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Resumo

O processo de criopreservacao causa estresse fisico e quimico aos
espermatozoides, acarretando alteragGes bioquimicas, diminuigao
irreverssivel da motilidade espermatica, aumento da degeneracio do
DNA e liberagio intracelular de enzimas e lipideos. No presente estudo,
foram estudadas a influéncia das estagdes nao reprodutiva e
reprodutiva, dos crioprotetores glicerol e etilenoglicol e do processo
de congelacio e descongelacio sobre o complexo DNA-proteina de
espermatozoides em garanhoes. Foi comparados o sémen puro, o
semen puro e congelado sem crioprotetores, o sémen diluido e exposto
aos crioprotetores sem congelacdo e o sémen diluido e congelado
com crioprotetores. Foram utilizados seis garanhdes, colhendo 12
¢jaculados cada. A patologia do complexo DNA-Proteina foi avaliada
em espermatozdides fixados com etanol-acido-acético glacial 3:1 (v/
v), tratados com HCL 4N a 25°C e corados com azul de toluidina a
0,025% em tampao Mcllvaine, empregando microscopia 6ptica com
aumento de 1000x. Os resultados mostraram que a anomalia do
complexo DNA-Proteina dos espermatozoides diferem entre os
grupos congelados e nao congelados (P<0,05). O sémen congelado
sem crioprotetor nao apresentou aumento significativo de patologia
do complexo DNA-Proteina em relagio ao sémen congelado com
crioprotetores, mas ambos mostraram aumento em relacao ao sémen
puro ou diluido e exposto aos crioprotetores. A influéncia da estagao
reprodutiva mostrou diferenca significativa (P<<0,05) somente no
sémen puro e no sémen puro ¢ congelado sem crioprotetor. Conclui-
se que o processo de congelagio exerce influéncia negativa sobre o
complexo DNA-Protefna de espermatozéides em garanhoes.
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Introducéo

A criobiologia aplicada a conservacao
de sémen foi iniciada por Smith e Polge' que
relataram o efeito crioprotetor do glicerol
na sobrevivéncia espermatica, apos a
congelacao dos espermatozéides de varias
espécies a -79°C. Em seguida foi
demonstrado que o sémen diluido em gema
de ovo-citrato, adicionado de glicerol e
conservado a -79°C por 32 semanas”ou um
ano mantinha as capacidades fecundantes,
resultando em taxas de concepg¢ao de 69%
e 65%, respectivamente. Posteriormente,
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mereceu consideravel aten¢ao o nitrogénio
liquido na congelacdo, demonstrando que a
motilidade progressiva mantinha-se mais
elevada no sémen conservado a -196°C do
que a -79°C .

Diluidores usados para criopreservagao
de espermatozdides de garanhoes, usualmente
contém gema de ovo, agucares, eletrdlitos e
glicerol. Lipideos, lipoproteinas e outros
aditivos que previne o “choque frio” e defeitos
de refrigeracdo durante a criopreservacao
também tém sido adicionados’.

As mudangas estruturais causadas pela
congelacdo mencionam-se as lesoes de



membrana plasmatica e de acrossomo, bem
como a liberacio de enzimas pelos
espermatozéides. Lesoes nucleares e
mitocondriais determinam o escoamento de
fosfolipidios, proteinas intracelulares e
mitocondrias dos espermatozoides®™.

A condensaciao do material nuclear ¢
um importante evento na diferenciagio
celular durante a espermatogénese. Nos
mamiferos, os DNA nucleares, que em
células somaticas estaria ligado a protefnas
nucleares basicas chamadas histonas, passa a
formar complexos intimos com outros tipos
de proteinas nucleares basicas conhecidas
como protaminas queratinosas ou
“protamine-like”'"!.

A protamina é uma sequéncia de
aminoacidos ricos em arginina e alguns
residuos de cisteina, responsaveis pela
compactagao do DNA dos espermatozoides,
formando um complexo condensado de
DNA-Proteina. Em algumas espécies
(bovinos e suinos), o nucleo dos
espermatozoides contém um unico tipo de
protamina, Pl-protamina, com forte
homologia entre as espécies. Um segundo
tipo de protamina, P2-protamina, esta
presente em nucleos de espermatozoides de
outros mamiferos, incluindo homens,
camundongos e garanhoes'>".

As moléculas de protamina ligam-se
aos grupos fosfatos presentes no sulco
menor da fita de DNA, neutralizando as
cadeias de fosfodiéster e eliminando a repulsao
eletrostatica normal entre segmentos vizinhos
do DNA. Com isso, o sulco menor da fita
de DNA interage com o sulco maior da fita
de DNA adjacente, promovendo intima
compactagao molecular. O complexo DNA-
protamina é mais estavel em relaciao a
desnaturacao térmica do que o complexo
DNA-histona'>%?,

Existem evidéncias de que este
processo de condensa¢io do DNA possa
ser parcial, resultando no complexo DNA-
proteina menos estavel e aumentando a
susceptibilidade a desnaturagao®. Ha ainda
sugestdo de que esta alteracdo possa ser
causada por defeito na ligacdo entre os
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grupos fosfatos do DNA as proteinas
nucleares ou por ocorréncia de tipo anormal
ou desconhecidos de proteina ligada ao
DNA15,16.

Alteracdes no complexo DNA-
Protefna dos espermatozodides de mamiferos
vém sendo sugeridas como importantes
causas de subfertilidade em varias espécies
como bovinos'", leporinos'” e humanos'".

Mello?® desenvolveu o método
denominado de “metacromasia induzida”
para identificar alteracdes no complexo
DNA-proteina em espermatozoides de
touros. Os espermatozoides normais se
coram em verde, pois poucos grupos fosfatos
de DNA estariam disponiveis para ligagio
com o corante catidnico. Contudo, aqueles
com anomalia no complexo DNA-Proteina
se corariam em violeta (metacromasia), uma
vez que muitos grupos fosfatos seqiienciais
estariam acessiveis no DNA, permitindo
maior interacado com as moléculas dos
corantes'®.

Os eqiiinos sdo animais poliéstricos
estacionais de dias longos, onde os garanhoes
tém producdao espermatica reduzida no
periodo de inverno. Um estudo feito para
comparar a qualidade espermatica pos
congelagio/descongelagio durante a estacio
reprodutiva e nao reprodutiva baseada nos
parimetros motilidade, concentragio,
morfologia, integridade do acossoma e
estabilidade cromatinica mostraram que as
taxas de sobrevivéncia pos-descongelacio
foram similares entre as duas estacoes?.

O presente trabalho avaliou a influéncia
dos crioprotetores glicerol e etilenoglicol e do
processo de congelacio e descongelacao
sobre o complexo DNA-proteina de
espermatozoides em garanhées. Comparou
o sémen puro, o sémen puro e congelado
sem crioprotetores, o sémen diluido e exposto
aos crioprotetores sem congelacdo e o sémen
diluido e congelado com crioprotetores entre
as estacoes reprodutivas e nao reprodutiva.

Material e Método

Foram utilizados 6 garanhoes da raga
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Mangalarga, entre 4 ¢ 10 anos de idade,
realizando 12 colheitas de sémen cada.

Parte do sémen foi utilizada pura e
parte diluida em diluidor a base de EDTA-
gema de ovo-lactose.

Foi avaliado o complexo DNA-
protefna no sémen puro (controle 1 —T1),
no sémen puro e congelado sem
crioprotetores (controle 2 — T2), no sémen
diluido e exposto ao crioprotetores glicerol
(T3) ou etilenoglicol (T4) sem congelacio e
no sémen diluido e congelado nos
crioprotetores glicerol (T5) ou etilenoglicol

(T6).

A patologia do complexo DNA-
proteina foi avaliada em esfregacos de sémen
de acordo com Mello'®. O material foi
fixado em etanol-acido-acético glacial 3:1 (v/
v) por 1 minuto e em alcool 70% por 3
minutos.

Para induzir a metacromasia, o
esfregaco foi tratado com 4cido cloridrico
4N a 25°C por 20 minutos e, em seguida,
lavado em dgua destilada. Este tratamento
rompe as ligacoes protéicas menos estaveis
dos espermatozodides que possuem o
complexo DNA-proteina andmalo.

A coloracio foi feita com azul de
toluidina a 0,025% em tampao MclLvaine
por 15 minutos. O principio da basofilia no

complexo DNA-protefna corado com azul
de toluidina (AT) se baseia na
disponibilidade e proximidade de grupos
fosfatos do DNA nao ligados as protaminas,
aptos a se ligarem as moléculas do corante. Se
o DNA apresentar poucos grupos fosfatos
nao ligados as proteinas e distantes entre si, a
coloragao apresenta tonalidade verde
(espermatozdides normais). Se, no entanto, o
DNA apresentar muitos grupos fosfatos nao
ligados as proteins e proximos entre si, muitas
moléculas de azul de toluidina se ligam em
sequéncia no DNA, apresentando coloragao
violeta, o que representa expressio do
fendmeno denominado de metacromasia®. O
complexo DNA-proteina foi avaliado em
1000 espermatozdides por lamina, utilizando
a microscopia 6ptica com aumento de 1000x.

Resultados e Discussao

Os resultados deste trabalho mostraram
que a anomalia do complexo DNA-Proteina
dos espermatozoéides diferem entre os grupos
congelados e nao congelados (P<0,05).

A anomalia do complexo DNA-
Proteina identificado pelo método da
metacromasia induzida ocorre em func¢io do
numero e da proximidade de grupos fosfatos
disponiveis no DNA para liga¢io com

Tabela 1- Valores médios (%) e desvios padrdes da patologia do complexo DNA-Proteina dos espermatozéides eqiiinos submetidos a diferentes

tratamentos nas estagoes ndo reprodutiva e reprodutiva

TRATAMENTOS NAO EQSE-LAR%ASUTIVA REEI?EAI;;S'EI)VA
P 15,35 + 7,92 b A 13,72+ 3,849°
EGL 16,55 + 6,97 b~ 16,52 + 3,69 A
EET 16,86 + 6,84 > 16,45 + 3,83 ©A
caL 29,15+ 13,58 >~ 30,19 + 4,21
CET 31,45+ 13,25 *A 30,74 + 4,19
cp 31,79+ 11,32 %~ 27,46 + 4,42 B

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P < 0,05).
Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P < 0,05).

P= Sémen puro (T1)

EGL = Sémen diluido e exposto em glicerol (T3)

EET = Sémen diluido e exposto em etilenoglicol (T4)
CGL = Sémen diluido e congelado em glicerol (T5)
CET = Sémen diluido e congelado em etilenoglicol (T6)
CP = Sémen puro e congelado sem crioprotetor (T2)
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SEN

Figura 1 - Espermatozoides corados pela técnica da metacromasia induzida (A, B e ©), evidenciando anomalia do complexo DNA-Proteina (seta).

Aumento 1000x

moléculas de azul de toluidina'®. Sendo
assim, os espermatozéides com anomalia do
complexo DNA-Proteina se coram em
violeta (metacromasia). No presente trabalho
foram observados nucleos metacromaticos
em todos os tratamentos congelados e nao
congelados com glicerol ou etilenoglicol
(Figura 1).

Durante o processo de condensaciao

do DNA espermatico, ha evidéncias de que
este processo pode ser parcial, tornando o
complexo DNA-Protefna menos estavel e
mais susceptivel a desnaturacao’. Neste caso,
durante o processo de congelacdio com
glicerol ou etilenoglicol e de descongelacao,
as ligagGes protéicas do DNA estavam menos
estaveis, tornando os espermatozoides
inviaveis para fecundagao. No presente estudo,
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verificou-se que durante o processo de
congelagio e de descongelagido, havia
aumento no numero de espermatozoéides
com alteragbes do complexo DNA-Proteina
em relacdo aos espermatozodides nao
congelados, independentes do crioprotetor.

Existem varias técnicas para analisar o
complexo DNA-Proteina dos espermatozoides,
mas precisam ser aprimoradas para uso
rotineiro em exames de avaliagio da
capacidade reprodutiva dos animais.

Para a criopreservagao do sémen,
deve-se fazer a avaliacao da fertilidade do
reprodutor como concentracao espermatica,
vigor, motilidade, morfologia, compactagao
do DNA, pois o processo de congelacio e
descongelacao influenciam diretamente a
capacidade fecundante dos espermatozoides.

A sazonalidade fértil dos garanhoes
coincide com perfodos de dias longos, com

baixa qualidade espermatica em dias
curtos?®!. Neste trabalho, ao estudar a
influéncia da estag¢do reprodutiva, pode-se
observar diferenca significativa (P<0,05) do
complexo DNA-proteina somente no
sémen puro e no sémen puro congelado sem
crioprotetor, nio havendo diferenca no
sémen exposto ou congelado com
crioprotetores.

O sémen congelado sem crioprotetores
nao apresentou aumento significativo de
patologia do complexo DNA-Protefna em
relacgio ao sémen congelado com
crioprotetores, mas ambos mostraram aumento
em relagio ao sémen puro ou diluido e exposto
aos crioprotetores.

Em conclusio, a associacdo criopre-
servagdo e criopreotetores exerce influéncia
negativa sobre o complexo DNA-Proteina,
independente do crioprotetor.

Glycerol, ethyleneglycol and cryopreservation influences on semen and

sperm DNA-Protein complex in stallion

Abstract

The cryopreservation process cause stress physical and chemical to the
spermatozoa, causing biochemistry alteration, irreversible reduction
of the spermatic motility, increase of the DNA degeneration and
intrcellular enzyme and lipids release. The aim of this study was to
evaluate the influence of non-breeding and breeding seasons, glycerol
and ethylene glycol, cryopreservation and thawing processes on stallion
spermatozoa DNA-protein complex. It was compared fresh semen,
diluted semen frozen without cryoprotectants, diluted semen
exposured to cryoprotectants but not frozen and d) diluted semen
frozen with cryoprotectants. Six stallions had 12 semen collections
each. DNA-protein complex pathology was assessed by optical
microscopy (1000x) using spermatozoa treated with ethanol-acetic
acid 3:1 (v/v), HCI 4N at room temperature and toluidin blue 0,025%
in Mcllavaine buffer. Results showed that DNA-protein complex
were different between frozen and not frozen spermatozoa groups
(P<0,05). Frozen semen without cryoprotectants had no increasing
of DNA-protein complex pathology compared to semen
cryopreserved with cryoprotectant, but both showed increasing in
relation to fresh and diluted semen exposured to cryoprotectants.
The influence of non breeding and breeding season showed
significant difference (P<0,05) in the fresh semen and fresh semen
frozen without cryoprotectants. Cryopreservation process had negative
influence on spermatozoa DNA-protein complex.
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