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Resumo:Este ensaio foi realizando para avaliar o uso ddaofluorescentes isoladas na avaliacao de
sémen criopreservado bubalino. Foram usadas asasoB8WBR-14 e H342 para avaliacdo de
integridade de membrana plasmatica e MITO paraiegZd do potencial mitocondrial. Apds
descongelamento e ressuspensao celular, uma aligeotada amostra seminal foi submetida ao
congelamento rapido em nitrogénio liquidibagh-frozen), originando trés tipos de subamostras
(n=18): controle (C), controle+flash-frozen (CF)lash-frozen (FF). A capacidade de deteccéo de
injarias foi avaliada e o método SYBR-14 foi conguhy ao teste hiposmoético (HOS). A analise foi
realizada por ANOVA, seguida do teste de Tukey (B50 Concluiu-se que as sondas de
epifluorescéncia podem ser usadas na avaliaga@rdensbubalino, com destaque para SYBR-14 e

MITO. A SYBR-14 foi mais sensivel que HOS para arak integridade de membrana plasmatica.
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Introducéo

A criopreservacdo seminal € uma ferramenta fundtahpara a reproducéo assistida. Contudo,
sua eficiéncia é parcial, pois parte dos espermmez sofre algum tipo de injuria durante os
processos de congelacédo e/ou descongelacédo. Qamsideo valor bioldgico e econdmico do sémen,
€ importante avaliar os danos impostos pela crsgpvacao, que podem levar a diminuicdo de células
viaveis, aquelas que tém morfologia, atividade bwiea e membranas plasmaticas normais
(ARRUDA, 2011). Como o potencial de fertilizacdopdede da integridade e funcionalidade de
diferentes estruturas espermaticas, o desenvolwintEnum anico teste laboratorial para determinar a
fertilidade seminal se torna dificil (GARCIA, 200%esse sentido, os corantes fluorescentes (sondas
epifluorescentes ou fluorocromos) sdo indicadomssiseis e especificos da condicdo subcelular,
podendo ser aplicados para mensurar alteracoesueais e metabodlicas no interior das células.
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Desse modo, o uso de sondas para avaliar a indegrith membrana plasmatica, como o SYBR-
14, é relevante. Esse fluorocromo tem especifigidad DNA, atravessa a membrana plasmatica
integra e cora o nucleo dos espermatozoides ene Vo sido usado em associagcdo com o iodeto
de propidio, o qual cora as células com membrassdéeem vermelho (THOMAS et al., 1998). Ja o
Hoechst 33342 (H342) se liga especificamente ao ENdarca em azul o nucleo da célula com
membrana integra. Também podem ser usadas sonel@vajiam o potencial mitocondrial, como o
MitoTracker Green FM (MITO) (CELEGHINE, 2005). Temeéém vista a escassez de informacdes
sobre uso de sondas epifluorescentes em sémeninaybalpresente trabalho teve como objetivo
investigar a viabilidade do uso isolado das sortagpifluorescéncia SYBR-14, H342 e MITO na
avaliacdo de sémen criopreservado e comparar @refi@ das técnicas de SYBR-14 e HOS na

deteccao da integridade de membrana espermatica.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Rdpgéio Animal, na UPA “Sen. Alvaro
Adolpho”, Embrapa, Belém-PA. Amostras de sémen elanlp comercial de touros bubalinos
(Bubalus bubalis) envasadas em palhetas plasticas de 0,25 mL fatiimadas no ensaio. O sémen foi
descongelado e lavado. ApGs a ressuspensdo celmter,aliquota de cada amostra seminal foi
submetida ao congelamento rapido em nitrogéniadag(lash-frozen) para inducéao de crionjurias e
lesdo das membranas espermaticas. Cada amostraakatau origem, portanto, a trés tipos de
subamostras (n=18) de volumes e concentracao igcandrole (C), controle+flash-frozen (CF) e
flash-frozen (FF). As amostras foram submetidas@ontantemente a protocolos de coloragdo por
sondas fluorescentes.

Para a avaliagdo fluorimétrica foram utilizadass teédndas: SYBR-14 (Molecular Probes),
Hoechst 33342 (Sigma Aldrich) e MitoTracker Greevi fMolecular Probes), conforme Celeghine
(2005). A leitura das coloracbes (7 pL) foi readi@aem microscopia de epifluorescéncia, com filtro
duplo F/R 96351 (excitacdo 475-494 e 545-565; bare03-533 e 582-622) e filtro triplo D/F/IR
96355 (385-400, 475-493 e 545-565; barreira 45Q0-863-533 e 582-622). Duzentas células foram
contadas por amostra e classificadas como tenddoraemn plasmética integra ou lesada (SYBR-14 e
H342) e quanto a presenca ou auséncia de poteni@ondrial (MITO). Para o teste hiposmotico
(HOS), 50uL de sémen foram adicionados a 500uL aliac&o hiposmdtica (citrato trissodico e
frutose; 125 mOsm/L), sendo contadas e classifcatiezentas células, apos incubacdo, conforme

Fonseca et al. (2005). As andlises estatisticamfaralizadas com o programa BioEstat 5.0. A
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capacidade em detectar injarias de cada sondaoenpatacédo de eficiéncia entre SYBR-14 e HOS
foram avaliados por ANOVA, sendo as médias comperaélo teste de Tukey (P<0,05).

Resultados e Discusséo

Espermatozoides avaliados com SYBR-14 apresenttinianescéncia nitida, sem margem para
duvidas, pois células com integridade de membréasr@atica foram observadas em verde, enquanto
células com membrana plasmatica lesada foram dcd#svem vermelho, devido a coloragdo com
iodeto de propidio, constante kid adotado (Figura 1). A sonda MITO, por se ligamagcondrias,
destacadamente marcou a peca intermediaria deagéttdm potencial mitocondrial em verde
brilhante, enquanto células sem potencial mitodahfisram marcadas em verde opaco, conforme o
esperado. O uso da sonda H342 néo se mostrowataiisf jA que ndo houve a emissédo esperada, por
ser uma sonda que marcaria em azul apenas célohasintegridade de membrana plasmatica.
Contudo, em todas as amostras foi observado graintdero de células marcadas em azul, inclusive
em FF, indicando que novos testes devem ser catwhuziara ajustes no uso de H342 em sémen

congelado bubalino. Pela inconsisténcia de resadtamlH342 foi excluido das andlises estatisticas.

Figura 1: Fotomicrografia da epifluorescéncia delaé espermaéticas coradas pelas técnicas de H343YBR-14 (B) e
MITO (C, D). A. Célula com membrana plasmatica inta@al- Célula com membrana plasmatica intacta, II- Gétom
membrana plasmatica lesa@a.Célula com potencial mitocondrid). Célula sem potencial mitocondrial.

Os resultados a analise com SYBR-14 foram semabat do teste hiposmotico para CF e FF
(Tabela 1). Contudo, para o controle, a técnic&dBR-14 apresentou maior nivel de detecgdo de
membranas espermaticas lesadas quando comparad®@pa qual é uma técnica amplamente
utilizada na rotina de avaliagdo seminal (ARRUDAL2). Isso mostra que SYBR-14 pode ser uma
sonda segura para a avaliacdo seminal em bubalgws, maior sensibilidade que HOS. A
percentagem de células com integridade de membpasmatica foi superior em C quando
comparada a CF e FF, de acordo com o esperadaeppsequéncia do tratameritash-frozen a que
foram submetidas. J&4 a sonda MITO nédo detectouediga estatistica entre C e CF, porém houve

diferenca destes com FF (Tabela 2).
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Tabelal. Comparagdo da capacidade de deteccdo Tddela 2. Integridade de membrana palsmatica engate
integridade de membrana plasmatica (médiastDP) ddtocondrial (médiastDP) de  sémen  bubalino
sémen bubalino criopreservado, avaliada pela sBi¥é&R- criopreservado avaliados por SYBR-14 e MITO,

14 e pela técnica de HOS. respectivamente.
Grupos G Sondas
Sondas rupos
C CF FFE SYBR-14 MITO
C 34,7+9,8 43,5+19,2
SYBR-14 34,7+9,8 12,8437 1,0+0,9 CF 12,8433 31,646.9
HOS 17,5+4,6 14,946, 3,12, F EE 1,0+0,9 7.8+10,8
Letras diferentes na coluna = diferenca estatigfie®,0001). Letras diferentes na coluna = diferenca estatigfed,0001).
C: Controle; CF: Controleéfash-frozen; FF: Flash-frozen C: Controle; CF: ControldHash-frozen; FF: Flash-frozen
Conclusao

As sondas de epifluorescéncia podem ser considei@mao técnica segura e precisa para a
avaliacdo de sémen bubalino, com destaque para 9¥B& MITO, que apresentaram resultados
interessantes. A sonda SYBR-14 se mostrou maisvetmgie o teste HOS para avaliar a integridade

de membrana plasmatica dos espermatozoides crippae®s bubalinos.
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