainda, relatos de estoques de glicogénio no espermatozoide, assim como a
capacidade deles em realizar a gliconeogénese (FORD, 2006), uma vez que
evidéncias recentes demonstraram que o espermatozoide do céo, suino, carneiro e
garanhdo contém reservas de (glicogénio, associadas as atividades
daglicogéniosintetase e glicogéniofosforilase (PALOMO et al., 2003).
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A motilidade espermética ocorre em razdo da atividade motora das proteinas
axonemais (dineinas), localizadas na porcédo fibrosa da parte principal do flagelo,
processo este dependente de adenosina monofosfatociclico (AMPc).Um aumento
nos niveis de bicarbonato presente no ejaculado, eleva o pH intracelular,
favorecendo a atividade de dineina-ATPase (COSSON, 2012), que por sua vez,
estimula a adenilciclase soluvel para a producdo de AMPc. Substancias que
estimulem a adenilciclase, como o bicarbonato e o Ca2+,resultam no aumento dos
niveis de AMPc (GADELLA& VAN GESTEL, 2004;JAISWAL E CONTI, 2003).

A cinética espermatica, 0os processos de capacitacdo e reacdo acrossomal,
fundamentais para a fecundacdo, sdo regulados pelas vias de sinalizacdo da
adenosina monofosfato ciclica (BATTISTONE et al., 2013; DARSZON et al., 1999).
O metabolismo energético espermatico, de forma geral, estd diretamente
relacionado a concentracao interna dessa substancia (SIMPSON & WHITE, 1987). A
presenca de célcio (Ca2+) também interfere no metabolismo, em niveis fisiolégicos e
estd associada a formas de onda e mudancas na direcdo do movimento
espermatico. Em suma, o AMPc e Ca2+ regulam a manutencdo da motilidade do
espermatozoide (COSSON, 2012).

2.2 Criopreservacao do sémen suino

A criopreservacdo é a forma de preservar e armazenar células, embrides e
tecidos por meio do congelamento (-196°C), diminuindo o metabolismo e mantendo
em estado de quiescéncia por tempo indeterminado (RUBINSKY, 2003). Desta
forma, quando descongelado, o material prosseguird normalmente (PEGG,
2007).Com o sémen, a grande vantagem dessa técnica, € manter o material
genético viavel por um longo periodo (JOHNSON et al., 2000, GERRITS et al., 2005,
BAILEY et al., 2008).

No entanto, o uso do sémen suino criopreservado nao ultrapassa 1% de
todos os procedimentos de inseminacdo realizados nesta espécie (DIDION et al.,
2013; FERNANDEZ-GAGO et al., 2013; ROMERO et al., 2004; SARAVIA et al.,
2005). Vadnais et al. (2011) comenta que 0s espermatozoides suinos,quando
comparados com outras espécies, sdo 0S que apresentam maior sensibilidade a

oscilagcbes de temperatura.



17

O processo de congelamento do sémen suino é um método demorado, desde
a coleta até o envase da palheta (PURSEL & PARK, 1985). E etapas como: curvas
de resfriamento, remocdo do plasma seminal e uso de diluentes sdo importantes
para minimizar o processo de crioinjdrias, danos na célula pela formacéo de cristais
de gelo com lesdes mecanicas irreversiveis nas organelas: mitocéndria e membrana
plasmatica (CABRITA et al., 2005).

2.2.1 Crioprotetores

Diluentes com crioprotetores sdo utilizados para o armazenamento do sémen,
0 que ajuda a manter a viabilidade dos espermatozoides por varios dias (GADEA,
2003). Destes, existem os diluentes com crioprotetores permeaveis a membrana,
que agem retirando a agua da célula por diferenca osmatica, facilitando o processo
de desidratacao celular, diminuindo sua temperatura de congelacéo e a formacgao de
cristais de gelo, o glicerol e o dimetilsulfoxido (DMSO) sdo os mais utilizados
(CAROLSFELD& HARVEY, 1999). Crioprotetores ndo permeaveis atuam sobre a
superficie celular, reparando e estabilizando a membrana dos possiveis danos
causados, a gema de ovo (colesterol), a lactose, frutose e glicose (energia), séo
exemplos (CAROLSFELD& HARVEY, 1999).

Estudos dos efeitos de diferentes crioprotetores, curvas e tipos de envases,
tém recebido atencdo especial, e as expectativas apontam para uma ampliacdo no
uso da inseminacao artificial (IA) com sémen congelado de suinos (ANTUNES,
2007).

2.2.2 Criopreservacao e funcionalidade celular

A criopreservacao diminui a concentragdo de células esperméticas viaveis,
através dos danos que podem ocorrer com a membrana plasmatica. No processo
inicial de resfriamento, a membrana plasméatica torna-se suscetivel a mudanca de
fases (BORGES et al., 2011; LEVIS, 2000), podendo ocorrer um aumento da
permeabilidade com alteracbes na fluidez (KHOSRO BEYGI & ZARGHAMI, 2007;
LEVIS, 2000). O colesterol é uma molécula importante da estrutura da membrana,
fundamental para minimizar os efeitos da separacdo de fases. Espécies com
sucesso na criopreservacao apresentam relacdo colesterol/fosfolipidio maiores que
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a dos suinos (0,12), como a dos bovinos (0,38) e ovinos (0,36) (DE LEEUW et al.,
1990; WATSON, 1995).

Apés o processo de congelamento/descongelamento, ocorre um desgaste
energético dos espermatozoides, com resultado principal na motilidade, além de
afetar as estruturas celulares como, potencial mitocondrial, reacdo acrossomica,
integridade do DNA (WATSON, 2000), assim como, as vias metabdlicas
relacionadas a producao de ATP — adenosina trifosfato (ARAMLI et al., 2013).

A motilidade é definida como percentual de células vivas com movimentos
progressivos, ou seja, movimentos ativos e para frente (BORTOLOZZO et al., 2005).
Sendoela, um fator importante para o deslocamento espermatico no trato reprodutivo
da fémea. E a sua avaliacdo é um dos principais parametros utilizados para
selecionar ejaculados como referéncia. Sua qualidade esta envolvida com aspectos
metabolicos intracelulares, como producédo de ATP e estrutura flagelar (CABRITA et
al., 2010). Sendo afetada negativamente pela criopreservacéo, torna o sémen de
baixa fertilidade.

O uso de algumas substancias que possam aumentar a concentracdo de
energia, atuando na cinética espermética e mantendo a homeostase da célula, seria

importante para a manutengédo do sémen criopreservado.

2.2.3 Niveis de ATP ap6s descongelamento

Em estudos de Bosman et al. (1994), determinando concentragbes de ATP
em espermatozoide humanos, foi evidenciado uma diminui¢do significativa (p<0,01)
da motilidade e da concentragdo de ATP dos espermatozoides apoés
congelamento/descongelamento(CALAMERA et al.,, 1982). Hammerstaedt (1981)
evidenciou a concentracdo de ATP enddgeno em espermatozoides bovinos, no
sémen fresco, com 76+38 nmol e 10+4,7 nmol no sémen congelado/descongelado.

No sémen de suinos, a concentracdo de ATP é cerca de 20
nmol/espermatozoides e cerca da metade deste € metabolizada a cada minuto
(MANN & LUTWAK-MANN, 1981; COSSON, 2012).

Em felinos domésticos, descobriu-se que o potencial da membrana
mitocondrial foi notadamente alterado ap0s 0 processo de criopreservacao,
indicando uma suscetibilidade a crioinjarias (THUWANUT, et al.,, 2010). Caso
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semelhante ocorreu com outras espécies de mamiferos: garanhfes (SCHOBER et
al., 2007) e suinos (FLORES et al., 2010).

O ATP é uma molécula altamente carregada, portanto, ndo atravessa
facilmente a membrana plasmatica. Entretanto, existem algumas propostas de
mecanismos que poderiam realizar o transporte, como a teoria da incorporagéo do
ATP exdégeno durante o periodo de re-organizacdo estrutural da membrana no
descongelamento espermatico (BURNSTOCK, 2006).Assim, o ATP extracelular
entra na célula espermatica, minimiza sua deplecdo e aumenta a viabilidade celular
(BLANCO et al., 2011).

Uma outra teoria, fala que o ATP exdgeno ativa o receptor purinérgico na
superficie da célula  espermatica, ocorrendo aumento do calcio
intracelular,provocando uma hiperativacdo espermatica. Além disso, outros estudos
indicam que o ATPexdgeno ativa a sinalizagdo do AMPc, pelo nivel de calcio
mitocondrial elevado (LURIA et al., 2002).

Apesar de alguns estudos indicarem que adicdo de ATP exdgeno aumentou a
movimentacdo dos espermatozéides em murinos (RODRIGUEZ-MIRANDA et al.,
2008) e bovinos(LURIA et al., 2002), o efeito da suplementacdo de ATPexdgeno na
qualidade do espermatozoide dos mamiferos ainda é debatido em estudos
(RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2008; LURIA et al., 2002).

O processo de congelamento/descongelamento promove diferenca na
concentracdo de ATP enddgeno, antes e depois da criopreservacdo (ARAMLI et al.,
2013). Baseando-se neste fato, foi proposta a hipétese deste trabalho a inclusédo de
ATP exogeno no diluente de congelamento do sémen suino aumenta a energia

disponivel e qualidade das células no descongelamento.



3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da adicdo de ATP exdgeno, em diferentes concentracdes,
na suplementacdo do diluente de congelamento de espermatozoides suinos

provenientes de uma central de IA.

3.2 Objetivos Especificos

Analisar a forma como se comportam as células espermaticas ap0s o
descongelamento, através dos parametros de:

Cinética espermatica em trés tempos: descongelamento, uma hora e duas
horas depois;

Estruturas celulares e bioquimica do espermatozoide por citometria de fluxo.



4 Materiais e Métodos

Foram utilizadas vinte e trés amostras de doses inseminantes (DI) (n=23) da
espécie suina, pertencentes a uma central de IA - Unidade de Disseminacdo de
Genes (UDG), em junho de 2016.

4.1 Animais

Os doadores de sémen (23 machos) apresentavam faixa etaria variavel entre
8 a 40 meses de diferentes tipos de linhagens: DBDanbred®, Agroceres® e
Topigs®, e clinicamente saudaveis. Alojados em baias individuais com &agua ad

libitum e alimentacdo controlada, com arragoamento realizado duas vezes ao dia.

4.2 Coleta do sémen

As coletas foram realizadas no periodo da manha, pelo método da mao
enluvada, descrita por Hancock & Hovell (1959), com auxilio de manequim regulavel,
apos a realizacdo da higiene prepucial, com papel toalha. Em cada coleta foi
utilizado copo coletor graduado em 500 mL pré-aquecido a 37°C com saco plastico
atoxico descartavel, com papel filtro para eliminacdo da fracdo gelatinosa. Foi
utilizada a fracédo total do plasma seminal, constituida de fracdo mais rica e mais

diluida, em todas as amostras.

4.3 Diluicdo do sémen fresco

O sémen foi mantido em ambiente térmico (banho-maria) a 24-32°C até o seu
processamento e foram avaliados padrdes de qualidade seminal macroscoépicos:
volume, aspecto e cor; microscopicamente: motilidade, vigor e concentracdo, pelo
sistema automocdo Mega Vision Bretanha®. Dos ejaculados coletados, somente
aqueles que apresentaram motilidade = 70% e vigor = 3 foram processados para

serem utilizados no experimento (CBRA, 1998).
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A diluigéo foi realizada com BTS — Beltsville Thawing Solution - VITASEM LD
de longa duragéao, Magapor S.L.®, Espanha (BTS: mOsm/kg 290-320; pH 6,9-7,5), e
o volume utilizado do diluente foi calculado de acordo com a concentracdo e volume
de cada ejaculado. As DI apresentavam concentracdes de 2x10° de células
esperméticas em 80 mL, embaladas pelo sistema automatico GTB 600 (IMV® Brasil,
Séao Paulo, SP, Brasil) em blisters identificados com o cddigo do macho e validade

do produto.
4.4 Curva de resfriamento

As doses foram mantidas por 10min/21°C, apds esse periodo, estocados em
conservadora de sémen por 90min/17°C, para estabilizacdo das células junto ao
diluente e centrifugadas a 400 x g por 10min. Ao fim, foi retirado o sobrenadante
(plasma seminal adicionada de BTS) e o pellet (células espermaticas) foi re-

suspenso pelo diluente de resfriamento.
4.5 Diluente de resfriamento

O diluente de resfriamento (DR) foi preparado no Laboratério de Reproducédo
da UFPEL (Repropel), em periodo anterior ao da coleta das amostras. Composto de
80% do volume de solucdo de lactose a 11% (Sigma-Aldrich® ChemicalCompany,
St. Louis, MO - USA) e 20% de gema de ovo (v/v), mantido sob congelamento até
momentos antes de sua utilizacdo na CIA. Foi adicionado ao pellet em volume
suficiente para que se obtenha 2/3 da concentracdo final da palheta de
congelamento do sémen (500 x 10° espermatozoides/0,5mL). As amostras
mantiveram-se em microtubos em conservadora de sémen com temperatura

controlada em 5°C/90 min, até serem completadas com o diluente de congelamento.
4.6 Diluente de congelamento
O diluente de congelamento (DC) também preparado em periodo anterior no

Laboratorio Repropel/UFPEL, foi acrescido as amostras, completando mais 1/3 do

volume total de diluente. Perfazendo um volume total de 0,5mL em cada microtubo,
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com concentraco final de 500x10° espermatozoides. Dessa forma, se obtém 2/3 de
DR e 1/3 de DC.

O diluente de congelamento foi composto a partir do DR, sendo o DC (89,5%
de DR + 1,5% (Equex-Paste®,NovaChemical Sales, MA - USA)e 9% de Glicerol,
v/v). No diluente de congelamento pronto, foi adicionado ainda, uma suplementacéo
com ATP exdgeno (Adenosine5’-triphosphate disodiumsalthydrate- Sigma-Aldrich®)
em diferentes concentragbes, configurando os tratamentos utilizados no
experimento: T1 (DC sem ATP); T2 (DC com 0,025mM de ATP); T3 (DC com
0,25mM de ATP); T4 (DC com 2,5mM de ATP) e T5 (DC com 25,0 mM de ATP).

4.7 Congelamento

Cada microtubo eppendorf® com 0,5mL da amostra e seu respectivo
tratamento foi transferido para palheta de 500uL, identificadas e vedadas com alcool
polivinilico. Contendo uma concentracdo de 500x10° células/palheta. O
procedimento foi realizado em uma conservadora de sémen, adaptada para manter
ambiente rigoroso a 5°C. As palhetas foram colocadas horizontalmente em vapor de
nitrogénio liquido (N,L) a5 cm acima do nivel (-60/-80°C)/20min e apds mergulhadas
em NoL a -196°C e armazenadas em botijao de nitrogénio através de raques, e
mantidas até o descongelamento. Processo realizado na central de I1A. As amostras

ficaram armazenadas por no minimo 30 dias.

4.8 Descongelamento

As palhetas sofreram descongelamento em banho-maria a 37°C/20 seg.
Foram alocadas em microtubos de 500uL para diluicdo, retirou-se uma aliquota de
100pL e foi colocada em tubo de 1,5mL com 900uL de BTS + BSA previamente
aguecidos (3mg de BSA/mL de BTS). Incubadas em placa aquecedora a
37°C/10min para ativagdo dos espermatozoides e posteriormente avaliagdo dos
parametros de cinética espermatica. Outra aliquota de 200uL dessa solucédo é
retirada e colocada em refrigeracdo para analise das estruturas (integridade de
membrana, acrossoma, mitocondria, fluidez de membrana e DNA) e a bioguimica

dos espermatozoides (ROS e LPO).
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4.9 Analises da cinética espermética

O sémen descongelado foi avaliado quanto aos parametros de cinética pelo
sistema computadorizado de avaliacdo seminal (CASA - Computer Assisted Sperm
Analysis) Sperm Vision 3.5, Minitub® e os espermatozoides ativados foram gravados
e analisados no sistema. Uma aliquota (3uL) do sémen ja diluido e incubado é
retirada e colocada em lamina pré- aguecida de quatro camaras, utilizando uma para
cada amostra, com captura em 6 campos de leitura com no minimo 1000 células
gravadas. De acordo com Verstegen et al. (2002) os parametros reportados pelo
CASA sao: motilidade total MT (%), motilidade progressiva MP (%), distancia média
percorrida DAP (um), distancia curvilinea DCL (um), distancia retilinea DSL (um),
velocidade curvilinea VCL (um/s), velocidade média do percurso VAP (um/s),
velocidade linear progressiva VSL (um/s), retilinearidade STR (VSL / VAP, %), e
linearidade LIN (VSL/VCL, %), deslocamento lateral da cabega ALH (um), frequéncia
de batimento cruzado BCF(Hz) .

As andlises foram avaliadas em trés tempos apO0s o descongelamento:
imediatamente, apds a ativacdo dos espermatozoides e, apés uma e duas horas,

mantidos em placa aquecida.

4.10 Anéalises das estruturas celulares

As estruturas celulares foram analisadas pelo Citometro de fluxo, Attune®
Cytometer Versdo 2.1.0 do software (Life Technologies). Equipado com laser azul
(Argbnio 488 nm) e laser violeta (UV 405 nm). Em todas as avaliacbes foram
utilizadas uma aliquota de 10uL de amostra seminal e 10uL de sonda fluorescente,
especifica para cada tipo de avaliacdo, incubadas por 10 min/37°C em placa
aquecida. Posteriormente a este periodo, é adicionado 20uL de solucédo de Hoechst
33342 (10mg/mL), exceto na fragmentacédo de DNA. E por fim, sdo adicionados mais
500uL de solucdo salina tamponada (PBS) com EDTA para ser feita a leitura no
citometro. Dez mil células espermaticas sao coletadas por amostra.

A Integridade da membrana plasmatica foi analisada pelo processo de
permeabilizacdo da conjugacdao do iodeto  de propidio e da
carboxifluoresceinadiacetate. Os espermatozoides séo classificados em viaveis/néao
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lesados e n&o viaveis/lesados (GILLAN et al., 2005; FERNANDEZ-GAGO et al.,
2013). Os dados séo expressos pelo percentual de espermatozoides nas categorias.

Para a fluidez de membrana plasmatica foi utilizado corante fluorescente
hidrofébico, a merocianina 540 e 0,1 uMde YO PRO-1 (Invitrogen - Eugene, OR,
EUA). E as células sao classificadas em alta fluorescéncia (alta fluidez) e baixa
fluorescéncia (baixa fluidez) (FERNANDEZ-GAGO et al., 2013). Os dados s&o
expressos pelo percentual de espermatozoides nas categorias.

A reacdo do acrossoma foi estimada utilizando alectina PNA combinado com
FITC. Os espermatozoides sédo classificados como: células com acrossoma nao
reagido e células com acrossoma reagido (PETRUNKINA etal., 2005).0s dados sao
expressos pelo percentual de espermatozoides nas categorias.

A funcionalidade de mitocondria foi avaliada utilizando Rhodamina
123,corante sequestrado nas mitocondrias que emite fluorescéncia verde na
mitocondria ativa (GILLAN et al., 2005). As células foram classificadas quanto a alta
funcionalidade (alta fluorescéncia) e baixa funcionalidade (baixa fluorescéncia).
Somente espermatozoides intactos foram avaliados.

A fragmentacao do DNA foi determinada utilizando as propriedades da sonda
metacromatica laranja de acridine, no ensaio de estrutura de cromatina espermatica
(EVENSON et al., 1994). Adicionado 5uL de TNE (0.01 M Tris-HCI; 0.15 M Nacl,
0.001 M EDTA; pH 7,2), 10uL de Triton (Triton X-100, 1%). Os espermatozoides
foram classificados quanto DNA integro (verde) e fragmentado (laranja/vermelho)
(JENKINSet al.; 2015).

A producdo de ROS foi avaliada com o corante fluorescente 2'7'diacetato
diclorofluoresceina, que é oxidado por ROS intracelular. Foi utilizada para analise a
mediana da intensidade de fluorescéncia verde (DOMINGUEZ-REBOLLEDO et al.,
2011).

Na peroxidagdo lipidica dos espermatozoides, foi adicionado uma
concentracéo final de 1uM Bodipy C11 (HAGEDORN et al., 2012) em 10 pL da
amostra, e incubados por 2 horas. Foram analisados apenas espermatozoides Vivos.
A peroxidacao lipidica foi calculada atraves da intensidade mediana da fluorescéncia
vermelha (lipidio ndo peroxidado)/intensidade mediana de fluorescéncia verde +

intensidade mediana de fluorescéncia vermelha (lipidio ndo peroxidado).
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4.11 Anélise estatistica

Os resultados foram submetidos a ANOVA, comparando-se as médias pelo
teste de Tukey (5%) para as diferentes concentracbes de ATP. Foi utilizado o

software Statistix 13°.



5 Resultados e discussao

Os resultados das amostras controles sado superiores ao encontrado em
outros trabalhos com congelamento de sémen suino (JUONALA et al. 1998,
CORCINI et al.,, 2012; WASILEWSKA et al.,, 2016), confirmando a correta
manipulacdo nos processos de resfriamento, congelamento e descongelamento do
sémen suino. A adicdo de 0,25 mM de ATP exdgeno ao diluente de congelamento
de sémen suino apresentou uma diferenca significativa do controle, evidenciando
aumento na motilidade total dos espermatozoides no periodo recente do
descongelamento (tempo zero). Esse parametro também diferiu nos demais
tratamentos (P< 0,05), e o diluente com maior concentracdo de ATP (25mM) foi o
que apresentou menor motilidade (Tab. 1). Da mesma forma, a motilidade
progressiva nesse mesmo periodo de tempo, pds-descongelamento, obteve melhor
resultado (P< 0,05) no tratamento com 0,25mM de ATP, e piores com concentracdes

acima desse valor (Tab. 1).

Tabela 1: Motilidade total e progressiva em trés tempos nos diferentes tratamentos com
ATP. Os dados sdo expressos como média e erro padrdo da média.

Varidveis Te(rkr:)po Tratamentos (ATP)
Controle 0,025mM 0,25mM 2,5mM 25mM
M TOTAL (%) o 40,1+1,0° | 41,0+07® | 44,1+1,1° 39,8+1,0° | 27,8+0,9°
M PROG (%) 30,8+0,9% | 309+06%® | 337+10®° | 300+09° | 17,6+0,8°
M TOTAL (%) L 19,7 £ 1,0° 19,7+ 0,72 21,0+0,8° 232+0,9% | 21,8+1,1°
M PROG (%) 13,5 £ 0,9° 13,0 £ 0,67 14,0 £0,7° 155+0,7° | 145%1,0°
M TOTAL (%) X 12,2+0,7° 13,5+0,6" 13,8+0,7° | 13,8+07° | 17,2+0,9°
M PROG (%) 7,3+0,6° 8,1+0,5" 7,9+0,6° 8,6+0,6 | 10,5+0,7%

*Motilidade total (M TOTAL), motilidade progressiva (M PROG). Letras distintas na mesma
linha apresentam diferenca estatistica (P < 0,05).

Apos uma hora do descongelamento, mesmo estando as células em
temperatura adequada (37°C), ocorreu queda da motilidade total e progressiva em
todos os tratamentos e n&o se verificou diferengas significativas nas médias (Tab. 1).
Entretanto, duas horas apdés o descongelamento, o tratamento com maior
concentracédo, foi o que apresentou resultado (P< 0,05) com menor queda da
motilidade (Tab. 1). Contrariando as respostas dos outros tempos. Pode-se entender
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gue concentracOes altas de ATP, alteram a relacdo ATP/ADP interferindo no
metabolismo energético, porém, mantém a célula viavel por mais tempo.

A motilidade espermatica € um atributo marcante para o potencial fertilizante
do macho, e considerando que, a fonte imediata de energia para este parametro, é a
hidrolise do ATP pela ATPase. Foi possivel observar que a célula esperméatica de
suinos ndo consegue manter o equilibrio entre o consumo de energia e o
metabolismo energético com concentracdes maiores de 2,5 mM de ATP, no
descongelamento (tempo zero). Além disso, um aumento excessivo do ATP pode ter
gerado um feedback negativo na célula espermatica, inibindo a acdo da ATPase que
€ estimulada pelo aumento de ADP(COSSON, 2012), ficando as motilidades em
concentracfes maiores de 2,5 mM de ATP reduzidas. Com esses resultados foi
verificado que a célula espermatica de suinos ndo pode ser armazenada em baixas
temperaturas em meio contendo mais de 2,5 mM de ATP.

Foi verificado em bovinos que a concentracdo de ATP no sémen fresco é de
76 + 38 nmol/10® enquanto que no congelado/descongelado é de 10 + 4.7 nm/108
(HAMMERSTAEDT, 1981). Desta forma, mesmo com o decréscimo da concentracao
de ATP enddgeno durante o processo de criopreservacao da célula ainda existe
uma inadequada utilizacdo do ATP exdgeno, como suplementacdo ao desgaste
energético natural que ocorre a célula (perda de ATP intracelular), devido aos
processos de congelamento/descongelamento. O estresse térmico também pode
resultar em dano a mitocondria, levando ao comprometimento do metabolismo
energético dos espermatozoides e também aumento na producdo de substancias
reativas ao oxigénio (ROS), estando relacionado com a queda na motilidade
espermatica (SCHOBER et al., 2007).

Os valores médios da velocidade progressiva (VSL) e velocidade média
(VAP) no tempo zero, ndo diferiram entre os tratamentos com 0,025mM, 0,25mM e
2,5mM de ATP do controle, porém, as velocidades apresentaram diferenca no
tratamento mais concentrado (25mM), estando este com velocidade inferior dos
demais (Tab. 2). A velocidade curvilinea (VCL) foi melhor no tratamento trés
(0,25mM), porém nao diferiu do controle. A VCL, em tempo zero, teve resultado

menos satisfatorio no tratamento cinco (25mM).
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Tabela 2: Valores de velocidade curvilinea (VCL), velocidade média (VAP) e velocidade

progressiva (VSL) nos trés tempos e cinco concentracdes de ATP

Variaveis Te(r:)po Tratamentos
c 0,025mM 0,25mM 2,5mM 25mM
VAP (um/s) 448+05°  437+06° 453+0,7° 446+06" 343+05°
VCL (umis) Oh 700+07® 687+08° 726+13" 70,7+07® 554+0,8°
VSL (um/s) 379+05° 367+06° 375:+06% 376%05  27,0+04°
VAP (um/s) 31,606 298+06° 315+06" 330+06° 32,9+05°
VCL (um/s) 1h 480+09° 444+08 476:+08° 487:09® 51,7+08"°
VSL (um/s) 26,4+06® 250+05° 265+06® 276+06% 263+04™
VAP (um/s) 269+0,7° 284+06° 283+08" 279:07° 321+05°
VCL (umis) 2h 406+1,1° 43,1+09° 421+12° 424+11° 492409
VSL (um/s) 220+06° 232+05° 230+0,7° 230:07° 257+05°

* Valores com expoentes diferentes na linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

No tempo de uma hora apOs descongelamento

todas velocidades

apresentaram resultados semelhante estatisticamente (P< 0,05), considerado os

melhores nas concentracées de ATP acima de 2,5mM e, somente VCL diferiu do

controle (Tab. 2). Segundo Verstegen et al (2002), a VCL é sempre a maior das trés

velocidades, e indica a real velocidade da trajetdria do espermatozoide, também

serve como elemento de calculo para a linearidade.

Em duas horas apds descongelamento as células espermaticas do diluente

com concentragdo de 25mM, mantiveram-se constante (P< 0,05) em relacdo as dos

outros tratamentos e tempos de velocidades (Tab. 2).
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Tabela 3: Distancias percorridas pela célula espermatica nos diferentes tratamentos com

ATP em trés tempos

Tratamentos
Variavel Tempo
T1 T2 T3 T4 T5
(Controle) (0,025mM) (0,25mM) (2,5mM) (25mM)

DAP (um) 20,4 +0,2° 19,9 +0,3% 20,5+0,3% 20,3+02*° 150+0,2°
DCL (um) oh 31,9+0,3®  31,3+04° 330+05° 323+0,3*  245+04°
DSL (um) 17,2 +0,2° 16,7 +0,2° 17,0 +0,2° 17,1+02* 11,9+0.2°
DAP (um) 14,4+03®  138+0,2° 145+03* 150+0,3® 145+0,3°
DCL (um) 1h 21,9 + 0,4% 20,5 +0,4° 21,9+04%®  223+04* 229+04°
DSL (pm) 12,0 £ 0,3% 11,5+0,2° 12,1+03*  12,6+03* 116+0,2"
DAP (um) 12,2+03°  129+0,2® 12,8+04°  126+0,3"” 14,1+0,2°
DCL (um) 2h 18,3+0,5" 19,6 + 0,4° 19,1+0,55° 19,2+05° 21,8 +0,4°
DSL (pm) 10,0 +0,3" 105+02%®  121+0,3* 104+03* 11,3+0,2%

* Distancia média percorrida (DAP), Distancia curvilinea (DCL), Distancia retilinea DSL.
Valores com expoentes diferentes na linha diferem estatisticamente (P<0,05).

A concentracdo maior de ATP, também apresentou diferenca (P < 0,05), nas
distancias médias, curvilinea e retilinea percorridas pelos espermatozoides no pés-
descongelamento, estando abaixo das outras (Tab. 3), porém, as distancias mais
percorridas foram no tratamento trés, sem diferenciar do controle. De contra partida,
nos tempos de 1h e 2h as distancias com maior percurso foram nos tratamentos
acima de 2,5mM (Tab. 3). Desta forma, fica claro neste trabalho, que os tratamentos
com maior concentracdo, beneficia as células espermaticas apdés um determinado
tempo (1-2h) do descongelamento, mas nao traz beneficios a célula imediatamente
apos descongelamento, que por algum mecanismo ainda ndo bem esclarecido,
promove algum grau de toxicidade aos espermatozoides, visto pelos padrdes de
qualidade seminal.

A amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH) € um dos parametros
com efeito direto na fertilizagdo, por avaliar o deslocamento médio da cabeca do
espermatozoide em sua trajetéria, estando relacionada com a capacidade de
penetragdo na zona pelucida do oocito. Essa variavel da cinética espermética
apresentou diferenca estatistica(P<0,05) no tratamento cinco (25mM), em todos o0s
tempos, diferindo dos controles (Tab. 4). A frequéncia de batimento flagelar € uma
variavel que corresponde com o numero de vezes que a cabeca do espermatozoide

cruza a direcdo do movimento, nessa variavel apresentou diferenca (P<0,05) o
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tratamento mais concentrado, no tempo zero (Tab. 4), com menor batimento flagelar.
No entanto, resultado significativo positivo obteve-se também, no tratamento cinco,
duas horas pos descongelamento. Em uma hora depois de descongelado essa

variavel ndo mostrou diferenca.

Tabela 4: Valores médios para amplitude do deslocamento lateral (ALHum) da cabeca e

frequéncia de batimento flagelar (BCFum)

Tempos Tratamentos
Variaveis (h)
Controle 0,025mM 0,25mM 2,5mM 25mM
ALH 0 1,7 £0,02° 1,8+0,03* 1,9+003" 1,8+002" 21+0,03
ALH 1 1,5 + 0,04° 1,3+0,03° 1,4+0,03° 15+ 0,04° 2,1+0,04
ALH 2 1,3 +0,05" 1,5 + 0,05 1,5+0,06" 1,4+ 005" 2,02+0,05%
BCF 0 36,7+0,8° 36,1+0,3° 36,5+03* 37,0+02° 29,6+0,4"
BCF 1 29,3 +0,5% 28,5+ 0,5° 29,0 +0,5° 29,1 +0,4° 28,9 +0,4°
BCF 2 25,6 + 0,7 26,2+ 0,5° 26,1+0,7° 259+0,7° 28,9+04%

*ALH: Amplitude do deslocamento lateral da cabeca, BCF: Frequéncia de batimento flagelar

Valores com expoentes diferentes na linha diferem estatisticamente (P<0,05).

A retilinearidade (STR) e a linearidade (LIN) séo percentuais entre VSL e VAP

e VSL e VCL, respectivamente. A LIN diminui & medida que o espermatozoide se
afasta da linha reta (MORTIMER, 2000). Os valores de LIN e STR s&o determinados
como raio dos valores da velocidade (AMANN & KATZ, 2004). Nas duas variaveis, 0

tratamento com 25mM de ATP apresentou menor medida , contudo, no tempo de

duas horas nao diferenciou (Tab. 5).

Tabela 5: Retilinearidade e Linearidade das celulas espermaticas nos trés tempos (Oh, 1h e

2h).
Tempos Tratamentos
Variaveis (h
Controle 0,025mM 0,25mM 2,5mM 25mM

a ab b ab C

STR 0 0,83 0,83 0,82 0,83 0,78
a a a a b

STR 1 0,82 0,83 0,82 0,83 0,79
STR 2 0,77+ 0,01 0,80 0,79+ 0,01 0,78 £ 0,01 0,79

a ab b ab C

LIN 0 0,53 0,52 0,51 0,52 0,48

b ab ab a C

LIN 1 0,54 0,56 0,55 0,56 0,50

a a a a a

LIN 2 0,51+ 0,01 0,54 0,53 0,51+ 0,01 0,52

*valores com expoentes diferentes diferem estatisticamente (P<0,05).
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Em estudos achados de Edwards et al. (2007), falam que a cinética de uma
populacdo de espermatozoides com motilidade subdtima pode ser parcialmente
melhorada pelo ATP exdgeno mas que esta resposta nao é idéntica em populacdes
com alta motilidade. Uma explicacdo para esta discrepancia € que muitos
espermatozodides na populacado de alta motilidade ja atingiram sua VSL maxima.

Por algum fato, ainda desconhecido, ndo se estabeleceu ao certo o
mecanismo de incorporacédo do ATP exdgeno na célula espermatica.

A hipotese levantada por esse trabalho de que o ATP disponibiliza mais
energia a célula e com isso um aumento da motilidade espermética do suino, se
confirma pelo tratamento com 0,25mM de ATP, porém, h& ainda grande
discrepancia dos parametros cinéticos, e, mais estudos no compreendimento do
mecanismo de acéo se faz necessario. No entanto, a concentracdo de 0,25mM de
ATP se mostrou mais eficaz de todas e pode ser uma alternativa, como suplemento
no diluente de congelamento, em machos suinos que possuem uma baixa producéo
de ATP na célula espermatica (menos que 20 nmol/10%) (MANN LUTWAK-MANN,
1981).

Tabela 6: Andlises de citometria de fluxo de espermatozoides descongelados com diluentes
em diferentes concentracdes de ATP. Os dados sdo expressos como média e erro padréo
da média.

Tratamentos

Controle 0,025mM 0,25mM 2,5mM 25mM
ROS (%) 613,00 +81,7° 611,06 +70,5° 627,42+93,9° 612,52+80,7° 459,37+ 55,5°
IM (%) 18,91 +1,72 22,48 +1,7° 2294+1,9% 2217 +1,7% 20,63+ 1,5%
RC (%) 67,87 +1,9° 58,34 +2,1° 56,89 +2,1°  6302+18%  60,97+18%
RA (%) 87,44 +3,1% 86,87 + 3,3% 83,83+ 3,5% 85,21 + 3,5% 83,18 +3,8%
FM (%) 19,16 + 3,6% 19,62 + 3,4° 19,26 + 3,0° 21,24 £ 4,4% 28,25 + 4,22
LPO (%) 30,65 + 1,6% 29,86 +1,9% 26,80 £ 1,72 28,49+ 1,72 27,96 £ 1,92
PMit (%) 82,20 +1,4° 79,51 +2,1° 81,81+1,9° 81,45+ 2,0° 83,51 + 2,0%
DFI (%) 0,09% 0,08% 0,08% 0,11 + 0,012 0,08°

*Espécies reativas de oxigénio (ROS), Integridade de membrana citoplasmatica (IM),
Integridade celular (IC), Reagdo do Acrossoma (RA), Fluidez de membrana citoplasmatica

(Fm),

Peroxidacéo

lipidica (LPO),

Potencial

de membrana mitocondrial

(PMit),

Fragmentacdo de DNA (DFI), de espermatozoides descongelados com ATP (mM).

O choque térmico e a exposicdo ao oxigénio atmosférico, decorrentes do

processo de criopreservacao, tornam as células suscetiveis a formacdo de ROS

(espécies reativas do oxigénio) (KARAJI et al 2014). Um nivel de ROS é importante
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para funcdes esperméticas como capacitacdo, reacdo acrossomica e fusdo com
oocitos (AITKEN, 1999), no entanto, niveis altos dificultam a manutencdo da
integridade da membrana, ocasionando prejuizos a ceélula espermatica pela
peroxidacdo lipidica (LPO) (BANSAL E BILASPURI, 2011). Os resultados da
bioquimica celular, ROS e LPO n&o foram diferentes do controle, dessa forma, a
adicdo de ATP nas diferentes concentracdes, ndo interferiu nestas analises (Tab. 6).
Com estes resultados, podemos sugerir que a capacidade antioxidante total (CAT)
também néo foi alterada, como o ROS néao diferiu se a CAT tivesse sofrido algum
efeito, esté teria influenciado diretamente a peroxidacgéo lipidica.

O processo de criopreservagdo do sémen pode modificar a conformacgao dos
fosfolipidios da membrana plasmatica, pela mudanca de fases do estado liquido
cristalino para o gel (BORGES et al., 2011; LEVIS, 2000), dessa forma alterando a
permeabilidade e fluidez da membrana plasmética (KHOSRO BEYGI & ZARGHAMI,
2007; LEVIS, 2000). Os resultados da adicdo de ATP no diluente ndo indicaram
alteracdes significativas de fluidez, e portanto, nao interferindo na passagem de ions
e pequenas moléculas pela membrana (Tab. 6).

A membrana plasmatica € o componente mais externo da célula e envolve
todo o espermatozoide (KHOSRO BEYGI E ZARGHAMI, 2007), é uma estrutura fina,
flexivel e seletivamente permeével, formada quase que inteiramente por proteinas e
lipidios (GUYTON E HALL, 1997). Manter sua integridade é fator fundamental para o
bom funcionamento da célula, e homeostase do espermatozdide. Ndo foram
detectadas diferencas estatisticas nesse parametro (Tab. 6), porém para o
rompimento celular da mesma, os tratamentos com 0,025mM e 0,25mM foram os
gue menor apresentaram rompimento celular da membrana plasmaética.

A reacdo acrossOmica é um teste que monitora sua integridade, ou seja, 0
percentual de células em que ndo houve rompimento do acrossoma. A reacédo do
acrossoma € um dos requisitos necessarios para a fertilizacdo e ocorre durante
exposicdo a uma glicoproteina que compde a zona pellucida do odcito no trato
reprodutivo da fémea (GADELLA et al., 2008), ndo devendo acontecer em outro
momento. Neste estudo com ATP, a integridade do acrossoma manteve-se intacta,
sem apresentar diferencas (Tab. 6). Sendo assim relevante para a viabilidade do
espermatozoide no momento da fusdo com o odcito.

A funcionalidade da mitocéndria é a analise que avalia o percentual de células

com potencial mitocondrial alto, sem rompimento. Esta analise tem forte relacdo com
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0 potencial energético da célula, por ser a organela responsavel pelas vias
metabdlicas relacionadas a producdo de ATP. Sendo assim, logo esta relacionada
com a motilidade seminal. Apesar de, nesse estudo, ter mostrado um resultado
melhor no tratamento com 0,25mM de ATP para a motilidade no descongelamento,
foi determinante também, o resultando no tratamento cinco, diferindo dos demais
(Tab. 6). Nele percebeu-se um funcionamento mitocondrial melhor, em diluentes
com concentracdo acima de 2,5mM de ATP, mantendo o potencial mitocondrial das
células por mais tempo, ou seja, 0 tratamento que apresentou menor queda da

motilidade em tempos de uma e duas horas apds descongelamento.



6 Consideracdes Finais

Nesse estudo foi verificado que o tratamento com 0,25 mM de ATP obteve
melhor resultado na cinética espermatica, porém, foi observado que apo6s duas
horas do descongelamento, os tratamentos com concentragcdes superiores
apresentaram um tempo maior no potencial mitocondrial. Trabalhos que buscam
identificar efeitos da adicdo de ATP exdgeno na conservacdo do sémen suino sao
escassos, pode-se observar que parte dos efeitos esperados, ainda ndo teve o
mecanismo de agdo bem esclarecido. Esse estudo foi realizado com machos de alta
performance em padrées de qualidade seminal (central de 1A), e o ATP exdgeno
parece funcionar melhor em ejaculados que apresentam nivel baixo de ATP
enddgeno.

Seria interessante mais estudos que esclarecam melhor os beneficios do uso
de adenosina trifosfato e suas concentragfes, a fim de tornar sua utilizacdo mais
necessaria na criopreservacdo do sémen suino, e, desta forma, criar diluentes com
meios que melhorem o metabolismo energético das células, com resultados na
cinética e nas estruturas celulares dos espermatozoides.

A concentracdo de 0,25mM de ATP se mostrou mais eficaz de todas e podera
ser uma alternativa no diluente de congelamento de sémen suino de baixo

rendimento espermatico.
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