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1. INTRODUCAO

A técnica de criopreservacdo espermatica traz diversos beneficios ao
produtor, como o0 armazenamento do sémen por tempo indeterminado, reducao
de riscos e custos de aquisi¢do e transporte de reprodutores, além de possibilitar
uma rapida difusdo de material genético entre locais distantes (CASTELO et al.,
2008). O congelamento dos espermatozoéides € realizado sob a presenca de
compostos crioprotetores no momento do congelamento, tais como glicerol,
etilenoglicol ou dimetilsulfoxido (FICKEL et al., 2007). Esses criopreservantes sao
adicionados ao sémen com o intuito de preservar as células espermaticas, para
gue, no momento de descongelamento, as células continuem viaveis.

Entretanto, mesmo com a utilizacdo de protetores, a criopreservacdo de
sémen é um processo que promove grande estresse as células, gerando
condicles bastante desfavoraveis a manutencao de sua viabilidade (SILVA et al.,
2011). Sendo assim, métodos que diminuam a injaria e que permitam uma
melhor performance do espermatozoide apdés o descongelamento sdo de grande
importancia.

A gualidade do desempenho dos espermatozéides apds o descongelamento
depende, também, da energia armazenada na forma de ATP, produzido nas
mitocéndrias. Espermatozéides sdo células que contém muitas mitocdndrias na
peca intermediaria, 0 que sugere a grande necessidade de ATP para propulsao
do flagelo (CAMARA & GUERRA, 2008). Diversos compostos podem interferir na
atividade da ATPase, alem de alterar outras vias de sinalizagdo (ZHAO et al.,
2016). Assim, a administracdo exdgena de ATP poderia melhorar a atividade
metabdlica dessas células, melhorando paréametros cinéticos desempenhados
pelos espermatozoides pos descongelamento (KIM et al., 2016).

Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se sob a adicdo de
diferentes concentracdes de ATP exdgeno haveria interferéncia nos parametros
de cinética espermatica, neste caso, os diferentes tipos de velocidade dos
espermatozoides, Velocidade Média Progressiva (VAP), Velocidade Curvilinea
(VCL) e Velocidade Linear Progressiva (VSL), medidos por um sistema
computadorizado de avaliacdo seminal (CASA), principalmente no que compete a
estimativa da proporcao de espermatozoides que penetram o muco periovulatorio
(MORTIMER, 2000).

2. METODOLOGIA
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Para a analise da influéncia do ATP sobre parametros de cinética dos
espermatozoides, foram utilizadas 30 amostras de doses inseminantes comerciais
da espécie suina e foram feitos o congelamento dessas amostras em palhetas e,
posteriormente, 0 seu descongelamento, descritos a seguir:

2.1. Curva de resfriamento e congelamento

As doses foram mantidas a 21°C por 10 min e estocadas em conservadora
de sémen a 17°C por 90 min, para estabilizacdo das células junto ao diluente.
Posteriormente, as amostras foram fracionadas em tubos tipo Falcon® de 15mL,
centrifugadas a 800 g por 10 min, retirada do sobrenadante e ressuspensédo do
pellet (células esperméticas) em 2/3 do volume final da palheta de diluente de
resfriamento (DR) (80% do volume de solucédo de lactose a 11% e 20% de gema
de ovo (v/v)). As amostras foram acondicionadas em microtubos em conservadora
de sémen a 5°C por 90 min. Depois, foram adicionados 1/3 do volume final de
diluente de congelamento (DC) (89,5% de DR + 1,5% [Equex-Paste®] e 9% de
Glicerol (v/v)), perfazendo um volume total de 0,5mL com concentracéo final de
1x10° espermatozdides/mL. Este volume foi transferido para palhetas de 0,5mL,
ja identificadas e vedadas com alcool polivinilico. As palhetas foram submetidas
ao vapor de nitrogénio liquido (N2L) a 5 cm acima do nivel por 20min e depois
submersas em N:L e armazenadas em botijdo de nitrogénio até o
descongelamento.

2.2. Descongelamento

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C/20 seg. Uma
aliquota de 100 pL foi diluida em 0,9 mL de BTS, BSA e ATP em diferentes
concentragbes (0; 0,025; 0,25; 2,5; e 25 uM) previamente aquecidos (3 mg de
BSA/mL de BTS). Apds diluida, uma aliquota de 0,8 mL da amostra foi incubada
em placa aquecida a 37°C/10min e posteriormente foi feita a avaliagdo dos
parametros de cinética espermética.

2.3. Andlises da cinética espermatica

Os parametros de cinética foram medidos pelo sistema computadorizado de
avaliacdo seminal (CASA — Computer-Assisted Sperm Analysis) SpermVision 3.5,
Minitub®. Os parametros reportados pelo CASA foram: velocidade curvilinea
(VCL (um/s)), velocidade meédia do percurso (VAP (um/s)) e velocidade linear
progressiva (VSL (um/s)). Para estas analises, uma aliquota (3uL) do sémen ja
diluido e incubado foi retirada e colocada em camara, indicada pelo fabricante,
pré-aquecida, com captura de 6 campos de leitura com no minimo 1000 células.
As analises foram avaliadas em trés tempos apos o descongelamento: apos 10,
60 e 120 minutos de incubacdo na presenca de ATP, em placa aquecida.

2.4. Anélise estatistica

As variaveis foram submetidas a verificacdo de normalidade através do teste
de Shapiro-wilk e normalizadas quando necessario. As respostas foram
comparadas entre os tratamentos dentro dos respectivos tempos através do Teste
de Kruskal-Wallis. A comparacdo entre as médias foi feita através do Teste de
Dunn.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram, de um modo geral, que a adigcdo de ATP apos 10
minutos de incubacdo aumenta a velocidade dos espermatozoides, quando
avaliados os parametros VCL, VAP e VSL, exceto no grupo em que foi adicionada
a maior concentracdo de ATP (25 puM). Apés 1h de incubacdo, os grupos
adicionados de ATP ndo apresentaram diferenca estatistica significativa em
relacdo ao controle. Entretanto, conforme o tempo de incubacéo chega a 2h, nos
grupos em que foram adicionados o ATP, houve prejuizo nas velocidades
espermaticas quando comparadas ao grupo controle (Figura 1).

Os resultados ainda mostraram que a adicdo de 25 pM reduziu
significativamente os parametros VAP e VSL em todos os tempos analisados.
Para o parametro VCL, a adicdo da maior concentragdo de ATP reduziu
significativamente a velocidade no tempo Oh, entretanto sendo igual ao controle
pés 2h de incubacao.
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Figura 1: Graficos de VAP (velocidade média do percurso), VSL (velocidade linear
progressiva) e VCL (velocidade curvilinea), de espermatozdides de suinos
expostos a diferentes concentracdes de ATP pdés-descongelamento, analisados
nos tempos Oh, 1h e 2h. Letras diferentes correspondem as diferencas
estatisticas. Valores expressos em Média (barra erro padrao [+]).
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A suplementacdo energética € importante para permitir a motilidade de
espermatozoides, apds o descongelamento (CAMARA & GUERRA, 2008). O ATP
extracelular produz efeitos reguladores que aumentam a motilidade espermatica
aumentando os niveis de célcio ou ativando novas vias sinalizadoras
(YAMASHIRO et al.,, 2010). Assim, o ATP pode ser uma boa alternativa na
suplementagdo poés-descongelamento. Entretanto, essa resposta positiva foi
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observada no primeiro tempo de analise, e ndo se manteve com 0 aumento no
tempo de incubacdo. KIM et al (2016) observaram que a exposicdo ao ATP
aumentou a motilidade total dos espermatozéides de ratos apos trés horas de
descongelamento. Embora se tratem de condicbes experimentais e espécies
distintas, ja se sabe que o ATP desempenha um importante papel no aumento da
motilidade espermatica pés-descongelamento.

Estudos posteriores serdo realizados no grupo de pesquisa, avaliando
diferentes métodos de fornecimento de ATP para as células espermaticas, no
intuito de aumentar o tempo de motilidade, e desse modo, aumentar o potencial
de fertilidade.

4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que, na concentracdo de 2,5 pM, o ATP exdgeno
adicionado no meio de descongelamento seminal, aumentou os parametros de
velocidade curvilinea, velocidade média do percurso e velocidade linear
progressiva, em espermatozoéides de suinos, no primeiro tempo de analise.
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