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ESTUDO DOS  DANOS  MORFOFUNCIONAIS CAUSADOS PELA
CRIOPRESERVACAO NO SEMEN DE TATU-PEBA, Euphractus sexcinctus
WAGLER, 1830.

SOUSA, Patricia da Cunha. Estudo dos danos morfofuncionais causados pela
criopreservacdo no sémen de tatu-peba, Euphractus sexcinctus Wagler, 1830. 2013.124f,
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal: Morfofisiologia e Biotecnologia da Reproducéo
Animal) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord-RN, 2013.

RESUMO: Objetivou-se com este trabalho, criopreservar o sémen de tatus-peba,
avaliando previamente os efeitos da centrifugacdo e da diluicdo sobre seus os parametros
seminais ao longo do teste de termorresisténcia (TTR), a fim de definir o melhor diluente a ser
utilizado no processo de criopreservacdo seminal desta espécie. Amostras de sémen (n=12)
oriundas de 04 machos adultos coletados por eletroejaculacdo foram divididas em quatro
aliquotas, sendo duas imediatamente diluidas em Tris ou 4gua de coco em p6 (ACP-119%), e
as demais centrifugadas (800 g/10 min) previamente a diluicdo. As amostras foram incubadas
a 34 °C por 3 h, e os parametros seminais avaliados em intervalos de 1 h. Em termos gerais,
observou-se uma melhor eficiéncia do Tris quanto a preservacdo dos parametros seminais ao
longo do TTR, principalmente até os 120 min de avaliacdo, mas ap0s este periodo, os dois
diluentes se equipararam. Ainda, verificou-se efeito deletério da centrifugagdo sobre a
qualidade do sémen de tatus-peba, ndo sendo esse método indicado para esta espécie. Para a
criopreservacao, o sémen de tatus-peba foi entdo diluido em solucdo a base de Tris, acrescida
de 20 % de gema e 3 % de glicerol. Ap0s as etapas de diluicdo, refrigeracdo e descongelacéo,
foi realizada a andlise classica das amostras simultanea a analise por fluorescéncia,
empregando a associacao de fluor6foros para avaliar a integridade da membrana plasmatica
(lodeto de Propidio - Pl e Hoechst - H-342), e também a atividade mitocondrial (CMXRos -
Mito Tracker red®). A maioria das alteracBes observadas em todos os estagios da
criopreservacao do sémen de tatus-peba foi secundaria, mas as proporcoes desses defeitos
aumentaram significativamente a partir da etapa de refrigeracdo, sendo maior apds a
descongelacdo, devido aos impactos do choque térmico e do estresse osmdtico serem mais
expressivos nessa fase. Os resultados da analise de fluorescéncia indicaram um percentual de
células com a membrana plasmatica intacta maior (8,4 %) do que o de células méveis (6,1 %),
em sémen descongelado. Isto pode ser devido a acdo da gema de ovo em permitir maior
integridade estrutural a algumas células. Em imagens captadas por eletromicroscopia de
transmissdo foram identificados, em espermatozoides criopreservados, ruptura e vesiculacédo
da membrana plasmatica, anormalidades mitocondriais, como também modificacdes
nucleares e acrossomal caracterizadas por alteracfes da cromatina e capacitacdo espermatica,
respectivamente. Este estudo é o primeiro relato sobre a utilizacdo da criopreservacdo em
sémen de xenartras, e dada a importancia desta biotécnica para a preservacdo do material
genético de tatus, os resultados aqui obtidos sdo fundamentais para promover o
aperfeicoamento da criopreservagao seminal em tatus-peba, visando sua aplicagdo em outras
espeécies de tatus ameacadas ou vulneraveis a extingéo.

Palavras-chave: Xenartra, Dasipodidae, células espermaticas, congelacdo seminal.



CRIOPRESERVATION OF SEMEN OF SIX-BANDDED ARMADILLO (Euphractus
sexcinctus): STUDY OF DAMAGE MORPHOFUNCTIONAL CAUSED SPERM
CELLS

SOUSA, Patricia da Cunha. Study of morphological and functional damage caused by
cryopreservation in semen of six banded armadillo, Euphractus sexcinctus Wagler, 1830.
2013.124f. Thesis (Master degree In Animal Science: Morphophysiology and Biotechnology
of Animal Reproduction) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoro-
RN, 2013.

ABSTRACT: The objective of this work, cryopreserve semen from six-banded
armadillos, assessing in advance the effects of centrifugation and dilution of their seminal
parameters over thermoresistance test (TRT) in order to define the best diluent to be used in
semen cryopreservation of this species. Semen samples (n = 12) derived from 04 adult males
collected by electroejaculation were divided into four aliquots, two immediately diluted in
Tris or powdered coconut water (ACP-119®), and the other centrifuged (800 g/10 min) prior
to dilution. The samples were incubated at 34 °C for 3 h and the seminal parameters evaluated
at intervals of 1 h. In general, was observed greater efficiency of Tris regard to the
preservation of seminal parameters along the TRT, especially up to 120 min of evaluation, but
after this period the two extenders were equivalents. Still, the centrifugation caused
deleterious effect on semen quality of six-banded armadillos, this method is not suitable for
this species. For the cryopreservation of the semen of six banded armadillos, was then diluted
in Tris-base, plus 20 % egg yolk and 3 % glycerol. Following the steps of dilution, the
samples semen cooling and thawing was performed classical analysis simultaneously to
fluorescence analysis, employing the combination of fluorophores to assess the plasma
membrane integrity (Propidium iodide - Pl and Hoechst - H-342), and also mitochondrial
activity (CMXRos - Mito Tracker red®). Most of the changes observed in all stages of
cryopreservation of semen of six-banded armadillos was secondary, but the proportions of
these defects increased significantly from step cooling, and higher in step thawing, due to the
impacts of heat shock and osmotic stress be more significant in this phase. The results of
fluorescence analysis indicated a percentage of cells with intact plasma membrane more
higher (8.4 %) than that of motile cells (6.1 %) on thawed semen. This may be due to the
action of egg yolk, to provide greater structural integrity to some cells. In images taken by
transmission electron microscopy were identified in sperm cryopreserved rupture and
vesiculation of the plasma membrane, mitochondrial abnormalities, as well nuclear and
acrosomal changes characterized by changes in chromatin and sperm capacitation,
respectively. This study is the first report on the use of cryopreservation on semen xenarthras,
and given the importance of biotech to preserve the genetic material of armadillos, the results
obtained here are fundamental to promote the improvement of semen cryopreservation in six-
banded armadillos, aiming its applications in other species of armadillos endangered or
vulnerable to extinction.

Key-words: Xenarthra, Dasypodidae, sperm cells, seminal freezing.
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(N) Nucleo; (PI) Peca intermediaria; (BM) Bainha mitocondrial; (Ax) Axonema; (Mit)
o o0 o [ - VSR
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1 CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 INTRODUCAO

O Euphractus sexcinctus (WAGLER, 1830), popularmente conhecido como tatu-
peba ou tatu-cascudo, pertence & superordem Xenartra. E considerada resistente aos distdrbios
ambientais e antrdpicos, sendo amplamente distribuida na América do Sul (MEDRI, 2008).
Apesar dos efeitos de perda de habitat devido ao desmatamento (MCDONOUGH e
LOUGHRY, 2001) e a caca frequente em virtude do consumo da sua carne (FALLABRINO e
CASTINEIRA, 2006), esta espécie ndo esté listada entre os animais ameacados ou em perigo
de extingdo (IUCN, 2013). Assim, sugere-se a sua utilizagdo como modelo experimental para
aplicacdo de biotécnicas reprodutivas em outras espécies do mesmo grupo, as quais se
encontram atualmente ameacgadas, como o tatu-bola (Tolypeutes tricinctus) e o tatu-canastra
(Priodontes maximus) (CITES, 2013).

Mesmo diante da ampla distribuicdo, ainda sdo poucos os estudos realizados no
intuito de conhecer a fisiologia reprodutiva dos tatus-peba e demais membros da ordem
Xenartra. Nos machos, as informacdes estdo basicamente direcionadas a analise do sémen
(HEATH et al., 1987; PERES et al., 2008; SERAFIM et al., 2010; SANTOS et al., 2011).
Esses conhecimentos sdo importantes para melhor aplicacdo de biotécnicas reprodutivas nos
programas de conservacdo das espécies, e entre estas se destaca a criopreservacao de sémen
(ANDRABI e MAXWELL, 2007).

Em animais silvestres, os estudos acerca desse aspecto vém avancando
consideravelmente mostrando que a criopreservacdo € uma técnica valida, podendo contribuir
associada a inseminacdo artificial, para preservacdo de espécies consideradas ameacadas ou
em probabilidade de extin¢do, ou ainda em programas de multiplicacdo de espécies silvestres
em cativeiro com fins de producéo sustentavel (SA-ARDRIT et al., 2006).

Nesse contexto, nenhum estudo foi ainda realizado em tatus, sendo, portanto,
necessario o desenvolvimento de protocolos adequados as caracteristicas peculiares de seu
sémen. Assim, dada a importdncia da criopreservacdo para a conservacdo das espécies
silvestres, objetivou-se testar diferentes diluentes para a criopreservacdo do sémen de tatus-
peba (E. sexcinctus), empregando-se diferentes técnicas de analise para detectar os efeitos

danosos desta biotécnica sobre as células espermaticas apds descongelagéo.
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1.2 REVISAO DA LITERATURA

1.2.1 O tatu-peba (Euphractus sexcinctus)

1.2.1.1 Taxonomia e aspectos gerais

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Mammalia
Superordem: Xenartra
Ordem: Cingulata
Familia: Dasipodidae
Subfamilia: Euphractinae
Género: Euphractus

Espécie: Euphractus sexcinctus

O Euphractus sexcinctus é a Unica espécie do género Euphractus (WAGLER, 1830),
sendo popularmente conhecida por tatu-peba ou tatu-amarelo (Figura 1). A espécie é
pertencente a superordem Xenartra (Xenon = estranho e Arthros = articulacdo) e a ordem
Cingulata, a qual é exclusiva dos tatus. Esses animais apresentam carapaca e a utilizam como

estrutura de defesa contra predadores e danos causados pela vegetacéo.
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Figura 1 - Tatu-peba (Euphractus sexcinctus Wagler, 1830).

Sdo animais amplamente distribuidos no leste e centro-sul da América do Sul e leste
dos Andes. No Brasil, esta presente desde o sul da Amazénia até o restante dos estados
(SILVA JUNIOR e NUNES, 2001; GONGALVES et al., 2006; LIMA et al., 2009) (Figura 2).
ANACLETO et al. (2006) em estudos relacionados com a distribuicdo da espécie no Brasil,
sugerem que esta poderia ocorrer em todos os grandes biomas - Amazonia, Cerrado, Caatinga,
Pampas, Pantanal e Mata Atlantica - 0 que a torna a espécies de tatu mais generalista, em
relacdo ao habitat, a ocorrer no pais. Assim, por representar uma grande populacdo e ampla
distribuicdo, além de tolerancia a modificacdo do habitat, o E. sexcinctus ndo esta qualificado
em uma categoria ameacada (IUCN, 2013).
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Figura 2 - Distribuicdo geografica (em amarelo) do tatu-peba, Euphractus sexcinctus (Wagler, 1830).
Fonte: IUCN (2013).

Na idade adulta, o tatu-peba pode medir mais de 40 cm de comprimento cabeca-
corpo, sua cauda pode atingir de 11,9 a 24,1 cm, e a massa corporal varia de 3,2 a 6,5 kg. A
carapaca apresenta coloracdo pardo-amarelada a marrom-clara, alguns pelos esbranquicados e
longos, e 6 a 8 cintas mdveis na regido mediana (Figura 3). Na regido dorsal da cintura
pélvica, ocorrem 2 a 4 glandulas odoriferas na carapaca de machos e fémeas desta espécie
(REDFORD e WETZEL, 1985) (Figura 3). A secrecdo dessas glandulas é provavelmente
utilizada para a demarcacdo de tocas, e também pode ser importante na identificacdo e na
informacdo da receptividade sexual dos individuos (MCDONOUGH e LOUGHRY, 2003).
Esta espécie possui cinco dedos em cada membro, todos com garras, sendo o segundo dedo o
mais desenvolvido (POCOCK, 1924).
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Figura 3- Regido dorsal do tatu-peba (Euphractus sexcinctus Wagler, 1830) indicando 7 (sete) cintas moveis
(setas) e 3 (trés) glandulas odoriferas (circulo) inseridas na carapaga.

O E. sexcinctus mantém sua temperatura corporal basal em torno de 34 °C sob
intervalos de temperaturas ambientes entre 10 e 30 °C (MCNAB, 1980), do mesmo modo que
todos 0os membros da superordem Xenartra (tatus, tamanduds e preguicas), que apresentam
temperaturas corporais com média de 34,1 °C, e amplitude de 32,7 a 35,5 °C, as quais séo
peculiarmente mais baixas em comparacdo aos demais mamiferos placentarios que regulam
suas temperaturas entre 36 e 38 °C (MCNAB, 1985).

A espécie tem grande habilidade para cavar tocas, utilizadas para refagio, conforto
térmico e abrigo dos filhotes. Esse habito também auxilia na procura do alimento, que
consiste desde material vegetal, invertebrados até pequenos vertebrados e carnica (REDFORD
e WETZEL, 1985; BEZERRA et al., 2001; BONATO, 2002; DALPONTE e TAVARES-
FILHO, 2004; ANACLETO et al., 2006). A atividade do tatu-peba é principalmente diurna,
entretanto, atividade noturna ja foi observada (REDFORD e WETZEL, 1985).

O tatu-peba possui habito solitario, com excecdo da época reprodutiva e da relacdo
da mée com a prole (MEDRI, 2008). Ha registros do agrupamento ocasional desta espécie em
outras situagcdes como em torno da carcaga de um animal morto, se alimentando da carne e
das larvas presentes nela (NOWAK, 1999). DESBIEZ et al. (2006) registraram o
comportamento de perseguicdo até oito individuos, um atras do outro em fileira. MEDRI

(2008) relaciona este fato com a reproducdo da espécie, de modo que este comportamento foi

observado seguido por copula.
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1.2.1.2 Aspectos reprodutivos

N&o ha dimorfismo sexual evidente em E. sexcinctus, mas o sexo pode ser facilmente
determinado pela observacéo das genitélias. Os tatus machos apresentam um dos pénis mais
longos dentre os mamiferos, estendendo-se até cerca de 2/3 do comprimento do corpo em
algumas espécies (Figura 4) (MCDONOUGH e LOUGHRY, 2001). A regido perianal €
longa tanto em machos quanto em fémeas. Nestas observa-se um par de tetas na regido

peitoral e um clitoris longo parecido com pénis (Figura 5) (POCOCK, 1924).

\

Figura 5 - Tatu-peba (Euphractus sexcinctus Wagler, 1830) fémea. A — Par de tetas na regido superior ventral
toracica. B - Detalhe da genitalia da fémea com clitdris expandido (seta), seguido pelo orificio urogenital, e mais
adiante, proximo a base da cauda, pelo anus.

Fonte: Medri (2008).
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NERIS et al. (2002), em estudo com espécies habitantes da regido paraguaia,
observaram a época de reproducdo do tatu-peba como “primavera e verdo", mas individuos
em cativeiro apresentaram atividades reprodutiva durante o outono. CUELLAR (2008) afirma
que no Chaco boliviano essa espécie apresenta uma estacdo de monta curta, concentrada no
final da estacdo seca, com fecundidade maxima nos primeiros meses da estacdo chuvosa.

Em cativeiro, o periodo de gestacdo registrado para a espécie foi entre 60 e 65 dias, e
a prole pode ser de um a trés filhotes de sexos iguais ou diferentes, que atingem a maturidade
em torno de nove meses (GUCWINSKA, 1971).

1.2.1.2.1 Caracteristicas seminais

Ha& trés caracteristicas notaveis no sémen dos tatus-peba: a elevada viscosidade do
plasma seminal, a presenca comum de agregados espermaticos denominados rouleaux
(Figura 6) e as grandes dimensdes morfométricas da cabeca dos espermatozoides (largura 13
pum e comprimento 10,9 um, aproximadamente) (SERAFIM et al., 2010; SANTOS et al.,
2011; SOUSA et al., 2013). N&o se sabe ao certo a razdo da elevada viscosidade nesta
espécie, mas é provavel que essa caracteristica tenha relacdo com uma alta concentragdo de
glicosaminoglicanos no plasma seminal, proveniente de secrecdes de glandulas como a
préstata ou glandulas vesiculares, conforme descrito para outros mamiferos (CARDOSO et
al., 1985). Fatores relacionados com a viscosidade e a formacao de coagulo sdo considerados
limitantes durante o processamento do sémen em outras espécies como camelideos
(MOSAFERI et al., 2005) e primatas (Cebus apella) (OLIVEIRA et al., 2011). A fim de
reverter essa problematica, foram descritos alguns procedimentos para promover a liquefacéo
do sémen empregando-se a diluicdo em solu¢Ges como Tris (MOSAFERI et al., 2005) ou
4gua de coco em pé (ACP®- OLIVEIRA et al., 2011), bem como o uso de enzimas (tripsina e
hialronidase) (HERNANDEZ-LOPEZ et al., 2002).

Durante a analise classica do sémen de tatus-peba, a alta viscosidade seminal causa
interferéncia sobre os resultados de motilidade e, principalmente, sobre o vigor espermatico, o
qual apresenta valor maximo igual a 2 (dois), em sémen fresco (SERAFIM at al., 2010;
SOUSA et al., 2013). Esse efeito negativo parece ser agravado pela presenca dos rouleaux
espermaticos. Essas formacgdes foram descritas em outra espécie de tatu (Cabassous

unicinctus) através de imagens por ultramicroscopia (HEATH et al., 1987), mostrando dois ou
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mais espermatozoides empilhados. Esses mesmos autores atribuem essa organizagdo ao
formato céncavo da cabeca dos espermatozoides, o que facilita o encaixe e a permanéncia da

juncéo entre essas células.

s

Figura 6 — Rouleaux espermaticos de tatu-peba (Euphractus sexcinctus Wagler, 1830) identificados através de
esfregagos corados com rosa de bengala (Aumento 1000%).

No geral, a estrutura basica dos espermatozoides de tatu-peba é semelhante a descrita
para a maioria dos mamiferos; no entanto, nesta espécie, a cabeca espermatica apresenta
grandes dimensdes morfométricas, representando 16,6 % do tamanho total do
espermatozoide (SOUSA, et al., 2013). O tatu peludo (Chaetophractus villosus) também foi
outra espécie descrita como possuidora de grande cabeca espermatica, com dimensdes
representando 17,5 % do tamanho total do espermatozoide (CETICA et al., 1993). Na
verdade, a forma da cabeca e o tamanho dos espermatozoides do género Euphractus parecem
ser semelhantes aos relatados para tatus dos géneros Chaetopractus e Zaedyus, mas
diferentes do que foi descrito para tatus dos géneros Dasypus, Tolypeutes, Priodontes e
Cabassous. Essas diferencas podem ser atribuidas a aspectos evolutivos entre os taxons
(CETICA et al., 1998). No entanto, a relacdo filogenética entre representantes da ordem
Xenartra e a sua posi¢gdo na filogenia dos mamiferos eutérios ainda ndo é completamente
elucidada (DELSUC et al., 2003).
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1.2.2 Tecnologia de sémen aplicada em tatus

O registro mais antigo de que se tem conhecimento sobre andlise espermaética de
tatus foi realizado por BEDFORD e MILLAR (1978) na espécie Dasypus novemcinctus, com
0 objetivo de caracterizar as modificacdes ocorridas nos espermatozoides ao longo do
epididimo utilizando imagens obtidas através da microscopia eletrénica de transmissdo. Anos
mais tarde, a andlise ultraestrutural foi também utilizada por HEATH et al. (1987) para
descrever espermatozoides obtidos a partir do ducto deferente de um exemplar de C.
unicinctus, sendo o primeiro relato sobre a ocorréncia do rouleaux espermatico em tatus.

HERRICK et al. (2002) desenvolveram um procedimento de eletroejaculacdo para a
coleta de sémen de tatu da espécie Tolypeutes matacus. Além disso, este estudo reporta sobre
a utilizacdo da associacdo de sondas fluorescentes (isoticianato de fluoresceina — aglutinina
conjugada de Aeachis hypogaea (FITC-PNA) e Hoechst bisbenzimida 33258 (H33258) para
avaliar, respectivamente, o status acrossomal e a viabilidade dos espermatozoides.

Nos ultimos anos, as pesquisas mais recentes relacionadas a tecnologia do sémen em
tatus foram realizadas na espécie E. sexcinctus, onde ha relatos pioneiros quanto a utilizagéo
de eletroejaculacdo (SERAFIM et al., 2010), a inclusdo do teste de termorresisténcia e do
teste hiposmatico para avaliacdo da qualidade seminal (SANTOS et al., 2011) e a descri¢do
ultraestrutural e morfométrica dos espermatozoides desses individuos (SOUSA et al., 2013).
AMORIM et al. (2011) testaram diferentes substancias anestésicas, a fim de estabelecer o
melhor protocolo para procedimentos de eletroejaculacdo em tatus-peba, sugerindo como o
mais adequado o0 uso da associacdo de xilazina (1 mg/kg) e cetamina (7 mg/kg), por via
intramuscular como medicacdo pré-anestasica, seguida da manutencdo do estado anestésico
por meio da aplicacdo intravenosa de propofol (5 mg/kg), por promover melhor analgesia e
rapida recuperacdo dos animais, além de ndo alterar os valores dos parametros seminais,
mantendo-os semelhantes aos do grupo controle (sem anestesia). No ano seguinte, foram
avaliados nesta mesma espécie, os efeitos de diferentes diluidores (Tris e ACP®) sobre os
pardmetros de motilidade, vigor e viabilidade do sémen refrigerado (5 °C), sendo
demonstrado que o sémen de tatus-peba € sensivel a baixas temperaturas, independente dos
diluentes testados.

Todas essas referéncias constituem valiosas bases de dados para o desenvolvimento

de tecnologias que possam ser empregadas para a preservacdo de gametas masculinos de
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tatus, os quais poderdo constituir bancos de germoplasma animal ou serem aplicados
associados a biotécnicas de reproducdo assistida, como a inseminacdo artificial. Até o
momento, entretanto, nenhuma pesquisa foi relatada com o intuito de criopreservar 0 sémen

de tatus-peba.

1.2.3 Processamento do sémen

Estudos envolvendo outros grupos de mamiferos silvestres utilizam etapas distintas
de processamento seminal, as quais podem incluir: prévia centrifugacdo do sémen para
remocao do plasma seminal, como realizado em catetos (Pecari tajacu) (CASTELO et al.,
2010a) e em rinocerontes (Rhinocerus uniconis) (STOOPS et al., 2010), a escolha de um
bom diluente (Dasiprocta aguti) (SILVA et al.,, 2011) acrescido, em casos de
criopreservacao, de crioprotetores em dosagem ideal (P. tajacu) (SILVA et al., 2012) a fim

de minimizar os efeitos nocivos as células espermaticas.

1.2.3.1 Centrifugacéo

Nos mamiferos, o plasma seminal transporta os espermatozoide durante a copula,
porém este ndo é considerado um meio adequado para 0 sémen que sera criopreservado
(JASKO et al., 1997). Diante desse fato, e de processos de armazenamento ou preservagédo de
espermatozoides, a centrifugacdo se mostrou eficiente para separar essas células do liquido
seminal. Estudos conduzidos por HOE et al. (2001) mostram a necessidade de centrifugacéo
do sémen canino, com posterior substituicdo do plasma seminal por diluidores capazes de
promover uma melhor preservacdo das células espermaticas. A centrifugacdo também
concentra a populacdo de espermatozoides para que esta possa ser rediluida em solucGes
apropriadas (CASTELO et al., 2010a). ALVAREZ-RODRIGUEZ et al. (2013) utilizaram
esse metodo em ursos marrons (Ursus arctus) com a finalidade de concentrar os
espermatozoides e remover a contaminacgao por urina das amostras de sémen.

Em animais domésticos ha relatos de que a sobrevivéncia e a motilidade de
espermatozoides de vérias espécies como suinos (STRZEZEK et al., 1992), bovinos
(WISHWNATH et al., 1992) caprinos (PELLICER-RUBIO e COMBARNOUS, 1998) e
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equinos (CARVER e BALL, 2002), aumentam com a remog¢do do plasma seminal, devido a
retirada de proteinas descritas como nocivas a esses parametros espermaticos (BRAUN et al.,
1994).

De modo controverso, esse procedimento pode influenciar negativamente sobre a
qualidade seminal em outras espécies. Em ursos marrons, apesar de parecer um procedimento
necessario, a centrifugacdo pode ocasionar perda de espermatozoides devido a nao
sedimentacdo de parte dessas células apds a remocao do sobrenadante. Assim como danos ao
acrossoma e efeito negativo sobre a motilidade total dos espermatozoides (ALVAREZ-
RODRIGUEZ et al., 2013). Estudos com ratos (CARDULLO e CONE, 1986) e camundongos
(KATKOV e MAZUR, 1998) apresentaram resultados em que a centrifugacdo foi danosa aos
espermatozoides durante o processamento do sémen. Em humanos (NG et al., 1990), o efeito
deletério foi demonstrado, quando o precipitado apresentou espécies reativas de oxigénio
(EROs), induzindo danos irreversiveis as células espermaticas e, consequentemente, & sua
capacidade de fertilizag&o in vitro (AITKEN e CLARKSON, 1988).

CASTELO et al. (2010a) demonstraram que a centrifugacdo reduz a motilidade
espermatica e aumenta o percentual de defeitos morfoldgicos, tanto antes quanto depois do
processo de criopreservacdo, no sémen de catetos. Tais ocorréncias tendem a refletir em
alteracOes no percentual de espermatozoides viaveis ap6s a centrifugacdo, os quais podem ser
agravados pelo processo de criopreservacdo (CASTELO et al., 2010a). O sémen de outras
espécies silvestres, como o rinoceronte indiano (R. unicornis) (STOOPS et al., 2010) foi
submetido a centrifugacdo, e apresentou elevado indice de células esperméaticas com defeitos
morfoldgicos. Contudo, na citada referéncia, ndo foi testada a interferéncia do processo sobre
a qualidade seminal, e a ocorréncia desses danos foi relacionada a contaminacéo do ejaculado
por urina. Em espécies de tatus, até o presente momento, ndo se tem conhecimento sobre a

utilizacdo da centrifugacéo durante o processamento do sémen.

1.2.3.2 Diluentes seminais

Os diluentes seminais sdo solucdes constituidas por substancias que permitem a
preservacdo da membrana espermdtica mediante a presenca de macromoléculas que
estabilizam as membranas e minimizam as perdas de ions e enzimas. Ainda, essas solucdes

devem estabilizar o pH do meio (efeito tamponante), neutralizar a acdo de produtos toxicos
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produzidos pelos espermatozoides, como o &cido latico; promover prote¢do contra o choque
térmico e manter o equilibrio eletrolitico e osmotico, além de inibir o crescimento bacteriano,
e fornecer energia (ENGLAND, 1993; AMANN e PICKET, 1987).

Ao interagir com as células espermaticas, o diluente deve ainda proporcionar
protecdo aos diferentes compartimentos celulares quando submetidos ao resfriamento e a
congelacao-descongelacdo, preservando a integridade das membranas e a habilidade de
fecundacdo, fatores cruciais que devem ser apresentados pelos espermatozoides apds o
processo de criopreservacdo (GRAHAM, 1996; MANJUNATH et al. 2002).

Sobre esse aspecto, a qualidade dos diluentes seminais ¢ um fator critico para a
definicdo de protocolos de criopreservacdo, de modo que para o desenvolvimento de um
diluente adequado devem ser consideradas as caracteristicas proprias do ejaculado de cada
espécie (ANEL et al., 2010). H& vérios relatos sobre meios de dilui¢do para sémen, e cada um,
desde a simples solucéo salina até os meios tamponados mais complexos, apresentam méritos
proprios (CELEGHINI, 2005).

Algumas substancias sdo propostas como diluentes seminais (meio padrdo equino
[EQ] e leite desnatado — gema de ovo — aclUcar [SMAY] (STOOPS et al., 2010); meio de
minima contaminacdo [MMC] e lactose-gema-modificado [LGM] (BARCELLOS et al.,
2011); 4gua de coco em pd [ACP] (SILVA et al., 2011); e o tampdo Tris [hidroximetil-

aminometano] (SILVA et al. 2012), sendo este o mais largamente utilizado.

1.2.3.2.1 Tris

O Tris (hidroximetil-aminometano) é uma substancia soltvel em &gua, disponivel
comercialmente em um alto grau de pureza na forma de cristais (CHOE et al., 2006), atuando
como tampéo iénico bipolar em pH entre 7,0 e 9,0 (MCPHAIL e GOODMAN, 1984).
KOBER (1995) reportou a partir de estudos com sémen de diferentes espécies domésticas
(suinos, equinos e cdes), que o Tris além da acdo tamponante, também atua na reducdo do
metabolismo da frutose das células espermaticas, contribuindo para a preservagdo da energia
desses gametas.

Existe um grande nimero de relatos sobre a utilizacdo do Tris, como diluente em
sémen a ser criopreservado, em espécies domésticas como caprinos (BEZERRA et al., 2012)
e bufalos domesticados (Bubalus bubalis) (KUMAR e ATREJA, 2012), e também em uma


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kumar%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22364363
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Atreja%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22364363
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grande diversidade de espécies mamiferas silvestres. Em veados-mateiros (Mazama
americana) (FAVORETTO et al., 2012) foi verificada uma menor proporcdo de alteractes
celulares em espermatozoide crioopreservados quando o detergente Equex foi acrescido ao
diluidor Tris-gema; em caprinos selvagens (Ammotragus lervia sahariensis) foram analisados
dois protocolos de diluicdo, ambos a base de Tris, ja estabelecidos em outras espécies
selvagens semelhantes (Ovis sp. e Capra sp.), conferindo bons resultados na manutencéo da
integridade acrossomal aquele acrescido de glicose (SANTIAGO-MORENDO et al., 2013); em
catetos (P. tajacu) foram estudadas diferentes concentragdes de gema de ovo e glicerol em
diluente a base de Tris, concluindo que este diluente acrescido de 10 % ou 20 % de gema de
ovo mais 3 % glicerol foi efetiva para criopreservacdo seminal desta espécie (ALVES et al.,
2013). Além disso, quando comparado a outros diluentes, aqueles a base de Tris apresentaram
melhores resultados, como relatado em estudo com macacos-prego (C. apella), onde o TES-
Tris (3,5 % de glicerol) foi mais adequado para a criopreservacdo seminal em relacdo a agua
de coco em p6 (ACP® - 2,5 % de glicerol). O sémen fresco do tatu-peba j4 foi anteriormente
diluido em Tris para teste de termorresisténcia, apresentando espermatozoides com membrana
intacta até 360 min de avaliacdo (SANTOS et al., 2011).

1.2.3.2.2 Agua de coco em p6 - ACP®

De modo alternativo, a agua de coco (Cocos nucifera) tem sido usada, desde 0s anos
80 para conservacdo de células espermaticas (NUNES et al.,1998). Um dos componentes
mais importantes da agua de coco é o acido 3-indol-acético, uma auxina que age regulando o
crescimento e a divisdo celular nos vegetais, fungos e alguns protozoiarios (NUNES e
SALGUEIRO, 1999). O uso dessa auxina apresentou uma a¢do benéfica sobre a motilidade e
espermatozoides mdveis sobre sémen de caprinos e ovinos incubados a 37 °C (NUNES e
COMBARNOUS, 1995).

Além disso, por apresentar caracteristicas como a origem vegetal, o baixo risco de
transmissdo de doencas, condicfes fisico-quimicas adequadas para promover a viabilidade
espermatica, a disponibilidade de frutos em estagios ideais, e de representar baixo custo
financeiro, elaborou-se um meio de conservacdo a base de agua de coco na sua forma em pé
(ACP®), desenvolvido pela ACP Biotecnologia, Fortaleza-Cear4, Brasil (BARROS e
TONIOLLI, 2011).
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A ACP® foi obtida por meio de um processo de desidratacido e subsequente
formulacdo de meios de conservacgédo especificos para células e tecidos (SALGUEIRO et al.,
2002). Os niveis de pH e osmolaridade sdo ajustados para que se adequem as caracteristicas
seminais de cada espécie, recebendo uma denominagdo numérica particular. No caso de tatus-
peba, encontra-se o ACP®-119. Mas, mesmo em osmolaridades diferentes da ideal, os
espermatozoides desta espécie responderam a esse meio, fato este comprovado por testes
realizados com outras variacdes desse diluente, como o ACP®-300 e o ACP®-380, onde 0s
resultados demonstraram percentual de células com integridade estrutural de membrana em
torno dos 20 % ap6s 1 h da diluigdo, em condigdes de baixas temperaturas (AMORIM et al.,
2012).

Em outras espécies de mamiferos silvestres, bons resultados também foram
conferidos a partir da diluicio do sémen com ACP®, sendo solucdo de escolha na
criopreservacao de espermatozoides epididimarios de cutias (D. aguti) (SILVA et al., 2011) e
testado em catetos (SILVA et al., 2013). Em ensaio com macacos-prego (C. apella), esse
diluente, adicionado de cafeina, quando comparado a uma solucdo Tris-base, demonstrou
aumento da motilidade dos espermatozoides, sendo sugestiva a sua utilidade na inseminacgéo
artificial de sémen fresco diluido desta espécie (OLIVEIRA et al., 2011).

1.2.3.3 Crioprotetores

Os crioprotetores sdo substancias que promovem protecdo aos espermatozoides
durante o processo de criopreservacdo, evitando a formacdo de gelo extra e intracelular
durante o0 a congelacdo, devendo, necessariamente, serem adicionados ao meio diluidor
(ARRUDA et al., 2002; MEDEIROS, 2002). Tal efeito protetor esta, em geral, associado a
reducdo da concentracdo de soluto e ao aumento das porcdes de agua descongelada e,
portanto, do tamanho dos canais de &gua no meio extracelular (WATSON, 1995).

Sua eficiéncia apresenta relacdo com as seguintes propriedades: baixo peso
molecular, alta solubilidade em solu¢des aquosas eletroliticas e baixa toxicidade
(ALVARENGA et al.,, 2005). De acordo com a capacidade em atravessar a membrana
plasmatica, os crioprotetores podem ser classificados em penetrantes e ndo penetrantes, ou
intracelulares e extracelulares (GRAHAM, 1996; ARRUDA, 2000).
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Os penetrantes sdo constituidos por moléculas pequenas que agem nos Meios
intracelulares e extracelulares, agindo como solvente e soluto, com a capacidade de atravessar
a membrana plasmatica e controlar a pressao osmdtica intra e extracelular. Com ponto de
congelagdo mais baixo que o da agua (menor que 0 °C) (DALIMATA e GRAHAM, 1997), a
agua pura do diluente € a primeira a congelar, formando cristais de gelo e entre estes formam-
se canais de agua ndo congelada onde ficam alojados os espermatozoides (PICKETT e
AMANN, 1992; JASKO, 1994; GRAHAM, 1996).

Com a congelagdo da &gua, ocorre 0 aumento da concentracdo de soluto e da
osmolaridade do meio extracelular, promovendo o egresso de &gua da célula. Ao mesmo
tempo, ocorre a penetracao do crioprotetor na célula, evitando que ocorra o acumulo de agua
no seu interior e a consequente formacdo intracelular de cristais de gelo (WATSON, 1995). O
etilenoglicol, propilenoglicol, propanodiol, dimetilsuféxido, dimetilformamida, e glicerol sdo
alguns exemplos desta classificacdo, sendo este Gltimo o mais comumente utilizado na
criopreservacao de sémen em varios estudos (ESTESO et al., 2006; SA-ARDRIT et al., 2006;
COLOMA et al. 2010).

O glicerol é quimicamente considerado um alcool, e sua adicdo ao meio de
congelagdo de sémen induz um aumento do volume de canais de solvente ndo congelados e
uma menor concentragdo de sais nestes canais (MAZUR, 1977). O efeito do glicerol na
membrana plasmatica pode ocorrer por meio de uma ligacdo direta aos fosfolipidios da
membrana, reduzindo sua fluidez e interferindo na permeabilidade seletiva da membrana
celular a &gua e aos ions (PARKS e GRAHAM, 1992). Quando em altas concentracGes, gera
estresse osmotico, mudancas na organizacdo, fluidez e permeabilidade da membrana,
tornando-se toxico aos espermatozoides (GRAHAN, 1996; WATSON, 1995). Assim, a
concentracdo ideal dessa substancia no diluente deve favorecer a predominancia dos efeitos
positivos sobre os negativos, e pode ser influenciada, principalmente, pelas caracteristicas
seminais de cada espécie (SILVA, 2005).

Quanto aos crioprotetores ndo penetrantes, estes sdo moléculas grandes, e nado
atravessam a membrana plasmatica. Agem no meio extracelular como solutos ou coldides,
promovendo o transporte de agua para o exterior da célula (GRAHAN, 1996). Os agentes
crioprotetores ndo penetrantes atuam por meio de efeito osmatico, facilitando a desidratacao
celular, pois tornam o meio diluente hiperténico. Com isso, a probabilidade de formagéo de
cristais de gelo no interior das células, com consequente dano fisico a membrana espermatica,
é reduzida (AMANN e PICKETT, 1987). A gema de ovo e leite desnatado, agucares,
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polimeros sintéticos, e amidas, sdo os exemplos mais comuns desse tipo de crioprotetores
(GRAHAN, 1996).

A gema de ovo de galinha é usualmente o agente mais efetivo para a protecdo dos
espermatozoides contra os danos causados pelo frio, preservando a fertilidade apds o
armazenamento do sémen na forma liquida ou congelada. A gema de ovo apresenta
propriedade de modular e prevenir os efeitos da perda de fosfolipidios dos espermatozoides
durante ou apds a congelacdo (GONZALEZ, 2004). BOUCHARD et al. (1990) relacionou
essa acdo a presenca da lipoproteina fosfatidilcolina que interage com a estrutura lipidica da
membrana plasmatica das células espermaticas e propicia a protecdo. A gema de ovo previne
também a liberacdo da enzima hialuronidase pela célula espermatica (FOULKES, 1977).

Na presenca da gema de ovo pode haver diminuicdo na concentracdo de glicerol,
pois acredita-se que ela atua na superficie da membrana plasméatica, e por possuir
glicoproteinas de baixa densidade sdo responsaveis pela acdo protetora das membranas
(WATSON, 1995). Em diferentes espécies a adi¢do ao diluente de gema de ovo pode variar
de 15 % (HIWASA et al., 2009) a 20 % (SILVA et al., 2002; SA-ARDRIT et al., 2006;
ESTESO et al., 2006; SILVA et al., 2013; SOARES et al., 2013) e a concentracdo de glicerol
tem sido utilizada entre 3 % (SILVA et al., 2013) e 6 % (SILVA et al., 2002; ESTESO et al.,
2006) com resultados satisfatorios para a qualidade espermatica pos-descongelacao.

1.2.4 Criopreservagao do sémen

O processo de criopreservacdo do sémen é dividido em quatro etapas: resfriamento;
congelacdo; armazenamento; e descongelacdo. A preservacdo das estruturas espermaticas
ap6s a congelacdo é obtida por uma interacdo entre diluidor, crioprotetor, curvas de
resfriamento, congelacdo e descongelacdo, e também com as particularidades seminais de
cada espécie (CASTELO et al., 2008). Durante o resfriamento e a congelacdo do sémen, 0s
espermatozoides sofrem uma série de mudancas fisicas e quimicas que incluem: a
desidratacéo parcial, a penetracdo dos crioprotetores na célula, a reorganizacdo estrutural dos
lipidios e proteinas da membrana, a exposicéo as altas concentracGes de solutos e aos cristais
de gelo inter e intracelular (HENRY et al., 2002; SNOECK, 2003).

Na descongelacdo as células sdo expostas a esses mesmos fatores, mas de forma

contraria: reidratacdo celular pela entrada de &gua na celula passando pela membrana
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plasmatica para balancear a osmolaridade quando os cristais extracelulares sdo derretidos. Os
lipidios e proteinas da membrana plasmatica sdo reorganizados e o crioprotetor é difundido
para fora da célula (PICKETT, 1998).

A inconstancia de temperatura existente nas etapas de refrigeragdo-congelagéo-
descongelacdo causam danos ultraestruturais, bioquimicos e funcionais as células
espermaticas de forma variavel entre as espécies (SALAMON e MAXWELL, 2000). De
acordo com HUANG et al. (1999), em sémen de suinos, uma grande perda de
espermatozoides viadveis ocorre durante as etapas de congelacdo e descongelacdo, mas
relativamente, apenas pequenas mudancas ocorrem durante o resfriamento. J& em catetos (P.
tajacu) houve uma reducdo da motilidade espermatica apds refrigeracdo a 5 °C (SILVA et al.,
2013).

Durante a etapa de refrigeracdo ocorre o equilibrio, que consiste na permanéncia do
sémen diluido a 4 °C ou 5 °C, até o inicio da etapa de congelacdo; e o periodo que 0 sémen é
exposto a tais temperaturas pode variar entre protocolos (PHILLIP, 2010). Alguns métodos
foram desenvolvidos e testados, envolvendo refrigeracdo lenta e rapida do sémen diluido,
taxas de congelacdo e temperatura de descongelacdo (SILVA et al., 2013). Esses fatores em
conjunto determinam a curva de congelacdo, que deve ser lenta o suficiente para evitar a
formacdo de gelo intracelular e rapida o suficiente para evitar o choque osmoético (MAZUR,
1977).

A taxa de congelacdo lenta favorece a desidratacdo celular e o choque osmotico,
como resposta a elevada concentracdo de sal do meio e a formacdo de gelo extracelular em
temperaturas abaixo de zero. Por outro lado, a taxa de congelacdo rapida ndo permite que
ocorra a desidratacdo da célula, favorecendo a formacdo de cristais de gelo intracelular
(ANZAR et al., 2011). Em catetos (P. tajacu), por exemplo, foram obtidos resultados
satisfatorios em sémen submetido tanto a curva lenta quanto a répida (CASTELO et al.,
2010b; SILVA et al., 2013), entretanto SILVA et al. (2013) recomenda a utiliza¢do da curva
rapida, por reduzir o tempo investido no procedimento.

Apos a refrigeracdo, em diferentes espécies, a sequéncia mais comum das etapas da
criopreservacao seminal consiste na exposicdo das palhetas (contendo as amostras de sémen)
ao vapor de nitrogénio, seguindo-se 0 acondicionamento em botijdes criobioldgicos, onde as
amostras sdo mergulhadas em nitrogénio liquido (N,) a -196 °C, por tempo indeterminado
(VILLAVERDE et al., 2009; CASTELO et al., 2010b; SILVA et al.,, 2011). Durante o

processo, 0 tempo de exposicdo ao vapor de nitrogénio pode variar entre protocolos. Em
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gatos domésticos (Felis catus), o protocolo de criopreservacdo utilizado por VILLAVERDE
et al. (2009) exp0s as palhetas contendo sémen por 15 min ao vapor de nitrogénio, enquanto
que CASTELO et al. (2010a) em trabalho com sémen de catetos (P. tajacu), procederam a
exposicao por 20 min.

A criopreservacdo e seus protocolos ja sdo bem explorados em mamiferos
domésticos (GRAHAM et al.,, 1996; SILVA et al., 2000; PENA-MARTINEZ, 2004;
CASTELO et al., 2008), e no tocante as espécies silvestres, estudos vem sendo realizados
com o0 mesmo objetivo, havendo relatos em elefantes (Elephas maximus) (SA-ADRIT et al.,
2006), felideos (Leopardus tigrinus) (ERDMANN, 2005), cervideos (Cervus elaphus)
(ESTESO et al., 2006), catetos (P. tajacu) (CASTELO et al., 2010b), lobos (Canis rufus)
(LOCKYEAR et al., 2009), macacos (C. apella) (OLIVEIRA et al., 2011), rinocerontes (R.
unicornis) (STOOPS et al., 2010), mas ndo ha informacdes sobre a utilizacdo desse método
em tatus, ou qualquer exemplar da superordem Xenartra.

Ainda, entre os protocolos de criopreservacdo de sémen descritos nas espécies
silvestres, o sémen congelado em solucdo a base de tampéo Tris em combinagdo com gema de
ovo, na propor¢do de 20 % tém sido utilizado em gato-do-mato (L. tigrinus) (ERDMANN,
2005), elefantes (E. maximus) (SA-ARDRIT et al., 2006), catetos (P. tajacu) (CASTELO et
al., 2010b), e macacos (C. apella) (OLIVEIRA et al., 2011), mostrado bons resultados tanto

para a refrigeracdo, quanto para a congelacéo.

1.2.4.1 Crioinjdrias

O processo de criopreservacdo das células espermaticas resulta em diminuicdo da
fertilidade quando comparada com sémen fresco. Esse prejuizo surge da combinacdo de dois
aspectos: perda da viabilidade esperméatica ou danos na capacidade funcional dos
espermatozoides sobreviventes (WATSON, 2000). SA-ARDRIT et al. (2006) cita sobre a ndo
ocorréncia de gestacdo em elefantas inseminadas artificialmente com sémen poés-
descongelado que apresentavam valores aceitaveis de motilidade e viabilidade, e inferiu que
alteracdes espermaticas promovidas pela criopreservacgéo estdo relacionadas com esse fato.

Alteragcbes na motilidade e na estrutura dos espermatozoides ocorrem
simultaneamente nas diferentes etapas de congelacdo e descongelagdo. Em ungulados, é bem

conhecido que o resfriamento rapido do sémen de 30 para 0 °C induz a um estresse letal para
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algumas células. Esse estresse é proporcional a taxa de resfriamento, ao intervalo e ao limite
de temperatura, sendo conhecido como “choque frio”, com efeito negativo variavel entre as
espécies (WATSON, 1995).

SA-ARDRIT et al. (2006) em estudo com sémen criopreservado de elefantes (E.
maximus) inferiu o estresse espermatico como causador do decréscimo significativo dos
parametros de motilidade, integridade da membrana plasmatica e acrossomal, e atividade
mitocondrial dos espermatozoides pos-descongelados em relacdo ao sémen fresco.

Os danos celulares pela congelacdo-descongelagdo, muitas vezes séo considerados
irreversiveis (GONZALEZ, 2004). Segundo HAMMERSTEDT et al. (1990), estes podem
ocorrer em cada um dos passos do processo de criopreservacdo, no entanto, eles serdo
detectados somente depois que a célula ja passou por todos os tratamentos, sendo mais dificil,
se ndo impossivel, fazer uma andlise detalhada dos espermatozoides quando estes estdo em
baixas temperaturas ou em estado semissolido. E sempre necessario completar todo o
procedimento e analisar as células em suspensdo, e entdo atentar para designar o ponto de
alteracdo deletéria da célula, avaliando as probabilidades de danos em todos os

compartimentos celulares.

1.2.4.1.1 Danos as membranas plasmaticas e acrossomais

A integridade estrutural e funcional da membrana plasmética e do acrossoma sao
reconhecidamente pontos criticos para a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides. Na
etapa de refrigeracdo, a membrana celular dos espermatozoides sofre algumas mudancas
relacionadas a sua estrutura, principalmente aos lipidios e, alteraces funcionais que ainda ndo
foram completamente entendidas e s@o parcialmente irreversiveis. Espermatozoides sensiveis
as quedas de temperatura podem apresentar ruptura da camada lipidica da membrana,
resultando em perdas irreversiveis da motilidade (BUHR et al., 1994).

Ainda, os elementos da membrana, como as proteinas integrais, sdo agrupados pela
separacdo da fase lipidica, e as func¢Oes dessas proteinas, como por exemplo, 0s canais idnicos
(Ca™), terminam sendo afetadas, devido ao fato da permeabilidade da membrana aumentar
apos o resfriamento (ROBERTSON e WATSON, 1986). As consequéncias desse efeito sobre

a regulacdo do célcio refletem em sérios efeitos sobre a fungdo espermética, como
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implicagBes na capacitacdo e na fusdo entre a membrana plasmatica e a por¢do externa da
membrana do acrossomo (CRITSER et al., 1998).

HAY et al. (1997) denomina como choque do frio o conjunto de alteracbes
provocadas pela congelacdo/descongelagédo. Esse evento afeta todas as membranas
espermaticas, inclusive a acrossomal, interferindo na morfologia dessa estrutura (WATSON,
1995). Em elefantes, SA-ARDRIT et al. (2006) verificaram por imagens de ultraestrutura
varios tipos de danos ao acrossoma de espermatozoides pés-descongelados, entre eles:
acrossoma edemaciado, ruptura da membrana, vazamento do contetdo acrossomal, e perda
completa da estrutura.

A criopreservacdo estd associada com a inducdo de alteragdes na membrana
espermatica em humanos (DURU et al., 2001), touros (JANUSKAUSKAS et al., 2003) e
equinos (ALVARENGA et al.,, 2000). Em koalas (ZEE et al., 2007), a criopreservagdo
seminal resultou em perda da integridade da membrana plasmatica; e em elefantes (E.
maximus), as organelas mais frequentemente danificadas foram as membranas espermaticas
(plasmaética, acrossomal e mitocondrial), todas identificadas por ultramicroscopia (SA-
ARDRIT et al., 2006).

1.2.4.1.2 Danos mitocondriais

Em suinos, COUNTERS et al. (1989) observaram mudancas na arquitetura
mitocondrial em espermatozoides submetidos a baixa temperatura (5 °C), e ap6s a
criopreservacao. Alteracdes nas mitocondrias como: mudangas na sua estrutura ou alteracdes
na forma, condensacao e perda de material mitocondrial foram descritas em outras espécies
(JONES e MARTIN, 1973; SA-ARDRIT et al., 2006; SILVA et al., 2009). Ap6s o choque
frio, QUINN et al. (1969) reportaram alteragdes mitocondriais em espermatozoides de ovinos,
caracterizadas pela aparéncia mais clara da organela através de ultramicroscopia e perda de
proteinas, confirmadas por analise histoquimica.

WATSON (1995) relatou sobre a ocorréncia de perdas de contetdo estrutural e
formacdo de grandes cristais de gelo nas mitocondrias de espermatozoides submetidos a
congelacdo, afetando provavelmente a producdo de adenosina trifosfato (ATP), devido a
alteracbes na fosforilagdo oxidativa e no transporte de protons realizados na crista

mitocondrial interna. Ainda, a criopreservacao ativa o processo de apoptose mitocondrial,
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caracterizado pela inducéo da abertura dos poros mitocondriais e posterior liberagéo os fatores
pré-apoptoticos dessa organela, resultando na diminuicdo do potencial de membrana
(RAVAGNAN et al., 2002). Finalmente, esses fatores sdo subsequentemente ativados,
desencadeando alteracGes tanto na superficie celular quanto no ndcleo (MARTIN et al.,
2004).

1.2.4.1.3 Danos ao citoesqueleto

As membranas celulares ancoram-se no citoesqueleto, desta forma, qualquer
alteracdo nessa estrutura, de alguma maneira, repercute negativamente na funcdo celular.
Estudos identificando a despolarizagcdo prematura dos filamentos de actina em embrides
bovinos submetidos ao resfriamento (SAUNDERS e PARKS, 1999) podem trazer
importantes implicacdes na criopreservacdo dos espermatozoides, por mostrarem que muitas
dessas proteinas estruturais apresentam despolimerizacdo e repolimeriza¢do de acordo com a
temperatura a que séo submetidas (WATSON, 1995).

SPUGIN et al. (1995) propuseram que a despolimerizagdo da F-actina do
citoesqueleto, € um passo necessario para permitir a aproximacdo do plasmalema a membrana
externa do acrossoma durante a exocitose; portanto, a despolimerizacdo e repolimerizacdo, de
acordo com a temperatura do resfriamento e criopreservagdo, poderiam contribuir com uma
fusdo desorganizada.

Por sua vez, efeitos, como o declinio da motilidade, observados apds congelacéo e
descongelacdo da célula espermatica podem ser explicados, em parte, pelas mudangas no
transporte ativo e permeabilidade da membrana plasmaética na regido da cauda, como também
a interferéncias na disponibilidade de energia ou danos nos elementos do axonema
(WATSON, 1995).

1.2.4.1.4 Danos nucleares

A criopreservagdo de espermatozoides pode induzir danos nucleares, associados a

ocorréncia de descondensacdo da cromatina, desnaturacdo do DNA, e inducdo da
vacuolizacdo nuclear (FORTUNATO et al., 2012). O grau de desnaturacdo do DNA durante a
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criopreservacdo pode ser influenciado pelo diluente, tendo efeito negativo na subsequente
fertilidade (KARABINUS et al., 1991)

Em sémen criopreservado de humanos, a cromatina ndo condensada foi fortemente
correlacionada com a reducgdo da taxa de viabilidade dos espermatozoides (BOITRELLE et
al., 2012). A causa para esse fato pode estar relacionada ao aumento significativo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que promovem danos a cromatina de espermatozoides
submetidos a um longo periodo de armazenamento em nitrogénio liquido (ALVAREZ e
STOREY,1992; BALL et al., 2002; PONS-REJRAJI et al., 2009).

Nesse aspecto, existe ainda, um grande ndmero de registros mostrando que altas
concentracdes de EROs induzem graves danos ao DNA (BENNETT e AITKEN, 2005;
SILVA e GADELLA, 2006), e estdo associadas com infertilidade masculina (PADRON et al.,
1997). Sugere-se ainda, que a criopreservacdo seminal desencadeia a via apoptotica das
células espermaéticas, com consequente deterioracdo do DNA através de clivagem por
endonucleases especificas (PAASCH et al., 2004).

1.2.5 Avaliacio do sémen

1.2.5.1 Analise classica

Para medir a fertilidade de um ejaculado a analise isolada de um parametro nao é
capaz de atingir esse objetivo (ARRUDA et al., 2003), sendo necessario avaliar varios
aspectos do sémen em uma analise multifatorial, para determinar uma maior ou menor
fertilidade potencial do macho (SIQUEIRA et al., 2007). De acordo com MIES FILHO
(1982), duas classes de caracteres devem ser levadas em consideragdo na avaliagdo seminal:
os caracteres fisico-quimicos (macroscopicos) e 0os microscopicos. Os primeiros devem ser
avaliados imediatamente ap0s a coleta do sémen, e a avaliagdo desses caracteres determinam
o0 volume, cor, aspecto, odor e pH do ejaculado.

Através da analise dos caracteres microscopicos podem ser mensurados parametros
para concentracdo, motilidade, vigor, propor¢do de espermatozoides com integridade de

membrana plasmatica e morfologia espermatica (CBRA, 1998).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boitrelle%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22700764
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1.2.5.1.1 Motilidade e vigor

A motilidade espermética € uma estimativa subjetiva e quantitativa, de grande
importancia na avaliacdo seminal. Este exame avalia o percentual de células que apresentam
algum movimento, em uma determinada amostra de sémen. J& o vigor, normalmente avaliado
em conjunto com a motilidade, é também uma anélise subjetiva, entretanto, para avaliacdo
desse parametro, séo atribuidos escores que compreendem uma faixa de 0 a 5 para qualificar o
movimento expresso pelos espermatozoides, sendo 1 para o ejaculado que apresenta
espermatozoides com movimentacdo fraca e 5 para ejaculados que apresentando
espermatozoides com forte movimentacédo através do campo do microscépico (JOHNSTON et
al., 2001; ZAMBELLI e CUNTO, 2006).

Apesar dos resultados dos parametros de motilidade e vigor serem informac6es
importantes para identificar a capacidade fertilizante da célula espermatica (PENA-
MARTINEZ, 2004), estes ndo devem ser 0s Unicos aplicados para predizer sobre a viabilidade
seminal, pois espermatozoides imoveis ndo estdo necessariamente mortos (JANUKAUSKAS
e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1995) e, ainda, em cdes foi observado que espermatozoides
com boa motilidade podem ser incapazes de fertilizar um o0cito caso apresentem danos
acrossomais (STROM et al., 1997). AMORIM et al. (2012) observaram em ejaculados de
tatu-peba (E. sexcinctus), nas amostras de sémen diluidas em ACP®-300 e analisadas ap6s 3h
sob temperatura de 5 °C onde foi demonstrada a existéncia de uma proporcdo de

espermatozoides vivos (22,6 + 5,8 %), mesmo que imdveis (motilidade igual a 0).

1.2.5.1.2 Integridade estrutural e funcional da membrana espermatica

A Vviabilidade espermética esta relacionada com a integridade da membrana
plasmética que pode ser avaliada por meio da utilizacdo de esfregagcos corados com
substancias que possuem acdo dependente da capacidade da membrana celular ser permeével
ou ndo a penetragdo dos mesmos no compartimento nuclear do espermatozoide (OLIVEIRA
et al., 2009). Um exemplo desse principio pode ser dado através do uso da eosina-nigrosina,
um corante supravital, que penetra em espermatozoides possuidores de membrana lesionada, e
ao penetrar na célula promove uma coloracdo rosa ao nicleo (TARTAGLIONE e RITTA,
2004).



48

Além da eosina-nigrosina, outro corante bastante utilizado com a mesma finalidade é
o0 azul de bromofenol, comumente utilizado em avaliacdo de sémen de mamiferos silvestres
como o tatu-peba (E. sexcinctus) em metodologia para descri¢do das caracteristicas seminais
de amostras colhidas por eletroejaculacdo (SERAFIM et al., 2010), e em diferentes
metodologias para avaliacdo do sémen criopreservado de catetos (P. tajacu) (CASTELO et
al., 2010b; SILVA et al., 2013).

De outro modo, a integridade da membrana espermatica também pode ser avaliada
observando a sua resposta funcional em espermatozoides colocados em solugdo hiposmotica;
esse metodo é denominado de teste hiposmotico (HOST) (SPITTALER e TYLER, 1985). O
percentual de células apresentando membrana funcional é obtido através da contagem de
espermatozoides apresentando caudas enroladas ou encurvadas, devido a passagem de agua
através da membrana para o interior da célula como processo de restabelecimento do
equilibrio osmotico (DREVIUS e ERIKSSON, 1966).

Segundo JEYENDRAN et al. (1984), a solugcdo hiposmotica ideal para utilizagcdo em
HOST deve exercer uma pressdo osmotica grande o suficiente para provocar um aumento
observavel no volume celular, mas pequeno suficiente para prevenir a lise da membrana
plasmética. A decisdo sobre osmolaridade das solucdes utilizadas para 0 HOST depende da
espécie em estudo. SANTOS et al. (2011) compararam solucbes aquosas a base de frutose
com diferentes osmolaridades (0, 50, 100 e 150 mOsm/L) para analisar a integridade
funcional da membrana plasmatica dos espermatozoides de tatu-peba (E. sexcinctus), sendo
recomendado o uso da solugdo com 50 mOsm/L para conduzir o HOST nessa espécie, devido
a elevada proporcéo de espermatozoides reativos (59 %).

1.2.5.1.3 Anélise morfoldgica

Outro parametro indispensavel durante a avaliagdo seminal € a morfologia
espermatica, ja que em estudos com espécies domeésticas foi intrinsecamente relacionada a
problemas de fertilidade (OETTLE, 1993).

Durante a avaliagdo morfologica, as alteracBes sdo analisadas percorrendo todas as
regides do espermatozoide. Os defeitos podem ocorrer em um, ou simultaneamente em

diferentes dos segmentos da célula espermatica. De acordo com NOAKES et al. (2001), os
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defeitos espermaticos podem ser classificados e agrupados segundo a sua localizacdo nas
diferentes regides do espermatozoide como: defeitos de cabeca e defeitos de cauda.

Entretanto, a classificacdo mais utilizada é baseada na origem em que esses defeitos
ocorrem no decorrer do trato reprodutor masculino (BLOOM, 1950). Assim, por essa
classificacdo, os defeitos sdo divididos em anormalidades primarias consideradas de origem
intra-gonadal e ocorridas durante falhas no processo de espermatogénese, portanto indicativas
de processos patologicos; anormalidades secundarias que sdo as alteracGes de origem extra-
gonadal, geradas durante a maturacdo no epididimo, ou seja, ap6s a formacdo dos
espermatozoides; e, anormalidades terciérias, quando ocorrem apds a ejaculacéo.

Véarios métodos tém sido desenvolvidos para avaliar a morfologia da célula
espermatica. Esfregacos Umidos de sémen podem ser examinados por microscopia de
contraste de fase ap0s a fixagcdo com glutaraldeido ou tampé&o salina formolizada para manter
as caracteristicas celulares e permitir uma observagdo futura (CBRA, 1998). A morfologia
também pode ser avaliada apds o uso de corantes Wright, Rosa de Bengala, Diff-Quik,
Spermac® (OETTLE e SOLEY, 1985; PURSWELL et al., 1992; STROM et al., 1997),
Giemsa (CARDOSO et al., 2003), Hematoxilina-eosina (SILVA et al., 2003) e eosina-
nigrosina (SOUSA et al., 2013). Este ultimo foi utilizado para descricdo morfoldgica de
espermatozoides de tatu-peba (E. sexcinctus) (SOUSA et al., 2013), porém esse corante nao
favoreceu a observacdo detalhada das estruturas espermaticas ao microscépio de luz (aumento
de 1000x%), sendo mais apropriado o uso do corante Rosa de Bengala para esse fim (SOUSA,
2010).

1.2.5.2 Analises complementares

1.2.5.2.1 Teste de termorresisténcia (TTR)

A avaliacdo da longevidade dos espermatozoides in vitro pode ser realizada através
do teste de exaustdo desses gametas sob varias temperaturas, a fim de avaliar a capacidade de
sobrevivéncia espermatica, e manter a fertilidade por intervalos prolongados, em temperatura
fixa (BAG et al., 2004). A esse procedimento denomina-se teste de termoresisténcia (TTR),

durante o qual sdo testados, principalmente, os pardmetros de motilidade e viabilidade dos
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espermatozoides. DIMITROPOULQOS (1967) propds este teste para avaliar a fertilidade
potencial de sémen congelado de bovino, que posteriormente foi adaptado as demais espécies
domeésticas como o suino, utilizando sémen descongelado (SCHULZE et al., 2013), e
silvestres, como o tatu-peba (E. sexcinctus) (SANTOS et al., 2011), onde foram avaliadas
amostras de sémen fresco diluido em Tris.

Convencionalmente, realiza-se 0 TTR incubando-se as amostras de sémen a 37 °C
(VIANNA et al., 2009). No entanto, por ter sido previamente descrito como uma tentativa de
simular o trénsito dos espermatozoides no trato genital feminino (DIMITROPOULOS, 1967),
inferiu-se que a temperatura empregada durante o teste de termorresisténcia deve ser
adequada a temperatura corpOrea da espécie, no caso dos tatus-peba, a temperatura de
incubacdo na qual as amostras de sémen foram submetidas foi de 34 °C (SANTOS et al.,
2011), enquanto que em ensaio com bufalos (B. bubalis) (KOONJAENAK et al., 2007) e
suinos (SCHULZE et al., 2013) a temperatura de escolha foi 38 °C. Outro critério que deve
ser levado em consideracdo é o intervalo de tempo de incubacdo em que as células
espermaticas devem permanecer, e este pode variar de acordo com o protocolo escolhido por
cada pesquisador (KOONJAENAK et al., 2007; VIANNA et al., 2009; SANTOS et al., 2011;
SCHULZE et al., 2013).

Além de predizer a fertilidade de machos em varias espécies, 0 TTR também pode
ser empregado no intuito de discriminar diluentes de conservacdo do sémen, conforme foi
testado em ovinos (MAMPOUYA, 1973). Em tatus, esse teste foi aplicado para predizer a
sobrevivéncia das células espermaticas a partir de sémen diluido em Tris em amostras
incubadas sob temperatura de 34 °C (SANTOS et al., 2011), determinado a presenca de

motilidade até 345 min de avaliacdo e presenca de células vivas até os 360 min.

1.2.5.2.2 Analise ultraestrutural

O microscépio eletrdnico foi inventado em 1931 por Ernest Ruska (1902-1988) e
Max Knoll (1897-1969) e é classificado como um aparelho tecnologico com potencial de
aumento muito superior ao microscopio de luz (KNOLL e RUSKA, 1932). De acordo com
KNOLL e RUSKA (1932), a microscopia eletronica é uma técnica de inovacdo importante
para determinar o tamanho e a forma de estruturas inorganicas e bioldgicas, baseada de

interacdo de elétrons que incidem sobre o substrato a ser analisado, com comprimento de onda
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que varia entre 0,1 e 1,0 nm. O material a ser estudado neste tipo de microscépio deve passar
por um complexo processo de desidratacédo, fixacdo e inclusdo em resinas especiais, com grau
de rigidez suficiente para permitir a realizacdo de cortes ultrafinos obtidos atraves de um
ultramicrétomo (MANNHEIMER, 2002).

Existem 2 tipos de microscopio eletrénico bésico utilizados para a avaliacdo de
sistemas biologicos: o de transmissdo (MET), usado para a observacdo de cortes ultrafinos, e
o de varredura (MEV), capaz de produzir imagens de alta ampliacdo para observacdo de
superficies (MANNHEIMER, 2002).

A maior parte dos estudos em microscopia eletrénica de transmisséo relacionada a
analise de sémen em diversas espécies animais é baseada, principalmente, na descri¢do e
demonstracdo ultraestrutural de cortes ultrafinos que seccionam ao acaso a cabeca, a peca
intermediaria e a cauda (peca principal e peca terminal) dos espermatozoides, sendo possivel
observar as organelas celulares e membranas (BRITO et al., 2010, SOUSA et al., 2013).

A eletromicroscopia de transmissdo € bastante utilizada como metodologia
complementar nos estudos relacionados as caracteristicas reprodutivas em diferentes
mamiferos e, dentre os silvestres, fez parte da metodologia do primeiro trabalho sobre a
descricdo da célula espermatica de tatu-de-cauda-pelada (C. unicinctus) (HEATH et al.,
1987). Esse método também foi aplicado em amostras de sémen fresco de ursos pretos
americanos (Ursus americanus) (BRITO et al., 2010) e quatis (Nassua nassua) (LIMA et al.,
2009) para descrever a célula espermaética; e em trabalhos com botos (Phocaenoides
asiaeorientalis neophocaena) para descricdo das caracteristicas bioldgicas do sémen e
ultraestrutura dos espermatozoéides (LI et al., 2009).

Entretanto, estudos utilizando esse tipo de equipamento ainda sdo limitados quando
comparados as demais técnicas de avaliacdo espermatica, em consequéncia dos custos
operacionais. Porém, pode-se afirmar que, embora a MET seja de dificil acesso, esta técnica é
de extrema importancia, uma vez que os testes utilizados rotineiramente ndo permitem avaliar
as alteracdes que ocorrem em porporcdes subcelulares ou em escala manométrica (SARAIVA
et al., 2009).

A microscopia eletrénica tambem tem sido Util no enfoque de criojurias ocorridas em
diferentes regides espermaticas, mostrado imagens da fragmentacdo do DNA e a condensagéo
da cromatina, lobulacdo da membrana acrossomal, e distensdo mitocondrial (BACCETTI et
al., 1996; BLANC-LAYRAC et al., 2000). Sobre isso, SILVA et al. (2009) estudaram a

interferéncia da criopreservacao sobre as células espermaticas de cdes e a MET foi utilizada
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como um teste descritivo e qualitativo, que possibilitou identificar lesbes da membrana
plasmatica e acrossomal de espermatozoides, as quais eram de dificil visibilidade em
microscopia optica. Em espécies silvestres, trabalho semelhante foi desenvolvido em células
espermatica pos-descongeladas de elefante asiatico (E. maximus) (SA-ADRIT et al., 2006) e
em espermatozoides epididimarios criopreservados da espécie Tupaia belangeri chinensis, um
pequeno roedor arbicola (ZHANG et al., 2011).

Os trabalhos utilizando a MET para analisar ou descrever as células espermaticas do
sémen criopreservado, sdo ainda muito escassos quando direcionados as espécies silvestres, e,
neste aspecto, inexistente em qualquer exemplar Xenartra até o presente momento. Assim a
aplicacdo da MET para avaliar espermatozoides criopreservados de tatu-peba (E. sexcinctus)

se faz pioneira dentro desta superordem.

1.2.5.2.3 Avaliacao espermética por fluorescéncia

A fluorescéncia é um fenémeno 6ptico no qual a luz ultravioleta (UV) é absorvida
por uma substancia chamada fluoréforo ou fluorocromo que torna-se excitada, emitindo
comprimento de onda maior que o absorvido (VALEUR, 2002).

O desenvolvimento de técnicas de coloracdo celular utilizando a fluorescéncia como
marcadores de DNA, tem sido uma ferramenta para avaliacdo da funcionalidade dos
espermatozoides, com alta aplicabilidade apds a pratica de congelacdo-descongelacdo em
sémen de varia espécies domésticas como os bovinos (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al.,
1997) e silvestres onde ha registros da aplicacdo desse método para avaliar a integridade de
membrana de espermatozoides descongelados de rinocerontes, aplicando Hoechst 33258
diluido em tampé&o citrato (R. unicornis - STOOPS et al., 2010); e o uso de SYBR®-14
associado a IP em espermatozoides criopreservados de elefantes (E. maximus — SA-ARDRIT
et al., 2006).

As moléculas fluorescentes utilizadas para o monitoramento da funcionalidade e/ou a
integridade das estruturas espermaticas, possuem capacidade de se ligar a pontos especificos
das células, permitindo diagndstico pratico e direto da funcdo de estruturas espermaticas como
a membrana plasmatica e mitocondrias (CELEGHINI et al., 2010). De acordo com a estrutura
celular que se deseja analisar, existem diversas solugdes fluorescentes que sdo comumente

aplicadas na avaliagdo seminal de diferentes espécies.
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1.2.5.2.3.1 Membrana plasmatica

A membrana plasmatica é uma estrutura semipermeavel que envolve toda a célula
espermatica e organelas, mantendo o gradiente quimico de ions e outros componentes
sollveis, atraves do transporte de substratos energéticos (glicose e frutose) do ambiente
extracelular para o interior do espermatozoide (BURANT et al., 1994; SCHURMMAN et al.,
2002). Se a membrana espermatica ndo esta funcionalmente intacta o espermatozoide é
considerado inviavel (morto), ndo sendo capaz de fertilizar quando in vitro (SCHULZE et al.,
2013).

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, moléculas membrana-
impermedveis com afinidade por DNA sdo utilizadas, e se a célula conseguir expulsa-las,
pode ser considerada viva (Figura 7). Baseado nesse principio SILVA e GADELLA (2006),
em revisdo, listaram diferentes fluoréforos testados em células espermaticas de mamiferos,
cada um deles com distintas propriedades de excitacdo (ex) e emissdo (em): Hoechst 33258
(ex/em de 365 e 460 nm comprimento de onda), Yo-Pro I (ex/em de 488 e 530 nm 1), Etidio
Homodimérico-1 (ex/em 522/35 e 598/40 nm 1) e lodeto de Propidio (IP) (ex/em de 488 e
568/ > 620 nm ). Este Gltimo é utilizado de modo convencional, fluorescendo em vermelho o
nacleo de células com membrana plasmatica lesionada (ARRUDA et al., 2003), sendo comum
0 seu uso em associacdo com outros fluoréforos nos protocolos que visam identificar células
vivas e células lesionadas, simultaneamente. Como exemplos dessa aplicabilidade, ha
descricbes em muares, onde se utilizou a associacdo de IP e o Diacetato de fluoresceina
(CFDA) para avaliar a integridade da membrana espermatica de espermatozoides
epididimarios criopreservados (VIEIRA et al., 2013), em suinos, o IP foi associado a
Rodamina 123 em experimento para verificar a capacidade de fertilizacdo in vitro do
ejaculado (SHULZE et al., 2013). Em espécies silvestres, o uso do IP associado ao SYBR®-14
foi descrito em protocoloco para anélise da viabilidade em espermatozoides criopreservados
de elefantes (E. maximus) (SA-ARDRIT et al., 2006).

Muitas dessas substancias fluorescentes associadas ao IP marcam espermatozoides
com membrana plasmatica integra devido a qualidade anfipatica dessas sondas, devido a
presenca do grupamento acil em seus compostos. As sondas anfipaticas sdo capazes de
atravessar a membrana intacta e penetrar nas células vivas. Nesse momento, estas sondas sdo
imediatamente desaciladas por esterases, que as deixam impermeaveis a membrana,

permanecendo no interior da célula (Figura 7). Um exemplo classico desse tipo de fluoréforo
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é o diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) (fluorescéncia verde — ex/em de 580 a 630 e 485
a 520 nm A) que por ser permeavel a membrana plasmatica intacta, atua como marcador de
membrana integra (DONOGHUE et al., 1995). Com atuacdo semelhante, 0 Hoechst 3342 é
também um corante membrana-permeével, e contrasta o nicleo emitindo fluorescéncia azul
quando ligado ao DNA (CELEGHINI et al., 2010). Foi possivel avaliar a integridade de
membrana de espermatozoides descongelados de rinocerontes, aplicando Hoechst 33258
diluido em tampao citrato (R. unicornis - STOOPS et al., 2010).
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Figura 7 — Diferentes mecanismos de agdo dos fluor6foros com afinidade ao DNA utilizados para determinar a
integridade estrutural da membrana plasmatica. A seta verde (pontilhada) indica o comportamento do fluoréforo
caboxifluoresceina (CFDA) utilizado para marcar espermatozoides com membrana plasmatica intacta,
mostrando também a ocorréncia da desacilacdo, modificando a configuracdo da molécula do corante, impedindo
que esta atravesse a membrana de volta ao meio extracelular. A seta vermelha (continua) mostra o iodeto de
propidio, indicador de membrana plasmatica lesionada, impedido de chegar até o DNA através da membrana
plasmaética intacta, sendo isso possivel apenas se esta apresentar alguma descontinuidade.

Fonte: Adaptado de SILVA e GADELLA, (2006).
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1.2.5.2.3.2 Atividade mitocondrial

As mitocéndrias podem ser marcadas com corantes especificos para essas organelas
(GRAVANCE et al., 2001). Originalmente a Rodamina 123 foi utilizada seletivamente para
marcar mitocondrias funcionais. O principio desse teste, € que a fluorescéncia vermelha
ocorre apenas quando o gradiente de protons sobre a membrana mitocondrial interna é
formado (Rodamina 123 é um corante de membrana potenciométrico) (SILVA e GADELLA,
2006).

Este gradiente de prétons é resultado de uma ativa corrente transportadora de
elétrons e é acoplado a fosforilacdo oxidativa: os prétons que fluem de volta atraves da
ATPsintase para a matriz mitocondrial estdo impulsionando a producdo de ATP aerdbico. As
mitocdndrias ndo coradas indicam que o gradiente de prétons entrou em colapso e,
consequentemente, a producdo de ATP aerdbico cessou. Assim, espermatozoides nao
marcados ndo possuem mitocéndrias funcionais (GARNER et al., 1997). Interessante é que a
peca intermediaria ou esta totalmente marcada ou ndo, indicando que a despolarizacdo da
membrana mitocondrial interna € sincronizada, ocorrendo de uma vez em toda a peca
intermediaria (MUKALI et al., 2004).

Recentemente  foi desenvolvido o cloreto de 8-(4-clorometil) fenil-
2,3,5,6,11,12,14,15 octahidro-1H,4H,10H,13H-diquinolizino-8H-xantilio (CMXRos — Mito
Tracker red® — 568/595 ex/em nm de comprimento de onda, respectivamente), um
fluorescente intrinseco, para avaliar a atividade mitocondrial, possuindo alta afinidade por
mitocondrias funcionais (CELEGHINI et al., 2010) (Figura 8). O uso desse marcador foi
empregado na identificacdo de espermatozoides contendo mitocdndrias ativas em sémen pos-
descongelado de elefantes (E. maximus — SA-ARDRIT et al., 2006); compds um dos
protocolos testados para avaliar a integridade das membranas espermaticas em testes com
sémen bovino, associado com outros marcadores: FITC-PSA, Hoechst 3342 e IP
(CELEGHINI, 2005), e ainda seu uso foi descrito na avaliagdo da atividade mitocondrial de

espermatozoides epididimarios criopreservados de muares (VIEIRA et al., 2013).
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Mitotracker @

ATP

MME

Figura 8 — Esquema do mecanismo de acéo do fluoréforo Mito Tracker red®, mostrando sua afinidade &
membrana mitocondrial interna (MMI) ativa (seta pontilhada vermelha), caracterizada pela produgdo de
adenosina trifosfato (ATP) e presenca da proteina citocromo C (CitC).

Fonte: Adaptado de SILVA e GADELLA , 2006.



57

1.2.6  Justificativa

A superordem Xenarthra representa um pequeno grupo de mamiferos, onde alguns
integrantes estdo vulneraveis ou em perigo de extingéo, e entre eles, espécies de tatus como o
tatu-bola (Tolypeutes sp.) e o tatu canastra (P.maximus). Mesmo diante do aumento do
interesse em pesquisas voltadas para a conservacdo das espécies silvestres, os estudos
direcionados aos xenartras ainda s@o pouco explorados.

Assim, dada a importancia da criopreservacdo seminal para a conservagdo das
espécies, tornam-se validos os testes sobre essa biotécnica reprodutiva em individuos como o
tatu-peba, devido ao fato de ser uma espécie classificada com baixo risco de extingdo e
também pela disponibilidade de exemplares em cativeiro, ndo havendo a necessidade de
retirada de individuos selvagens de seu habitat para uso experimental.

Considerando a escassez, em qualquer exemplar Xenartra, de referéncias que
utilizem a criopreservacdo, € relevante adequar para o0s tatus-peba protocolos de
criopreservacao ja estabelecidos em animais domésticos, ou em outras espécies silvestres,
cuja adaptacdo dependera de medidas que correspondam a avaliagdo criteriosa do material
seminal, identificacdo e corre¢do dos pontos criticos ou limitantes da técnica na espécie, a
ponto de no futuro serem utilizados de forma eficiente nos programas de conservacdo de

individuos do mesmo taxon que se encontram em condi¢des de perigo.
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1.2.7 Hipoteses cientificas

| — As solucdes-base Tris e ACP® sdo apropriadas como diluidores seminais para os

tatus-peba (E. sexcinctus);

Il — A centrifugacdo interfere nos resultados para 0s parametros seminais dos
espermatozoides de tatus-peba (E. sexcinctus), principalmente sobre motilidade, vigor e

morfologia;

Il — E possivel recuperar espermatozoides viaveis apos a criopreservacio do sémen

de tatus-peba (E. sexcinctus).
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1.2.8 Objetivos

1.2.8.1 Geral

Estabelecer um protocolo eficiente para a diluicdo e criopreservacdo do sémen de

tatus-peba (E. sexcinctus).

1.2.8.2 Especificos

a) Comparar o efeito de diferentes diluidores (Tris-gema e ACP®) sobre o0s

parametros de qualidade geral do sémen de tatus-peba (E. sexcinctus);

b)  Utilizar a centrifugacdo para remover o plasma seminal, e verificar seus efeitos

sobre os parametros de qualidade geral do sémen de tatus-peba (E. sexcinctus);

c) Utilizar a associacdo de sondas fluorescentes para avaliar da integridade de
membrana plasmética e atividade mitocondrial em células espermaticas de tatu-peba (E.

sexcinctus);

d) Descrever as caracteristicas ultraestruturais de espermatozoides provenientes
de sémen descongelado de tatu-peba (E. sexcinctus), com enfoque nos danos induzidos pela

criopreservacao em diferentes regides espermaticas.
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2 CAPITULO 2 - EFEITOS DA CENTRIFUGACAO SOBRE A VIABILIDADE
DO SEMEN DE TATUS-PEBA (Euphractus sexcinctus) EM DILUENTES A BASE DE
TRIS E AGUA DE COCO EM PO (ACP-119%)
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EFEITOS DA CENTRIFUGACAO SOBRE A VIABILIDADE DO SEMEN DE
TATUS-PEBA (Euphractus sexcinctus) EM DILUENTES A BASE DE TRIS E AGUA
DE COCO EM PO (ACP-119%)

2.1 RESUMO

Foram avaliados os efeitos da centrifugacdo associada ao uso de diferentes diluentes
na manutenc¢do da viabilidade espermética em tatus-peba (Euphractus sexcinctus) ao longo do
teste de termorresisténcia (TTR). Amostras de sémen (n=12) oriundas de 04 machos adultos
coletados por eletroejaculacdo foram divididas em quatro aliquotas, sendo duas
imediatamente diluidas em Tris ou 4gua de coco em p6 (ACP-119%), e as outras duas
centrifugadas (800 g/10 min) previamente & diluicdo. As amostras foram incubadas a 34°C
por 3h, e 0s parametros seminais avaliados em intervalos de 1h. Em termos gerais, verificou-
se uma reducdo da viscosidade espermatica imediata a diluicio em ambos os diluentes,
independente do uso da centrifugacdo. Aos 60 minutos, verificou-se uma reducdo dos
parametros avaliados (P < 0,05), embora o Tris tenha promovido uma melhor preservacdo dos
mesmos (P < 0,05), quando comparado ao ACP-119® até os 120 minutos de avaliacdo. Apds
este periodo, os dois diluentes se equipararam (P > 0,05). Ainda, verificou-se um efeito
deletério da centrifugacdo sobre a qualidade do sémen de tatus-peba durante todo o teste de
termorresisténcia. Em conclusdo, recomenda-se o uso do Tris como diluente para o sémen de
tatus-peba, sendo desnecessaria a realizacdo de centrifugacao prévia a diluicao.

Palavras-chave: tatu-peba, termorresisténcia, sémen, centrifugacao, diluentes

2.2 ABSTRACT

The effects of the centrifugation associated to the use of different extenders on the
viability of six-banded armadillo’s (Euphractus sexcinctus) sperm were evaluated during a
thermoresistance test (TRT). Semen samples (n=12) derived from 04 stud males collected by
electroejaculation were divided in four aliquots; two of that were immediately diluted in Tris
or powdered coconut water (ACP-119%), and the two others were centrifuged (800 g/10 min)
previously to the dilution. Samples were incubated at 34 °C per 3 h, and the semen parameters

were evaluated at each hour. In general, dilution in both extenders promoted a reduction in
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seminal viscosity, independent of the centrifugation use. At 60 min, a decrease was verified
for all semen parameters (P < 0.05), however they were better preserved in the use of Tris
when compared to ACP-119® (P < 0.05) up to 120 min. After that, both diluents equated. In
addition, centrifugation procedure presented a deleterious effect on the armadillo’s semen
quality during all the thermorresistance test. Thus, we recommend the use of the Tris as an
extender for six-banded armadillo semen, and the previous centrifugation is unnecessary.

Key words: six-banded armadillo, thermoresistance, semen, centrifugation, extenders

23  INTRODUCAO

Os Euphractus sexcinctus, conhecidos popularmente como tatus-peba ou tatus-
amarelos, encontram-se distribuidos em praticamente todos os biomas brasileiros
(ANACLETO et al.,, 2006). Haja vista ndo serem considerados sob ameaga, tém sido
sugeridos como modelos experimentais para espécies em risco de extin¢cdo, como 0s tatus-
bola (Tolypeutes sp. - IUCN, 2013). Apesar da importancia ecoldgica, estudos relacionados a
reproducdo dos tatus, bem como de todos os componentes da ordem Xenartra, sdo ainda
escassos (HEATH et al., 1987; SERAFIM et al., 2010; SANTOS et al., 2011). Este fato tem
limitado o desenvolvimento de tecnologias que posam maximizar sua reproducdo, como por
exemplo a preservacao de seus gametas seguida de inseminacéo artificial. Ainda, denota-se a
necessidade de adaptacdo de diluentes adequados as caracteristicas peculiares do sémen de
tatus-peba, tais como a elevada viscosidade do plasma seminal (SERAFIM et al., 2010;
SANTOS et al., 2011; SOUSA et al., 2013).

Fatores relacionados com a elevada viscosidade sdo considerados limitantes durante
0 processamento do sémen em outras espécies (MOSAFERI et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2011). A fim de reverter essa problemaética, foi descrita a liquefacdo do sémen e manutencéo
da viabilidade espermatica em camelos (Camelus bactrianus) empregando-se a diluicdo em
solucdo a base de Tris (MOSAFERI et al., 2005), o qual j& foi inclusive utilizado no préprio
tatu-peba (SANTOS et al.,, 2011). Na busca de alternativas de menor custo, tem sido
desenvolvidas solucdes & base de agua de coco (ACP®), que tém demonstrado eficiéncia tanto
na liquefagcdo seminal como na manutenc¢éo da viabilidade esperméatica em espécies silvestres,

como 0s macacos-prego (Cebus apela — OLIVEIRA et al. 2011).
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Associado ao uso de diluentes, a centrifugagdo tem sido proposta como uma
alternativa para remocéao do plasma seminal e reducdo na contaminagdo por urina na amostra
em varias espécies (ALVAREZ-RODRIGUEZ et al., 2013). Embora possibilite a adequacéo
de taxas fidedignas de diluicdo, ja foi demonstrado um efeito mecénico deletério da mesma
sobre os espermatozoides de alguns mamiferos (CASTELO et al.,, 2010). Nos tatus,
entretanto, o efeito da centrifugacdo sobre as amostra de sémen permanece desconhecido.

Este trabalho objetivou avaliar o efeito da centrifugacdo associada ao uso dos
diluentes & base de Tris e 4gua de coco em p6 (ACP-119®) sobre a manutencdo da viabilidade
do sémen de tatus-peba (E. sexcinctus) ao longo do teste de termorresisténcia.

2.4 MATERIAL E METODO

O estudo foi realizado com animais provenientes do Centro de Multiplicacdo de
Animais Silvestres — CEMAS da UFERSA (Registro IBAMA n° 1478912), situado em
Mossord, RN, localizada na regido semiarida brasileira (5°10°S-37°10°’W; temperatura: 27-
29°C). Foram utilizados quatro tatus-peba machos adultos, com idade aproximada de 2 anos,
pesando 3,25 = 0,2 Kg. Eles foram confinados em tanques individuais, mantidos sob
fotoperiodo natural (~12 h), alimentados uma vez por dia com racdo para manutencdo de cédes
(Pedigree®, MARS, Campinas, Brasil) acrescida de vegetais, e 4gua ad libitum. Exceto
quando indicado, todas as substancias utilizadas no experimento foram provenientes da
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA.

Cada animal foi submetido a trés procedimentos de eletroejaculacdo em intervalos de
15 a 21 dias. Para tanto, estes foram contidos com luvas apropriadas e medicados com
xilazina -1mg/kg (Sedomin®, Kénig S.A., Buenos Aires, Argentina) e cetamina - 7mg/kg
(Quetamina Injetavel, Vetnil®, Sdo Paulo, Brasil) por via intramuscular (musculo vasto lateral
da coxa), seguindo-se a manutencdo do estado anestésico através de aplicacdo intravenosa de
propofol - 5mg/kg (Propovan®, Cristalia, Fortaleza, Brasil) em bolus (AMORIM et al. 2011).
Os animais foram posicionados em decubito dorsal, realizando-se a higienizacao das regifes
peniana e perianal com solugdo fisiolégica. Utilizou-se um eletroejaculador (Eletrojet®,
Eletrovet, Sdo Paulo, SP, Brasil), conectado a uma fonte de 12 V, promovendo-se trés ciclos
sucessivos de estimulagcdo, com 5 min de intervalo entre ciclos. O primeiro ciclo consistiu em

10 estimulos de 2, 3, e 4 mA, o segundo foi de 10 estimulos de 3, 4 e 5 mA, e o terceiro foi de
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10 estimulos de 5 e 6 mA (SERAFIM et al., 2010). A sonda do eletroejaculador mede 12,5 cm
(comprimento) e 1,0 cm (de diametro), apresentando dois eletrodos longitudinais. Cerca de 8
cm da sonda foi inserida no reto do animal.

O sémen foi colhido em tubos plésticos cénicos graduados e avaliado quanto ao
aspecto e coloracdo. O pH foi mensurado utilizando-se fitas apropriadas (Neutralit® Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha). O volume foi aferido com o uso de micropipetas (5 a 100 pL).
A motilidade (percentual de espermatozoides moveis) e o vigor (qualidade do batimento
flagelar numa escala de 0-5) foram avaliados em microscopio de campo claro (Eclipse E200,
Nikon, Melville, NY, USA) sob aumento de 100x e 400x. Foram confeccionados esfregacos
de sémen corados com rosa de Bengala (1:15) para avaliacdo da morfologia espermatica; e
outros corados com azul de bromo-fenol (1:1) para avaliacdo da integridade estrutural da
membrana plasmatica. Nos esfregacos, foram observadas 200 células/lamina sob microscopia
de campo claro (1000x — DOTT e FOSTER, 1972). O teste hiposmotico foi realizado para
avaliar a funcionalidade da membrana celular, utilizando-se uma aliquota de 5 pulL de sémen
em 45 pL de solugdo a 50 mOsm/L (SANTOS et al., 2011). Para determinar a concentragdo
espermatica, uma aliquota de 10 pL de sémen foi diluida em solucdo formolizada (10%)
tamponada (1 mL) e observada em camara de Neubauer.

Cada amostra foi dividida em quatro aliquotas, sendo duas imediatamente diluidas
em Tris [3.028 g Tris-hidroximetil-aminometano, 1,78 g acido citrico mono-hidratado, e 1,25
g D-frutose, dissolvidos em 100 mL de agua ultrapura] ou 4gua de coco em pé (ACP-119%),
preparada de acordo com as recomendacdes do fabricante (ACP Biotecnologia —
ACPBIOTEC, Fortaleza, CE). As outras duas aliquotas foram centrifugadas a 800 g/10 min
(WESTENDORF et al. 1975) para a retirada do plasma seminal, e depois diluidas nas mesmas
substancias. O volume de diluente foi calculado a fim de que fosse atingida a concentracéo
final de 15 x 10° espermatozoides/mL. Todas as amostras foram incubadas em banho-maria a
34 °C, temperatura corporea do tatu-peba, para realizacdo de um teste de termorresisténcia
(TTR — SANTOS et al., 2011). Neste teste, procederam-se as analises seminais a cada 60 min
ao longo de 3 h.

Os resultados foram expressos em média e erro padrdo (média = EP) e analisados
pelo programa StatView® 5.0 para Windows (Cary, NY, USA). Com excegdo dos dados de
vigor, os demais resultados foram checados quanto a homocedasticidade pelo teste de Levene,
e submetidos a transformagdo em Arco Seno. O efeito dos tratamentos sobre os diferentes

parametros seminais foi comparado pelo teste de Fisher PLSD. As compara¢fes ao longo do
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tempo foram realizadas pela ANOVA para medidas repetidas (P < 0,05). A a¢do dos mesmos

efeitos sobre o vigor foi verificada pelo teste de Mann-Whitney (P < 0,05).

2.5 RESULTADOS

O sémen fresco dos tatus-peba apresentou coloragdo branca e aspecto translucido, pH
alcalino proximo 9, e elevada viscosidade. Os ejaculados apresentaram volume de 0,7 £ 0,5
mL com concentragdo de 225,8 + 161,9 x10° espermatozoides/mL. Foram observados 82,5 +
2,6 % de espermatozoides com morfologia normal. Destes, 77,1 = 4,4 % apresentavam
motilidade com vigor 2,1 + 0,3, bem como 71,2 + 2,6 % de membranas estruturalmente
integras ao esfregaco corado com azul de bromo-fenol, sendo que 62,6 + 4,6 % apresentaram
integridade funcional ao teste hiposmotico.

O procedimento de diluicdo, independente do uso da centrifugacdo, promoveu de
imediato uma reducdo na viscosidade seminal. Entretanto, foi observado o fenbmeno de
“rouleaux” espermatico, apresentando-se na forma de dois ou mais espermatozoides
agregados cabeca-cabeca. Essa disposicdo persistiu, mas em menor proporgao, mesmo apoés a
diluicdo em ambos os diluentes testados, e no decorrer de todo o experimento.

Ao TTR, observou-se declinio (P < 0,05) da motilidade e do vigor espermatico
(Figura 1AB) ja aos 60 min apo6s a diluicdo em ambos tratamentos, sendo mais pronunciado
no uso do ACP-119® (P < 0,05). Este declinio se acentuou ao longo dos 180 min, juntamente
com um declinio nos valores referentes a integridade estrutural (Figura 2A) e funcional da
membrana (Figura 2B). Aos 180 min, nas amostras ndo centrifugadas, foram verificados
valores em torno de 20% de espermatozoides com membranas integras do ponto de vista
estrutural e funcional, embora 0s mesmos estivessem imoveis.

De modo geral, evidenciou-se efeito negativo da centrifugacdo (P < 0,05) sobre os
parametros seminais, ao longo do TTR, no uso de ambos os diluentes (Figuras 1 e 2). A
morfologia espermatica foi também avaliada no experimento, porém, ndo foram observados
danos significativos sobre este parametro e, aos 180 min, valores proximos a 80% de

espermatozoides com morfologia normal foram observados em todos os tratamentos.
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Figura 9 — Valores (média + dp) referentes a motilidade (A), e vigor (B) em sémen de tatus-peba (Euphractus sexcinctus — n = 12 ejaculados derivados de 04 individuos)

durante teste de termorresisténcia com diluentes Tris e ACP-119® associados ou néo a centrifugacéo (C*).
®egobrescritos com letras mindsculas diferentes indicam valores com diferenca significativa entre os grupos experimentais dentro de cada tempo (P<0,05). “B°PSobrescritos com letras maidsculas diferentes

indicam valores com diferenca significativa dentro do mesmo grupo experimental ao longo do tempo (P < 0,05).
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Figura 10 - Valores (média + dp) referentes a integridade estrutural de membrana determinada com azul de bromofenol (A) e integridade funcional de membrana
determinada pelo teste hiposmético (B) em sémen de tatus-peba (Euphractus sexcinctus — n = 12 ejaculados derivados de 04 individuos) durante teste de termorresisténcia

com diluentes Tris e ACP-119® associados ou ndo & centrifugagio (C*).
®egobrescritos com letras mindsculas diferentes indicam valores com diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos experimentais dentro de cada tempo. “B°PSobrescritos com letras maidsculas diferentes
indicam valores com diferenca significativa (P<0,05) de cada grupo experimental ao longo do tempo.
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2.6 DISCUSSAO

Nos tatus-peba, a aplicacdo de técnicas para a preservacdo de sémen encontra
desafios relacionados a caracteristicas inerentes a espécie, como a configuracdo de
aglutinados espermaticos na forma de rouleaux e a alta viscosidade do plasma seminal, que
associadamente, contribuem para a reducdo fisiolégica do movimento espermatico
progressivo (SANTOS et al., 2011), como relatado para o tatu Cabassous unicinctus (HEATH
et al., 1987). N&o se sabe ao certo a razdo desta elevada viscosidade observada nas amostras
de sémen. Em camelos, h& relatos de que seja relacionada a grande presenca de
glicosaminoglicanos no plasma seminal (MOSAFERI et al., 2005), proveniente de secrecdes
da préstata ou glandulas vesiculares (CARDOSO et al., 1985). Esta caracteristica, além de
prejudicar a avaliagdo da qualidade do sémen, ndo permite que 0 mesmo se misture
adequadamente aos diluentes (OLIVEIRA et al., 2011; WANI et al., 2008).

Nos presente estudo, ambos os diluentes foram eficientes em promover uma imediata
reducdo de viscosidade no plasma seminal de tatus-peba. De fato, tanto o diluente a base de
Tris quanto aquele & base de ACP-119® j4 haviam sido reportados por liquefazer o coagulo
seminal em camelideos (WANI et al., 2008) e primatas (OLIVEIRA et al., 2011),
respectivamente. No entanto, apesar da reducdo da viscosidade, a dilui¢cdo ndo foi suficiente
para impulsionar progressao aos espermatozoides devido a persisténcia dos roleaux entre 0s
espermatozoides de tatus-peba. Essas formacdes foram descritas em outra espécie de tatu (C.
unicinctus), através de imagens por ultramicroscopia, mostrando dois ou mais
espermatozoides empilhados, sendo atribuidas ao formato concavo da cabeca dos
espermatozoides, o que facilita o encaixe e a permanéncia da juncdo entre essas células
(HEATH et al.,, 1987). Este fendmeno é também descrito em marsupiais (Didelphis
virginiana), nos quais acredita-se que este evento coesivo favoreca a protecdo dos
espermatozoides durante sua passagem pelo epididimo, sendo que sua separacao deva ocorrer
apenas no trato genital feminino (RODGER e BEDFORD, 1982). Diante deste conceito
fisioldgico, € possivel que os estudos voltados para a tecnologia de sémen em tatus devam ser
focados no desenvolvimento de métodos que permitam a preservacdo das celulas mesmo
estando elas agregadas, possibilitando a manutencdo de sua viabilidade e posterior separacédo
quando inseridas no trato genital feminino durante a inseminacé&o artificial.

No teste de termorresisténcia com ambos os diluentes, verificou-se um rapido

declinio da motilidade espermatica. Porém, de modo geral, o diluente Tris permitiu uma
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melhor conservacdo que o ACP® nas avaliacBes realizadas aos 60 e 120 min. Esta melhor
atuacdo do Tris pode ser atribuida a sua capacidade em reduzir o metabolismo da frutose pela
célula, contribuindo para a preservacao de sua energia (RODRIGUES, 1997). Por outro lado,
a presenca de citocininas, como a cinetina, na agua de coco, tende, inicialmente, a aumentar o
metabolismo das células (LEE et al., 2006), induzindo a deplecéo de ATP (CABELLO et al.,
2009), quando em temperaturas elevadas, proporcionando uma mais rapida reducdo na
motilidade espermatica. Fato este que ndo ocorre quando o referido diluente é utilizado na
preservacdo de ceélulas espermaticas a baixas temperaturas, conforme inclusive ja
demonstrado em tatus-peba (AMORIM et al., 2012).

Ao longo do TTR, ndo foram evidenciados danos significativos a morfologia
espermatica em decorréncia da centrifugacdo. Sabe-se que a ocorréncia de danos mecanicos
estaria relacionada a sensibilidade caracteristica de cada espécie, de modo que o0s
espermatozoides de tatus-peba parecem, em parte, ser resistentes a este procedimento,
conforme descrito para equinos (CROCKETTA et al., 2001) e bovinos (PICKETT et al.,
1975). Entretanto, ndo se pode descartar a ocorréncia de danos subletais ao nivel
manométrico, haja vista ter sido verificado um efeito deletério da centrifugacdo sobre a
motilidade, vigor e integridade de membrana nos tatus-peba, em ambos os diluentes testados.
Nos caprinos, resultados similares tém sido atribuidos a danos ultraestruturais, apenas
visualizados sob microscopia eletrnica, causados pela centrifugacdo, e podendo ocasionar
reducdo da viabilidade e, consequentemente, perda da fertilidade (VIANA et al., 2006).

O uso de corantes supravitais detecta a integridade fisica da membrana plasmatica,
enquanto o teste hiposmdtico avalia se ela esta bioquimicamente ativa (ARRUDA et al.,
2011). Assim, através do teste hiposmotico, verificou-se que o Tris promoveu uma melhor
conservacdo do percentual de espermatozoides com membrana bioquimicamente ativa no
sémen de tatus-peba. Apesar do ACP® ser rico em proteinas, sais, aglicares, entre outras
substancias (BARROS e TONIOLLI, 2011), é possivel que o Tris possua uma concentracdo
de eletrdlitos mais adequada para manter por um periodo maior a pressao osmotica fisioldgica
do sémen de tatus-peba. Necessario também salientar que os gametas de diferentes espécies
respondem de modo diferenciado aos meios aos quais sdo expostos (PURDY, 2006). Muitas
vezes, a razdo desta variacdo € inerente a composicdo bioguimica de sua membrana
plasmatica ou a componentes intracelulares que permanecem por serem melhor estudados
(HOLT, 2000).
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De modo geral, na comparagédo dos diluentes, observou-se uma melhor eficiéncia do
Tris quanto a preservacdo dos parametros seminais ao longo do TTR, principalmente até os
120 min de avaliacdo. Apos este periodo, os dois diluentes se equipararam. Diante disso,
recomenda-se 0 uso do Tris como diluente mais apropriado para a preservacdo do sémen de
tatus-peba a 34 °C por curtos periodos de até 120 min. Em adic¢do, ndo se recomenda a
centrifugacdo das amostras previamente a diluicdo, haja vista o efeito negativo que esta

exerce sobre a viabilidade seminal.

2.7 COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA

Os procedimentos foram realizados de acordo com as normas internacionais de bem
estar animal e aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UFERSA, recebendo
parecer n® 21/2011, referente ao processo 23091.002754/2011-99.
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PRIMEIRA TENTATIVA DE CRIOPRESERVA(}AO DO SEMEN DE TATUS-PEBA
(Euphractus sexcinctus): ESTUDO DAS CRIOINJURIAS ESPERMATICAS

3.1 RESUMO

O objetivo deste estudo foi criopreservar o sémen de tatus-peba (E. sexcinctus) em
diluente Tris-gema e glicerol, e determinar os danos causados pela congelagdo-descongelacéo,
através da utilizacdo de marcadores fluorescentes e analise ultraestrutural. As amostras de
sémen (n = 12), oriundas de 04 animais adultos, foram coletadas por eletroejaculacéo, e
depois criopreservadas em diluente Tris acrescido de 20% de gema de ovo e 3% de glicerol,
em curva rapida de congelacdo. A analise dos parametros basicos das amostras foi realizada
apos a diluicéo, refrigeracdo e descongelacédo, seguida da analise de fluorescéncia, utilizando
a combinacdo de sondas fluorescentes para avaliar a integridade da membrana plasmatica
(lodeto de Propidio - IP e Hoechst - H-342), e a atividade mitocondrial (CMXRos - Mito
Tracker red®). Utilizou-se também a andlise ultraestrutural para verificar possiveis alteracdes
morfologicas causadas por crioinjdrias. A maioria das alteracdes observadas em todos o0s
estagios da criopreservacao do sémen de tatus-peba foi secundaria, mas as proporcoes desses
defeitos aumentaram significativamente a partir da etapa de refrigeracdo, sendo maior apos a
descongelacdo, devido ao choque térmico e estresse osmotico. Porém, em sémen
descongelado, os resultados da analise por fluorescéncia indicaram um percentual de células
com a membrana plasmatica intacta maior (8,4 %) do que o de células moveis (6,1 %). Isto
pode ser devido a acdo da gema de ovo, em permitir maior integridade estrutural a algumas
células. As imagens obtidas por eletromicroscopia de transmissdo demonstraram, em
espermatozoides criopreservados, danos as membrana plasmatica e mitocondriais, como
também modificacbes nucleares e acrossomal caracterizadas por alteracbes da cromatina e
capacitacdo espermatica, respectivamente. Em conclusdo, este estudo é o primeiro relato
sobre a utilizacdo da criopreservacdo em sémen de xenartras, e 0s resultados aqui obtidos séo
fundamentais para promover a melhoria do protocolo de criopreservacdo de sémen de tatus-
peba, que pode ser expandindo para outras espécies de tatus ameacadas ou vulneraveis a
exting&o.

Palavras-chave: tatu-peba, criopreservacdo, sémen, integridade da membrana, atividade

mitocondrial, ultraestrutura.
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3.2 ABSTRACT

The aim of this study was to cryopreserve by, first, the semen of six-banded
armadillos (Euphractus sexcinctus) in diluent Tris-yolk and glycerol, and determine the
damage caused by freeze-thaw, through the use of fluorescent markers and ultrastructural
analysis. Semen samples (n = 12) collected from 04 adult animals were collected by
electroejaculation, and then cryopreserved in Tris diluent plus 20% egg yolk and 3% glycerol,
cornering fast freezing. Classical analysis of samples was performed after dilution, cooling
and thawing, followed by fluorescence analysis, using a combination of fluorescent probes for
assessing membrane integrity (propidium iodide - Pl and Hoechst - H-342), and the activity
mitochondrial (CMXRos - Mito Tracker red®). Were also used for the ultrastructural analysis
to verify possible morphological changes caused by crioinjdrias. Most of the changes
observed in all stages of cryopreservation of semen from six-banded armadillos was
secondary, but the proportions of these defects increased significantly from step cooling, after
thawing was higher due to heat shock and osmotic stress. However, in thawed, the results of
fluorescence analysis indicated a percentage of cells with intact plasma membrane higher
(8.4%) than that of matile cells (6.1%). This may be due to the action of egg yolk, to provide
greater structural integrity to some cells. The images obtained by transmission electron
microscopy demonstrated in cryopreserved sperm, damage to the plasma membrane and
mitochondrial changes as well as nuclear and acrosomal characterized by changes in
chromatin and sperm capacitation, respectively. In conclusion, this study is the first report on
the use of cryopreservation on semen xenartras, and the results obtained here are fundamental
to promote the improvement of the protocol for cryopreservation of semen from six-banded
armadillos, which can be expanded to other species of armadillos endangered or vulnerable to
extinction.

Key-words: armadillo, cryopreservation, semen, membrane integrity, mitochondrial activity,

ultrastructure
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3.3. INTRODUCAO

Das 38 espécies de mamiferos pertencentes a ordem Xenarthra, pelo menos nove
estdo vulneraveis ou em perigo de extingdo, como os tatus do género Tolypeutes e o tatu
canastra (Priodontes maximus) (IUCN, 2013). Contudo, o tatu-peba (E. sexcinctus), membro
da familia Dasipodidae, tem sido classificado como uma espécie de populacédo estavel e ndo
ameacada (IUCN, 2013), podendo ser utilizado como modelo experimental ideal para
desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas em outras espécies ameagadas do mesmo grupo.
Porém, estudos relacionados a fisiologia e biotecnologia da reproducdo em tatus e demais
exemplares da ordem Xenartra ainda sdo escassos, estando limitados a caracterizacdo e a
analise classica do sémen in natura (HEATH et al., 1987; PERES et al., 2008; MENDONCA,
2010; SERAFIM et al., 2010; SANTOS et al., 2011).

A criopreservacdo de sémen surge como uma acao estratégica de grande relevancia
para a reproducdo e manutencdo da diversidade genética da fauna silvestre, além de
proporcionar a reserva genética em longo prazo em bancos de germoplasma animal,
atualmente integrante em muitos programas de conservacdo de animais silvestres, inclusive
para espécies ameacadas de extingdo (PUKAZHENTHI et al., 2006). Este processo se da a
partir da preservacdo dos espermatozoides em meios diluidores contendo sistema tampao,
substrato energético, fosfolipidios e crioprotetores em concentracfes adequadas para manter a
qualidade e a capacidade fertilizante dessas células por longos periodos (HOE et al., 2001).
Entretanto, a criopreservacdo pode causar sérios danos as células espermaticas pela influéncia
de varios fatores, como as bruscas mudancas de temperatura, a ocorréncia de tensbes
osmoticas, a toxicidade devida a exposicdo aos crioprotetores e, a formacao de cristais de gelo
no ambiente intra e extracelular (MEDEIROS et al., 2002).

Para determinar e identificar essas crioinjurias, diferentes técnicas de avaliacdo do
sémen sdo utilizadas. Convencionalmente, sdo empregados os testes de motilidade e de
morfologia como analises rapidas para amostras de sémen, porém estes ndo evidenciam
alteracbes onde os defeitos morfoldgicos sdo expressos em escalas nanométricas
(CRESPILHO et al., 2006), as quais sdo alcancadas pela microscopia eletrénica. Mesmo com
0s avancos dessa técnica, ha uma caréncia de informacdes sobre os danos induzidos pela
criopreservacdo na ultraestrutura espermética, e a maioria delas é voltada para animais
domésticos (SILVA et al., 2009). No que diz respeito aos animais silvestres, esses estudos sdo
ainda mais raros (SA-ADRIT et al., 2006).
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Embora os danos na morfologia dos espermatozoides sejam 0s mais evidentes
durante a criopreservacao seminal, o estresse fisico para as membranas espermaticas € visto
como o maior fator limitante (PESCH e BERGMAN, 2006). Com base nesse aspecto, uma
grande énfase vem sendo dada ao uso dos marcadores fluorescentes, que evidenciam
estruturas especificas das células e detectam de forma clara a integridade estrutural e
funcional de espermatozoides (SA-ADRIT et al., 2005; CELEGHINI et al., 2007; STOOPS et
al., 2010).

Dada a importancia da criopreservacdo de sémen para a conservagdo de espécies
silvestres, este trabalho representa um primeiro passo no sentido de se implementar um banco
de germoplasma voltado para a preservacdo de material genético oriundo de xenartras. Desse
modo, objetivou-se criopreservar, pela primeira vez, o sémen de tatus-peba (E. sexcinctus),
em diluidor a base de Tris-gema e glicerol, e determinar as principais crioinjdrias através da

utilizacdo de marcadores fluorescentes e analise ultraestrutural.

3.4 MATERIAL E METODO

3.4.1 Animais

Os procedimentos foram realizados de acordo com as normas internacionais de bem
estar animal e aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UFERSA, recebendo
parecer n® 21/2011, referente ao processo 23091.002754/2011-99. O estudo foi conduzido
com animais provenientes do Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres — CEMAS da
UFERSA, registrado no IBAMA como criatorio cientifico sob o numero 1478912, situado na
cidade de Mossor0, localizada na regido semidrida brasileira (5°10°S-37°10°W; intervalo
médio de temperatura, 27-29°C). Foram utilizados quatro tatus-peba machos adultos, pesando
aproximadamente 3,25 + 0,2 Kg. Os animais eram considerados adultos, mas sua idade exata
era desconhecida, haja vista que encontravam-se em cativeiro ha pouco mais de um ano
previamente ao inicio do experimento. Os animais foram confinados em gaiolas individuais
mantidos sob fotoperiodo natural, alimentados uma vez por dia com ragdo para cdes acrescida

de vegetais, e acesso ad libitum a agua.
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3.4.2 Contenc¢do dos animais

Por ocasido de cada procedimento, os animais foram contidos mecanicamente com o
auxilio de luvas apropriadas. Procedeu-se uma medicacdo pré-anestésica utilizando-se
xilazina (1mg/kg (Sedomin®, Kénig S.A., Buenos Aires, Argentina) e cetamina - 7mg/kg
(Quetamina Injetavel, Vetnil®, Sdo Paulo, Brasil) por via intramuscular, seguida da
manutencdo do estado anestésico por meio da aplicacdo intravenosa de propofol - 5mg/kg
(Propovan®, Cristalia, Fortaleza, Brasil) em bolus (AMORIM et al. 2011). Os animais foram
posicionados em decubito dorsal, realizando-se a higienizacao das regides peniana e perianal

com solucéo fisiologica.

3.4.3 Coleta de sémen

Cada animal foi submetido a quatro procedimentos de eletroejaculacdo em intervalos
de 15 a 21 dias entre as coletas. Para a eletroejaculacéo, procedeu-se a metodologia proposta
por SERAFIM et al. (2010), que consiste no uso de um eletroejaculador (Eletrojet ®,
Eletrovet, Sdo Paulo, SP, Brasil), conectado a uma fonte de 12 V. Foram realizados trés ciclos
sucessivos de estimulacdo, com 5 min de intervalo entre ciclos. O primeiro ciclo consistiu de
10 estimulos de 2, 3, e 4 miliamperes (mA), o segundo foi de 10 estimulos de 3,4e 5 mA, e o0
terceiro foi de 10 estimulos de 5 e 6 mA. A sonda do eletroejaculador mede 12,5cm
(comprimento) e 1,0 cm (de diametro), apresentando dois eletrodos longitudinais. Cerca de 8
cm da sonda foi inserida na cavidade retal de cada animal. O sémen foi colhido em tubos

plasticos e imediatamente avaliado.

3.4.4 Avaliacao classica do sémen

Foram verificados, no tubo de coleta, o aspecto e a coloracédo do ejaculado. O pH foi
mensurado utilizando-se fitas apropriadas (Neutralit® Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).
O volume foi aferido com o uso de micropipetas (5 a 100uL). A motilidade espermatica

(percentual de espermatozoides moveis) e o vigor (qualidade do batimento flagelar numa
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escala de 0-5) foram imediatamente avaliados em microscopio de luz (Eclipse E200, Nikon,
Melville, NY, USA) sob aumento de 100x e 400x. Para a analise morfoldgica dos
espermatozoides, foram confeccionados esfregacos de sémen corados com Rosa de Bengala
(Sigma, Sigma-Aldrich, S&o Paulo, SP, Brasil), sendo observadas duzentas células/lamina sob
microscopia de luz em aumento de 1000x (DOTT et al. 1972). O teste hiposmotico foi
realizado para avaliar a funcionalidade membrana celular espermatica logo apos a coleta de
sémen, utilizando uma aliquota de 5 uL de sémen em 45 pL de agua destilada (50mOsm/I)
(SANTOS et al. 2011). Para determinar a concentragdo espermatica, uma aliquota de 10 pL
de sémen foi diluida em solugdo formolizada (10%) tamponada (1mL) e observada em camara

hematimétrica (cAmara de Neubauer).

3.4.5 Criopreservacgao dos espermatozoides

Cada amostra de sémen in natura foi diluida em Tris [3.028g Tris-hidroximetil-
aminometane 1,78 g acido citrico monohidratado, e 1,259 D-frutose (todas as substancias
provenientes da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) adicionado de gema (20 %) glicerol (3
%) (adaptado de SILVA et al., 2012). As amostras foram entdo resfriadas até 15 °C por 40
min, e depois por mais 30 min até 4 °C. Nesse momento, foi realizada a glicerolizacdo (6 %) e
o envase em palhetas de 0,25 mL, atingindo-se uma concentracdo final de 15 x 10°
espermatozoides por mL. Fez-se a criopreservagdo em vapor do nitrogénio, e 0
acondicionamento em botijdo criobiolégico. Apés uma semana, foi realizada a descongelacao
das amostras as quais foram, primeiramente, submetidas a temperatura ambiente (10 min), em
seguida, em banho-maria a 37 °C por 1 min, e avaliadas microscopicamente quanto aos

parametros gerais de qualidade seminal.

3.4.6 Analise de viabilidade espermatica por sondas fluorescentes

Imediatamente apos a diluigéo e a descongelagédo, uma aliquota de sémen (10 uL) foi
incubada a 34 °C/10 min em uma solugdo composta pela associagéo das seguintes sondas
fluorescentes: 2 pL IP (lodeto de propidio, Sigma-Aldrich, Co., St Louis, MO, USA) 0,5
mg/mL NaCl 0,9 %, 5 uL CMXRos (Mito Tracker red®, Molecular Probes, M-7512) 500 nM
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{diluicéo de 50 pug em 94uL de DPBS}, e 3uL de Hoechst 342 (H342; Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) {diluicdo 25 mg/mL de DMSO}, baseada na metodologia descrita por
CELEGHINI et al. (2007). Em seguida, as amostras foram avaliadas em microscopio de
epifluorescéncia (Episcopic Fluorescent attachment “EFA” Halogen Lamp Set, Leica, Kista,
Sweden), onde 200 espermatozoides foram contados. Cabecas espermaticas marcadas em azul
(H-342) foram consideradas possuidoras de plasmalema intacto e as marcadas total ou
parcialmente em vermelho (PI) foram consideradas como ndo intactas; regido da peca

intermediéria marcada em vermelho foi considerada com func¢éo mitocondrial.

3.4.7 Analise ultraestrutural

Foram utilizados dois pools compostos por uma amostra de sémen derivada de cada
animal, sendo um pool de amostras in natura e outro de descongeladas. Cada uma dos pools
foi centrifugado a 800 g por 10 min, sendo o sobrenadante removido e o precipitado lavado
em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,4) sob rapida centrifugacdo (800 g/3 min). Em
seguida, as amostras foram fixadas em solucdo Karnovsky modificada (paraformaldeido 2 %
e gluteraldeido 2 % em tampdo fosfato 0,1 M pH 7,4). Ap6s 12 h, essa solucdo foi removida e
as amostras ressuspensas em tampao cacodilato de sodio a 0,1 M até o processamento, onde
este tampdo foi removido e as amostras submetidas a fixacdo com tetroxido de smio a 2 %
em tampdo cacodilato de sodio a 0,1 M (pH 7,4) por 2 h. Depois, as amostras foram
submetidas a solucdo de acetato de uranila 9,5 % adicionada de sacarose a 10,56 %,
overnight. As amostras sofreram desidratacdo através de banhos em concentracdes crescentes
de alcool 70 %, 95 % e 100 % e depois mantidas em solucdo de oxipropileno e resina Spurr
(1:1) por 8 h. Apos este periodo, as amostras sofreram tratamento em resina pura (37 °C) —
overnight — sendo realizada a incluséo. Depois de 48 h, foram feitos cortes semifinos (400
nm) corados com azul de toluidina e analisados em lupa. Depois, foram realizados cortes
ultrafinos (70 nm) contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e analisados no
microscopio eletrénico de transmissdo (Morgagni 268 D, FEI Company, Transmission
Electron Microscope), com aceleracéo de voltagem a 80 Kv (SOUSA et al. 2013).
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3.4.8 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos na forma de Média + Erro padrdo (EP) e analisados
utilizando-se o programa StatView® 5.0 para Windows. Os dados foram checados quanto a
homecedasticidade pelo teste de Levene. Em seguida, foram submetidos a transformagéo
angular em Arco Seno, com excecdo dos dados de vigor espermatico. Comparacgdes entre 0s
individuos, bem como entre as meédias encontradas para o sémen fresco e descongelado no
tocante a preservacdo das caracteristicas seminais, a excecdo do vigor, foram realizadas
utilizando-se o teste de Fisher PLSD (P < 0,05). Os efeitos do individuo e do procedimento de
criopreservacao sobre o vigor espermatico foi verificado pelo teste de Mann-Whitney (P <
0,05).

3.5 RESULTADOS

O sémen de tatu-peba apresentou coloracdo branca com aspecto translucido,
apresentando pH alcalino, sempre com valor proximo de 9, e elevada viscosidade. Os
ejaculados apresentaram um volume de 0,71 £ 0,52 mL com concentragdo de 225,8 + 161,9
x10° espermatozoides/mL. Nas analises de sémen fresco in natura foram observados,
frequentemente, espermatozoides agregados cabeca-cabeca (formacdo rouleaux), persistindo,
mas em menor proporcao, mesmo apos a diluicdo. Foi evidenciada uma variagdo individual

entre 0s animais no tocante as suas caracteristicas seminais (Tabela 1).



Tabela 1 — Médias (= EP) das caracteristicas do sémen fresco (in
ejaculados/animal)

natura) de tatus-peba (E. sexcinctus) (n=3

Parametros seminais Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Geral
Motilidade (%) 91,6+1,6° 86,6+3,3° 81,6+10,4% 58,3+4,4° 79,58+4,%%
Vigor (0-5) 1,6+0,3 1,6+0,3 1+0° 1+0° 1,3+0,14%
Concentracéo (x10°%spermatozoides/mL) 58,3+24,5° 160+36" 173,3+86,5°  166,6+100,8°  139,58+33"
Integridade estrutural da membrana (%) 58,3+5,2% 52,6+4,9° 66,3+3,18° 63,6+10,7% 60,25+11,1*
Integridade funcional da membrana (%) 64,5+6,5* 86+4,2" 50,3+10,7% 74,5+10,5™ 64,37+6,4°
Volume (uL) 183+72,6% 775+225" 333+120,2% 500+204,3™ 410+86,5"

abed Médias seguidas pela mesma letra ndo so significativamente diferentes (P > 0,05).
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A partir da refrigeracdo (Tabela 2), j& se observou uma reducdo significativa do
percentual de espermatozoides mdveis, a qual se intensificou apos a descongelagéo (P < 0,05).
Com relacédo ao vigor espermatico e a integridade funcional de membrana, tais caracteristicas

apenas foram negativamente afetadas a descongelacao (P < 0,05).

Tabela 2 — Médias (+ EP) dos parametros seminais de tatu-peba (E. sexcinctus) a partir das
diferentes etapas da criopreservacao

Parametros seminais Diluicdo  Refrigeracdo Descongelagdo
Motilidade (%) 72,3+6,2° 49,5+1,4° 6,1+2,9°
Vigor (0-5) 1,5+0,2° 1,4+0,2° 0,5+0,1°
Integridade estrutural da membrana (%)  61,2+4,6° 54,8+7,5° 12,345"
Integridade funcional da membrana (%)  64,3+6,4° 57,545,6° 14,2+3,8"

¥ Médias seguidas pela mesma letra ndo s&o significativamente diferentes (P > 0,05).

A anélise da integridade de membrana plasmaética e da atividade mitocondrial por
fuorescéncia (Tabela 3) confirmou os danos provocados a estas estruturas pelos
procedimentos de criopreservacdo e descongelacdo, quando comparados aos Vvalores
verificados para o sémen fresco (P < 0,05). A resposta dos espermatozoides de tatus-peba

submetidos a associacdo de marcadores fluorescentes pode ser vista na Figura 10.

Tabela 3 — Médias (£ EP) da integridade da membrana plasmatica e funcdo mitocondrial de
espermatozoides de tatus-peba (E. sexcinctus), ap6s analise por fluorescéncia

Parametros Sémen diluido Sémen descongelado

Membrana plasmatica integra e

NP 30,2+1,9° 2,1+1,1°
mitocéndria ativa (%)
M_emtirana} plasmatlca integra e 1.140,4° 6.3+2"
mitocéndria inativa (%)
Membrana plasmatica lesionada e 0 0
mitocéndria ativa (%)
Membrana plasmatica lesionada e 60.3+1 8° 92141 6"

mitocéndria inativa (%)

¥ Médias seguidas pela mesma letra ndo s&o significativamente diferentes (P>0.05).



108

Figura 11 — Integridade de membrana plasmatica e atividade mitocondrial de espermatozoides criopreservados
de tatus-peba avaliados através da associagio dos fluorescentes H3342/IP/ Mito traker red®. (A)
Espermatozoides marcados em azul com o fluoréforo Hoechst 3342 (H-342) e pega intermediaria fluorescente
em vermelho, coradas com Mito traker red®, indicado respectivamente membrana plasmética integra e presenca
de atividade mitocondrial. A seta indica espermatozoide com membrana plasmatica integra, mas sem atividade
mitocondrial. (B) Espermatozoides marcados em vermelho com iodeto de propidio (IP), indicando dano a
membrana, e marcados em azul com o H-342, indicando integridade de membrana, porém ndo apresentam peca
intermediéria fluorescendo em vermelho pelo Mito Traker red ®, indicando auséncia de atividade mitocondrial.
(C) Espermatozoides em “rouleaux”, com membranas plasmaticas integras e atividade mitocondrial. (Aumento
400x).



109

Quanto a andlise morfoldgica dos espermatozoides (Tabela 4), foi observado um
decréscimo no percentual de células normais a partir da etapa de refrigeracdo (P < 0,05), o

qual se acentuou apds a descongelacgéo (P < 0,05).

Tabela 4 — Médias (+ EP) das alteragdes espermaticas de tatu-peba (E. sexcinctus)
observadas em diferentes etapas da criopreservagao

Caracteristicas (%o) (inF;ZSt(l:J?a) Diluido Refrigerado  Descongelado
Morfologia Normal 78.04+2.8° 77.69+2.39° 69.43+2.5 53.1+3.8°
Morfologia Anormal 21.96+2.8° 22.31+2.39° 30.57+2.5° 46.9+3.8°
Cauda

Enrolada 6.8+1° 8.08+1.35° 9.42+0.98% 12.4+1.11°
Fort. Enrolada 5+1.03% 3.75+0.6° 6.42+0.83" 8.25+0.88"
Quebrada 1.42+0.31° 1.37+0.42° 1.17+0.4° 4.15+1.66°
Colo 1.33+0.33° 1.41+0.51° 1.5+0.54° 1.6+0.86°
dobrado/quebrado

Peca Intermediaria

Dobrada 1.96+0.38° 1.83+0.55° 3.75+1.03° 2.95+0.86°
Quebrada 0.25+0.18 0.42+0.23° 1.29+0.67° 2.35+1.22°
Espessa 0° 0° 0.08+0.08° 0*
Gota proximal 0 0 0 0
Gota distal 0 0 0 0
Cabeca

Macrocefalia 0.04+0.04° 0° 0° 0?
Microcefalia 0.46+0.33 0.42+0.19° 0.25+0.13° 0.25+0.13°
Formato anormal 1.58+0.43° 2+0.47° 1.45+0.5" 4.35+1.08"
Destacada 2.37+0.92° 2.66+0.97° 3.37+0.85° 6.9+2.39°
Acrossoma anormal  0.75+0.46% 0.37+0.2° 1.87+0.61™ 3.741.28°

¥ Medias seguidas pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes (P > 0,05).

A andlise ultraestrutural, verificou-se que os espermatozoides a fresco apresentaram
membranas plasmaticas levemente onduladas e membranas acrossomais preservadas e bem
delimitadas (Figura 11 - A). Na regido da peca intermediaria, pode-se observar a bainha
mitocondrial com mitocdndrias justapostas, bem preservadas, com as cristas internas imersas
numa matriz densa e homogénea (Figura 11 — H e I). Em contraste, 0s espermatozoides
submetidos & criopreservacdo apresentaram mudancas ultraestruturais caracterizadas por
aspecto anormal da cabeca (Figura 11 - E), distensdo e ruptura da membrana plasmatica
(Figura 11 — C e F), presenca de formacdes vesiculares na regido adjacente a membrana
acrossomal interna (Figura 11 — B e G) e acrossoma capacitado (Figura 11 — C e G). Ainda,

entre as amostras de sémen fresco e descongelado de tatus-peba, foram observadas diferengas
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marcantes na regido da peca intermediaria, principalmente defeitos caracterizados por
mitocondrias andémalas, com aspecto amorfo, cristas mitocondriais desorganizadas, e matriz
heterogénea (Figura 11 — | e K). No entanto, salienta-se que, apesar da maior incidéncia de

danos em espermatozoides congelados-descongelados, foram também observados alguns

espermatozoides bem preservados nessas amostras.

Figura 12 — Micrografias por MET da regido da cabega de espermatozoides obtidas a partir de amostras de
sémen fresco-diluido (grupo controle) e congelados-descongelados de tatus-peba (E. sexcinctus). (A)
Espermatozoide normal (grupo controle) com membranas plasmatica ligeiramente ondulada, com limites bem
definidos entre o nicleo e o acrossoma. (B) Espermatozoide apresentando pontos eletrolucentes entre o ndcleo
(N) e a membrana acrossomal interna (setas vermelhas). (C) Acrossomo membranas indefinidas, indicando
capacitacdo. (D) Espermatozoide criopreservado em sec¢do longitudinal, mostrando ruptura e vacuolizacdo da
membrana plasmatica; (E) deformagdo da cabeca espermatica (formato falciforme), apresentando aparente dano
nuclear (seta) adjacente ao acrossomo capacitado.
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Figura 13 — Micrografias por MET da regido da cauda de espermatozoides obtidas a partir de amostras de sémen
fresco-diluido (grupo controle) e congelados-descongelados de tatus-peba (E. sexcinctus). (A) Corte
tangencial/longitudinal da pega intermediaria do espermatozide, mostrando mitocondrias normais com cristas
inseridas em matriz homogénea (grupo controle). (B) Corte tangencial/longitudinal da peca intermediaria de
espermatozoide congelado-descongelado, contendo mitocdndrias lesionadas com matriz heterogénea (setas). (C)
Corte transversal da pega intermediaria espermética, mostrando mitocéndrias normais e bem delimitadas (grupo-
controle). (D) Corte transversal da peca intermediéria espermatica, mostrando crioinjurias as mitocondrias
(setas) (E) bainha mitocondrial (BM) com matriz heterogénea ao longo de toda a pega intermediaria (PI), e
descontinuidade de membrana (seta) na regido do colo (*). (MAI) Membrana acrossomal interna; (MP)
Membrana plasmética; (MAE) Membrana acrossomal externa; (N) Nucleo; (Pl) Pega intermediaria; (BM)
Bainha mitocondrial; (Ax) Axonema; (Mit) Mitocondria.

3.6 DISCUSSAO

Para facilitar a aplicacdo de biotécnicas para a conservacao de gametas, podem ser
tomados como referéncia protocolos empregados em individuos de um mesmo taxon, devido
aos animais apresentarem caracteristicas morfolégicas, genéticas e ecoldgicas semelhantes
(HICKMAN JR et al., 2004). Entretanto, ndo ha relatos, até o presente momento, da utilizacéo
de técnicas relacionadas a criopreservacdo seminal em qualquer exemplar Xenartra. Sendo
assim, na auséncia de espécies proximas submetidas a essa aplicabilidade, a escolha do meio
diluidor e dos procedimentos para a criopreservacdo de espermatozoides de tatus-peba
ocorreu de forma empirica, utilizando-se o ja establecido protocolo para a congelagdo de
espermatozoides em outros mamiferos silvestres, como catetos (Pecari tajacu) (SILVA et al.,
2013; CASTELO et al., 2010) e cutias (Dasyprocta aguti) (SILVA et al., 2011), onde a adi¢éo
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de glicerol (3 %) e gema de ovo (20 %) ao diluidor base forneceu resultados aceitaveis apés a
descongelacéo.

Em tatus-peba, especificamente, nada se sabe sobre a relagdo dos paramentros vitais
do sémen e a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides, mas a maioria dos estudos em
mamiferos, que testam a aplicacdo de biotécnicas reprodutivas em machos, usam a motilidade
e a integridade da membrana espermatica como principais parametros para avaliar técnicas de
congelacdo espermatica (SILVA et al.,, 2009). No presente estudo, foi nitida a queda da
qualidade espermatica do sémen congelado-descongelado em comparacdo aos parametros
avaliados antes do processo de criopreservacgdo, apresentando diminuicdo da motilidade
espermatica (49 %) ja a partir da refrigeracdo a 5 °C, como reportado em sémen de catetos (P.
tajacu) (SILVA et al., 2013) e elefantes (Elephas maximus) (THONGTIP et al., 2002).

Anteriormente, em tatus-peba (AMORIM et al., 2012), utilizando sémen diluido em
ACP® ou Tris, foi demonstrado que a qualidade espermatica é mais afetada durante o
armazenamento em baixa temperatura que em animais domesticos, como ovinos (PURDY et
al., 2010), os quais apresentaram altos valores para a motilidade espermatica mesmo apés a
exposicdo das amostras de sémen a 5 °C por 24 h. E sabido que a refrigeracio rapida do
sémen de 30 °C para 0 °C (WATSON, 2000) e até mesmo a reducdo de temperatura de 37 °C
para 5 °C (LOPEZ, 1999) induzem um estresse letal em algumas células, proporcional & taxa
de refrigeracdo, intervalo de temperatura e ao limite de temperatura, conhecido como choque
térmico, que causa rupturas na membrana plasmatica com consequente perda de cations e
enzimas dos espermatozoides, diminuindo de forma irreversivel sua motilidade e atividade
metabdlica (WHITE, 1993).

Apesar da diferenca da motilidade espermatica de tatus-peba ser significativa ja na
fase da refrigeracdo, o percentual de células moveis apresenta uma queda abrupta apos a
descongelacdo (6 %). Isso pode ser explicado devido ao fato de que os principais danos
ocorrem durante a fase de congelacdo-descongelacdo, resultando em desestabilizacdo e até
mesmo a ruptura da membrana, perda de componentes intracelulares, tais como enzimas
metabolicas e ATP, com a perda substancial de viabilidade (JANUSKASUSKAS et al., 1999;
BAILEY et al., 2003). Entretanto, observou-se um percentual de espermatozoides com
membrana plasmatica intacta (12,3 %) superior aqueles que apresentavam alguma motilidade
(6,1 %), indicando que a motilidade dos espermatozoides ndo reflete diretamente sobre a sua

viabilidade, fato este considerado por SA-ARDRIT et al. (2006) que citam sobre a ndo
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ocorréncia de gestacdo em elefantas inseminadas artificialmente com amostras de sémen
descongelado, mesmo estas apresentando niveis aceitaveis de motilidade espermatica.

Segundo PARKS et al. (1992), a membrana plasmatica é o local primério de leséo
aos espermatozoides criopreservados, entretanto, 0 aumento na concentragéo de proteinas no
ejaculado pode aumentar a estabilidade da membrana espermatica, reduzindo as chances de
alteracdes induzidas pelo resfriamento (DeLEEUW et al., 1990). Quanto a isso, a adicdo da
gema de ovo ao diluente pode ter promovido maior resisténcia a membrana plasmatica de
alguns espermatozoides de tatus-peba, durante a congelacdo-descongelagdo, devido ao
incremento de proteinas de baixa densidade (LDL) ao sémen, aumentando a resisténcia de
algumas células espermaéticas ao choque térmico, e melhorando a integridade da membrana
plasmatica (MOUSSA et al., 2002).

Por outro lado, apesar da maioria dos protocolos de criopreservagdo seminal em
mamiferos considerarem o glicerol como um crioprotetor padrdo (SILVA et al., 2003;
WATSON, 2000), sabe-se que sua toxicidade promove mudancas osmdticas capazes de
afetar a fluidez e as propriedades funcionais das membranas plasmaticas durante a
criopreservacao, em todas as suas fases (refrigeracdo, congelacdo, e descongelacdo) (BUHR
et al., 1989; MAXWELL e JOHNSON, 1997; HAMMERSTEDT et al., 1990), podendo ser
um dos motivos da elevada ocorréncia de células inviaveis ap6s a descongelacdo de
espermatozoides de tatus-peba. No entanto, a criopreservacdo seminal em animais domesticos
e silvestres, utilizando o glicerol em baixas concentracdes (2,5 - 6 %), tem apresentado
resultados bem sucedidos em diferentes espécies (SCHERZER et al., 2009; SILVA et al.,
2003; SILVA et al., 2013), mas em tatus-peba ainda sdo necessarios testes em busca da
concentracdo adequada dessa substancia, considerando que o tipo e a concentracdo ideal de
crioprotetor para congelacdo de espermatozoides varia entre as espécies (HOLT, 2000).

Os fluordéforos utilizados para detectar os danos causados pela criopreservagéo sobre
0s espermatozoides de tatu-peba demonstraram um percentual de células com membrana
plasmatica viavel maior (8,4 %) que o observado para motilidade, assim como verificado
através da andlise convencional, utilizando esfregagos corados com azul de bromofenol. Sabe-
se que uma disfuncdo mitocondrial com consequente esgotamento na producéo de ATP, pode
ser mais um fator responsavel pela diminuicdo da motilidade espermatica geralmente
observada depois a descongelacdo (MEDEIROS et al., 2002), a0 mesmo tempo que apos
ruptura das membranas mitocondriais ha relatos sobre a liberagdo de fatores pro-apoptoticos

(RAVAGNAN et al., 2002) os quais podem passar para outros compartimentos espermaticos,
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causando danos estruturais e funcionais irreparaveis a essas células (MARTIN et al., 2004).
Segundo dados obtidos por fluorescéncia, é possivel relacionar a presenca de danos sobre a
membrana plasmatica com presenca de mitocondrias inativas, considerando a ndo existéncia
de resposta positiva ao fluoréforo Mito Traker red® para atividade mitocondrial em
membranas lesionadas. Entretanto, foi observado em espermatozoides de tatu-peba uma
proporcdo de células com membranas intactas mesmo com a auséncia da atividade
mitocondrial, podendo-se inferir sobre o efeito gradativo desses fatores pro-apoptoticos apos a
sua liberagéo.

As principais alteragcbes morfologicas observadas no sémen de tatu-peba séo defeitos
secundarios (Tabela 4), e de um modo geral, suas propor¢cdes aumentam a partir da etapa de
refrigeracdo, certamente devido ao choque térmico e ao estresse osmotico causados pelos
procedimentos da criopreservacdo (SEAGER, 1986). Para evitar a formagédo de cristais de
gelo, o glicerol promove a remocdo da &gua intracelular, e, consequentemente, o
encolhimento da célula, mais o influxo de ions. Durante a descongelacdo, como efeito
inverso, ocorre o influxo de 4gua, podendo ocasionar a ruptura da membrana (HOLT, 2000)
semelhante ao que foi demonstrado neste estudo por imagem ultraestrutural (Figura 3 - A).

Formatos anormais da cabecga dos espermatozoides de tatus-peba também podem ser
atribuidos ao processo de criopreservagdo devido aos danos nos componentes do citoesqueleto
gue estdo alojados nos espacos estreitos entre 0 acrossomo e o nucleo, e entre 0 acrossomo e a
membrana plasmética (EDDY e O’BRIEN, 1994). Segundo a revisdo de WATSON (2000),
existem alguns elementos do citoesqueleto espermatico sensiveis a alteracdes de temperatura
que podem ser despolimerizados. Ainda, observou-se que 0s danos acrossomais aumentaram
significativamente na refrigeracdo e congelacdo (Tabela 4), contudo, notou-se elevados
percentuais de espermatozoide com acrossomo intacto, semelhante ao que foi observado em
sémen canino (PENA et al., 1998). As lesdes acrossomais de espermatozoides
criopreservados verificadas neste experimento sdo caracterizadas, principalmente, pela
capacitacdo precoce. A despolimerizagdo da F-actina é uma das etapas necessarias para
permitir a aproximacdo da membrana plasmética e da membrana acrossomal externa,
promovendo a exocitose acrossomal e que, talvez, esta possa ser uma das explicagdes para a
fusdo desorganizada das membranas ap0s o resfriamento e a criopreservacdo dos
espermatozoides (WATSON, 2000). Danos desse tipo sdo provavelmente decorrentes da
cristalizacéo intracelular ocorrida durante o processo de criopreservacdo, que séo claramente

identificados por ultramicrografia, mas nem sempre visiveis com facilidade a partir das
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observagbes por microscopia de luz. Esse fato pode justificar o baixo percentual de
anormalidades acrossomais em amostras de sémen descongelado de tatus-peba apos analise
classica da morfologia espermatica (Tabela 4).

Uma observacédo interessante, analisando as imagens por microscopia eletronica de
espermatozoides criopreservados de tatu-peba, foi a presenga de danos a cromatina
localizados adjacentes ao acrossoma, também descrito por JOHNSTON et al. (2012) em
koalas. Sobre isso, esses autores esclarecem que danos a cromatina associados a crioinjurias
iniciam-se nas regides periacrossomal e basal do espermatozoide e posteriormente se
expandem para outras regides do ndcleo. Estudos apresentando danos ao DNA espermatico,
caracterizados por distribuicdo periférica discreta, foram associados a infertilidade em
humanos (ZHANG et al., 2007).

Um outro evento associado a crioinjuria foi a presenca de danos na bainha
mitocondrial dos espermatozoides observados neste estudo. E conhecido que nas células
espermaticas, as mitocondrias produzem ATP na regido da peca intermediéria,
proporcionando energia necessaria para a manutencdo dos processos de membranas celulares
(SILVA e GADELLA, 2006) e motilidade (RAO et al., 1989). AlteracGes estruturais nessas
organelas estdo normalmente acompanhadas por desordens bioquimicas ou, ainda, perda de
contetdo vital (PESCH e BERGMANN, 2006), causando transtornos celulares pela liberacao
de fatores pré-apoptéticos (RAVAGNAN et al., 2002).

Em concluséo, este estudo é o primeiro relato de criopreservacdo em Xenartra, e
como tal, ndo atingiu a padronizacdo da técnica de forma a proporcionar resultados
satisfatorios. Porém, os resultados obtidos neste estudo, sdo consistentes para 0
aprimoramento do protocolo de criopreservacdo de sémen de tatus-peba, que poderd ser
possivelmente expansivo para outros tatus. A maioria das pesquisas sobre criopreservacao de
sémen, testa sistematicamente a combinacdo de diferentes diluentes e concentraces de
crioprotetores, para descobrir qual resultara em uma boa qualidade seminal pos descongelacao
(ABOAGLA e TERADA, 2004; SILVA et al., 2006;). Assim, ap6s o aperfeicoamento dessa
técnica, como um passo audacioso, poderiam ser testados a interacdo odcito-espermatozoide
para verificar o potencial de fertilidade in vitro de amostras seminais criopreservadas, e
posteriormente testar os avancos por FIV ou ainda, através de 1A (SCHMITT et al., 2001),
concomitante aos avangos nos estudos com exemplares fémeas desta espécie. Contudo, na

ocorréncia de restricbes da capacidade fertilizante, os espermatozoides criopreservados de
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tatu-peba ainda podem ser utilizados em técnicas mais sofisticadas, como a injegdo
intracitoplasmatica (ICSI) (SUTTNER et al., 2000; CHOI et al., 2002).

A aplicacdo da técnica de criopreservacdo € particularmente crucial para a
preservacdo do material genético de tatus, considerando que espécies como o tatu-bola
(Tolypeutes sp.) e tatu canastra (P.maximus) estdo listadas com risco ou vulnerabilidade a
extincdo (IUCN, 2013). Além disso, o estabelecimento da biotécnica de criopreservacao em
tatus-peba permite que o seu material seminal e de outras espécies semelhantes componham,
no futuro, bancos de germoplasma para 0s xenartras, com intuito de promover a conservacao

genética desse grupo tao particular entre os mamiferos silvestres.
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4. CONSIDERACOES E PERSPECTIVAS

Estudos realizados nos ultimos anos resultaram no desenvolvimento de protocolos
voltados para a criopreservacdo de gametas em uma grande variedade de espécies animais, e
em muitos casos, como nos individuos domesticos, essa biotécnica avancou, sendo utilizada
em larga escala. No que se refere as espécies silvestres, a criopreservacdo ainda esta em
processo de expansao, e, mais especificamente, nos xenartras, 0s estudos ainda sao iniciais.

Quando submetido a criopreservacdo, o material seminal responde variavelmente de
acordo com a espécie, impossibilitando a generalizacédo e o desenvolvimento de um protocolo
universal. As pesquisas na area de criobiologia vem sendo conduzidas com o objetivo de
melhorar os conhecimentos dos mecanismos bioldgicos que controlam a tolerancia das células
espermaticas a congelacdo. Assim, o aprofundamento no conhecimento da fisiologia
reprodutiva das espécies silvestres tém sido usado para melhor investigar 0s mecanismos e as
causas de injdria induzidos pela criopreservacao, resultando em numerosas descobertas para
aprimorar as técnicas de criopreservacdo e para superar as dificuldades associadas a aplicacdo
em espécies pouco exploradas, como é o caso do tatu-peba.

O presente estudo possibilitou a obtencdo de informacdes Uteis para o aperfeicoamento
dos protocolos de congelacdo nesta espécie, identificando pontos criticos do processamento
que interferem na sobrevivéncia e sensibilidade dos espermatozoides as condicdes de
armazenamento em baixissimas temperaturas. Contudo, testes basicos como aqueles aplicados
para liquefacdo do plasma seminal, bem como a analise de diferentes concentracGes de
crioprotetores adicionados ao diluente, devem ser utilizados em tatus-peba, a fim de indicar
meios seminais adequados a criopreservacao, e que podem ter sua eficiéncia comprovada apés
testes de fertilizacdo espermatica através de IA, interacdo espermatozoide-odcito, ou FIV. Do
ponto de vista pratico, os protocolos de criopreservacdo em tatus-peba precisam ser definidos
para a aplicacdo desta técnica, por ser particularmente crucial para a preservacdo do material
genético desta especie, considerando a sua aplicabilidade extensiva a outras espécies do
mesmo grupo que se encontram listadas em perigo ou vulnerabilidade a extin¢do. Além disso,
0 estabelecimento da biotécnica de criopreservagdo em tatus-peba permite que o seu material
seminal e de outras espécies semelhantes componham, no futuro, bancos de germoplasma
para 0s xenartras, com intuito de promover a conservagdo geneética desse grupo tdo particular

entre os mamiferos silvestres.
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ANEXOS

ANEXO 1 - CARTA DE SUBMISSAO DO ARTIGO ¢“EFEITOS DA
CENTRIFUGACAO E DA DILUICAO SOBRE A TERMORRESISTENCIA E A
VIABILIDADE DO SEMEN DE TATUS-PEBA (Euphractus sexcinctus)” A REVISTA
CIENCIA RURAL.

30-Jul-2013
Dear Mrs. Sousa:

A manuscript titled Efeitos da centrifugacdo e da diluicdo sobre
a termorresisténcia e a viabilidade do sémen de tatus-peba
(Euphractus sexcinctus) (CR-2013-1015) has been submitted by Mrs.
Patricia Sousa to the Ciéncia Rural.

You are listed as a co-author for this manuscript. The online
peer-review system, ScholarOne Manuscripts, automatically creates
a user account for you. Your USER ID and PASSWORD for your
account is as follows:

Site URL: http://mc04.manuscriptcentral.com/cr-scielo
USER ID: pattbiol3@hotmail.com
PASSWORD: For security reasons your password is not contained in

this email. To set your password click the link below.

http://mc04.manuscriptcentral.com/cr-
scielo?URL MASK=cGtCDX6MNrtSwmpbt37n2

You can use the above USER ID and PASSWORD (once set) to log in
to the site and check the status of papers you have authored/co-
authored. Please log in to http://mc04.manuscriptcentral.com/cr-

scielo to update your account information via the edit account
tab at the top right.

Thank you for your participation.

Sincerely,
Ciéncia Rural Editorial Office


http://mc04.manuscriptcentral.com/cr-scielo
http://mc04.manuscriptcentral.com/cr-scielo?URL_MASK=cGtCDX6MNrtSwmbt37n2
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ANEXO 2 — DILUICOES E PREPARO DAS SONDAS FLUORESCENTES

lodeto de Propidio (Sigma-Aldrich, 25mg)
Solucéo de estoque: 25 mg de PI1 + 1mL de DMSO (25mg/mL)

Obs: Armazenar em freezer, no escuro.
Solucéo de trabalho (2 mg/mL):
80pL da solucéo estoque de P1 (25mg/mL) + 920 uL de DPBS

CMXRos (Mito Tracker Red®) (Molecular Probes, M7512 — 20 x 50ug)
Solucdo de estoque: 500 M ou 50 pg Mito Tracker Red® em 94uL DMSO

Obs: Armazenar em freezer, no escuro.

Solucéo de trabalho: 0,1 pL da solucéo de estoque em 1mL Tris

Hoechst 33342 (Molecular Probes, H-1399 — 25mg)
Solucéo de estoque: 25mg H342 + 1mL de DMSO

Obs: aliquotar em 10 pL e armazenar em -20°C, no escuro

Solucéo de trabalho: 1,6 pL da solucdo de estoque + 998,4 uL de DPBS
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