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RESUMO

SEPARACAO ESPERMATICA PRE REFRIGERACAO DO SEMEN EQUINO

Autor: Gilson Antonio Pessoa

Orientadora: Mara lolanda Batistella Rubin

As biotécnicas da reproducdo na espécie equina avancaram na Ultima década, tanto em
conhecimento agregado por pesquisas como também pela demanda do mercado. No entanto, na
espécie equina machos com subfertilidade sdo diagnosticados frequentemente com elevado
numero de espermatozoides com alteracdes morfoldgica e/ou imoveis. A utilizacdo apenas de
células viaveis para realizar o processo de resfriamento busca evitar perda de material (diluente)
e producdo de metabdlitos toxicos aos espermatozoides viaveis. O objetivo deste estudo foi
utilizar a separacdo espermatica (1 de vidro e centrifugacdo com Androcoll®) pré-resfriamento
para incrementar a viabilidade do sémen de garanhdes poneis refrigerados a 5°C durante 48h.
Os parametros motilidade, funcionalidade de membrana (HOST), viabilidade espermatica
(CFDAV/PI), atividade mitocondrial e morfologia espermatica foram avaliados no sémen fresco
e refrigerado (24 e 48h). A utilizacdo da filtracdo por 1& de vidro ou Androcoll® pre-
resfriamento do sémen equino selecionou espermatozoides com maior motilidade,
funcionalidade de membrana, viabilidade esperméatica e atividade mitocondrial.
Adicionalmente, a filtracdo por 1 de vidro proporcionou refrigerar sémen com elevado numero
de células morfologicamente normais sem perdas significativas de espermatozoides pelo
processo de filtracdo. Tanto a técnica de I& de vidro como a centrifugacdo com Androcoll®
mostraram-se eficientes em separar ejaculados com maior viabilidade para o resfriamento. Ja a
técnica de 1a de vidro apresenta-se como uma técnica de baixo custo e de facil execucdo para

ser aplicada tanto para pequenos, ou grandes volumes de sémen.

Palavras-Chave: La de vidro, Androcoll, garanh&o, preservacao, espermatozoide.



ABSTRACT

SPERM SEPARATION FOR COOLING OF EQUINE SPERM

Author: Gilson Antonio Pessoa
Advisor: Mara lolanda Batistella Rubin

The reproduction biotechnologies in equine species have advanced in the last decade both in
aggregate knowledge by research as well as the market demand. However, it in the equine
species often with male subfertility where the ejaculate has a high number of sperm with
morphological and / or property changes. The use of only viable cells to perform the cooling
process seeks to avoid loss of material (diluent) and production of toxic metabolites to viable
sperm. The aim of this study was to use the sperm separation (glass and spin wool with
Androcoll®) pre-cooling to increase the viability of semen chilled ponies stallions at 5 ° C for
48 hours. We evaluated the motility parameters, membrane functionality (HOST), sperm
viability (CFDA / PI), mitochondrial activity and morphology in fresh and chilled semen (24
and 48h). The use of filtration glass wool or Androcoll® pre-cooling of equine semen selected
sperm with higher motility, functionality membrane, sperm viability and mitochondrial activity.
In addition to filtration through glass wool afforded cooling semen with a high number of
morphologically normal cells without significant losses of spermatozoids the filtration process.
Both glass wool technique as centrifugation with Androcoll® were efficient in separating
ejaculated more viability for cooling. Already glass wool technique presents itself as a low cost
and simple technique to be applied to both small or large volumes of semen.

Keywords: Glass wool, Androcoll, stallion, preservation, sperm.
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1- INTRODUCAO

A equinocultura brasileira apresenta desenvolvimento ativo e alguns segmentos como
0 esporte tém representatividade internacional, tanto pela qualidade dos animais quanto dos
cavaleiros. Outros segmentos também ganham forca como a equoterapia, turismo rural,
cavalgas, atividades de campo; fazendo com que haja valorizacdo dos criatérios e dos animais.

O estudo publicado em 2006 relatou que a atividade equestre movimenta R$ 7,5
bilhGes ao ano no Brasil, gera 642,5 mil empregos diretos e 2,6 milhdes de empregos indiretos
(Cepea, 2006). Entre os ramos da prestacdo de servicos da atividade equestre encontram-se a
reproducdo e o melhoramento genético utilizando as biotecnologias da reproducéo.
Inevitavelmente este setor cresce acompanhando a expansdo da atividade. Portanto, esta
atividade necessita ser inovada constantemente e produzindo tecnologias eficazes para
melhorar o desempenho reprodutivo. A atividade reprodutiva de equinos pode ser
didaticamente dividida em manejo reprodutivo e aplicagdo de biotecnologias no macho e na
fémea, mas do ponto de vista fisioldgico inseparaveis. Para se lograr 6timo desempenho na
inseminacao artificial de éguas é necessario obter um ejaculado que apds manipulado mantenha
as caracteristicas esperméticas minimas necessarias para a fecundacao.

Na equideocultura mundial hd a demanda crescente pela utilizacdo do sémen
refrigerado ou congelado devido a liberacdo do seu uso por grande parte das associacdes de
criadores, bem como por facilitar a logistica dos criatérios. A fecundidade do sémen congelado,
porém ainda é baixa e isto dificulta a utilizacdo em larga escala (Vidament, 2005). Em alguns
garanhdes, tanto o resfriamento quanto o congelamento do sémen pode acarretar danos a célula
espermatica e prejudicar a viabilidade da aplicacdo nestes reprodutores em alguma
biotecnologia (Ramires Neto et al., 2014).

Uma grande desvantagem do sémen congelado é que ndo ha um Unico teste
laboratorial para predizer a fecundidade do sémen congelado excepto inseminagédo de éguas,
gue é muito caro (Graham, 1996; Kuisma et al., 2006), e por vezes ha também a falta de
percepcdo do criador e veterinario responsavel pela inseminacdo da égua que € necessario
examinar a fémea a ser inseminada através do exame ultrasonogréafico varias vezes ao dia, ou
até mesmo utilizar mais de uma dose por ciclo para assim alcancar boas taxas de fertilidade

com sémen congelado (Barbacini, Loomis e Squires, 2005).
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O resfriamento e a criopreservacdo do sémen aumentam a producdo de EROS
(espécies reativas ao oxigénio), que induzem dano ao DNA espermaético e causam rapida perda
de potencial fertilizante por peroxidacéo lipidica da membrana plasmatica (Ball, 2008). Dentre
as principais causas de danos durante o processo de resfriamento ha efeitos deletérios do proprio
plasma seminal (Barrier-Battut et al., 2013), onde grande parte destas células acabam morrendo
e outras sustentadas pela presenca de substancias toxicas e radicais livres no meio produzidos
por células inviaveis (Ball, 2008). A centrifugacao € amplamente utilizada para remocao parcial
do plasma seminal e € um método considerado benéfico para garanhdes cujos ejaculados tém
baixa tolerancia ao resfriamento e armazenamento com técnicas de diluicdo do sémen e
embalagem de rotina, especialmente se o sémen é armazenado por tempo superior a 24h
(Brinsko, Crockett e Squires, 2000b).

Outra técnica utilizada para retirar o plasma seminal e concentrar 0s espermatozoides
do ejaculado é utilizacdo do Sperm Filter®. Este foi eficiente em retirar o plasma seminal
comparado com a centrifugacdo além de ser mais pratico e provocar baixissima perda de
espermatozoides (Neto et al.,, 2013). No entanto, ainda sdo escassos 0s dados sobre a
peroxidacdo lipidica, as alteracdes das membranas e sobre o potencial da membrana
mitocondrial da célula provocadas nas células vivas por células mortas durante o resfriamento.

O estudo de Trokey e Merilan (1982) com sémen de garanhdes pdneis sugeriu que a
retirada de células mortas ajudaria a prolongar a viabilidade espermaética. J& a adicdo de
espermatozoides mortos por congelamento ndo afeta negativamente a motilidade quando o
sémen foi diluido na concentracdo de 25 x 10° espermatozoides/ml e apenas 10% de plasma /
seminal armazenado durante 24 h (Brinsko et al., 2003). No entanto, estes mesmos autores
afirmam que o estudo ndo pode simular a presenca de espermatozoides necrdticos e seus
potenciais produtos, afirmando apenas que espermatozoides danificados pela criopreservacao
ndo afeta espermatozoides restantes. Ja espermatozoides mortos de carneiro sdo uma importante
fonte de radicais livres (H20-) durante a criopreservacgéo e esta producdo é maior quanto maior
a concentracao de celulas mortas (Alomar, Alzoabi e Zarkawi, 2016).

Os métodos de filtragdo por sefadex e 1& de vidro sdo eficazes em separar
espermatozoides com boa motilidade no sémen fresco ou congelado em vérias espécies (Sieme
et al., 2003; Lee et al., 2009; Arzondo et al., 2012).

Ainda assim permanecem lacunas no entendimento da aplicacdo da técnica de filtracéo
do sémen equino pré-resfriamento e o efeito deste sobre viabilidade, integridade de membrana

e viabilidade mitocondrial. Este estudo teve como objetivo comparar técnicas de remocdo do
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plasma seminal (centrifugacdo e Sperm Filter®) e de separacdo espermatica (filtragdo por
gravidade em 14 de vidro e Androcoll-E) sobre a viabilidade do sémen de garanhdes poneis
mantido a 5°C durante 48h. Dentre os parametros seminais avaliados destaca-se o0 pH,
osmolaridade, motilidade, funcionalidade de membrana, viabilidade mitocondrial, e morfologia

espermatica.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O espermatozoide equino e plasma seminal

Em 1677, Antony Von Leeuwenhoek, cientista holandés reconhecido como o pai da
microscopia, descobriu 0s protozoarios ao examinar o ejaculado de um paciente com sifilis. Ele
identificou também outras estruturas, as quais denominou micro-organismos moveis,
presumidamente associados com essa doencga. No entanto, as observagdes subsequentes desses
mesmos “organismos” em amostras de homens sauddveis, cdes, passaros e outros animais
demonstraram ser um componente fisiolégico do esperma, supostamente envolvido na
procriacdo. Os avancos da ciéncia somente progrediram apds o pioneiro estudo noticiado por
Lazzaro Spallanzani com a fecundacdo artificial nos anos 1700, seguido por Dumas e Prevost.
Posteriormente, na segunda metade do século XVIII com a introducédo de exames citoldgicos e
as descobertas de Newport e Oscar Hertwig houveram avancos significativos concluindo que o
espermatozoide é uma célula produzida pelo organismo masculino, que penetra no évulo e na
sequencia ocorre a fusdo dos pré-ndcleos. Mais tarde, as investigacdes com o microscépio
eletronico e analise bioquimicas esclareceram a estrutura e funcdo dos espermatozoides
(Baccetti, 1986).

O espermatozoide é o produto final do processo da espermatogénese através de
sucessivas divisdes mitéticas, meidticas e fases pds meidticas que ocorre nos tubulos
seminiferos do testiculo. Durante a fase mitotica, as progénies de células germinativas da linha
germinal passam por uma série de divisdes para expandir a populacdo de espermatogonias. A
fase da meiose inicia com a fase S do ciclo da ultima célula e culmina em duas divisdes
meidticas que rapidamente ocorrem sem a replicacdo do DNA para produzir a célula haploide
denominada espermatide. Esta fase é caracterizada por extensa remodelacdo das espermatides
que passam pela formacdo do acrossoma, condensacdo nuclear, desenvolvimento flagelar e
perda de parte do citoplasma. Estes acontecimentos resultam numa célula altamente
diferenciada, funcionalmente e estruturante, capaz de se combinar com um ovulo e iniciar o
processo que da origem a geracdo seguinte (Fawcett, 1975). Ja as principais caracteristicas
morfoldgicas e fisio-bioquimicas do espermatozoide foram descritas no inicio do século XX
(Roosen-Runge, 1962; Bearer e Friend, 1990; Toshimori, 1998).
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Figura 1. Esquema representativo do espermatozoide equino. Todo o espermatozoide € coberto pela
membrana plasmética, que é normalmente em justaposi¢cdo com as estruturas subjacentes e esta
ancorada na margem caudal da cabega, ao nivel do anel, e ao longo do eixo longitudinal da peca
principal. A cabeca inclui o ndcleo (que contém a informacdo genética com DNA altamente
condensado), acrossoma (que contém enzimas necessarias para a fecundagéo), uma parte especializada
do acrossoma denominado o segmento equatorial, e a ldmina p6s acrossomal. O colo é o ponto de
ligacdo da cauda a cabeca, por uma disposicdo de esfera e encaixe. O par central e nove pares de
microtubulos, que constituem a axonema, estdo rodeados por nove fibras densas. Mitocondrias sdo
estruturas onde a maior parte da energia necessaria para 0 movimento dos espermatozoides é produzida.
As colunas longitudinais e bainha fibrosa da peca principal e as fibras densas fornecem a rigidez
necessaria para 0 movimento normal da cauda. Dimensdes do espermatozoide do garanhdo sdo
aproximadamente as seguintes: comprimento da cabeca, 7 um; comprimento da peca intermediéria, 10
um; didmetro da pega intermediaria, 0.9um; comprimento da peca principal, 40um; didmetro peca
principal, 0,6 a <0,5 um; e comprimento da peca final, 4um. (Adaptado de Amann, R.P. e Graham, J.K.,
Spermatozoal Function.. In Equine reproduction, Chapter 102).

Os espermatozoides sdo células alongadas (Figura 1) constituidas de cabeca, contendo
um ndcleo e uma cauda (Fawcett, 1975). A cabeca apresenta forma oval e achatada, contendo
cromatina altamente compacta ou condensada que compreende um complexo DNA, com uma
classe especial de proteinas denominadas protaminas espermaticas. O acrossoma é uma
estrutura de parede dupla situada entre a membrana plasmaética e a por¢do anterior do nucleo,
derivada do Complexo de Golgi gerado durante a espermiogénese. O acrossoma possui enzimas
hidroliticas envolvidas no processo de fecundacéo e oferece protecdo ao DNA contra choques
mecanicos. O colo conecta a cabega do espermatozoide a cauda (flagelo), que € subdividida em
peca intermediaria, principal e terminal. O colo ou peca de conexdo forma uma placa que se

ajusta dentro de uma depressdo na superficie do nucleo e é continua com nove feixes de fibras
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que posteriormente se projetam através da maior parte da cauda. A peca intermediéria,
localizada entre o colo e o annulus, juntamente com o0 comprimento total da cauda formam o
axonema (Eddy, 1994). Na peca intermediaria existe grande nimero de mitocondrias que se
encontram dispostas em forma de hélice, cuja funcdo € produzir a energia necessaria para a
motilidade espermética. O axonema é uma estrutura complexa composta por duas proteinas
principais, a dineina e a tubulina e esta envolvido no mecanismo de motilidade espermatica.
Este apresenta nove pares de microtibulos periféricos, além de um par central. Para acdo direta
deste movimento a dineina e a tubulina utilizam a adenosina trifosfato (ATP), produzida pelas
mitocdndrias presentes na peca intermediaria (Eddy, 1994).

A membrana plasmaética engloba a célula, envolve todas as estruturas espermaticas,
define os seus limites e mantém as diferencas entre o citosol e o ambiente extracelular (Amann,
1992). E composta de moléculas lipidicas e proteicas, unidas principalmente por ligacdes néo-
covalentes. A bicamada lipidica ficou estabelecida definitivamente como a base universal da
estrutura das membranas celulares (Amann e Pickett, 1987). A propor¢do de
colesterol:fosfolipidios, assim como a natureza dos fosfolipidios e a temperatura determinam a
fluidez da membrana. Usualmente, quanto mais colesterol presente, menos flexivel ou menos
fluida é a por¢cdo da membrana (Amann e Pickett, 1987). Devido as diferencas na composi¢éo
da membrana plasmatica, cada compartimento exibe propriedades fisicas diferentes. Existem
dados limitados sobre a composicdo da membrana plasmatica do garanhdo. A proporcao
colesterol:fosfolipidio é 0,36 (Amann e Pickett, 1987), um valor intermediario quando
comparado com valores de varrfes e touros (Amann e Pickett, 1987).

O sémen é composto por duas fragdes distintas: 0s espermatozoides, que compdem
menos que 1% do volume total e o plasma seminal (Gatti et al., 2004). O plasma seminal
consiste em um fluido produzido pela rede testis, epididimo e glandulas acessoérias, sendo
expelido em fracOes durante a ejaculacdo por meio de contracGes uretrais. A primeira por¢ao
ejaculada é a fracdo pré-espermatica, translicida e provém das glandulas bulbouretrais e da
prostata. Esta fragdo possui a funcdo de limpeza da uretra. A segunda fracdo possui aspecto
leitoso, é rica em espermatozoides, glicerilfosforilcolina (GPC) e ergotineina e é composta por
secrecdes do epididimo e da ampola do ducto deferente (Varner et al., 1987). A terceira por¢ao
contém poucos espermatozoides, porém grandes quantidades de acido citrico e gel proveniente
das glandulas vesiculares, com a funcéo de carrear 0s poucos espermatozoides que restaram na
uretra (Amann e Graham, 1993). O volume do ejaculado do garanh&o pode chegar a 200 mL,

sendo 10 a 20 vezes maior do que o ejaculado de touros e 50 a 100 vezes maior do que o
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ejaculado de carneiros. Entretanto, o nimero total de espermatozoides por ejaculado é similar
nas trés espécies, demonstrando a grande contribuicdo do plasma seminal no sémen de equinos
(13).

O plasma contém fatores estimuladores da motilidade espermatica como os fatores de
ativacdo catalitica (encontrados nas glandulas acessorias) e os fatores nutricionais (Mann,
1975). Alguns constituintes do plasma seminal equino ja foram isolados e identificados,
entretanto até a década de 90 informacdes sobre sua origem, estrutura e fungdes continuavam
limitados (Mcdowell et al., 1996). A variabilidade individual entre garanhdes com relacdo a
composicdo bioquimica e protéica do plasma seminal dificulta a obtencdo de resultados
consistentes em relagdo a estes componentes (proteina, enzimas, ions e hormoénios). A maioria
das proteinas presentes no plasma seminal é proveniente do epididimo e estdo envolvidas na
remodelacdo da membrana espermatica, que ocorre durante o transito epididimario e apos a
ejaculagdo (Dacheux, Gatti e Dacheux, 2003). A secrecdo de proteinas no epididimo € altamente
regionalizada, sendo a cabeca e o corpo as regifes mais ativas. Na espécie equina, cerca de 73%
dos compostos protéicos sdo secretados na cabeca do epididimo (Dacheux, Gatti e Dacheux,
2003). As proteinas epididimarias adquiridas pela membrana espermatica durante o transito
epididimério sdo classificadas de acordo com o tipo de interacdo com a célula espermatica.
Podem ocorrer ligacOes fracas, responsaveis pela quiescéncia dos espermatozoides; ligacoes
fortes, importantes no trato reprodutivo da fémea e na fertilizacdo; modificacbes das proteinas
da membrana plasmatica, encobrindo ou expondo receptores; ou presenca de proteinas livres
no fluido epididimario, colaborando com a manuten¢do do meio (Marengo, 2008). Sabe-se que
a maioria das proteinas seminais pertence a trés grupos, sdo elas: proteinas transportadoras de
dois ou quatro médulos de fibronectina tipo Il (Fn-2), proteinas secretdrias ricas em cisteina
(CRISPs) e as espermadesinas (Kareskoski e Katila, 2008b).

A grande maioria das enzimas encontradas no plasma seminal funciona como agente
antioxidante, prevenindo a peroxidacdo dos lipideos de membrana pelas espécies reativas ao
oxigénio e, consequientemente, fragmentacdo do DNA espermatico (Ball et al., 2000).

O efeito do plasma seminal sobre a motilidade espermatica para alguns garanhGes pode
ser prejudicial e se torna mais evidente em condigcOes de refrigeracdo (Rigby et al., 2001).
Animais que apresentavam reducdo acentuada da motilidade espermatica apos o processo de
refrigeragdo convencional (5°C/24-48h), demonstraram um aumento na cinética espermatica
quando ha a remocdo parcial do plasma seminal antes da refrigeracdo. Apesar de sua

reconhecida importancia, muitos procedimentos de criopreservagao e resfriamento preconizam
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aretirada do plasma seminal, substituindo-o por diluentes, reduzindo assim a protecao conferida
aos espermatozoides. Alguns estudos apontam para efeito deletério do plasma seminal equino
sobre a motilidade espermatica, apos periodos prolongados de armazenamento (Varner et al.,
1987; Carney et al., 1991; Jasko et al., 1991).

Jé& estudos posteriores identificaram efeitos do plasma de garanhdes de baixa e alta
fecundidade com influéncia direta no melhoramento da motilidade e incremento da viabilidade
durante resfriamento. A relacdo do plasma seminal com ocorréncia de endometrite induzida
pela cobertura em éguas (Portus, Reilas e Katila, 2005; Akcay et al., 2006; Katila e Kareskoski,
2006; Kareskoski e Katila, 2008a; Kareskoski, A. M. et al., 2011; Kareskoski, M. et al., 2011)
também foi objeto de varios estudos com garanhdes.

O efeito do plasma seminal sobre a conservacdo e a fecundidade de espermatozoides
equinos permanece controverso. Do mesmo modo, comparac¢es diretas entre 0s varios estudos
tornam-se dificeis, devido a grande variabilidade individual com relacdo a composicdo do
plasma seminal e a utilizacdo de diferentes métodos de pesquisa, como taxa de diluicéo,

temperatura, tempo ou método de centrifugacéo.

2.2. Preservacdo do sémen equino

A capacidade e a possibilidade de preservar a viabilidade do sémen pela refrigeragéo
oferece muitas vantagens aos criadores de cavalos e as centrais de reproducdo. A possibilidade
de coletar e processar o sémen num local e transportad-lo a diferentes localidades para
inseminacao de éguas elimina o custo e o estresse associado ao envio de éguas até o garanhao.
Adicionalmente, ha reducdo da transmissdo de doencgas que poderiam afetar a égua recém
chegada (Gomes, 2009) num haras. Alguns pontos importantes devem ser observados para o
sucesso desta biotecnologia como por exemplo o processamento que engloba desde colheita até
seu uso na égua (Jasko, 1994). Sem duvida, a preservacdo deve ter atencdo especial.

Os estudos com sémen equino refrigerado tém sido delineados visando manter a maior
viabilidade durante o maior periodo de tempo possivel. Portanto, quanto mais tempo o potencial
fecundante do sémen refrigerado possa ser estendido, mais facil serd o uso do sémen
transportado (Batellier et al., 2001; Aurich, 2008). Apesar de todos os avancos alcangados na
preservacdo de sémen equino, ainda sdo encontradas variagdes consideraveis nas taxas de
fecundacdo. Acredita-se que os diluentes estejam bem definidos e evitem alteracbes na

producéo de radicais livres e de metabolitos toxicos pelas células mortas. Contudo, estudos
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continuam sendo desenvolvidos para investigar tais variagdes. J4, na década de 70 as pesquisas
confirmavam estudos anteriores segundo o0s quais, a medida que o tempo de armazenamento
aumenta, a fecundidade do sémen diminui (Martin, Klug e Gunzel, 1979). Também se tem
conhecimento que apenas 20% dos garanhdes produzem sémen com capacidade de
criopreservacao, 60% resfriam bem e outros 20% néo toleram o resfriamento (Vidament et al.,
1997; Ecot et al., 2000; Ecot et al., 2005; Vidament, 2005). Outro importante ponto ja
conhecido é que a viabilidade espermatica & muito reduzida quando o periodo de refrigeracdo
é superior a 48 horas (Batellier et al., 1998; Batellier et al., 2001).

Portanto, o sucesso da preservacdo espermatica pela refrigeracdo depende de fatores
como: ambiente adequado (diluente), taxa de refrigeracao relativamente lenta, temperatura de
manutencdo que reduza o metabolismo espermatico, que minimize os danos a membrana
plasmatica e previna a ocorréncia prematura da capacitacdo (Loomis, 2001; 2006).

Para 0 armazenamento do sémen equino por longos periodos (12-48h) € necessario
que haja uma diminuicdo da temperatura, reduzindo assim o metabolismo celular. Dois pontos
durante o processo podem ser determinantes para a ocorréncia das lesdes celulares: a
temperatura e a velocidade de resfriamento (Watson, 1981). A exposicdo do sémen
desprotegido a baixas temperaturas resulta em alteragdes morfologicas e bioquimicas que
tornam os espermatozoides irreversivelmente imoveis e inférteis (Watson, 1981). Durante o
resfriamento se o0 processo for agressivo, ou seja, promover mudanga brusca de temperatura
podera ocorrer choque térmico pelo frio. Esse processo se caracteriza pela rapida perda de
motilidade, danos ao acrossoma, membrana plasmatica e reducdo da atividade metabdlica
(Amann e Graham, 1993).

A estocagem com maior viabilidade e por maior tempo possivel permite em qualquer
espécie, flexibilidade de logistica no processo de inseminacdo artificial. Obviamente na
equideocultura isso significa que o proprietario do garanhdo tera, maior flexibilidade em coletar
e enviar o sémen, assim como o proprietario da égua para inseminar no momento sincrone com
a ovulagdo.

Apbs a coleta do ejaculado, o sémen deve ser diluido com um diluente para manter sua
viabilidade durante a refrigeracdo (Pickett et al., 1975). Os diluentes fornecem nutrientes para
0 metabolismo, tampdes para a manutengdo adequada do pH e também protegem as membranas
do choque pelo frio, podendo conter ou ndo antibiodticos que previnem o crescimento bacteriano
durante a estocagem do sémen (Jasko, 1994). J& a refrigeracdo conduzida a uma velocidade

adequada de reducdo da temperatura torna possivel o armazenamento do sémen por periodos
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longos e consequentemente viabilizam seu uso. Taxas de 0,5°C ou 0,3°C por minuto s&o piores
que taxas de 0,05°C por minuto quando se considera tempos de até 96h de armazenamento a
5°C (Cochran et al., 1984; Kayser et al., 1992). Quanto a temperatura de estocagem do sémen,
se a inseminac&o ocorrer até 12 horas apés a coleta, 0 sémen pode ser armazenado tanto a 20°C
como a 5°C (Squires et al., 1999). Para estocagem por tempo superior a 12 horas, 0 sémen deve
ser refrigerado lentamente até 5°C.

O efeito do tempo de conservacdo e da temperatura sobre a desnaturacdo do DNA
espermatico foi avaliado em garanhdes férteis e subférteis que tiveram o sémen em condicdes
similares de armazenamento foi avaliado na pesquisa de Love et al. (2002). A suscetibilidade a
alteracbes no DNA espermatico devido a desnaturacdo ap6s exposicdo do sémen diluido a
diferentes temperaturas e tempos (5, 20 e 37°C por 7, 20, 31 e 46h). As amostras de todos
garanhBes mantidos a 5°C foram similares para a integridade da cromatina durante todos os
periodos de tempo de armazenamento. Os garanhfes considerados subférteis mostraram
aumento na susceptibilidade a desnaturacdo ou declinio na qualidade da cromatina entre 20 e
3lha5°C.

Altas concentracdes de plasma seminal sdo deletérias aos espermatozoides submetidos
a refrigeracdo e armazenamento. O método mais frequentemente utilizado para refrigerar e
transportar sémen é a diluicdo, pois reduz os efeitos negativos dos componentes do plasma
seminal. Esta diluicdo ndo se aplica a garanhdes oligozoospérmicos (Brinsko, Crockett e
Squires, 2000a).

Existem métodos para reduzir a concentracdo de plasma seminal e sele¢do espermatica

que merecem ser revisados aqui pela importancia na manipulacdo do sémen apds coleta.

2.3. Remocdao do plasma seminal e selecdo espermatica

Os ejaculados de garanhdes apresentam ampla variabilidade de parametros e isto pode
ser relevante no momento de preparar o ejaculado para a inseminacdo artificial. Desta forma,
obter espermatozoides concentrados ou maioria das células viaveis sdo pertinentes para uso
direto a fresco, ou para preservacao (Sieme et al., 2003).

A selegéo espermatica muitas vezes é confundida com as técnicas de concentragao
espermatica e remocdo do plasma seminal. Portanto, compreendem concentracdo/remocao do

plasma a técnica de centrifugacdo seguida de ressuspensdo em diluentes e a técnica do Sperm
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Filter® (Neto, 2013). No entanto, estas técnicas ndo permitem selecionar espermatozoides, mas
separa-los de parte ou totalmente do plasma seminal (Sieme et al., 2003).

Entre as técnicas de selecdo espermatica pode-se citar a separacdo por migracao
ascendente (Swim up), separacdo por gradientes (Percoll), filtracdo (Sephadex, Glass wool e
membranas filtrantes) e centrifugacdo em suspensao coloidal (Androcoll-E®) (Sieme et al.,
2003; Campos et al., 2008; Morrell et al., 2008; Stuhtmann et al., 2010; Morrell, 2012; Morato
et al., 2013; Heutelbeck et al., 2015).

2.3.1. Centrifugacao

A pesquisa publicada por Martin e colaboradores (Martin, Klug e Gunzel, 1979) com
sémen equino congelado evidenciou a centrifugacdo como importante ferramenta a ser
executada antes da adicdo do diluente para criopreservagdo. Os autores observaram aumento
consideravel da motilidade e da taxa de concepcéo (63%) ao centrifugar o sémen por 5 minutos
seguido da adicdo de diluente a base de lactose e gema de ovo. Nas duas ultimas décadas
algumas equipes enfatizaram que aproximadamente 5% de plasma seminal sdo necessarios para
manter a motilidade do sémen refrigerado equino (Jasko et al., 1991; Jasko et al., 1992; Moore,
Squires e Graham, 2005) e que a permanéncia de 10% de plasma seminal pos-centrifugacao
exerce efeito benéfico sobre a motilidade espermatica equina pds-descongelamento (Amann e
Pickett, 1987; Jasko, 1992; Pickett e Amann, 1992; Brinsko et al., 2000). Entretanto, 0 processo
de centrifugacdo ndo € in6cuo aos espermatozoides e pode reduzir sua motilidade (Dell’aqua
Jr.etal., 2001; Keller et al., 2001).

A centrifugacdo do sémen (600g por 10 min) para retirada do plasma seminal apresenta
beneficios quando o periodo de refrigeracdo for superior a 24 horas. Alguns fatores, como a
forca de centrifugacdo, o periodo de tempo da centrifugacdo, componentes do diluente,
percentual de plasma seminal retirado e o diluente utilizado na ressuspensao do sémen apos a
centrifugagdo influenciam na qualidade do sémen (Pickett et al., 1975; Martin, Klug e Gunzel,
1979; Cochran et al., 1984, Jasko et al., 1992). A centrifugacéo foi referida como uma atividade
que exerce efeito negativo sobre a motilidade espermatica, ou até mesmo como aumento
discreto da motilidade (Martin, Klug e Gunzel, 1979). Estes efeitos negativos podem ser
minimizados por ajustes no tempo, forca de centrifugacdo, volume centrifugado e diluente
(Heitland et al., 1996; Ferrer et al., 2012).

A tabela 1 exibe informacGes de pesquisas em que a centrifugacdo foi empregada para

concentrar o sémen equino, bem como para determinar seu efeito e resultados.
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Ferrer et al. (2012) testaram diferentes tempos, forca de centrifugacdo e diluentes
(Tabela 1) e concluiram que a sobrevivéncia do espermatozoide ap6s centrifugacdo e
refrigeracdo nédo foi afetada pelo protocolo de centrifugacéo se este tiver utilizando o diluente,
volume, tempo e forca de centrifugacdo adequada. Apenas amostras em diluente a base de gema
de ovo resultaram em diminuicdo da motilidade progressiva apds a centrifugacdo e
resfriamento. Quando o sémen equino foi centrifugado a 400 ou a 900 g durante 5 a 10 min e
diluido na concentracdo de 25 a 100 x 10° sptz/mL em diluentes a base de leite houve reducéo
de motilidade ou de espermatozoides viaveis, resultado da diminuigcdo na sedimentacédo e nédo
da morte celular no sedimento. Portanto, protocolos de centrifugagdo que melhoram a
velocidade de sedimentacdo podem melhorar a recuperacdo de espermatozoides moveis e
viaveis. Com os protocolos de centrifugacdo convencionais volumes de 20 mL a 50 mL séo
pipetados em tubos estéreis e as perdas de espermatozoides sdo minimizadas no sobrenadante.
Ja a utilizacdo de volumes inferiores aos mencionados, pode ndo ser pratico em todas as
circunstancias. Além disso, o protocolo de centrifugacdo “ideal” deverd ser ajustado a

garanh@es com peculiaridades individuais.



Tabela 1. Efeito da for¢a de centrifugacéo, tempo, diluicdo e volume da diluicdo sobre a taxa de recuperacdo e motilidade no sémen equino.

Autor Forca de Tempo Diluicdo Volume Diluente Efeito na Recuperacao
centrifugacao (x g) ; ¢ motilidade (%)
(min) (mL)
370 ou 829 5 1:d3.|°U,' d”ao 4 EYT* Nenhum NR**#%

Pickett et al. 1975 luido
956 5 N&o diluido 4 Reducéo NR
5 1:2 NR EDTA** Nenhum NR

Martin et al. 1979 1000

N&o diluido NR Reducéo NR
400 10 50 x 108 sptz/mL 20-40 Citrato:EDTA Nenhum 67
Cochran et al. 1984 650 15 50 x 108sptz/mL 20-40 Citrato:EDTA Nenhum 90
650 15 1:1 20-40 Glicose:EDTA Reducéo 92
Jasko et al. 1991 500 18 |50 x 10° sptz/mL 40 Leite desnatado Reducéo NR
Jasko et al. 1992 400 9 25 x 108sptz/mL 40 Leite desnatado Reducéo NR
4 Nenhum 48
6 Nenhum 48
8 Nenhum 68
Heitland et al. 1996 400 10 50 x 108 ptz/mL 15mL HBS** Nenhum 81
12 Nenhum 80
14 Nenhum 86
16 Nenhum 83
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20 Reducéo 87
24 Reducéo 95
Karekoski et al. 500 15 11 Leite desnatado Nenhum NR
2006
0 0 40
400 10 40 Reducédo
400 10 20 Nenhum
400 5 40 Reducéo
Ferrer et al. 2012 400 5 | 25x 10sptz/mL 20 D””eme’\;iz?zecd;f"e (E2- Reducao
900 10 40 Nenhum
900 10 20 Nenhum
900 5 40 Reducédo
900 5 20 Nenhum
0 0 A base de leite (INRA96)
900 10 A base de leite (INRA 96) Nenhum
0 0 A base gema ovo (VMZD)
Ferrer et al. 2012 25 x 10%sptz/mL 40
900 10 A base gema ovo (VMZD) Reducéo
0 0 A base de leite (EZ-Mixin)
900 10 A base de leite (EZ-Mixin) Nenhum

*EYT: A base de gema de ovo e lactose, **EDTA: A base de Glicose-EDTA, ***HBS: Diluente Hepes-glicose tamponado, ****NR: Néo relatado.
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A remocdo do plasma seminal através de centrifugagdo em diluentes a base de leite
desnatado melhora a estabilidade do sémen fresco e resfriado, aumentando a resisténcia as
alteracdes hiposmoticas e melhora na resposta a inducdo in vitro da reacdo acrossémica
(Barrier-Battut et al., 2013).

2.3.2. Selegdo espermatica

A subfertilidade observada em parte dos garanhdes torna necessaria a selecdo de
subpopulaces de espermatozoides vidveis para o procedimento de inseminacdo artificial,
resfriamento ou congelamento. Conforme visto anteriormente, a centrifugagéo permite remover
o plasma seminal que pode ter efeitos deletérios no resfriamento. No entanto, somente a
centrifugacdo e o Sperm filter® ndo permitem selecionar espermatozoides de alta qualidade
para uso na reproducéo.

As técnicas de separacdo espermatica tem sido aplicadas em diversas espécies. Para
fecundagdo in vitro em humanos foi usada a migracdo espermatica (swim-up) (Wong et al.,
1986; Tanphaichitr et al., 1987; Oehninger et al., 1990; Yamamoto et al., 1997; Wu et al., 2004;
Piomboni et al., 2006), centrifugacdo por gradiente de densidade (Percoll®) (Kaneko et al.,
1986; Tanphaichitr et al., 1988; Rhemrev et al., 1989; Claassens et al., 1996), e filtragdo em
colunas filtrantes por gravidade — Glass Wool e Glass Wool-Sephadex (Johnson e Garvin, 1959;
Paulson e Polakoski, 1977; Sherman, Paulson e Liu, 1981; Van Der Ven et al., 1988; Rana et
al., 1989; Rhemrev et al., 1989; Henkel et al., 1994; Sanchez Sarmiento et al., 1996; Sauer,
Coulam e Jeyendran, 2012)

Em bovinos, as técnicas de swim-up e percoll sdo amplamente aplicadas e as vantagens
e desvantagens bem descritas (Parrish, Krogenaes e Susko-Parrish, 1995). O gradiente de
Percoll® se destaca-se como a técnica mais difundida na produgéo in vitro de embrides. O meio
comercial é um preparado em diferentes densidades que seleciona os espermatozoides através
da centrifugacdo, com uma taxa de recuperagéo espermatica ao redor de 50%, ou seja, cinco a
dez vezes maior que aquela obtida ap6s uso do swim-up.

A selecgéo por gradiente de Percoll® em equinos permite selecionar espermatozoides
viaveis, poréem alguns problemas como aglutinacdo cabeca-cabeca de espermatozoides tem sido
relatado (Sieme et al., 2003), atribuido a interacdo entre espermatozoide equino e a silica
coloidal do gradiente (Mortimer, 1994).
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Figura 2. Seringa preparada com & de vidro para separacao
espermatica de espermatozoides de p6neis da raca Brasileira.
Arquivo pessoal.

by

O uso do Percoll® associado a remoc¢do do plasma seminal permite recuperar
espermatozoides com maior motilidade para preservacdo do sémen de garanhdes a 4°C, mas
ndo foi eficaz para selecionar esperma de acordo com a integridade e funcionalidade da
membrana (Trein et al., 2005). Estes mesmos autores concordam com estudos prévios que
recuperaram aproximadamente 35% dos espermatozoides (Sieme et al., 2003).

O uso de 13 de vidro (Glass Wool; Figura 2) ¢ aplicado a diversas espécies de forma
similar ao swim-up e Percoll® para uso do sémen em biotécnicas in vitro.

A separagdo de sémen equino por colunas através de gravidade utilizando seringas
com esferas de vidro foi objeto de estudo de Casey et al. (1993) e evidenciou que o volume
maximo permitido para filtracdo é de 50 mL, indicando que o método possa a ser aplicado
previamente a conservacao do sémen equino (Casey et al., 1993).

As técnicas de swim-up, percoll®, 18 de vidro e 1a de vidro-sefadex foram aplicadas
em sémen equino por (Sieme et al., 2003). Com auxilio de seringas de 5 mL os autores filtraram
sémen fresco selecionando desta forma espermatozoides com defeitos menores de cabeca e
maior motilidade progressiva quando comparado a técnica do Percoll® e grupo controle (sémen
fresco ndo filtrado). No entanto, estes autores descrevem que com esta técnica houve baixa
recuperacdo de células e o percentual de altera¢fes de cauda ndo diferiu do grupo controle. Para

sémen destinado ao resfriamento e a criopreservacdo, 0s autores compararam apenas 1a de
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vidro-sefadex, centrifugacdo e Leucosorb com o grupo controle, verificando maior motilidade
para |& de vidro-sefadex e Leucosorb para sémen refrigerado por 24h e criopreservado. No
entanto, diferencas ndao foram detectadas apds a inseminacéo de éguas.

Ja em humanos, a técnica de 1a de vidro foi descrita como um método eficiente em
remover leucécitos do sémen de pacientes oligozoospérmicos com leucocitospermia (Sanchez
et al., 1996). Em bovinos, a técnica de |& de vidro selecionou espermatozoides congelados de
bovinos com maior percentual de motilidade e integridade de membrana do que as técnicas de
Sephadex e Percoll®, além de incrementar a producao de embrides in vitro (Lee et al., 2009).

A separacdo utilizando a centrifugagdo com coloides (Single layer- Androcoll-E) vem
sendo aplicada de forma rotineira na espécie equina (Johannisson et al., 2009; Morrell et al.,
2009; Bergqvist et al., 2011; Morrell et al., 2011). Diferentemente do Percoll®, que processa
pequenos volumes de sémen, a centrifugacdo pode ter boa aplicabilidade a campo em larga
escala (Morrell et al., 2009). Quando comparado com a centrifugagdo simples, o Androcoll-E
apresentou Otimos resultados em selecionar populacdo de espermatozoides com maior
motilidade e integridade de membrana antes da criopreservacdo, logo resultou em maior
sobrevivéncia apds o descongelamento (Hoogewijs et al., 2011).

Todavia, os métodos de separacao espermatica apresentados, tanto o Percoll® quanto
a centrifugacdo com coldides (Androcoll-E) necessitam de equipamentos como a centrifuga,
que nem sempre esta disponivel a campo. Desta forma, resulta em altissimo custo por ejaculado
processado. A filtracdo por 1a de vidro-sefadex e Leucosorb também necessitam de maior tempo
para preparo e s podem ser aplicadas em ambiente laboratorial.

J& a l1a de vidro, pode ser uma excelente alternativa para uso na rotina de um haras,
pois quando seja necessaria a concentracao espermatica ap6s o processamento, esta pode ser
realizada com uso da técnica de Sperm Filter® e com custo bem inferior as demais técnicas.
Em bovinos, Arzondo et al. (2012) afirmam que a técnica de filtragdo por 1a de vidro apresenta
baixo custo, € simples e altamente eficaz procedimento para selecionar espermatozoides
funcionalmente competentes para tecnologias reprodutivas. Estas vantagens podem ser uteis
em outras espécies de animais domésticos e de criacdo, bem como para espécies em vias de

extingao.
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2.4. Avaliacdo microscopica do sémen

2.4.1. Motilidade espermatica

A motilidade espermatica é o parametro mais frequentemente empregado para avaliar
a qualidade do sémen de garanhdes, para estimar a viabilidade de espermatozoides no ejaculado
e durante/ap6s qualquer procedimento de manuseio e conservacao, incluindo refrigeracéo e até
mesmao criopreservacao. Tradicionalmente, a motilidade dos espermatozoides no ejaculado do
garanhdo ¢ avaliada por estimativa subjetiva da proporcao de espermatozoides com motilidade
retilinea progressiva, utilizando lamina e laminula aquecidas e um microscopio com fonte de
luz. Os problemas inerentes a este método sdo a grande variacéo entre 0s observadores e entre
laboratdrios, bem como o baixo valor preditivo na avaliacdo do potencial fecundante de uma
amostra de sémen (Varner, 2008). A avaliacdo da motilidade espermatica consiste na
determinacdo da percentagem de espermatozoides totais com movimento em um ejaculado.
Para se obter uma avaliagio mais precisa pode-se avaliar apenas a percentagem de
espermatozoides com motilidade progressiva (Pickett, 1973).

Um dos principais métodos de avaliacdo de espermatozoides a fresco e apos
conservacao é a motilidade. Constituindo-se assim um parametro importante na estimativa da
viabilidade espermatica (Pickett, Faulkner e Sutherland, 1970; Pickett et al., 1975). Para a
fecundacdo em condicdes fisioldgicas, a motilidade é indispensavel, pois sua perda resulta em
lesdo na funcdo celular. No entanto, sua manutencdo ndo significa que ha integridade celular
(Varner et al., 1988; Bedford et al., 1995; Kuisma et al., 2006).

Para estimar a motilidade de forma objetiva alguns métodos ja foram relatados na
literatura. Dentre estes cita-se: fotomicrografia (Van Huffel et al., 1985); a espectrofotometria
(Jasko et al., 1989), a videomicrografia (Varner, 1991), que pode ser visualizada na Figura 3 e
a analise computadorizada (Amann e Pickett, 1987). Ja 0 método subjetivo, no qual se realiza
0 exame visual utilizando microscépio de contraste de fase e platina aquecida, é aceitavel, desde
que realizado por examinador experiente (Varner, 1991).

As caracteristicas seminais com melhor correlagdo (P < 0,01) com dados de fertilidade
de garanhdes Puro Sangue de Corrida e Standardbreed foram a avaliagdo subjetiva do
percentual de espermatozoides com motilidade progressiva (r = 0,46) e moveis totais (r = 0,40),
0 percentual de espermatozoides morfologicamente normais (r = 0,36) e o percentual de
espermatozoides progressivos estimados por analise computadorizada (r = 0,34) (Jasko et al.,
1992).
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Figura 3. A) Imagem obtida apds a separacdo espermatica com Ia de vidro do sémen
de garanhdes pdneis da raca Brasileira auxiliada pela gravacdo de video com o
programa AmCap® em camera de 5mp acoplada a um microscépio triocular em
aumento de 400x. B) Imagem editada no programa Image J mostrando o deslocamento
dos espermatozoides observados em A. Arquivo pessoal.

2.4.2. Teste de funcionalidade de membrana — Teste hiposmotico

O teste hiposmotico tem a finalidade de avaliar a funcionalidade da membrana
plasmatica em espermatozoides humanos (Jeyendran et al., 1984). A membrana plasmatica do
espermatozoide tem por caracteristica permitir o transporte de moléculas de forma seletiva, o
qual provoca aumento de volume ou edema do espermatozoide, visivel na cauda (Drevius,
1972). Assim, a capacidade da cauda espermatica enrolar na presenca de solugdo hiposmética
demonstra que esta ocorrendo transporte de agua através da membrana, indicando que a
membrana esta intacta (Drevius e Eriksson, 1966). Portanto, o enrolamento da cauda pode ser
relacionado a funcionalidade da membrana da cabeca. H& correlacdo positiva entre caudas
enroladas e penetracdo em odcitos de hamsters (Jeyendran et al., 1984). Desta forma, a
funcionalidade da membrana tem grande relevancia e correlacdo positiva com a motilidade no
sémen humano, visto que a integridade de membrana também € importante no processo de
capacitacdo espermatica (Check et al., 1988; Barratt et al., 1989; Check et al., 1989; Coetzee
et al., 1989; Abu-Musa, Takahashi e Kitao, 1993).

A membrana plasmatica tem vital importancia em trocas metabdlicas com o meio, logo
0 a avaliagdo da sua funcionalidade é adicionada aos pardmetros tradicionais do sémen para
determinar os indices de fertilidade de forma objetiva. Na espécie equina, devido as
caracteristicas individuais das células dos garanhdes em suportar o resfriamento, o teste

hiposmotico pode ser uma ferramenta de predicéo desta capacidade (Nie e Wenzel, 2001; Melo,
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Henry e Beker, 2005), além de poder ser relacionada com a capacidade de preservacdo do
espermatozoide equino refrigerado (Melo, Henry e Beker, 2005).

A técnica utilizada neste estudo é a técnica modificada que consiste na diluicdo do
sémen equino com &gua destilada na propor¢do de 1:3 (100mOsM/kg) (Lagares, Petzoldt, et
al., 2000). O diluente a base de leite ofereceu os melhores resultados, tanto da preservacéo da
motilidade progressiva quanto da funcionalidade e integridade da membrana plasmatica do
espermatozoide durante as 72 horas de armazenamento a +5°C, bem como taxa de prenhez
satisfatoria, quando comparado aos demais diluentes avaliados (Tyrode, Kenney e Glicina)
(Lagares, Meirelles, et al., 2000). Além disso, o teste hiposmoético e a coloracdo de 6- CFDA
parecem avaliar aspectos diferentes da membrana plasmatica.

Todavia, como a reducdo da temperatura durante o processo de resfriamento altera a
composicao e estrutura da membrana plasmatica do espermatozoide, a utilizacdo conjunta do
teste hiposmatico e de coloragbes como a 6-CFDA associada aos parametros convencionais de
andlise do sémen é indicada como forma de se obter maiores informacdes sobre a preservacao
do sémen resfriado equino e, consequentemente, aperfeicoar a inseminacdo artificial, para que
futuramente resultados semelhantes possam ser obtidos com o uso do sémen congelado
(Lagares, Meirelles, et al., 2000).

Controvérsias ainda existem sobre a aplicacdo do teste hiposmotico por ndo haver
nenhuma relagéo significativa com a fecundidade, mas uma tendéncia de relagdo entre o teste
e 0 namero ou servicos por prenhez (Neild et al., 2000). (Kuisma et al., 2006) afirmam que o
teste ndo é adequado para a avaliacdo de sémen apds o descongelamento. No entanto, o teste
hiposmotico continua sendo utilizado amplamente nas publicacfes mais recentes juntamente
com outros testes para avaliar a qualidade do sémen equino criopreservado in vitro, inclusive
para sémen do epididimo criopreservado (Olaciregui et al., 2014).

No teste hiposmético sdo incubados espermatozoides sob condigdes hiposmoticas. O
transporte de agua para a célula ocorerd quando a membrana for funcional, mostrando a cauda
em forma de anel ou enrolada (edema). Isso ocorre porque a membrana ao redor da cauda é
bastante permeéavel, permitindo a entrada de 4gua que ira causar a distensdo (ballooning) desta

membrana (Figura 4).
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2.4.3. Integridade de membrana

Coloracgoes fluorescentes tém sido usadas para avaliar a integridade plasmatica por
microscopia. Dentre estas podemos se destacam a combinagdo de diacetado de
carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propideo (IP). A utilizacdo de CFDA e IP foi descrita
em conjunto ou separadamente para avaliar a integridade de membrana de espermatozoides
suinos, bovinos, caninos, equinos, camundongos e humanos (Garner et al., 1986).

A técnica de fluorescéncia utiliza a associacao de dois fluorocromos. O IP atravessa a
membrana plasmatica lesada, ligando-se ao DNA da célula, corando as de vermelho (Figura 5).
Ja o CFDA penetra através da membrana integra e € hidrolisado por esterases ndo especificas,
que produz carboxifluoresceina livre, que fica retida por mais tempo dentro da célula que se
cora de verde (Brito et al., 2003).

A necessidade de execucdo imediata da leitura ap6s a aplicacdo do corante, pela perda
de cor pelos compostos fluorescentes € atribuida como uma desvantagem da técnica (Johnson
etal., 1995; Love et al., 2003).

Embora os testes laboratoriais de integridade de membrana ndo sejam aplicados de
forma rotineira para avaliacdo do sémen de garanhdes, ha relacdo com a fertilidade. Pois,
Kuisma et al. (2006), observaram uma relacdo entre os testes de integridade de membrana

plasmatica e maiores taxas de nascimento de potros.

Figura 4: Imagem obtida durante a execuc&o do teste hiposmdtico realizado
durante o estudo de separagdo espermatica por I1a de vidro no sémen de um
garanhdo da raca pdnei brasileira. Na seta preta hd um espermatozoide que
reagiu ao teste hiposmotico apresentando enrolamento da cauda. A seta
vazada aponta para um espermatozoide com membrana lesada que ndo
reagiu ao teste hiposmotico, mantendo a cauda reta. Aumento de 400x-
Microscdpio Olympus BX 40. Arquivo pessoal.
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Figura 5. Espermatozoides de garanhdao poénei da raca
brasileira com membrana lesada corados com iodeto de
propidio e visualizados na microscopia de epifluorescéncia.
Arquivo pessoal.

2.4.4. Morfologia espermaética

A forma do espermatozoide pode sofrer alteracdes durante os estagios de sua formacéo
(espermacitogénese e/ou espermiogénese), ou até mesmo durante a maturacgdo e transporte.

Assim como outros métodos, somente a avaliagdo morfoldgica dos espermatozoides
pode ndo indicar o potencial de fecundacédo de um ejaculado, mas pode indicar se ha baixo sera
baixo quando ha elevado percentual de anormalidades (Dott, 1975). A avaliagdo morfoldgica
também é um método subjetivo e depende experiéncia, proficiéncia e treinamento do
examinador (Brito et al., 2011).

O primeiro passo para avaliar a morfologia espermatica do garanhdo é remover o gel
do ejaculado, porque o gel interfere na visualizagdo do espermatozoide. Outro ponto importante
é que a morfologia do esperma deve sempre ser avaliada sob aumento de 1000x em imersao ou
superior (Brito, 2007). A morfologia pode ser avaliada por exame de diluicdes de sémen em
formol-salina tamponada na propor¢do de 1:4 em cdmara Umida sob microscopia de contraste
de fase. A morfologia também pode ser avaliada por esfregacos corados e varios métodos de
coloracgéo tém sido usados para este proposito (Brito, 2007).

A classificacéo para defeitos de espermatozoides proposta para os touros foi adaptada
por alguns autores para garanhdes (Jasko, 1992; Veeramachaneni, Moeller e Sawyer, 2006).
Em um sistema de classificagdo em que os defeitos espermaticos séo classificados de acordo
com a sua origem assume-se que os defeitos espermaticos primarios possam ter ocorrido

durante a espermatogénese e que os defeitos secundarios tenham ocorrido durante o transito.
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As principais limitacfes desta classificacdo é a origem desconhecida de alguns defeitos
espermaticos e o fato de que defeitos primarios ndo sdo necessariamente mais prejudiciais a
fecundacdo do que defeitos secundarios. O que ocorre comumente é a ma interpretacdo deste
sistema (Brito, 2007).

Outra classificacdo para os defeitos espermaticos é a de defeitos maiores e menores de
acordo com os efeitos percebidos sobre a fecundagdo. Obviamente, este sistema de classificagéo
pode ser usado somente quando ha um banco consideravel de dados que descrevem os efeitos
de defeitos espermaticos especificos sobre a fertilidade, o que ndo é o caso em garanhdes.

Além disso, este sistema de classificacdo teria que ser revisto periodicamente para
incorporar 0s conhecimentos adquiridos com novas pesquisas e iSso ndo ocorreu em touros
(Brito, 2007). Outra desvantagem dos sistemas de classificacao é que os veterinarios tendem a
avaliar o espermograma como um caso simples de matematica, listando o percentual de cada
defeito, agrupando os defeitos em categorias adequadas e determinando se o animal deve ser
considerado com potencial reprodutivo satisfatorio.

Atualmente, a sociedade de Teriogenologia criou normas para avaliacdo morfologica
do ejaculado de garanhdes classificando os espermatozoides nas seguintes categorias:
espermatozoide normal, regido acrossomal anormal/cabeca, cabeca solta, gotas proximal e
distal, peca intermediaria anormal e cauda enrolada/dobrada. A presencga de outras células
(células germinativas, leucdcitos, eritrocitos, células epiteliais, etc.) também deve ser indicada
(Brito, 2007). Notoriamente, os defeitos especificos de espermatozoides em diferentes regides
também devem ser enumerados como acrossomos destacados, microcefalia, macrocefalia,
subdesenvolvido, piriforme, afilado, formacdes vacuolares, cabegas maltiplas, defeitos de peca
intermediaria, aplasia segmentar da bainha mitocondrial e formato em saca-rolhas.

Para avaliacdo da morfologia pode-se preparar o esfregaco e efetuar coloracdo de

Cerovsky (KRAUSE, 1966) ou coloragéo supra-vital (eosina/nigrosina, Figura 6) (Brito, 2007).
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Figura 6: Coloracdo supra vital (eosina/nigrosina) em
esfregaco do ejaculado de um garanhdo da raca pénei
Brasileira submetido a separacdo espermatica por 1a de
vidro. Aumento de 400x- Microscopio Olympus BX
40. Arquivo pessoal.

A morfologia espermética pode variar consideravelmente durante a estacdo
reprodutiva e avaliagdes de rotina (a cada 15-30 dias) devem ser realizadas para determinar a
morfologia espermatica no garanhdo (Chenoweth, 2005). Existe também uma grande variacdo
na morfologia espermatica entre reprodutores (Dowsett, Osborne e Pattie, 1984), mas em geral
garanhGes com desempenho mediano apresentam no minimo 50% dos espermatozoides
intactos/normais (Card, 2005).

As caracteristicas seminais desejaveis do ejaculado de garanhdes coletados com vagina
artificial recomendadas pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA) deve conter no
minimo 70% de células normais e como particularidade a implantagdo abaxial da cauda ndo €

considerada uma anormalidade espermatica na espécie equina (CBRA, 2013).
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2.4.5. Viabilidade mitocondrial

As proteinas especificas da membrana plasmatica permitem a livre movimentacéo dos
componentes celulares, bem como o transporte de substratos como a glicose e frutose para o
interior da célula espermatica. Estes compostos sdo utilizados como fonte de energia para
manter as fun¢Ges metabdlicas (Schurmann et al., 2002).

Portanto, a producdo de energia, essencial no movimento flagelar dos espermatozoides
é fornecida pela respiracdo mitocondrial e da glicolise em forma de adenosina trifosfato (ATP),
que é quebrada pela adenosina trifosfatase durante o metabolismo aerébico (Mukai e Okuno,
2004). E na peca intermediéria do espermatozoide que ocorre a producéo de energia pois, a
mesma contém um arranjo helicoidal de mitocondrias, que gera a energia usada para o
movimento flagelar. Considera-se de extrema importancia a integridade mitocondrial no
fornecimento de energia para a locomocéo esperméatica em meio viscoso (Windsor, 1997).

A viabilidade mitocondrial é avaliada em espermatozoides equinos através do Teste
do MTT (3- (4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) (Aziz, Ahlswede e
Enbergs, 2005). O MTT (3 - (4, 5-dimetiltiazol-2-y1) -2, 5-difenil-brometo) é um sal tetrazolio
amarelo soltvel em &gua. Em mitocOndrias ativas, o sistema de succinato desidrogenase
converte o corante em uma forma insoltvel em agua, por meio da clivagem redutora do seu
anel de tetrazolio, formando o cristal de formazan, de coloragdo purpura (Figura 6) (Nasr-
Esfahani et al., 2002). Assim, a quantidade de formazan formada pode ser determinada por
espectrofotometria e serve como uma estimativa do nimero de mitocondrias e, portanto, o
namero de células vivas na amostra (Aziz, Ahlswede e Enbergs, 2005; Aziz, 2006).

A habilidade celular em reduzir os sais de tetrazolio esta diretamente relacionada a
atividade mitocondrial. O espermatozoide ¢ uma célula rica em mitocondrias, com isso a
reducdo ocorre rapidamente (Nasr-Esfahani et al., 2002).

O teste de MTT é simples, de baixo custo e tem alta correlagdo com o potencial
mitoncondrial dos espermatozoides de garanhdes. Além disso, o tempo dispendido para
execucao é rapido, pois varias amostras de sémen equino podem ser analisadas ao mesmo
tempo. Por estas vantagens, o teste € uma técnica para analise de rotina (Aziz, Ahlswede e
Enbergs, 2005).
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Figura 7. A) Microplacas de microtitulagdo de 96 pogos com amostras de
sémen de garanhdes durante o estudo de separacdo espermatica por Ia de
vidro para leitura de absorbancia em leitor de Elisa de microplacas MR-
96A (a esquerda). B) Amostras em cor parpura (reagdo +) e amostras em
cor amarelo (sem reagdo). Arquivo pessoal.

2.5. Taxa de resfriamento do sémen equino e diluente

O armazenamento e o transporte de sémen equino com material congelado ou
refrigerado permitem direcionar os acasalamentos por meio da utilizacdo de garanhdes
geneticamente superiores que, na maioria das vezes, ficam alojados nas centrais de reproducao.
O uso do sémen congelado em crescente expansao ainda apresenta questfes técnicas a serem
solucionadas, como a variacdo individual frente a criopreservacgdo, o baixo rendimento de doses
por ejaculado, o intenso manejo das éguas durante as inseminac¢des, maior custo por prenhez,
além da grande oscilagdo das taxas de prenhez em relacdo as obtidas com monta natural ou 1A
com sémen fresco ou refrigerado (Backman et al., 2004; Nunes, Zuccari e Costa E Silva, 2006;
Nunes et al., 2008). Desta forma, diversos fatores contribuem amplamente para a IA com sémen
refrigerado ter apresentado grande expansdo nas ultimas décadas, e também como premissa a
liberacdo do uso da biotécnica por diversas associagdes de raca, pois muitos criadores evitam
deslocar as éguas até o local onde se encontram os garanhdes.

O resfriamento do sémen para sua preservacdo tem por objetivo diminuir o
metabolismo celular, pois a temperatura corporal, 0 metabolismo espermatico € alto e, a cada
10° C de sua queda, este se reduz em cerca de 50%. Quando os espermatozoides sdo mantidos
a5° C, apenas 10% de seu metabolismo € necessario para sua sobrevivéncia quando comparado

a preservacdo a 38° C. Desta forma, a refrigeracdo reduz o catabolismo espermatico, o que é
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necessario para a preservacao do ejaculado por longos periodos (Squires et al., 1999). Os danos
provocados pelo frio sdo decorrentes de danos estruturais diretos com ruptura das membranas
e estrutura celular ou indireto, alterando as fungdes celulares (Squires et al., 1999).

Portanto, as modifica¢des na organizacao do mosaico fluido da membrana que podem
ser descritas como assimetrias na bicamada lipidica e sua interagdo com proteinas provocam
alteracdes de funcdo e permeabilidade, prejudicando diretamente a permeabilidade, regulagéo
osmotica, funcdes metabdlicas e consequentemente diminuindo a motilidade e capacidade de
fecundacdo (Amann e Graham, 1993). Desta forma, a taxa de resfriamento tem extrema
importancia durante o processo, sendo que taxas menores minimizam os efeitos do choque
térmico (Amann e Graham, 1993).

A determinacao da curva de resfriamento deve levar em consideracao que, quanto mais
baixa a temperatura de armazenamento, mais lenta deve ser a taxa de resfriamento para garantir
a qualidade e sobrevivéncia espermatica (Pickett, 1993). Curvas rapidas podem provocar danos
irreversiveis a estrutura do espermatozoide (Watson, 1981). Portanto, taxas de resfriamento de
1° C por minuto (rapidas) seriam mais prejudiciais do que a 0,3° C/minuto (lentas).

Curvas de refrigeracdo mais lentas (-0,24° + 0,042°C/min.) durante os primeiros 15
minutos proporcionam melhor motilidade quando comparadas a curvas mais rapidas (-1,091 +
0,003° C/min; P < 0,05). O indice de prenhez obtido com sémen refrigerado a 4°C por 24 horas
foi 58,6% (Varner et al., 1989).

Parece haver consenso sobre a necessidade do uso de refrigeracdo lenta, ndo superior
a -0,05° C/min, entre 19 e 8° C, pois esta é a fase critica para ocorréncia de lesbes nas
membranas espermaticas (Kayser et al., 1992; Amann e Graham, 1993; Squires et al., 1999).

Quanto ao tempo de armazenamento e temperatura final que possuem efeito sobre as
caracteristicas de fecundantes do espermatozoide ha dados conflitantes na literatura. O efeito
de quatro temperaturas sobre a motilidade espermatica, durante 36 horas de armazenamento o
sémen estocado a 20°C e 15° C apresentou motilidade superior do que a 10° C ou 5° C (P <
0,05), sendo de 72% e 55% para 0 sémen conservado a 15° C e 5° C, respectivamente (Province
et al., 1985). Ja a manutencdo do sémen entre 4° C e 5° C por 24 horas resultou em maior
motilidade espermatica que entre 20° C a 25° C, com 73% de prenhez em ambas as faixas de
temperatura (Varner et al., 1989).

A temperatura de 5° C preservou melhor a integridade da cromatina espermatica, de 7
até 46 horas de armazenamento do sémen, quando comparada a temperatura de 20° C (Rigby

et al., 2001). A concentracdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico como indicador da
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peroxidacgdo lipidica, ndo acusou aumento desta substancia durante a estocagem do sémen
equino a 5° C por 24 horas, concluindo que a peroxidagdo lipidica ndo aumentava,
substancialmente, durante o armazenamento do sémen nestas condi¢des, conferindo assim,
maior longevidade (Kankofer et al., 2005).

A conservacdo da viabilidade espermética por pelo menos 24-36 horas é importante,
pois este €, na maioria das vezes, 0 tempo necessario para que as amostras de sémen dos
garanhd@es sejam transportadas e recebidas pelos haras para uso na inseminacao artificial. J& o
armazenamento do sémen equino refrigerado por longos periodos pode comprometer a
fecundacéo.

A qualidade dos diluentes tambem ¢é um fator relevante para se obter éxito durante o
processo de armazenamento do sémen equino refrigerado. Os diluentes sdo solucdes destinadas
a proteger os espermatozoides de condi¢cdes desfavoraveis e prolongar sua sobrevivéncia
durante a refrigeracdo e o transporte, além de apresentarem a vantagem de aumentar o volume
da dose inseminante e auxiliarem na anlise do sémen (Bielanski, 1975; Kenney et al., 1975).
Para avaliar a qualidade do diluente devem ser aferidas a pressdo osmética e o pH, sendo que
estes devem apresentar valores entre 300 a 350 mOsm e 7,2 a 7,7 (McCue, 2014).

Uma caracteristica importante dos diluentes para preservacdo do sémen refrigerado €
sua capacidade de estabilizar as membranas espermaticas durante a fase de transi¢cdo, momento
no qual ocorrem as maiores lesdes celulares. Assim, para minimizar os danos causados pelo
choque térmico, uma variedade de componentes /substancias pode ser adicionada ao diluente

(Kenney, Bergman e Cooper, 1975).
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Abstract

This study’s aim was to compare the sperm separation technique using filtration through glass
wool comparing with just diluted cooled semen. Eighteen ejaculate were collected from each
of 6 pony stallions of the Brazilian pony breed. Were evaluated pH, osmolarity, total motility,
membrane functionality (HOST), membrane integrity (CFDA / PI), morfology and
mitochondrial viability (MTT) in fresh and 24 and 48 hours of cooled semen at 5° C. After
dilution, the middle of the extended semen was cooled (control group). The other half was
cooled after filtration trough glass wool (filtered group). Total motility from the control, filtered
and retained groups after 24h of cooling was 35.5, 43.3 and 10% (P < .0001), respectively.
Sperm membrane integrity percentage at the CFDA/PI test was 37.9, 44.8 and 14.8% (P <
.0001), on the control, filtered and retained group, respectively. The results confirmed that the
passage of sperm through glass wool increased the selection of sperm from ponies stallions with
higher motility, mitochondrial viability and membrane integrity for cooling in milk extender up
to 24h. Moreover, it was not obtained higher sperm parameters to control after cooling 48 hours

under the conditions that the study was conducted.

Keywords: stallion, pony, glass wool, sperm selection, sperm cooling.

1. Introduction
Artificial insemination with fresh, chilled or frozen-thawed semen is most commonly
used in equine breeding industry (Aurich and Aurich, 2006). Cooled stallion semen is widely
used at is always the transport the genetic material for periods up to 48 hours, is more practical
and has lower costs to the horse breeder. Cooled semen has been widely used in different horse

breeds (Deichsel, et al., 2016, Morrell, et al., 2014, Roach, et al., 2016, Shore, et al., 1998).
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Some breeds, such as the brazilian pony (< 96cm in height) may have reduced daily sperm
production due to low body weight and small testicular size (Neves, et al., 2006). Additionally
miniature stallions have a low number of normal sperm (Paccamonti, et al., 1999).

Separation techniques like to improve sperm quality of stallions semen by selecting the
most viable sperm cells, for example the swim-up, percoll, single layer centrifugation, wool-
sephadex glass and Leucosorb (Casey, et al., 1993, Heutelbeck, et al., 2015, Morato, et al.,
2013); however, most of these are applied to fresh or frozen semen, using small volumes of
semen for processing.

In humans, the decrease of sperm mitochondrial activity may lead to increase reactive
oxygen species (ROS) production (Wang, et al., 2003). These events cause changes in all
cellular components, and may lead to cell death by apoptosis or necrosis. The increase of dead
cells and ROS production causes decreased motility in the remaining cells and further reduction
these parameters after cooling or thawing period (Agarwal, et al., 2003, Aziz, et al., 2003, Gibb
and Aitken, 2016, Sharma, et al., 1999, Yeste, et al., 2015).

In the equine specie, in specially pony stallions, those techniques might be of interest
for that will be separating motile from immotile spermatozoa and special ejaculates cooled at 5
°C. Although, higher motility was not associated with improved fertility rates, studies have
shown that the use of techniques to select mobile spermatozoa without morphological
alterations increase the conception rate per cycle of the inseminated mares (Samper, et al.,
1991).

We tested the hypothesis that using of glass wool as a pony stallion sperm filter will
improve motility, mitochondrial activity and sperm viability. In the present study, the objective
was to analyze the seminal parameters (motility, mitochondrial activity, membrane integrity
and sperm viability) of diluted cooled pony stallion sperm separated by glass wool and cooled

during 48h at 5°C.
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2- Material and Methods

2.1. Stallions and semen collection

The study was performed during the springer of 2014, the breeding season in the southern
hemisphere. At the beginning of the study were selected 8 stallions, but two stallions had to be
withdrawn from the study by health disorders. A group of 6 miniature stallions of the Brazilian
pony breed, aged 9 to 13 years as fed once a daily with oats and alfalfa, water at libitum.
Animals were located in a paddock and kept under the same management conditions. After
stabilization of extra gonadal sperm reserves through regular depletion, the ejaculate collection
of all stallions was performed routinely twice weekly with an artificial vagina (Hannover
Model; Minitube, Tiefenbach, Germany). Pony females served as phantom. Three ejaculates
were obtained from each stallion. Sterile gauze filtration sets were used in the collection
devices, and the gel-free semen was evaluated for regarding color, appearance, volume, sperm

concentration and percentage of progressive motile spermatozoa.

2.2. Semen evaluation

The percentage of spermatozoa was estimated using a phase contrast microscope
(Olympus BX 40; Olympus Optical Ltda, Brazil) with stage heater (Neovet, Brazil). A 5.0 mega
pixel digital color camera with software was used image capture and analysis (CHAMPION,
Santa Lydia-S&o Paulo, Brazil). All samples had 30-seconds recorded to perform the assessment
of the progressive motility. Two experienced technicians evaluated the recorded videos without
knowing the treatments.

Sperm concentration was evaluated using a haemocytometer. The hemocytometer was

prepared twice per sample. Mean values of sperm concentration were multiplied by the volume
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of diluted semen. Thus, it was established working dilution (1:2) using skim milk extender
(KENNEY, 1975) for treatments and control group.

Sperm cell morphology was evaluated using Spermac® stain (Minitube, Brazil). For each
sample Two slides were prepared from each sample and 200 cells were counted using phase
contrast microscope (x1000) regardless of morphology sperm.

The membrane function was evaluated by the hypo-osmotic swelling test (HOST). The
HOST was performed using a 1:2 dilution (semen:destiled water), so that osmolarity was about
100mOsm / kg H2O%. Samples were incubated at 37°C for 8 minutes according to protocol
adjusted for horses (Lagares, et al., 2000). Subsequently, they went put as with coverglass and
slides was evaluated with phase contrast microscope (400x) counting 100 sperm cells. The
functional sperm membrane are those that suffer a tail winding.

Fluorescent technique was assessed using a 6-carboxyfluorescein diacetate (C5041,
Sigma-Aldrich) and propidium iodide (P4170, Sigma-Aldrich) (CFDA/PI) for evaluated sperm
viability. Staining media for CFDA/PI was prepared within 1 h prior to use using 20 uL of
formaldehyde stock solution (2.5 mg/mL in water), 20 uL of CFDA stock solution (0.5 mg/mL
in DMSO, D2650, Sigma-Aldrich) and 20 pL of PI stock solution (0.5 mg Pl in 1 mL of 0.9%
NaCl solution). The CFDA/PI staining was carried using with 100 uL of semen and 300 uL of
staining media at 37°C for 15 min in the dark. A 5 uL aliquot this suspension was placed on a
slide covered with coverslip. Random fields were observed under a fluorescence microscope
(x400) and 200 spermatozoa were counted. Staining with CFDA was assessed using a B-2A
filter (blue excitation range, with a 450~490 nm excitation filter; NOVA 606, Brazil), while
staining with Pl was assessed using a green excitation range, with a 510~560 nm excitation
filter. Sperm showing partial or complete red fluorescence (Pl staining) was considered
membrane damaged, while sperm with complete green fluorescence were considered

membrane-intact.
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The metabolic tetrazolium reduction assay (MTT) is based on the ability of metabolically
active cells to reduce the tetrazolium salt (3 [4,5-dimethylthiazol-2-y1] -2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) to formazan (Aziz, et al., 2005). MTT is a yellow salt, that is reduced to
formazan by dehydrogenases of metabolically active cells and forms insoluble purple colored
crystals in water. These crystals can be solubilized with organic solvents. Intensity of the purple
color is measured by spectrophotometry and shows the direct relationship between the amount
of living metabolically active cells in the samples. To assess mitochondrial activity, a sample
of each treatment at all evaluations times was centrifuged at 600x g for 10 min to adjust the
concentration to 100x10° spermatozoa/mL. Each pellet was re-suspended in the respective
extender, and the supernatant discarded. Two aliquots of 200 uL containing 100x10° sptz/mL
were deposited in 2 mL micro centrifuge tubes. Tetrazolium solution, 20 puL (5mg/mL thiazolyl
blue tetrazolium bromide - M2128, Sigma-Aldrich) in saline PBS was added to these tubes, and
they were incubated for 30 min in a water bath at 37°C. The micro centrifuge tubes were
centrifuged at 12.000 x g for 5 min after addition of 200 pL of a 0.04N HClI-isopropanol
solution. The supernatant was used to measure the mitochondrial metabolic activity by UV
visible spectrophotometry with a wave length of 540 nm. The reference sample used (white)
was the skim milk extender solution with glucose, tetrazolium and 0.04N HCI-isopropanol.
Aliquots of each stallion were analyzed in triplicate.

The pH was determined (pH Meter Tec-2, Tecnal) on fresh diluted semen, 24 h and 48 h

after cooling. The osmolality was measured using a microosmometer (Knauer, Germany).

2.3. Semen processing
2.3.1. Glass wool filtration
The glass wool column was prepared in a sterile 10mL syringe without rubber plunger.

For this purpose, 700 mg of glass wool (Sigma-Aldrich, S 20411) was placed in the syringe,
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and subsequently the piston was compressed until it remained up to 1 cc mark. These after, the
syringe was washed with 50 mL of ultra pure water, packaged for subsequent steam sterilization
and drying. Prior to use, 10 mL of extender were passed by gravity and then discarded. All
syringes were checked before use if the wool column remained compressed. Columns that were

not compressed were not used.

2.3.2. Preparation of treatments

Immediately after having separated the gel fraction of the ejaculated determined semen
concentration dilution was carried out. The concentration was adjusted to 50x10° sperm / mL,
maintaining the room temperature controlled in the laboratory until the end of all experimental
process (lasting 40 minutes). Cell concentration was adjusted for all groups before cooling.

After dilution (1:1), the ejaculate was split equally in two parts. One half was allocated
to the “Control group” and the other one was filtered.

The syringe with the glass wool column was disposed vertically over a beaker. The
volume to be filtered was passed by gravity through the glass wool column. Filtering was
considered complete by the time when the glass wool syringe stopped dripping. After filtration
(3-10min) this group was called Filtered Semen group. The glass wool column was removed
from the syringe, and rinsed with 10 ml of extender to remove the retained sperm cells. And
this was denominate group Retained semen.

Subsequently, was adjusted concentration and samples taken in duplicate to estimate
motility, HOST, MTT, CFDA/PI, pH, osmolarity, and morphology. The three groups (diluted,
filtered and retained) were placed in sealed centrifuge tubes and stored at + 5° C for 48 h.
Duplicated samples were always taken to evaluate motility, HOS, MTT, CFDA/PI and pH after

24 h and 48 h of cooling.
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2.4. Statistical analyses

Statistical analysis was performed using SAS® 9.3 statistical analysis software (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA). Groups and stallions were included in the model as a random effect. The
variable data of progressive motile sperm (0, 24 and 48 h), percentage of sperm with
tails reacted to HOST (0, 24, and 48 h), mean absorbance of MTT test (0, 24, and 48 h).
Percentage of intact cells and deffects were observed to normal distribution and
analyzed using the procedure GLIMMIX, fitted to the normal distribution. Least square means
+ standard error describes the response variable. Results P value < .05 was considered
statistically significant. Graphs were achieved using GraphPad Prism version 5.00 for Windows

(GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com).

2.5. Animal use

The committee of ethics in animal experimentation from the Federal University of Santa
Maria approved all procedures performed in these experiments according to protocol number
094/2013 according the original project Sperm separation techniques applied to equine semen

prior to cooling and cryopreservation”.

3. Results

Ejaculate parameters

Eighteen ejaculates from 6 stallions were used in this study. Results are presented on Table 1.
Stallions showed different mean volume (ml) of ejaculates without the gel fraction (P = 0.005),
and sperm cell concentration (P <0.0001). Progressive motility was highest on stallion number
8 and lowest on stallion number 1 (lowest) (P = 0.02). On sperm morphology analyze. Stallion

7 and 8 showed higher number of normal sperm cells the remaining ponies (P = 0.001).
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Filtration process

After ejaculate filtration, stallions with progressive motility was less than 60%, had higher
percentage of cells (P = 0.01) retained after filtration (Table 1). An inverse relationship (r = -
0663) was observed between the percentage of retained spermatozoa and percentage of sperm
with normal morphology in the ejaculate, with 44.0% of the variations found in retained sperm

are explained by the variation in sperm quality (r=0.440) (Figure 1).

Sperm parameters

The osmolality for control, retained and filtered groups, were 259.4, 258.06 and 257.22,
respectively (P = 0.745). pH was kept within the filtration process. However, less variation was
observed between 24 and 48h of cooling on filtered group (Figure 2).

The filtration process increased the percentage of normal cells by 11.7% (control: 70.02
+ 2.1 vs filtered: 90.7 £ 1.1). The tail defect accounted for the highest percentage of sperm with
defects in the retained group (Table 3).

The motility was greatest in filtered sperm cell group being higher fresh and often 24 h
(P <0.001) cooling at 48 hours (P = 0.002). The percentage of sperm with intact membrane
represented by HOST was higher in the filtered group than the control group fresh and 24h
often cooling (P < 0.0001). In addition, the retained sperm cell group demonstrated lowest
percentage of sperm with functionality membrane by HOST (Table 2).

The MTT assay showed major mitochondrial activity in the filtered group as well fresh
as after 24h cooling (0.930 and 0.730nm) than the control group (0.772 and 0.526nm)
(P=0,0048). However, after 48h hours of cooling no differences were observed between control

and filtered groups (P=0.1264) (Table 2). The CFDA/PI indicated higher numbers of sperm
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cells with membrane integrity in the filtered group fresh (P<0.0001) and 24h cooling

(P=0.0024) than in the control group (70.0 and 44.8% vs 59.4 and 37.9%).

4. Discussion

Seminal parameters found in pony stallions of the Brazilian breed are in accordance
with the ones already reported in other studies, (Neves, Bustamante, Trein, Malschitzky, Jobim
and Mattos, 2006), were lower volume and concentration is observed when compared with non-
pony stallions(Sieme, et al., 2004). This study applying glass wool as semen selection method
was able to sort sperm cells that had tail changes. This was observed by increased motility after
filtration. The use of semen selection with glass wool in pony stallions for cooling to 5° C was
effective in increasing the motility of the fresh and cold semen during 24h. These results were
further confirmed by in vitro tests (HOST / CFD MTT and PI) the sperm with increased
mithocondrial membrane integrity and viability of fresh and 24 hours cooled after glass wool
sorting.

The increase in motility was also demonstrated in prior studies and attributed the poor
of sperm elimination quality (Sieme, et al., 2003). This study also observed that the retained
sperm cells had higher tail abnormalities than the filtrate or control. The selection of
spermatozoa in humans by glass wool filtration was efficient in selecting sperm with higher
motility, as well as, being simple and low cost (Engel, et al., 2001). These results corroborate
previous studies in humans (Larson, et al., 1999) that determined that the glass wool filtration
by gravity of was efficient in separating spermatozoa with greater integrity of chromatin,
motility and viability of the gradient centrifugation dual density layer.

The use of glass wool has also been described with frozen semen beef bulls (Arzondo,
et al., 2012). In bulls it was described as a quick, simple technique, of low cost and highly

effective in isolating sperm cells with the possibility of enriching the population of available
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and viable sperm cells. Then, glass wool shows to be a useful tool for use in assisted
reproductive technologies.

This study found that the ejaculates selected by with glass wool filtration which sperm
evaluated 24 hours after cooling initiation had higher ability of mitochondrial reductase activity
in living cells to cleave the tetrazolium yellow salt (permeable membrane) to form blue
formazan crystals / purple by metabolically active cells. The MTT assay is a reliable
colorimetric assay for assessing sperm viability and mitochondrial activity in horses (Aziz,
Ahlswede and Enbergs, 2005).

The use of a higher percentage of living cells and lower volume during insemination is
of great value increase the conception rate per cycle. These results have been obtained by
performing deep insemination in the uterine horn after sperm selection by filtering through glass
wool / sephadex (Nie, et al., 2003). Stallions as the Brazilian pony breed that produce ejaculates
with low volume, low motility and a high number of cells with tail abnormalities, may have
ejaculates subjected to glass wool filtration. Additionally, if the goal is keeping semen
refrigerated for transportation, allowing cooling of greater number of viable cells.

The results found in the presente study show that using of glass wool improves semen
quality. However, the fertility of this approach was not proved. Studies should be performed to
evaluate the reproductive results of semen after the glass wool filtration on mares. For example,

the effect of glass wool residuum on reproductive tract it has not been studied.

5. Conclusion

The results of this study indicate that the semen of pony stallions of Brasilian breed separated
through glass wool filtration showed greater in vitro viability during cooling at 5° C for 24 h.
The use of glass wool also allowed selecting higher percentage of viable cells with greater

mitochondrial and functional membrane. In addition, its use should be encouraged because of
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its easy access, excellent response to select viable sperm pre preservation of equine semen and

low cost.
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Table 1: Ejaculate and semen parameters in pony stallions of Brazilian breed submitted to separate through glass wool filtration

Stallion P
S1 S3 S5 S6 S7 S8

Parameter value
Gel-free volume (mL) 25.0 + 4.62 22.3+4.32 7.0+0.6° 24.0 £ 2.0 7.6+0.9° 8.0+1.15° 0.005
Concentration (X

110.0 £20.0° 103.3+12.0° 235.0+35.0° 213.3+46.6 355.0+38.8° 305.0+33.3° 0.0001
108/mL)
Progressive motility (%)  50.0 +5.7¢ 53.3+£3.3°  56.6+3.3" 60.0+56% 66.7+6.6® 683+1.6° 0.02
Normal sperm cells (%)  78.3+2.3%  79.8+3.1" 743 +2.0° 81.6+1.7° 89.1 +1.5° 90.6 +1.3%° 0.001
Retained cells (%) 323+2.9° 28.6 £ 6.72 20.6 £8.7%  28.7+4.32 17 + 2% 12 +2.3 0.01
Filtered cells (%) 67.6 £2.9° 71.3+6.7° 79.3+£8.7%  71.3+43° 83 + 2% 88 +2.3% 0.01

abcde Different superscripts within rows indicate significant differences (p < 0.05). All data are presented as mean + SE.
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Table 2: Percentage of sperm morphology in pony stallions of Brazilian breed submitted to

separate through glass wool filtration.

Abnormal Abnormal
Semen head midpiece Abnormal tail Normal morphology
treatment (%) (%) (%) (%)
Control  2.29+0.46%®  0.77+0.17° 17.9+1.9° 79.02 + 2.19°
Filtered 1.68 +0.28° 0.76 £0.192 6.87 £ 0.92° 90.7 £ 1.1°
Retained 3.39+0.61% 1.33 £0.452 30.12 £2.032 65.1 £ 2.4°
P value 0.0186 0.2298 < 0.0001 < 0.0001

abe Different superscripts within colluns indicate significant differences (p < 0.05) between groups. All data are

presented as mean * SE.
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Table 3. Means and standard deviation of progressive motility, hypo-osmotic swelling test and

MTT absorbance in fresh, 24 h, and 48 h after cooling at 5°C in pony stallions of Brazilian

breed.
Groups

P Value P value P value

Time Control Filtered Retained Control Control Filtered
VS VS S
Filtered Retained Retained
Total Motility (%)
Fresh 61.1+2.4° 76.1+2.7° 30.5+3.8° <0.0001 <0.0001 <0.0001
24 h 35.5+2.32 433+ 25" 10 +3.2° <0.0026 <0.0001 <0.0001
48 h 16.6 £ 2.4° 23.8+2.8° 2.8 £1.6° 0.0035 <0.0001 <0.0001
Hypo-osmotic swelling test (%)
Fresh 62.3+ 32 76.8 £2.5° 26 +2.6° <0.001 <0.0001 <0.0001
24 h 394272 49.4 + 2.5° 145+ 2.1° 0.0015 <0.0001 <0.0001
48 h 22.8 £3.22 29.6 £ 3.3 74+1.7° 0.0556 <0.0001 <0.0001
MTT absorbance (nm)
Fresh 0.772+0.047% 0.930+0.043% 0.351£0.07° 0.0048 <0.0001 <0.0001
24h  0.526+0.042* 0.730+0.031° 0.216 +0.06° 0.0041 <0.0001 <0.0001
48h  0.353+0,039° 0.455+0.05° 0.112+0.04° 0.1264 0.005 <0.0001
CFDA/PI (%)

Fresh  59.4 +2.46% 70.0 +£1.82 29.2+2.0° <0.0001 <0.0001 <0.0001
24 h 37.9 +3.48% 448 £2.7° 14.8 + 1.6° 0.0024 <0.0001 <0.0001
48 h 28.8 + 2.62 31.0+1.98? 5.9+ 1.4° 0.2082 <0.0001 <0.0001

abe Different superscripts within rows indicate significant differences (p < 0.05) between
groups. All data are presented as mean * SE.
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Figure 1: Relationship between normal sperm morphology
and retained sperm by glass wool filtration in pony stallions

of Brazilian breed.
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A separacao seminal e selecdo espermatica em garanhdes poneis promove maior
recuperacdao e viabilidade para o resfriamento a 5°C por 48h?

Seminal separation and sperm cell selection in pony stallions promote greater
recovery and viability for 48 hours cooling at5 ° C
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RESUMO
As técnicas de separacdo do plasma seminal (centrifugacdo, Sperm Filter) e de selecdo
espermatica (Androcoll-E e filtracdo por 18 de vidro) foram aplicadas em 24 ejaculados de 6
garanhdes da raca pbnei brasileira. Apds coleta e separacdo da fracdo gel os ejaculados foram
diluidos 1:1 com diluente a base de leite em pd. No experimento 1, os ejaculados foram
distribuidos em controle (sem centrifugacdo), centrifugacdo a 600g x 10min, Sperm Filter e
filtracdo por 14 de vidro. No experimento 2, o sémen foi submetido aos procedimentos:
centrifugado (SC), centrifugado com Androcoll-E e filtrado por 1& de vidro. Apés 0s
procedimentos de ambos experimentos, as amostras foram mantidas refrigerados a 5°C com 50
x 108 espermatozoides/mL por 48 h. As varidveis mensuradas a fresco e resfriadas por 24 e 48
h foram pH, motilidade, funcionalidade de membrana, viabilidade por diacetato de
carboxifluoresceinae iodeto de propidio (CFDA/PI, vitalidade (Eosina/Nigrosina) e atividade
mitocondrial. J& osmolaridade e morfologia esperméatica foram avaliadas somente
imediatamente ap0s a coleta. No experimento 1, a centrifugacdo para retirada do plasma
seminal resultou em maiores danos aos espermatozoides do que a separacao por sperm filter. A
filtracdo por 14 de vidro mostrou-se mais eficiente em separar celulas viaveis e manter a

viabilidade durante o resfriamento. No experimento 2, os tratamentos com Androcoll-E e
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filtracdo por 1& de vidro foram superiores (P < 0,0001) ao semen centrifugado nos parametros
motilidade, funcionalidade de membrana, atividade mitocondrial e viabilidade, tanto nas
amostras de semen fresco como refrigerado. A técnica de selecdo espermatica com & de vidro

foi eficiente em selecionar células com maior viabilidade para o resfriamento.

Palavras-chave: sémen, equino, 1a de vidro, resfriamento.

ABSTRACT

Separation techniques of seminal plasma (centrifugation and Sperm Filter) and sperm selection
(Androcoll-E and filtration glass wool) were used in 24 ejaculates of 6 stallions. After collection
and separation of the gel fraction samples were diluted 1: 1 with milk powder extender. In
experiment 1, the ejaculates were allocated into control (no spin), centrifugation at 600g x
10min, Sperm Filter and glass wool filtration. In experiment 2, semen was submitted to
centrifugation (SC); centrifuged with Androcoll-E (SCA) and filtered through glass wool
(SGW). Following the treatments in both experiments, samples were kept chilled at 5 ° C to 50
x 108 sperm / ml for 48 h. The variables measured on fresh samples and after cooling were pH,
motility, membrane viability function by 6- carboxyfluoresceindiacetate and propidium iodide
(CFDA/PI), vitality (eosin / nigrosine) and mitochondrial activity. Osmolarity and morphology
were evaluated only immediately after collection. In experiment 1, centrifugation to remove
seminal plasma resulted in greater damage to sperm than separation by sperm filter and
selection by glass wool was more efficient in separating viable cells and maintain viability
during cooling. In experiment 2 Androcoll-E and glass wool treatments results in higher (P
<0.0001) motility, membrane function, mitochondrial activity and viability than semen
centrifuged. Both separation Androcoll- E as for glass wool improved the quality of semen pony
stallions to be preserved for up to 48 hours to 5° C using thinner powdered milk.

Keywords: semen, equine, glass-wool, cooling.
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INTRODUCAO

O uso de sémen resfriado ou congelado na espécie equina vem crescendo como uma
importante biotécnica aplicada ao manejo reprodutivo dessa espécie (Ball et al., 2001). A
expansdo da utilizacdo de equinos de menor porte em atividades ludicas, terapéuticas e
recreativas com criancas fez crescer a demanda nos ultimos anos de péneis. Algumas racas
apresentam producdo espermatica diaria reduzida devido a seu porte (Neves et al., 2006).

As razbes especificas para declinio da viabilidade da célula espermatica durante os
processos de resfriamento e congelamento tem varios fatores envolvidos, dentre eles o estresse
osmotico e oxidativo, alteracdes de pH e osmolaridade que podem ser conseqiiéncia de produtos
toxicos eliminados por células mortas pré-processamento (Ball, 2008). A producéo de espécies
reativas a oxigénio é elevada na presenca de células danificadas pelo processo de
criopreservacao, espermatozoides ndo viaveis, ou com defeitos morfoldgicos dentre as quais se
destacam alteracdes de peca intermediaria (Ball e Vo, 2001). Os danos provocados a membrana
do espermatozoide e as mitocondrias sdo maiores quanto o sémen equino é submetido a
resfriamento ou criopreservagao.

A diminuicdo da atividade mitocondrial do espermatozoide foi verificada em humanos
como causa potencial para elevar a producédo de espécies reativas ao oxigénio (EROS) (Wang
etal., 2003). Estes eventos que provocam alteracdes em todos os componentes celulares podem
levar a morte celular via apoptose ou necrose. Assim, o aumento de células mortas provoca
aumento no efeito cascata da producdo de radicais livres, levando a danos citoplasma e
fragmentacdo do DNA (Sharma e Agarwal, 1996; Agarwal, Saleh e Bedaiwy, 2003).

O uso de diversas técnicas como a retirada do plasma seminal (centrifugacdo e Sperm
Filter®), separacdo espermatica por gradientes de concentracdo (Percoll®, Androcoll-E®), ou
selecdo espermatica em colunas (Glass Wool e Sefadex) buscaram no primeiro caso a
diminuig&o dos efeitos deletérios do plasma seminal durante o resfriamento e, nos demais casos
maior numero de células vidveis apds o processo de criopreservagdo. Estas sdo algumas das
alternativas disponiveis para melhorar a qualidade do semen equino (Sieme et al., 2003;
Alvarenga et al., 2012; Morrell, 2012; Morrell et al., 2016).

Ao comparar os métodos de concentracdo espermatica Alvarenga et al. (2012)
observaram que a centrifugacdo usualmente usada para remover o plasma seminal do sémen de

garanhdes pode induzir lesbes na célula espermaética. Ja a utilizacdo de membrana hidrofilica
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sintética com poros de 2 um (Sperm Filter) é tdo eficiente quanto a centrifugagao convencional,
bem como a centrifugacdo em solucéo coloidal para remocéo do plasma seminal, além deste
ser de melhor aplicabilidade.

Sabe-se que os métodos de filtracdo por 1& de vidro sdo eficazes em separar
espermatozoides com boa motilidade e com maior capacidade ap6s o congelamento. Porém, 0s
dados ainda séo conflitantes quando comparado com a técnica de centrifugacdo coloidal e com
grandes volumes de sémen (Morrell e Rodriguez-Martinez, 2010).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar diferentes técnicas para separacdo do plasma
seminal e para sele¢do espermatica antes do resfriamento a 5 °C sobre a viabilidade do sémen
de garanhdes poneis por 24 e 48 h.

MATERIAL E METODOS

Animais e manejo de coleta

O estudo foi realizado durante a estacdo reprodutiva de 2013, 2014 e 2015 no hemisfério
sul. Seis garanhd@es da raca ponei brasileiro, com idade entre 9 e 13 anos, alimentados uma vez
por dia com aveia e alfafa, pastagem e &gua ad libitum durante todo o dia serviram como
doadores de sémen. Todos garanhdes foram alocados em piquetes e mantidos sob as mesmas
condi¢cdes de manejo para esgotamento das reservas extragonadais, bem como para coleta
regular do ejaculado efetuada duas vezes por semana. Uma fémea em estro serviu de manequim
e a coleta do ejaculado foi conduzida com uma vagina artificial (Hannover Modelo; Minitube,
Tiefenbach, Alemanha). O ejaculado livre da fragdo gel foi mensurada para avaliacdo do
volume, aspecto motilidade total, concentracao, pH e osmolaridade e posteriormente diluido na

proporcdo 1:1 em diluente com leite em pd desnatado (Equidil — UFSM).

Diluente

O diluente Equidil, produzido pelo Laboratério de Embriologia Animal (Embryolab) da
Universidade Federal de Santa Maria ¢ uma modificacdo do diluente Kenney (Kenney, 1975),
composto de 4,99 glicose (Merck 1.08337.1000), leite em pd desnatado (2,49) e dgua destilada

gsp, semm uso de antibioticos

Avaliagéo do sémen



67

Amostras em duplicatas foram retiradas para realizacao do teste de reducédo do Thiazolyl
blue ((3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)) (MTT) (Aziz, Ahlswede
e Enbergs, 2005), hiposmdtico, osmolaridade, pH, morfologia e vitalidade.

A motilidade espermaética foi avaliada de forma subjetiva de acordo com Varner et al
(1989). Aliquotas de 5,0 uL do sémen foram depositadas em lamina sobre laminula, ambas
aquecidas a 38° C. O exame foi realizado por microscopia Optica de contraste de fase (400x)
aquecido (38° C). O total de aproximadamente 200 espermatozoides foram avaliados em
distintos campos da lamina. A proporcao total de espermatozoides moveis foi estimada
imediatamente apds o preparo da amostra a temperatura ambiente, de 20-22° C, bem como apds
a manutencdo a 5° C, por 24 h e 48 h de resfriamento.

Para avaliacdo morfoldgica foi efetuado um esfregaco com 5 pL de sémen distendido
sobre lamina. Apds secagem a amostra foi fixada e corada com solu¢des do corante Spermac
(Minitub do Brasil Porto Alegre, Brasil). Para determinar o percentual de espermatozoides
vivos e mortos, amostras de 5 microlitros de sémen serviram para preparar 0s esfregacos que
foram corados com eosina-nigrosina (Dott e Foster, 1972) (Minitub-Porto Alegre, Brasil).

A técnica de fluorescéncia, para determinar a viabilidade espermatica foi conduzida com
coloracgéo utilizando 6- diacetato de carboxifluoresceina (C504, Sigma-Aldrich) e iodeto de
propidio (P4170, Sigma-Aldrich) (CFDA/PI) (Harrison e Vickers, 1990; Arruda et al., 2002).

A atividade mitocondrial (teste MTT) das amostras de sémen foi avaliada com (3[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetraz6lio) conforme o protocolo de Aziz et al. (2005). A leitura
foi realizada em leitor de microplacas (MR 96A) com uso de um filtro de 540nm.

Os tubos de centrifuga com volume de 50 mL contendo as amostras de sémen foram
resfriados em refrigerador a 5° C. Os tubos foram colocados na posicdo inclinada sobre um
suporte para tubos mantendo a curva de resfriamento de 0,5°C por minuto. Para afericdo da
temperatura na superficie dos tubos utilizou-se um termo higrometro digital (ITHT 2210, S&o
Paulo-Brasil) com cabo fino mantido dentro da cdmara de refrigeracéo.

A cada 24h de resfriamento, os tubos de centrifuga contendo as amostras foram
homogeneizados e uma amostra foi retirada para determinar a motilidade, pH, osmolaridade,
MTT, teste hiposmatico, viabilidade espermatica e teste de vitalidade (eosina/nigrosina).

Para avaliacdo da funcionalidade de membrana espermatica foi utilizado o protocolo
descrito por Lagares et al. (2000), sob contraste de fase em aumento de 400X. A classificacdo

das células espermaéticas foi efetuada de acordo com o protocolo descrito por Neild et al.(2000).
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Experimento 1

Para este estudo 24 ejaculados de garanhGes poneis Raca Brasileira (4
ejaculados/garanhdo) durante a estacdo reprodutiva 2013-2014 serviram para compor o desenho
experimental. Os ejaculados foram distribuidos em quatro fracBes iguais e denominadas de
acordo com o0s grupos estabelecidos para resfriamento: Controle: sémen diluido e néo
centrifugado na concentracdo de 50 x 10° células/mL; sémen diluido centrifugado: a 600 x
g/min durante 10min, sémen diluido separado com Sperm Filter conforme Alvarenga et al.
(2012) e sémen diluido separado por 1& de vidro.

Para confeccdo da coluna de 1& de vidro (Sigma-Aldrich, 20411) seguiu-se a
metodologia descrita por Engel (2001) com modificacdes. A la de vidro (250mg) foi colocada
e comprimida em seringa de 3 mL sem embolo de borracha e na sequencia lavada e esterilizada
a vapor. Previamente ao uso, a coluna de |& de vidro montada e estéril foi lavada com 10 mL
do mesmo diluente utilizado no restante dos processos com o semen. A seguir, a seringa foi
colocada na posicao vertical e o sémen diluido na proporcao 1:1 foi vertido na por¢éo superior
da seringa. Os espermatozoides com viabilidade passam por gravidade pela coluna sendo
depositatos em tubos de 15 mL localizados imediatamente abaixo da seringa.

Apobs o processo de filtracdo o material retido na 18 de vidro foi lavado com 10 mL de
diluente em placa de Petri (15x90mm) para avaliar a concentracdo de células retidas,

motilidade, pH, osmolaridade, teste hiposmaético e a coloracdo supra vital (eosina/nigrosina).

Experimento 2

O experimento foi realizado com 24 ejaculados obtidos de seis garanhfes pbneis da
Raca Brasileira (4 ejaculados/garanhdo) durante a estacdo reprodutiva 2014-2015. A coleta,
avaliacdo e diluicdo do ejaculado foi realizada como descrito no experimento 1. E o sémen foi
distribuido nos tratamentos a seguir:

Sémen centrifugado com Androcoll-E (SCA): Uma aliquota de 15 mL do ejaculado
diluido 1:1 foi depositada sobre 15mL de uma coluna de Androcoll-E (Morrell et al., 2009) em
um tubo de centrifuga de 50mL. Esta amostra foi centrifugada a 300g x 20 min, o sobrenadante
(plasma, diluente e coloide) foi descartado e o pellet ressuspendido em diluente até obter a
concentragéo de 50 x 10° espermatozoides/mL. Apds o ajuste da concentracio a amostra foi

refrigerada a 5° C durante 48 horas.
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Sémen filtrado por 18 de vidro (SFL): uma aliquota de 15ml foi submetida a filtracdo
por gravidade em uma seringa de 10mL contendo 1a de vidro prensada até a marca de 1cc. O
sémen filtrado foi submetido a nova determinacdo da concentracao, sendo que o diluente foi
adicionado a amostra para ajuste da concentragdo a 50 x 10° espermatozoides/mL e refrigerado
a 5° C durante 48 horas.

Sémen centrifugado (SC): 15 mL do sémen diluido 1:1 foi submetido a centrifugacéo a
600g x 10min e logo apds a concentragio foi ajustada para 50 x 10° espermatozoides/mL. As

amostras foram refrigeradas a 5° C durante 48 horas.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (PROC MIXED) com o programa estatistico
SAS 9.3 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA). O modelo estatistico incluiu efeito do garanhao,
tempo de armazenamento e interagdes. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

Paradmetros seminais

O volume médio dos ejaculados foi de 22 + 4 mL e a concentracdo média no ejaculado
foi de 205 + 11.6 x 10° espermatozoides/mL. A motilidade total média dos ejaculados foi de
73,9 + 1,6 %, A morfologia espermatica dos ejaculados foi de 73,7 + 4,2 % de espermatozoides
com morfologia intacta. A osmolaridade foi similar entre os ejaculados e entre os tratamentos.
O pH também foi similar entre os grupos a fresco para os grupos controle (7,52), centrifugado
(7,55), 1& de viro (7,54) e Sperm Filter (7,53) (P = 0.96). Apds 24h de resfriamento o pH néo
diferiu entre os grupos controle (7.25), centrifugado (7.26), 1& de vidro (7,22) e Sperm Filter
(7,14) (P=0.08). Ja nas 48h de resfriamento o pH foi superior no grupo controle (7,87)
comparado ao centrifugado (7,61), 1& de vidro (7,40) e Sperm Filter (7,53) (P < 0.0001).

Experimento 1

Os ejaculados, cujo sémen foi separado com & de vidro apresentaram maior percentual
de celulas integras apds o procedimento de filtragem (p = 0.047). Na Tabela 1 é possivel
verificar que os ejaculados do tratamento 18 de vidro exibiram acima de 60% de células com

defeitos (p < 0.001). Ejaculados cujos espermatozoides foram centrifugados apresentaram
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maior percentual de células com defeitos de cauda apds o processamento, quando comparado
aos ejaculados do grupo controle (ndo centrifugado), Sperm Filter e 1a de vidro (p < 0.05).

A motilidade progressiva na avaliacdo inicial (0 h) foi maior no tratamento com la de
vidro diferindo do grupo controle, centrifugado e Sperm Filter (p = 0,0015). Ao avaliar apés
24h de resfriamento o grupo 1a de vidro permaneceu superior, seguido pelo grupo Sperm Filter
(P = 0,0001). Os ejaculados resfriados por 48 h, ndo centrifugados (controle) e centrifugados
apresentaram diferenca significativamente inferior (p < 0,0001) aos ejaculados tratados com la
de vidro e Sperm Filter (Tabela 2).

O teste hiposmotico revelou maior percentual de espermatozoides com membrana
plasmaética intacta apds resfriamento por 48 h nos ejaculados submetidos a separacdo em Ia de
vidro (Tabela 3). A funcionalidade de membrana reduziu gradativamente com o tempo de
resfriamento em todos os tratamentos.

O teste de atividade mitocondrial (MTT) revelou reducdo da viabilidade espermatica
durante o periodo de resfriamento a 5°C em todos os tratamentos. Os ejaculados submetidos a
separacdo atraves da 1a de vidro apresentaram maior numero de células com atividade
mitocondrial durante o resfriamento (Figura 1). A absorbancia do grupo la de vidro
(0,921+0,04) diferiu (P = 0,0080) dos ejaculados tratados com Sperm Filter (0.850+0.05),
centrifugado (0,833+0.05) e controle (0,777+0,04). Ja na avaliacdo do MTT apds 24h de
resfriamento, os ejaculados tratados com I& de vidro (0,695+0,03) ndo diferiram do Sperm Filter
(0,630+0,04), o qual ndo diferiu do grupo centrifugado (0,579+0,04) e controle (0,556+0,05)
(P =0.0295). Apds, 48 horas de resfriamento a atividade mitocondrial continuou sendo superior
(P =0.0043) para o grupo filtrado por la de vidro (0,513+0,03). Este mesmo parametro avaliado
nos ejaculados tratados com Sperm Filter (0,407+0,02) e centrifugado (0,364+0,02) apresentou
similaridade de resultados e o mesmo ocorreu nos ejaculados centrifugados e controle
(0,299+0.03).

A Tabela 4 apresenta a vitalidade espermatica (Tabela 4) determinada pela coloragao
supra-vital (eosina-nigrosina). Ejaculados que tiveram o plasma seminal separado para

resfriamento pela técnica do Sperm Filter ou que passaram por separa¢do espermatica com la
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de vidro apresentaram maior viabilidade espermatica. Esta diferenca foi verificada tanto a
fresco como apds 24 e 48 h de resfriamento.

Experimento 2

A osmolaridade apds o processamento do sémen foi similar entre os tratamentos
(SC=303,6; SCA=300,4 e SFL=302,5). O pH (médio £ SE) também foi semelhante entre os
tratamentos SC (7,52+0,03), SFL (7,54+0,02) e SCA (7,53+0,02) no sémen fresco (P=0,83),
nas 24 h de resfriamento SC (7,16+0,03), SFL (7,15+0,04) e SCA (7,12+0,05). No entanto, nas
48 h de resfriamento o pH do SC (7,84+0,09) foi superior (P = 0,001) aos SFL (7,49+0,05) e
SCA (7,50,04).

A centrifugacdo com Androcoll E e a separacdo com Ia de vidro resultou em maior
percentual de células normais, bem como reduziram o percentual de células com alteracdes de
cauda (P < 0.0001) (Tabela 5).

Os resultados de motilidade, funcionalidade de membrana (HOST), viabilidade
espermatica (CFDA/PI), atividade mitocondrial (reducdo MTT) e vitalidade espermatica
(Eosina/nigrosina) estdo expressos em médias + SE na tabela 6.

A selecdo espermatica por Androcoll-E e por 1a de vidro foram capazes de manter maior
namero de células vidveis durante o resfriamento. Embora néo diferiram entre si, o tratamento
com Androcoll-E resultou durante o periodo de resfriamento em maior atividade mitocondrial

e viabilidade espermatica.

DISCUSSAO

Este estudo é pioneiro em reunir diferentes técnicas de concentragdo e separacao
espermatica em sémen de garanhdes da raca Ponei Brasileiro.

O uso da centrifugacdo para concentragdo e remocdo do plasma seminal para
resfriamento do sémen equino tem sido amplamente discutido em estudos evidenciando que o
uso de baixa velocidade ndo afeta a qualidade espermatica (Brinsko, Crockett e Squires, 2000;
Raphael et al., 2008). Na literatura também é possivel identificar estudos que atribuem efeitos
deletérios a membrana do espermatozoide, ou perda no sobrenadante (Martin, Klug e Gunzel,
1979; Jasko, Moran, et al., 1991; Dell’aqua Jr. et al., 2001; Keller et al., 2001), bem como
interacGes com diluente (Ferrer et al., 2012). A andlise dos resultados obtidos evidencia que a
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centrifugacdo do semen sem o uso de coloides pode provocar danos a célula espermatica
corroborando outros estudos (Sieme et al., 2003). No entanto, estes fatores devem ser
considerado sempre levando em conta o diluente utilizado na dilui¢do do ejaculado para realizar
a centrifugacédo (Len et al., 2010), pois usando diluente INRA-96 nao foi observado nenhum
efeito negativo.

O Sperm Filter (Alvarenga et al., 2012) se caracteriza por ser uma técnica eficiente na
concentracdo espermatica e por remover o plasma seminal sem causar danos as células. Esta
afirmacéo foi corroborada por Ramires Neto et al. (2013) (Ramires Neto et al., 2013) que ao
conduzir a avaliacdo do semen equino seprado por Sperm Filter foi mais eficaz em manter a
viabilidade do semen refrigerado de forma semelhante a centrifugacdo convencional, com a
vantagem de aumentar o numero de espermatozoides recupaerados.

O aumento de alteracBes no semen equino foram associados com a diminuicdo da
fertilidade (Jasko, Little, et al., 1991). O maior nimero de espermatozoides viaveis e intactos
apos a filtracdo por 14 de vidro de semen bovino congelado resultou em melhor capacidade
fecundante in vitro (Lee et al., 2009) .

No estudo desenvolvido por Alvarenga et al. (2012) o uso do Sperm Filter®
e a técnica de centrifugacdo com col6ide foram igualmente eficientes, assim como a
centrifugacdo para a remocdo do plasma seminal do sémen dos garanhdes. O Sperm Filter
apresenta vantagens, pois promove menos danos para a membrana plasmatica quando
comparado a centrifugacdo. Adicionalmente, reduz o crescimento bacteriano no sémen e € mais
pratico no campo, pois dispensa o uso de uma centrifuga.

Os resultados obtidos no experimento 1 demonstraram que a centrifugagao néo foi capaz
de aumentar a motilidade dos espermatozoides quando comparado ao grupo controle e inferior
ao semen submetido a remocédo do plasma através do Sperm Filter e da separacdo de células
por L& de vidro. Além disso a separagdo com Sperm Filter promove menores alteragdes nas
células, enquanto a centrifugacdo aumentou o percentual de células com danos a cauda. Estes
achados corroboram estudos de Alvarenga et al (2012) e Dell Aqua et al (2001).

A atividade mitocondrial foi reduzida em todos os tratamentos no decorrer do periodo
de resfriamento. No entanto, os ejaculados centrifugados e nao centrifugados (controle)
demonstraram desempenho inferior nos parametros avaliados quando comparados aos grupos
Sperm Filter e L& de vidro, os quais apresentaram maior funcionalidade de membrana (HOST)

e atividade mitocondrial.
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No experimento 2, a centrifugacgéo utilizando Androcoll-E ou a separagéo por 1& de vidro
mostraram ser mais eficientes do que a centrifugacdo convencional. Apresentando maior
namero de células normais, maior atividade mitocondrial e maior viabilidade. O uso da
centrifugacdo com coldide como o Androcol-E tem sido amplamente pesquisado e excelentes
resultados ja foram obtidos para selecdo de espermatozoides tanto antes, quanto apds a
preservacdo do semen equino (Johannisson et al., 2009; Morrell et al., 2009; Morrell, J. et al.,
2011; Morrell, J. M. et al., 2011; Costa et al., 2012; Macias-Garcia et al., 2012). A obtencéo de
parametros semelhantes entre a centrifugacdo com Ia de vidro e Androcol-E denota que ambas
as técnicas podem ser utilizadas previamente ao resfriamento do semen de garanhdes poneis. O
maior nimero de espermatozoides integros selecionados através da separacao por |a de vidro e
Androcoll-E pode ser atribuido como fator para maior a atividade mitocondrial durante o
periodo de resfriamento tanto por 24h quanto 48h. Constatacdo similar foi relatada por (Samper
e Crabo, 1993) ao afirmar que a filtracdo espermatica pode aumentar o nimero de
espermatozoides intactos e apresentar boa correlacdo com fertilidade.

A literatura indica que as mitocdndrias do espermatozoide equino sdo mais sensiveis a
alteracbes osmaticas que a membrana plasmatica (Garcia et al., 2011). Portanto, selecionar
espermatozoides com maior atividade mitocondrial pode ter relagdo com maior suporte ao frio.
Sabe-se que garanhdes bons e maus congeladores diferem em niveis de espécies reativas ao
oxigénio (EROS) ap0s a criopreservacdo e nao tem qualquer relagdo com danos provocados ao
DNA do nucleo, por sua vez a melhor resisténcia a criopreservacdo € vista em espermatozoides
com maior potencial mitocondrial (Yeste et al., 2015). O teste de MTT descrito por Aziz et al.
(2005) e utilizado nesta pesquisa é um ensaio colorimétrico confidvel para avaliar a viabilidade
espermaética e atividade mitocondrial em equinos.

A selecdo de espermatozoides pela filtracdo em fibras de vidro ja foi atribuida como
passivel de contaminag&o por debris da |& de vidro e promover alteragcdes de pH e osmolaridade
do meio (Morrell, 2012). Neste estudo estas alteraces ndo foram verificadas. Adicionalmente,
os resultados obtidos com 1a de vidro s&o tambeém promissores, pois ja foram relatados em
outras espécies (Johnson e Garvin, 1959; Paulson e Polakoski, 1977; Arzondo et al., 2012).

A filtracdo por gravidade em 14 de vidro foi utilizada por Arzondo et al. (2012) em
semen bovino congelado. Os autores afirmam que a técnica é rapida, simples, de baixo custo,
altamente eficaz para isolar espermatozoides e enriquecer a populacéo de gametas disponiveis

e viaveis tornando-a uma ferramenta til para tecnologias de reproducéo assistida.
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Resta ainda esclarecer se 0s espermatozoides selecionados por gravidade com I& de
vidro submetidos a refrigeracéo a 5° C e criopreservados a -196° C apresentam alta viabilidade

apos a criopreservagao.

CONCLUSOES

A técnica de separacdo do plasma seminal com o Sperm Filter permite concentrar
espermatozoides sem danos comparado a centrifugacdo. L& de vidro e Androcoll-E foram
equivalentes em selecionar espermatozoides com maior viabilidade e atividade mitocondrial e

capacidade de suportar o resfriamento.
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Tabela 1: Percentual médio (£+SE) de alteracOes e espermatozoides intactos em esfregacos

corados com corante Spermac em 24 ejaculados de seis garanhdes poneis da raga Brasileira

pré-resfriamento (Oh), submetidos a quatro distintos tratamentos.

Peca
Acrossoma Cabeca intermediaria Cauda Intactos

Tratamentos (%) (%) (%) (%) (%)
Controle  1,43+0,31* 2,2+0,28° 231+0,37%  14,13+0,76' 78,39 +0,97°
Centrifugado 2,16 + 0,39 3,07 £0,39° 2,92 +0,39° 19,43 +1,17¢  72,4+1,51°
LAdevidro 0,80+0,17° 1,62 +0,322 114 +0,21° 778+0,99° 88,63+ 1,222
Sperm Filter 1,52 +0,28% 2,55+ 0,24¢ 1,99 +0,3° 14,05+ 0,92 79,87 + 0,99°

Valor de P 0,0296 0.0055 0.0004 <0.0001 < 0,0001

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p < 0.05) entre 0s grupos.

Tabela 2: Percentual médio de motilidade total (+SE) subjetiva de vinte e quatro ejaculados de

seis garanhdes poneis da raca Brasileira submetidos a avaliacdo imediata apds processamento

(Oh), resfriados por 24 he 48 ha5° C.

Controle Centrifugado Sperm L& de vidro Valor de

Tempo Filter P
Fresco 70,0+2,8°  71,1+278" 73,8+3,14° 822+19? 0,0015
24 h 351+281° 392+24b° 433+24° 516212 0,0001
48 h 16,38 +2,8° 18,33+2,94° 25042028 272+19° <0,001

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca entre os grupos (p < 0.05).



79

Tabela 3: Valores médios (+SE) da funcionalidade de membrana determinado pelo teste
hiposmotico em 24 ejaculados de seis garanhdes pdneis da raca Brasileira resfriados por 24 h

ou 48 h a 5" C em diluente com leite em p6 desnatado na dose de 50 x 10 espermatozoides/mL.

Tempo Controle  Centrifugado Sperm Filter La de Valor de P
Semen nao
centrifugado

Fresco 66,6 £+3,0° 69,1+31° 70,7+22" 762+272 0,0011

vidro

24 h A1, 7+27° 442+19° 449+19% 482+27° 0.0197
48 h 212+32° 246+13° 256+24° 318+222 0,0008

Letras diferentes numa mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Tabela 4: Valores médios (+SE) da viabilidade espermatica determinados pelo teste
Eosina/Nigrosina em 24 ejaculados de seis garanhfes pbneis da raca Brasileira resfriados a 5°
C em diluente com leite em po desnatado (Equidil/lUFSM) na dose de 50 x 108

espermatozoides/mL.

Tempo Controle  Centrifugado Sperm L& de vidro Valor de
Filter P
Fresco 56,125 554+24° 574+26° 644+19° 0,0071
24 h 35,0+24° 34,7+ 35° 36,827 418+25° 0,0278
48 h 19,55 + 18,2+ 2,8P 240+22%  273+23? 0,0431
2,3

Letras diferentes numa mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05).



80

Tabela 5: Percentual médio (+SE) de alteragBes e espermatozoides intactos (normais)
visualizados em esfregacos corados com corante Spermac em 24 ejaculados de seis garanhdes

poneis ap6s processamento na hora inicial (Oh) pré-resfriamento submetidos a selecdo por
centrifugacdo, Androcoll E ou por 1a de vidro.

Peca
intermediari
Acrossoma Cabeca a Cauda Intactos
Tratamentos (%) (%) (%) (%) (%)
Sémen 19,87 £
_ 1,24+0,190 2,73+0,36* 1,6+0,25° 78,39 + 0,97°
centrifugado 1,132

Androcoll-E  0,65+0,12° 1,41+0,29° 0,91+0,13* 952+0,89° 86,6+ 1,12
Sémen

filtradoem  0,71+0,14° 16+0,38° 14+0,34° 91+081" 86,8+ 1,28

l1a de vidro

Valor de P 0,02 0.03 0.22 <0.0001 < 0,0001

Letras diferentes numa mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Tabela 6. Médias (£SE) de motilidade progressiva, teste hiposmotico, absorbancia de MTT,
viabilidade e vitalidade espermética em ejaculados na zero (inicial), 24 e 48 horas ap0os
resfriamento a 5°C submetidos a selecéo por centrifugacdo, Androcoll-E ou por 1 de vidro.

Tratamentos
Tempo Centr(;fugad Androcoll-E L& de vidro Valor de P
Motilidade total (%)
0 (inicial) 63,3+ 2.1b 80,0 £ 2.9a 80,5+ 2,2a <0.0001
24 h 36,6 + 2.5b 43.0 £ 2.9a 46,2 + 2,4a 0.0022
48 h 16,2 £ 2.6b 24,3 +2.4a 27,0 £2,1a 0.0001
Teste hiposmotico (%)
0 (inicial) 63,9+ 3,2b 72,6 +1,7a 74,2 +22a <0.001
24 h 38,6 + 2.6b 43,6 + 2,1ab 48,4 + 2,3c 0.008
48 h 22,3+ 1,7b 28,4 +2,1a 28,9+ 19a 0.034
MTT absorbance (nm)
0 (inicial) 0,692 +0,03b 0,885+ 0,04a 0,873 £ 0,04a 0.005
24 h 0.569 £ 0,04b 0,683 £ 0,04a 0,656 + 0,03a 0.04
48 h 0,377 +0,03b 0.504+£0,03a 0,490 = 0,02a 0.0276
CFDA/PI (%)
0 (inicial)  57,8+2,0b 66,85 + 1.9a 65,4 + 2.6a <0.0001
24 h 30,9+2,3b 45,35 £ 2.6a 43,0 £ 3,1a <0.0001
48 h 17,4 £2,6b 34,0+ 1,6a 29,9+ 3,2a 0.0001
Vitalidade espermatica/Eosina/Nigrosina (%o)

0 (inicial) 48,6 = 1,65b 62,7 £2,1a 62,8 +1,8a <0.0001
24 h 31,5+ 1,5b 43,0+ 2,2a 38,5+ 2,5a 0.0002
48 h 16,1+ 2,1c 37,6 +2,1a 21,5+2,2b 0.04

Letras diferentes numa mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 1: Atividade mitocondrial avaliada pela reducdo de MTT em amostras de sémen de

garanhd@es poneis refrigeradas a 5 °C durante 48 h.
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5- CONCLUSOES

A técnica de selecdo espermatica por 18 de vidro permite selecionar células com maior
viabilidade para o resfriamento.

A técnica de selecdo por la de vidro reteve células com alteracdes morfologicas de cauda
e perda minima de células viaveis.

A separacdo dos espermatozoides de garanhGes péneis do plasma seminal pré-
resfriamento com Sperm Filter foi possivel aumentam a viabilidade do sémen resfriado por até
48h a 5°C quando comparado a sémen ndo separado ou centrifugado.

A selecdo espermatica por 1a de vidro e Androcoll-E foram equivalentes em selecionar

espermatozoides com maior viabilidade e capacidade de suportar o resfriamento.
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Two techniques of sperm concentration |cenurifugation or filiering) and sperm separation technigue with glass wool were applied to the sperm
samples collected from 3 pony smallions (& ejaculates; 2 fron cach stallion). Ejaculates were extended 1o a final concentration of 50 x
10" spermatazoaml. ' using a nonfat dry milk-hased extender and evaluations occurred at 24, 48, and 72 h after immediate gjaculate dilution
and conling. Each stallion was considered as a block_ and semen from each stallion was assigned to 4 treatrents: Group A cantrol b extended semen
alome, Group B: extended-centmfuged semen; Group Ot extended-sperm filiered semen: Group D extended-glass wool-separated semen. All groups
were tested for pH, osmalanty, matlity, merphalogy, membrane fumctionality (hypesmetich, and cell viabiliy (MTT assay). The expenmental
design was performed using a split-plot mode|. Data analvsis ot the level of 3% was performed using ANOV A and Banferroni as post-hoe test. Data
arc presemed as mean £ standard error. Group D had the highest rate of viable cells (P < 0.05 ) after the separation procedure {Table 11 Group B had a
higher percentage of cells with tail defects after processing compared with the controls and Groups A, C,and DR < 00055 Mare than 60% of the cells
retuined an the filter showed defects {7 < 0,001, Progressive motility was greater in group Dag 0, 23, and 48 b {5 < 0.03), Seventy-twa hours after
cooling, matility in groups A and B was lower than in Group D (P < 001 . Group D showed 8 higher number of cells with mitochondrial activity
during the cooling period. In conclusion, the technigue of sperm selection by gravity wsang a glass wool fier resalied inan increased number of viable
sperms after cooling pany semen for 24, 48, and 72 h.
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Tabkle 1. EfMect of sperm conceniration amd separation technigues on mean = standard erver percent of intact sperm from 3 stallions penies
{2 ejmculates’pony) staimed with cosin=nigrosin

Morphology chamacteristic Ejaculate (%] Camtrol (%) Centrifisgate (%) Sperm filler (%l Gilass wool (%) Pwalue
Acrusmme 157405 1454037 1.2340.1] LIT 4049 E] =005
Head 7914 254 G412 = 366 151 4+381 342062 =005
Mudpiecs LESE N E 405+ 143 Iz EXER ¥ LT =245 =005
Tal 0Es £ 20017 ERE RS 6.97 £ 2.99" 363 £ 303 1.05 £ 075 <005
Irtact cell R4 43 L3117 §2.724: 2.8 BOE & 3760 B350 % 2 34° 93,76+ 315" <005

Aboormal cell leF21” 17.28 £4.1" 199527 1641 £0.8 THLEIE =003




