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Avaliacao dos marcadores de apoptose e cinética espermatica no ejaculado de garanhdes
Evaluation of markers of apoptosis and the kinetics sperm in the ejaculate of stallions
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Resumo

O trabalho objetivou avaliar a qualidade seminal por meio da cinética espermatica e verificar a presenca
de marcadores de apoptose no ejaculado de garanhdes. Assim, trés ejaculados de seis diferentes garanhfes foram
avaliados, com auxilio do método CASA, em relagdo ao indice de translocacéo de fosfolipideos de membrana
(ITPS), a ativagcdo de caspase (lcasp) e ao indice de fragmentacdo de DNA (IDF) com microscopia de
epifluorescéncia as zero, trés, seis e 12 horas. Foi realizada ANOVA, contrastes entre médias pelo método
Tukey, com nivel de significancia P < 0,05. Os parametros avaliados pelo CASA que apresentaram diferengas
em todos os momentos avaliados foram: motilidades total e progressiva, nimero de espermatozoides rapidos e
velocidade linear; ja para os marcadores de apoptose, apenas o IDF apresentou diferencas entre 0s momentos
zero, seis e 12 horas.

Palavras-chave: apoptose, garanhao, sémen.
Abstract

The study aimed to evaluate the semen quality through the kinetic sperm and verify the presence of
markers of apoptosis in the ejaculate of stallions. Thus, three different ejaculates from six stallions were
evaluated by CASA, index of translocation of membrane phospholipids (ITPS), activation of caspase (Icasp) and
DNA fragmentation index (DFI) by epifluorescence microscopy at 0, 3, 6 and 12 h. ANOVA was performed and
contrasts between means by Tukey method, with significance level P < 0.05. The parameters evaluated by CASA
that showed differences at all times evaluated were: total and progressive sperm motility, sperm count fast and
linear velocity, as for markers of apoptosis only the IDF showed differences between times 0, 6 and 12 h.
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Introducdo

A apoptose é caracterizada por distintas mudancas estruturais e bioquimicas nas células, incluindo a
agregacdo da cromatina, condensacdo citoplasmatica e mudangas nas membranas nucleares e citoplasmaticas
(Willians e Smith, 1993). No final do processo, o nicleo é fragmentado e todos os debris celulares sao
denominados corpos apoptoticos. Esses corpos sdo dispersos nos espagos intercelulares e extrudados dos tecidos.
Tal evento tem sido demonstrado por uma variedade de células (Wyllie et al., 1980; Wyllie, 1997).

Durante o inicio da apoptose, a fosfatidilserina, normalmente presente no interior da membrana das
células saudaveis, é translocada e exposta no exterior. Esse distlrbio progressivamente pode levar a lesdo de
membrana (Martin et al., 1995). Foi demonstrado que a translocacdo de fosfatidilserina pode ser utilizada como
uma marcacao de deterioracdo precoce da membrana de espermatozoides congelados-descongelados de humanos
(Duru et al., 2001) e de bovinos (Anzar et al., 2002).

Alguns autores tém demonstrado a existéncia de caspase-dependente no percurso para a apoptose no
ejaculado de homens (Said et al., 2004; Marchetti e Marchetti, 2005). Essas enzimas sdo consideradas como as
maiores transdutoras e efetoras dentro dos diferentes percursos de sinalizacdo de apoptose em células somaticas.
Elas pertencem a familia de proteases altamente especificas, as quais contém o aminoacido cisteina em seus
sitios ativos (Paash et al., 2004). De um ponto de vista funcional, as caspases envolvidas na acdo da apoptose
podem ser classificadas como iniciadoras (caspases 8, 9, e 10) ou efetoras (caspases 3, 6 e 7; Brantton et al.,
2000).

A analise da estrutura da cromatina do espermatozoide é o método que mais se correlaciona com a
fertilidade. Esse teste avalia a susceptibilidade do DNA do espermatozoide & desnaturacgéo; assim, a habilidade
do DNA do espermatozoide para manter a dupla fita é determinada pela exposi¢do ao ambiente acido, podendo
ser utilizado para avaliar a integridade do DNA no sémen fresco, resfriado ou congelado (Love, 2005).
Normalmente, alguns garanhes que exibem elevacdo do nimero de DNA comprometido em sémen fresco
também tém uma acelerada queda da qualidade do DNA quando o sémen ¢é resfriado ou estocado por longo
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tempo (Love et al., 2002).

Tais alteragdes resultam em uma diminuicdo da longevidade da célula espermatica no trato reprodutivo
da fémea. Esse fato é especialmente problematico em espécies como a equina, que apresenta um periodo de estro
longo e que requer um cuidado maior na determinacdo da ovulacdo e da melhor hora para a inseminagéo
(Ortega-Ferrusola et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de marcadores de apoptose no ejaculado de garanhdes
em diferentes periodos de avaliagdo, em conjunto com a cinética espermatica.

Material e Métodos

Utilizaram-se trés ejaculados de seis diferentes garanhdes. Os ejaculados foram colhidos por meio de
vagina artificial. Ap6s a colheita, o ejaculado foi filtrado para a retirada do gel, acondicionado em tubos de
centrifuga, mantido em temperatura ambiente (25°C) e analisado as zero, trés, seis e 12 horas apo6s a colheita.

As andlises da cinética espermatica foram avaliadas por meio do HAMILTON THORNE RESEARCH
—1VOS 12 (CASA), para mensuragdo da motilidade espermatica total (MT), motilidade espermatica progressiva
(MP), velocidade de trajeto (VAP), velocidade linear (VSL), velocidade curvilinear (VCL) e porcentagem de
espermatozoides com movimento rapido (RAP).

As andlises do indice de translocacdo de fosfolipideos de membrana (ITPS), do indice de caspases
ativadas (ICasp) e do indice de fragmentacdo de DNA (IDF) foram efetuadas em microscépio de
epifluorescéncia (Leica, Alemanha) com aumento de 1000x. De cada amostra foram examinadas 200 células
espermaticas.

Para a avaliagdo do ITPS, foi utilizado o kit anexina V-FITC kit Il de apoptose (556570; BD Bioscience
Pharmingen) de acordo com as recomendacdes do laboratério. Assim, aliquotas de sémen foram diluidas em
solucdo tampdo de anexina V (10 mM Hepes/NaOH - pH 7,4 — 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,) a uma
concentracdo de 1 x 10° espermatozoides/mL. Um volume de 100 uL (concentracdo final de 1 x 10°) desta
amostra foi colocado em um microtubo tipo eppendorf e, entdo, acrescido de 5 pL de anexina V-FITC e 5 uL de
IP (50 pg/mL), homogeneizada e incubada por 15 minutos. Os diferentes padrdes de células encontrados durante
a analise foram classificados em células vidveis (anexina e iodeto de propideo negativos; An-/Pl-); células
viaveis com translocacdo de fosfatidilserina (anexina positiva e iodeto de propideo negativo; AN+/PI-); células
lesadas com translocacdo de fosfatidilserina (anexina e iodeto de propideo positivos; An+/Pl+) e células mortas
(anexina negativa e iodeto de propideo positivo; An-/PI+). O indice de translocacdo de fosfatidilserina foi
calculado com base na relagéo entre as células vidveis com translocacdo (AN+/PI-) e o total de células integras
(PI-; Ricci et al., 2002).

A associacdo de FITC-VAD-FMK (G7462, Promega) foi utilizada como marcador in situ do ICasp. O
protocolo empregado foi de acordo com o fabricante; assim, em 1 mL de uma solu¢do de PBS com 1 x 10°
espermatozoides foi adicionado 1 pL de FITC-VAD-FMK a 5mM, e, em seguida, ela foi homogeneizada e
incubada em temperatura ambiente ao abrigo da luz por 20 minutos. Apds a incubacdo, essa solugdo foi lavada
(200 x g/5min) e ressuspendida em PBS com a concentracdo inicial e, entdo, foram adicionados 5 pL de IP (50
pg/mL). Decorridos cinco minutos, foi feita a leitura. Os diferentes padrdes de células encontrados durante a
andlise foram classificados em células vidveis (caspase e iodeto de propideo negativos; Casp-/Pl-); células
viaveis caspase ativada (caspase positiva e iodeto de propideo negativo; Casp+/Pl-); células lesadas com caspase
ativada (caspase e iodeto de propideo positivos; Casp+/Pl+) e células mortas (caspase negativa e iodeto de
propideo positivo; Casp-/Pl+). O indice de ativagdo de caspase (ICasp) foi calculado com base na relacdo entre
as células vidveis com caspase ativada (Casp+/Pl-) e o total de células integras (PI-).

Para a avaliacdo do IDF, foi realizado o teste de acridine orange de acordo com Unanian (2000). A
amostra de sémen foi lavada trés vezes a 700 x g por trés minutos em 2 mL de TALP. O pellet formado foi
ressuspendido com TALP para uma concentracéo de 50 x 10° espermatozoides/mL. Desta solugéo foi preparado
um esfregago, o qual foi seco em temperatura ambiente por 60 minutos. O esfregaco foi imerso em solucéo
Carnoy (trés partes de metanol para uma parte de acido acético) para fixagdo durante 12 horas. A lamina seca em
temperatura ambiente era posteriormente coberta com 3 mL da solugéo de acridine orange (10 mL de solucgéo de
acridine orange 1 pg/mL + 40mL de solucdo de &cido citrico 0,1M + 2,5 mL de solucdo de fosfato dissddico
0,3M; pH = 2-3), ficando por cinco minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz. O esfregaco foi lavado
com cuidado em agua destilada e, antes de secar completamente, coberto com laminula.

Para a andlise estatistica, utilizou-se o programa SAS, sendo calculado as médias (X) e desvio- padréo
(DP) para todos os parametros avaliados. Para andlise das variaveis entre os tempos estudados utilizou-se
ANOVA e contrastes entre médias pelo método de Tukey, com nivel de significancia P < 0,05.

Resultados

De acordo com os resultados apresentados (Tab. 1), as principais diferencas ocorreram para motilidade
total, progressiva, rapidos e VSL. Entretanto, a zero hora, a VAP apresentou valores superiores em relagdo aos
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momentos seis e 12 horas, mas semelhantes as trés horas; este também foi semelhante as seis horas e superior as
12 horas; e 12 horas foi diferente de seis horas. Para o parametro de VCL, o momento 12 horas foi inferior aos
momentos zero, trés, e seis horas, enquanto estes foram semelhantes entre si.

Tabela 1. Valores médios e desvio-padrdo dos parametros de movimento espermatico obtidos apds analise
computadorizada do movimento espermatico as zero, trés, seis e 12 horas apés a colheita de trés ejaculados de
seis garanhdes.

Oh 3h 6h 12h
MT 777 +7,7° 63,5 + 14,3 39,3 +16,1° 48+58
MP 31,5+5/1° 17,8 +6,2° 93+5,1° 1,2 +1,4°
RAP 62,4 +12,5° 46,3+ 16,9 25,8 +14,2° 1,9+ 3¢
VAP 120,4 + 16,3 110,9 + 23,4 94,9 +24,1° 76,5+ 18,1°
VSL 91,4 +9,9° 774 +13,9° 66,1 + 13,2° 54,9 + 10,5
VCL 207,2 + 32,1 202,2 +37,7° 179,2 + 44° 141,3 + 40°

MT=motilidade espermatica total (%); MP=motilidade espermatica progressiva (%); VAP=velocidade de trajeto
(um/s); VSL=velocidade linear (um/s); VCL=velocidade curvilinear (um/s); RAP=espermatozoides com
movimento rapido (%). Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si, P < 0,05.

Para os indices de apoptose avaliados (ITPS, ICasp e IDF), os resultados foram apresentados na Tab. 2.
Em relacdo ao ITPS e ICasp, ndo houve diferenca entre os tempos estudados. No entanto, para o IDF, o
momento zero hora foi inferior aos momentos seis e 12 horas, enquanto trés horas foi semelhante a todos.

Tabela 2. Valores médios e desvio-padrdo dos parametros avaliados por microscopia de epifluorescéncia para
indice de translocacédo de fosfolipideos de membrana (ITPS), indice de ativacdo de caspase (ICasp) e indice de
fragmentacdo de DNA (IDF) obtidos as zero, trés, seis e 12 horas apés a colheita de trés ejaculados de seis
garanhdes.

Oh 3h 6h 12h
ITPS 425+124 479+148  521+174  388+39
ICasp 37+139 44+143  495+178  37,3+421
IDF 6,5+3,1° 10,6 + 5.2 11,8 +4,5° 14 +55°

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente, P < 0,05.
Discussao

De acordo com os resutados, houve diminui¢do da qualidade espermética no decorrer do tempo de
acordo com os parametros de MT, MP e rapidos. Os pardmetros espermaticos inerentes a caracteristica do trajeto
e as oscilacbes durante a movimentagdo da célula espermatica ndo diferiram, portanto ndo se mostraram
varidveis interessantes para serem investigadas durante a analise.

A presenca de marcadores apoptéticos em células espermaticas maduras é explicada por uma variedade
de teorias, entre elas a teoria da apoptose abortiva. Isto, em parte, explica a coexisténcia de marcadores tanto da
fragmentacdo de DNA quanto da apoptose em espermatozoide do ejaculado, mostrando, desse modo, uma falha
na eliminacdo de espermatozoides defeituosos durante a espermatogénese (Sakkas et al., 1999). Esses
marcadores tém sido estudados predominantemente em homens com problemas de fertilidade. Assim, para
células esperméaticas maduras, foi proposto o0 modelo de morte induzida, em que alteragbes enddcrinas levam a
secrecdo do ligante do receptor de morte Fas (FasL) pelas células de Sertoli (Bustamante Filho et al., 2005). O
receptor Fas é uma proteina de superficie celular que pertence a familia dos receptores TNF (tumor necrosis
factor) e NGF (nerve growth factor). O sinal apopt6tico induzido por Fas é iniciado quando um ligante de Fas se
une ao receptor, o que dispara uma via iniciada por caspase-8, que culminard com a ativacao de caspases -3, -6, e
-7, envolvidas com a fragmentacdo de DNA, inibicdo do reparo cromossémico, translocacdo de fosfolipideos de
membrana e fragmentacao celular (Thornberry e Lazebnik, 1998; Paasch et al., 2004).

O teste utilizado para determinar o ICasp ndo apresenta especificidade para estabelecer as diferentes
caspases; sendo assim, determinou tanto as caspases indutoras quanto as efetoras, que se apresentam em
momentos diferentes da cascata apoptotica. Isso pode ser a explicagdo para ndo terem ocorrido diferengas entre
os tempos avaliados. Weng et al. (2001) observaram ativagdo de caspase-3 na peca intermediaria do
espermatozoide, juntamente com fragmentagdo de DNA em sémen de baixa motilidade em homens inférteis e
constataram que alteracBes na polarizagdo da membrana mitocondrial estdo envolvidas na formagdo do
apoptossomo, responsavel pela ativacdo da caspase-3. Uma explicacdo poderia ser a de que a fase de execucao
da apoptose envolveu a ativagdo de outras caspases (que ndo a caspase-3) que sdo detectadas pelo kit FITC-
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VAD-FMK ,assim pode-se especular que as caspases iniciadoras (como caspases-8 e -10), as quais sdo ativadas
por receptores ligados a morte, é que estdo envolvidas na apoptose do espermatozoide maduro (Sakkas et al.,
1999).

No presente estudo, ndo foram constatadas diferencas para ITPS nos diferentes momentos estudados, o
gue sugere que talvez este ndo seja 0 método ideal para a andlise da apoptose espermatica no ejaculado, pois
alteragdes da membrana plasmatica, como a translocagdo da fosfadilserina, podem ocorrer sem que seja um
evento da cascata apoptdtica. Apenas trabalhos sobre criopreservacdo de bovinos mostraram aumento da taxa de
translocacdo de PS (Anzar et al., 2002). Isso pode ser explicado pela sensibilidade ao estresse térmico. O
significado funcional do ITPS permanece ainda obscuro, entretanto ndo é provavel que essas células com tais
caracteristicas sejam completamente competentes (Duru et al., 2001), revelando, assim, a presenca de células
danificadas em amostras de sémen, as quais poderiam ter sido avaliadas como células normais em uma andlise
convencional (Anzar et al., 2002).

Nos estudos em humanos e equinos, observa-se correlacdo negativa entre fertilidade e integridade de
DNA (Morrell et al., 2008). Assim, a concepcdo depende, entre outros fatores, da habilidade da cromatina
espermatica previamente condensada em se descondensar e formar o prondcleo masculino durante a interagao
com o ovocito (Madrid-Bury et al., 2005). A fragmentacdo do DNA gendmico é considerada um dos marcadores
da apoptose, conhecida como a forma mais comum de morte das células eucaritticas (Donnelly et al., 2000). Isso
pode alterar a capacidade fecundante dessas células ou, em etapas mais tardias, alterar o desenvolvimento
embrionario, provocando casos de abortamento ou fetos com defeitos congénitos (Henkel et al., 2004). Em outro
estudo, o IFD analisado em sémen fresco aumentou ao longo do tempo, com variagdo entre espécies e entre
individuos da mesma espécie (Gosalvez et al., 2008). O mesmo resultado foi observado no presente estudo,
mostranto que os indices de fragmantacdo de DNA no ejaculado aumentaram no decorrer do tempo.

Entre os pardmetros da cinética espermatica avaliados pelo CASA, as motilidades total e progressiva e o
nimero de espermatozoides rapidos em uma amostra sdo os indices que mais marcaram a qualidade espermatica
de acordo com o tempo. Quanto aos marcadores de apoptose, o IDF foi o que apresentou diferencas nos
diferentes momentos avaliados, sendo o que melhor avaliou a taxa de apoptose no ejaculado de garanhdes.
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