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RESUMO

O uso do sémen bovino criopreservado para inseminagdes artificiais ¢ uma pratica amplamente
difundida na reprodu¢do desta espécie atualmente. Assim, ¢ de extrema importancia analisar a
qualidade seminal para garantir uma boa taxa de fertilidade. Porém, a presenca de bactérias no
sémen utilizado pode levar a perda de integridade de membranas espermaticas € maior producao
de espécies reativas de oxigénio, o que pode inviabilizar sua fertilidade. Dessa forma, o objetivo
com este trabalho foi analisar a influéncia da contaminago bacteriana no s€émen criopreservado
de bovinos sobre a motilidade pds descongelamento, integridade de membranas plasmatica e
acrossomal e potencial de membrana mitocondrial, além de avaliar a influéncia das bactérias
na producao in vitro de embrides. Para analise da influéncia da contaminag¢ado bacteriana, foram
utilizadas seis partidas de sémen, sendo trés com contaminagdo bacteriana e trés sem
contaminagdo bacteriana, ambas coletadas do mesmo touro para maior controle de variaveis.
Para analise da producao in vitro de embrides, as partidas de sémen com € sem contaminagao
bacteriana foram utilizadas em protocolos de produgdo in vitro de embrides (PIVE) para
verificar se houve ou ndo diferenga nas taxas de clivagem e niumero de blastocistos de acordo
com a contaminacdo. O efeito sobre a taxa de motilidade, concentragdo, integridade de
membrana plasmadtica, acrossomal e potencial de membrana mitocondrial, além da producao de
espécies reativas de oxigénio e producdo in vitro de embrides foram avaliados
comparativamente pelo teste T entre os grupos “com contaminagdo” e “sem contamina¢do”
considerando P < 0,05 como diferenga significativa. Os resultados de analises de sémen,
incluindo motilidade, integridade de membranas plasmadticas e acrossomal e potencial de
membrana mitocondrial, € os resultados de analises de producao in vitro de embrides, incluindo
taxa de clivagem, cultivo in vitro, porcentagem de blastocisto inicial, blastocisto expandido,
embrides grau 1, 2 e 3, embrides grau 3 e total por fertilizacdo in vitro, ndo apresentaram

diferencas estatisticas entre os tratamentos.
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embrides; blastocisto; bactérias no s€émen.



ABSTRACT

The use of cryopreserved bovine semen for artificial inseminations is a widespread practice in
the reproduction of this species today. Thus, it is extremely important to analyze the seminal
quality to ensure a good fertility rate. However, the presence of bacteria in the semen used can
lead to loss of integrity of sperm membranes and greater production of reactive oxygen species,
which can make their fertility unfeasible. Thus, the objective of this work is to analyze the
influence of bacterial contamination on cryopreserved semen of cattle under post-thaw motility,
plasma and acrosomal membrane integrity and mitochondrial membrane potential, in addition
to evaluating the influence of bacteria on in vitro embryo production. To analyze the influence
of bacterial contamination, 6 (six) semen batches were used, 3 (three) with colony forming units
(CFU) and 3 (three) without CFU, both collected from the same bull for greater control of
variables. For the analysis of in vitro embryo production, semen batches with and without
bacterial contamination were used in in vitro embryo production (IVEP) protocols to verify
whether there has a difference in cleavage rates and number of blastocysts according to
contamination. Finally, the motility, concentration, plasma membrane integrity, acrosomal and
mitochondrial membrane potential, in addition to the production of reactive oxygen species and
in vitro embryo production were evaluated comparatively by the T test between the
"contaminated" and "non-contaminated" groups, considering P < 0.05 as a significant
difference. The results of semen analyses, including motility, plasma and acrosomal membrane
integrity and mitochondrial membrane potencial and the results of in vitro embryo production
analyses, including cleavage rate, in vitro culture, percentage os inicial blastocyst, expanded
blastocyst, grade 1, 2 and 3 embryos, grade 3 embryos and total by in vitro fertilization, showed

no statistical differences between treatments.

Keywords: cell membrane; membrane integrity; in vitro embryo production; blastocyst;

bacteria in semen.
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura ¢ um destaque do agronegocio brasileiro a nivel mundial, sendo
considerado o maior do mundo, em nimero de cabegas, no ano de 2023, com cerca de 238,6
milhdes de cabegas, representando 25,26% do rebanho mundial (Embrapa, 2023; IBGE, 2023).
Nesse sentido ¢ importante analisar a qualidade de sémen utilizada para garantir uma maior
taxa de fertilidade.

Dessa forma a avaliagdo microbioldgica do sémen que vai ser utilizado para
inseminagdo pode trazer informacdes adicionais e possibilitar melhores resultados
reprodutivos. Visto que a depender da bactéria presente no sémen tem potencial para causar
menores taxas de fertilidade.

As bactérias podem causar distarbios reprodutivos infecciosos € consequentemente
diminuir a taxa de fertilidade, sendo benéfico analisar a presenca delas no sémen que vai ser
utilizado. Muitas bactérias presentes no sémen congelado podem levar a perda de integridade
de membranas espermaticas e maior producdo de espécies reativas de oxigénio, o que pode
prejudicar seu uso para inseminacdo (VALENCA e GUERRA, 2007).

A membrana plasmatica do espermatozoide € a estrutura mais susceptivel a alteragdes
durante a criopreservagdo, mas sua integridade ¢ fundamental para que esses espermatozoides
estejam aptos a fecundar (BORGES ef al.,2011). A presenca de bactérias no ejaculado também
pode interferir na integridade da membrana plasmatica, podendo interferir na taxa de
fecundagao (CELEGHINI et al., 2010). Esta membrana plasmatica do espermatozoide recobre
toda a célula e ¢ composta por lipideos e proteinas construidas durante a espermatogénese, sua
funcdo ¢ determinada pela integridade de seus componentes, dessa forma, se essa membrana
for lesada, pode alterar sua funcdo (CELEGHINI ef al., 2010). A membrana plasmatica integra
¢ responsavel pela preservagdo da homeostase celular, sendo importante para garantir a
sobrevivéncia do espermatozoide no trato reprodutivo feminino e preservacdo da sua
capacidade de fertilidade (CELEGHINI et al., 2017). Segundo Quintero-Moreno (2011), a
membrana plasmatica lesada dos espermatozoides interfere significamente na taxa de
fertilidade em comparagdo com espermatozoides com membranas plasmaticas intactas.

A membrana acrossomal € essencial para que ocorra a penetracdo dos espermatozoides
na zona peltcida, permitindo que o gameta masculino penetre e ocorra a fusdo das membranas

plasmaticas do ovocito e do espermatozoide, ocorrendo assim a fertilizagdo (CELEGHINI et



al., 2010). Dessa forma ¢ possivel que uma membrana acrossomal lesada pela presenga de
bactérias no ejaculado possa interferir na taxa de fertilidade.

Embora o espermatozoide seja um organismo aerobio, ou seja, o oxigénio ¢ um
elemento essencial para manutengdo de suas fungdes, o metabolismo aerobico leva a formacgao
das espécies reativas de oxigénio (ROS), causando danos a célula espermatica, como perda de
motilidade irreversivel, inibi¢ao da respiragao espermatica, lesdes no DNA espermatico e perda
de enzimas intracelulares, interferindo na capacidade fertilizante do espermatozoide
(VALENCA e GUERRA, 2007).

Visando maximizar a quantidade de descendentes de animais considerados superiores
geneticamente e acelerar o processo genético de rebanhos bovinos (VARAGO et al., 2008), a
biotécnica de producao in vitro de embrides (PIVE) vem sendo amplamente utilizada no mundo
todo e no Brasil (VIANA e CAMARGQO, 2007). Essa biotécnica permite a producao de grande
quantidade de embrides, pois se baseia na coleta de ovocitos, maturacao in vitro, fecundagao in
vitro e cultivo in vitro, permitindo um melhor aproveitamento de apenas uma fémea,
comparando com métodos reprodutivos convencionais (VARAGO et al., 2008). As condigdes
de cultura in vitro para maturagdo dos ovocitos sdo essenciais para a obtengdo de resultados
satisfatorios (COELHO et al., 2002), dessa forma, ¢ usado meios de culturas muito ricos, o que
pode estimular a multiplicag@o bacteriana.

O objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia da contaminagdo bacteriana na
qualidade e fertilidade do sémen criopreservado de bovinos, por meio de avaliacdes da
integridade de membrana plasmatica, acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e

motilidade espermatica, além de sua interferéncia na producao in vitro de embrides (PIVE).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Criopreservaciao do sémen

A criopreservacao ou congelamento de sémen ¢ largamente utilizado na reprodugao
bovina. Segundo Baruselli (2023), no ano de 2022 foram comercializados 25.660.869 doses de
sémen no mercado interno, e 25.075.120 protocolos de IATF. Além disso, o percentual de
animais inseminados por IATF chegou em 97,7% em 2022.

A criopreservagao ou congelamento de sémen ¢ utilizado na reprodugdo bovina por ser
uma biotécnica que tem por finalidade preservar e armazenar amostras de s€émen em uma
temperatura de -196°C para estagnar o metabolismo espermatico e assim aumentar a
longevidade da célula, o que permite utilizar esse sémen criopreservado posteriormente
(SANCLER-SILVA e MONTEIRO, 2019). Essa técnica permite aumentar o potencial
reprodutivo de touros de alto valor genético, sendo imprescindivel em programas de
inseminagdes artificiais, transferéncia e producao in vitro de embrides (LEITE et al., 2015).

A criopreservacdo baseia-se na manutencdo da viabilidade das células ou dos tecidos
armazenadas em baixas temperaturas, induzindo a parada das reacdes enzimadticas,
possibilitando que apds o aquecimento deste tecido a atividade metabodlica possa ser restaurada
normalmente (MAZUL et al., 1984). A taxa de resfriamento ideal deve ser rapida para evitar
efeitos toxicos da solucdo, mas lenta o suficiente para que as células possam desidratar e evitar
a formagdo de gelo intracelular (MAZUL et al., 1972).

O uso do sémen congelado possui diversas vantagens como otimizar o uso de touros,
levando um maior nimero de descendentes com alto valor genético, permite a preservagao do
material genético do animal por um tempo ilimitado, diminui os custos e riscos envolvidos com
o transporte de animais, minimiza a propagacao de doengas e também permite o uso de animais
que ja morreram. Porém, o uso dessa biotecnologia ¢ limitado por levar a queda na taxa de
fertilidade em razdo de reagdes quimicas indesejadas durante a criopreservagdo, causando
alteracdo na motilidade e morfologia espermdtica e perda da integridade de membranas
(SANCLER-SILVA e MONTEIRO, 2019).

Para se ter sucesso na criopreservacao, ¢ necessario o uso de crioprotetores, os quais
tem fun¢do de prevenir injirias aos espermatozoides durante o processo de congelamento e
descongelamento (VIVEIROS et al., 2009). O uso dos crioprotetores ¢ essencial porque apenas
o plasma seminal ndo ¢ capaz de proteger adequadamente os espermatozoides contra as
mudancas de temperatura (CHAVEIRO et al., 2006). Os crioprotores substituem a agua

existente no meio intracelular do espermatozoide, por meio do gradiente osmotimo, levando a



desidratagdo parcial da célula, assim evita a formagao de cristais de gelo no interior das células
(ROSATO e IAFFALDANO, 2013). Apesar dos crioprotetores serem utilizados para proteger
as células durante a diminui¢do de temperatura, sabe-se que eles podem causar danos osmoticos
e toxicidade ao espermatozoide.

Os crioprotetores podem ser divididos em dois grupos, de acordo com sua capacidade
de penetrar nas membranas celulares, sendo os permeaveis (intracelulares ou interno) € os nao
permeaveis (extracelulares ou externo). Os crioprotetores permeaveis sao substancias com alta
solubilidade em 4gua e de baixo peso molecular, o que permite penetrarem na membrana celular
e dessa forma diminuir a temperatura de congelamento intracelular, por fazerem ligagdes
(pontes de hidrogénio) com moléculas de agua, o que evita a formagdo de cristais de gelo ou
reduzir o tamanho desses cristais (NASCIMENTO, 2018; RODRIGUES, 2020). Ja os
crioprotetores ndo permeaveis possuem alto peso molecular, o que impede sua entrada no
interior da célula, mas permite uma prote¢do extracelular por interagirem e estabilizar a
bicamada lipoproteica da membrana celular do espermatozoide e evitar seu rompimento durante
o congelamento (NASCIMENTO, 2018).

O glicerol foi o primeiro crioprotetor permeavel utilizado com sucesso na maioria das
espécies e trata-se de um alcool poli-hidrico, com seis sitios de ligagao incluindo a molécula de
agua e mesmo possuindo baixa permeabilidade em comparagcdo a outros crioprotetores,
¢ considerado eficiente, pois torna mais lenta a desidratacdo celular durante a
criopreservacdo ao se ligar a dgua. Porém sdo necessarios cuidados com a dosagem
utilizada, porque altas concentragdes de glicerol sao toxicas as células espermaticas (GLAZAR
et al.,2009).

A gema de ovo ¢ um dos agentes mais efetivos para protecdo extracelular dos
espermatozoides contra o choque frio e demonstrou melhora nas fungdes espermaticas e
preservacao da fertilidade apds o armazenamento na forma liquida ou congelada. Quando
presente nos meios diluentes, a gema de ovo permite a reducdo da concentragdo do
glicerol reduzindo a possivel toxidez das células. Grande parte dos diluentes utilizados
na criopreservacdo de espermatozoides bovinos contém em torno de 20% de gema de
ovo (SNOECK et al., 2007; SILVA et al., 2020).

Apesar de muito benéfico, os processos de criopreservagdo resultam na formagdo
continua e excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo prejudiciais aos
espermatozoides, pois induz a apoptose com consequente reducdo da qualidade espermética
(ASMA-UI-HUSNA et al., 2017; SOLEYMANI et al., 2019). Dessa forma, tem sido

adicionados aos crioprotetores, substancias antioxidantes como glutationa e a melatonina, as
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quais tem como intuito minimizar os efeitos deletérios causados pelas ROS aos
espermatozoides por meio do retardamento da velocidade de oxidag¢ao por meio da manutengao
da produgao de ROS em niveis fisiologicos, resultando em melhor qualidade espermatica, como
consequente aumento das taxas de fertilizacdo in vitro (SILVA et al., 2020).

Vérios compostos sdo adicionados aos meios diluidores de sémen buscando conferir
maior crioresisténcia aos espermatozoides durante o ciclo de congelacdo/descongelacio.
Porém, apesar das inimeras pesquisas na area e mesmo sendo a espécie bovina a mais bem
sucedida na criopreservacao do sémen, cerca de 50% das células ainda se tornam invidveis apos
o processo (LEITE et al, 2015). Esse baixo indice ¢ resultado das diversas alteragdes
bioquimicas e estruturais da célula espermatica (acrossomo, nucleo, mitocondrias, axonema,
membrana plasmadtica) e 50% dos espermatozoides bovinos na média se mantém viaveis, sendo
variavel por individuo, alguns touros mantém uma viabilidade maior das células espermaticas
apds a criopreservagdo e outros perdem mais de 50% dos espermatozoides durante a
criopreservacdo (CRESPILHO et al., 2007, BOSCARATO e MARTINS, 2014; SANTOS et
al., 2018).

2.2. Integridade de membranas

2.2.1. Membrana plasmatica

A membrana plasmatica envolve todo o espermatozoide e é o componente mais externo.
Embora seja continua sobre a superficie dos espermatozoides e com sua natureza diferindo
regionalmente (FLESCH e GADELLA, 2000; KHOSRO BEYGI ¢ ZARGHAMI, 2007;
BORGES et al., 2011). Ela é composta por uma bicamada fina de lipidios que separa e protege
a c¢lula do ambiente extracelular e controla o que entra e sai da célula, tornando, dessa maneira,
a integridade e a permeabilidade da membrana plasmatica uma necessidade primaria de
sobrevivéncia celular (CABRITA et al., 2010; RODRIGUES, 2020). Os principais lipideos sao
os fosfolipideos, compostos por uma alta quantidade de acidos graxos poliinsaturados, que
garantem fluidez da membrana, os esterdides, sendo o principal o colesterol, e os glicolipideos
(PARKS e LYNCH, 1992; FLESCH e GADELLA, 2000; RAPHAEL, 2007).

A membrana espermatica ¢ rica em acidos graxos poliinsaturados necessarios para
manter a fluidez da membrana durante a fusdao no momento da fertilizagao. Devido a isso, a
membrana espermatica torna-se vulneravel aos danos oxidativos decorrentes da excessiva
producao de ROS (espécies reativas ao oxigénio) no s€émen, causando o estresse oxidativo. A

diminui¢do da qualidade seminal de touros & campo pode ser causado em decorréncia do
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aumento na producdo de ROS devido ao estresse térmico, prejudicando a motilidade,
integridade da membrana espermatica, comprometendo a capacitagdo, reagao acrossomica,
aumento na permeabilidade da membrana espermatica, causando anomalias morfoldgicas e
prejudicando a fertilidade (CARVALHO et al., 2002; GABALDI ¢ WOLF, 2002; NICHI,
2003; ROMITTO, 2003; MARINHO et al., 2016).

Proteinas se encontram fixadas na superficie da membrana ou em seu interior, fazendo
parte da estrutura (AMANN e GRAHAM, 1993; LEHNINGER, 2000; WATTIMENA et al.,
2009). As proteinas interligadas com os lipidios sdo classificadas como integrais ou periféricas.
As proteinas integrais sdo liberadas da membrana apenas por solventes ou detergentes, sendo
essenciais para sua estrutura (AMANN e GRAHAM, 1993; AIDAR, 2013). As proteinas
periféricas, por outro lado, sdo soluveis em diluidores seminais e dgua, sendo facilmente
removidas. As proteinas integrais agem como poros ou canais através da membrana, como
receptores para outras moléculas, ou sd3o encontradas entre as duas bicamadas da membrana
(AMANN e PICKETT, 1987; BORGES et al., 2011).

Os fosfolipidios parecem ser a fonte principal de substrato para respiragao enddgena dos
espermatozoides. Os tipos de fosfolipidios presentes nos espermatozoides variam
consideravelmente de uma espécie para outra, sendo que plasmalogencolina é o principal
fosfogliceridio dos espermatozoides dos ruminantes domésticos. Esses fosfogliceridios sao
hidrolisados e h4 liberag@o de acidos graxos, que sdo oxidados rapidamente, promovendo, desta
maneira, energia celular (MILLS e SCOTT, 1969; AITKEN, 1995; BORGES et al., 2011).

A principal fun¢cdo da membrana plasmatica no espermatozoide ¢ manter o equilibrio
osmotico celular, atuando como uma barreira entre os meios intra e extracelulares. Danos nesta
estrutura podem levar a perda da homeostase com morte da célula (AMANN e PICKETT, 1987,
OLIVEIRA et al., 2013). Assim, a integridade da membrana plasmatica exerce papel
fundamental para a sobrevivencia do espermatozoide no trato genital da fémea e para a
manutencao de sua capacidade fertilizante (PARKS e GRAHAM, 1992).

A membrana plasmatica ¢ a parte da estrutura do espermatozoide mais susceptivel a
modifica¢des durante o processo de criopreservagao, e sua integridade ¢ fundamental para que
os espermatozoides estejam viaveis no momento da fecundacao (BORGES et al., 2011). A
integridade da membrana pode ser avaliada utilizando corantes como eosina/nigrosina ou
eosina isolada e observacao simples sob microscopio de luz; ou utilizando kits com marcadores
especificos (Sybr-14/iodeto de propidio), permitindo uma observacdo simultdnea de
espermatozoides vivos e mortos (FAUVEL et al., 2010; RODRIGUES, 2020). O iodeto de

propideo atravessa a membrana plasmatica lesada, ligando-se ao DNA da célula (ZUCCARI et
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al., 2009), dessa forma, um espermatozoide com a membrana plasmatica lesada vai ficar

corado, enquanto um espermatozoide com membrana plasmatica integra nao vai corar.

2.2.2. Potencial de membrana mitocondrial

As mitocondrias espermaticas estdo dispostas de maneira helicoidal dentro da peca
intermediaria € o ATP produzido serve como suplemento energético para os batimentos
flagelares. Portanto, ¢ indispensavel que haja produg¢do de ATP pelas mitocondrias para haver
motilidade espermatica (COSSON, 1996).

A mitocondria espermatica ¢ uma das organelas mais importantes do espermatozoide,
pois ¢ através da adequada funcionalidade desta estrutura que advém a principal fonte
energética para a movimentacdo do flagelo, estrutura responsavel pela chegada do
espermatozoide ao sitio de fertilizagdo do ovdcito por meio da producdo de ATP (DE
FREITAS, 2017; BARTH e OKO, 1989; HAFEZ, 2004; REIS et al., 2016).

A mitocondria ¢ a principal fonte de energia para a motilidade e a homeostase
espermatica. Mas durante a fosforilagdo oxidativa sdo produzidos metabolitos, denominados
espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais desempenham papel fundamental nos processos
fisioldgicos. No entanto, disfungdes mitocondriais podem causar desequilibrio entre a produgado
de ROS e os mecanismos antioxidantes, provocando o estresse oxidativo, letal para a célula
espermatica. Assim, como essa organela estd envolvida tanto nos processos fisioldgicos quanto
nos patoldgicos dos espermatozoides, fica clara a importincia de avaliar sua funcionalidade
(ANGRIMANI et al., 2015).

O potencial de membrana mitocondrial esta relacionado a capacidade da mitocondria
em bombear prétons da matriz mitocondrial para o espago intermembranas, por meio da energia
livre gerada pelo transporte de elétrons, produzindo um gradiente eletroquimico (CHEN, 1988)
(ANGRIMANI et al., 2015).

Durante os processos da respiracdo celular desempenhados pela mitocondria
espermitica, o calcio (Ca®") exerce papel-chave como regulador central dos eventos ocorridos
na fosforilagdo oxidativa (MCCORMACK et al., 1990). O Ca®" também estd envolvido em
processos de produg¢do de ATP, atuando na proteina ATPsintase, responsavel por formar
moléculas de ATP (TERRITO et al., 2001). Ademais, diversos estudos demonstram que o Ca**
pode estar diretamente envolvido em eventos de apoptose celular (BERRIDGE et al., 1998;

GUNTER et al., 2004). Portanto, a dosagem dos niveis de calcio intramitocondrial pode
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contribuir ndo s6 para a avaliagdo do funcionamento mitocondrial, mas também como
indicativo de apoptose celular. (ANGRIMANI et al., 2015).

A avaliacao da atividade e do potencial mitocondrial contribui para melhor compreensao
do funcionamento fisiologico da mitocondria espermatica, assim como a dosagem de Ca’" e a
mensuracao dos niveis de ATP e ADP.

O funcionamento mitocondrial de maneira ordenada e aprimorada ¢ crucial para os
espermatozoides de mamiferos, sendo altamente relacionado com altas taxas de funcionalidade
e fertilidade da célula espermatica. Dessa forma, a avaliacdo criteriosa da atividade, do
potencial e do metabolismo mitocondrial surge como ferramenta para o sucesso na sele¢ao de
animais de interesse reprodutivo. Para tal, a escolha da técnica deve ocorrer considerando-se a
localidade, os equipamentos disponiveis e o objetivo determinado, para, assim, otimizar a mao
de obra e os esfor¢os despendidos.

Para avaliagcdo do potencial mitocondrial, o JC-1 identifica popula¢des de mitocondrias
com diferentes potenciais de membrana através de codigos de cor. Sua cor ¢ alterada do verde
para o laranja ou vermelho, com o aumento do potencial de membrana (REERS et al., 1991;
COSSARIZZA et al., 1993). A fluorescéncia verde do JC-1 ocorre devido a formacao de
mondmeros, apresentando excitagdo ¢ emissdo maximas de 510 e 527 nm, respectivamente,
enquanto a fluorescéncia vermelha do JC-1 ¢ devido a formagao de J-agregados, com excitacao

e emissdo maximas de 485 e 585 nm, respectivamente (HAUGLAND, 2001).

2.2.3. Membrana acrossomal

O acrossomo ¢ uma vesicula grande, origindria do complexo de Golgi na espermatide,
que contém enzimas hidroliticas necessarias para a penetragao da matriz extracelular na zona
pelicida do ovdcito para completar a fertilizagdo (EDDY ¢ O’BRIEN, 1994; FLESCH e
GADELLA, 2000) e esta localizado na extremidade anterior da cabeca entre o lado interno da
membrana plasmatica e o nicleo (CELEGHINI, 2005).

Essa estrutura membranosa se enconta disposta sobre o ntcleo como uma capa na
porc¢ao anterior da cabega da célula espermatica, sendo subdividida em membrana acrossomal
interna e membrana acrossomal externa. A membrana acrossomal interna fica em contato com
a membrana do nucleo, enquanto a membrana acrossomal externa fica em contato com a parte
interna da membrana plasmatica (CELEGHINI, 2005).

O acrossomo consiste de dois segmentos, a capa acrossomal, também chamado de

acrossomo anterior, ¢ o segmento equatorial, também chamado de acrossomo posterior.



14

Durante a reacdo acrossdmica, a membrana acrossomal externa e a membrana plasmatica se
fundem e formam vesiculas liberando o conteudo acrossomal por de exocitose mediada por
calcio. Enquanto a membrana acrossomal interna e o segmento equatorial persistem até a fusao
do espermatozoide com o ovécito (OURA e TOSHIMORI, 1990; EDDY e O'BRIEN, 1994;
FLESCH e GADELLA, 2000; CELEGHINI, 2005).

A integridade da membrana acrossomal e a manuten¢do de suas enzimas sdo essenciais
para que ocorra a reagdo acrossomica (FLESCH e GADELLA, 2000) caracterizada pela
liberagdo das enzimas acrossomais e a fusdo da membrana acrossomal necessaria para a fusao
espermatozoide-ovdcito, embora as membranas espermadticas estejam fixadas aos ovécitos na
zona livre e na ocorréncia de fertilizacao (HAFEZ, 2004; CELEGHINI et al., 2010).

Para analise de integridade de membrana acrossomal, utiliza-se as lectinas conjugadas
aos fluoroforos (marcadores de lisossomos) ou a anticorpos anti-proteina intra-acrossomal
(anti-CD46). As lectinas conjugadas se ligam as cadeias de carboidratos glicoprotéicos
presentes no acrossoma (SILVA e GADELLA, 2006). As lectinas mais utilizadas sdo Psium
sativum (PSA), Arachis hypogea (PNA) e Concanavalia ensiformis (ConA). Dentre os
fluoréforos conjugado as lectinas esta o isotiocionado de fluoresceina (FITC) (SILVA e

GADELLA, 2006; BRANDAO, 2008).
2.3. Influéncia da contaminac¢ao bacteriana no s€émen

Microrganismos podem afetar a funcdo reprodutiva masculina diretamente através da
reducdo da motilidade, diminui¢do da reagdo acrossomal e aumentar as patologias dos
espermatozoides, mas também podem afetar indiretamente através das espécies reativas de
oxigénio (ROS) (ENWURU et al., 2016).

Segundo Al-Zubaidy e Zaid (2009), o sémen contaminado afeta negativamente a
fertilidade e atua como disseminador de doenca. Existe uma correlacdo entre a carga bacteriana
e a qualidade do s€émen, uma vez que um aumento no nimero de bactérias leva a um declinio
da motilidade e viabilidade dos espermatozoides (REDA et al., 2020).

A presenca bacteriana no s€émen resulta na competi¢do de nutrientes e na subproducdo
metabdlica que prejudicam os espermatozoides (LUTHER et al., 2023). Além disso, algumas
bactérias podem interferir negativamente nos espermatozoides pela liberacdo de
lipopolissacarideos contidos no interior de suas paredes, levando também a infec¢do bacteriana
na genitdlia feminina ao utilizar sémen infectado para inseminacdo (MORRELL e

WALLGREN, 2014).
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Segundo Azawi e Ismaeel (2011), o sémen apresenta boa qualidade quando contém
baixa contaminagdo bacteriana. Mas em contaminacdes maiores a morfologia espermatica ¢
afetada por causa das células inflamatdrias, além de afetar diretamente a fertilizagao dos évulos
(FRACZEK e KURPISK, 2015), pela ligacdo das bactérias com os espermatozoides,
diminuindo sua motilidade e induzindo a rea¢do acrossomal antes do esperado (AZAWI e

ISMAEEL, 2011).

2.4. Espécies reativas de oxigénio (ROS)

As Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) incluem todos os radicais ¢ nao radicais
derivados do oxigénio, os quais sdo eletronicamente instaveis e, por isso, altamente reativos,
tendo a capacidade de reagir com um grande nimero de compostos que estejam proximos. Eles
podem exercer a funcdo de agentes oxidantes, atuando como receptores de elétrons, ou de
agentes redutores, atuando como doadores de elétrons (AGARWAL et al., 2005).

O elemento oxigénio (O?) pode ser considerado um radical livre, j4 que apresenta
desemparelhamento de elétrons na sua Ultima camada eletronica, conferindo a ele uma alta
reatividade (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 1999). As ROS incluem todos os radicais
derivados do oxigénio e encontrados em todos os sistemas bioldgicos. Em condigdes
fisiologicas, o O? sofre uma reducio tetravalente com aceitagio de quatro elétrons, resultando
em formagdo de agua. Durante esta reagdo sdo elaborados reativos intermediarios como 0s
radicais superéxido (O%), hidroperoxila (HO?) e hidroxila (OH). E também, o ndo radical,
perdxido de hidrogénio (NORDBERG e ARNER, 2001).

As espécies reativas ao oxigénio também estdo envolvidas em varias fungdes
espermaticas essenciais como a fun¢ao cinética, que permite a movimentagdo espermatica
pelo trato reprodutivo da fémea. Promove a capacita¢do, fungdo fusogénica, hiperativacao,
reacdo acrossomica, ligagdo espermatica a zona pelucida, além de promover a estabilizagdo da
capsula mitocondrial na pec¢a intermediaria dos espermatozoides bovinos (GONCALVES
et al.,2010; SILVA et al., 2020).

O estresse oxidativo ¢ consequéncia de um desequilibrio na quantidade de ROS. Para
reverter o quadro de estresse oxidativo, € preciso reduzir a producdo de ROS ou aumentar a
quantidade de antioxidantes disponiveis. Na reproducdo, o estresse oxidativo pode provocar
efeitos deletérios tanto ao sistema reprodutor feminino quanto ao masculino. No caso do sistema
reprodutor masculino, pode causar distibios durante as vdarias etapas da espermatogénese

(ANDRADE et al., 2010).
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Estudos tém demonstrado que o espermatozoide e os leucocitos presentes no s€émen sao
capazes de gerar ROS e que os danos causados na célula espermatica advém de uma alta
quantidade de 4cidos graxos polinsaturados presentes na sua membrana plasmatica. A elevada
percentagem destes elementos, torna-os vulneraveis a atuagdo de agentes oxidantes, como os
radicais livres, e desse modo, sensiveis a peroxidagdo lipidica, causando perda de funcdo e
morte espermdtica (BILODEU ef al., 2002; VALENCA e GUERRA, 2007).

O espermatozoide ¢ um organismo aerdbio, sendo o oxigénio um elemento essencial
para manuten¢do de suas fungdes, como movimentagdo pelo trato reprodutivo feminino,
capacitagdo, reacdo acrossomal e ligacdo espermadtica a zona pelucida. Porém, a partir do
metabolismo aerdbico pode ter estresse oxidativo na célula, que ¢ quando metabdlitos reativos
de oxigénio sdo produzidos mais rapidamente do que podem ser removidos pela acdo dos
antioxidantes. Os efeitos desta reacdo incluem perda de motilidade de forma irreversivel,
inibicdo de respiracdo espermatica, lesdes no DNA espermatico e perda de enzimas
intracelulares, interferindo na capacidade fertilizante do espermatozoide (VALENCA e

GUERRA, 2007; GUTTERIDGE e HALLIWELL, 1994).

2.5. Producao in vitro de embrides

A producdo in vitro de embrides (PIVE) ¢ uma biotécnica importante para melhorar o
potencial genético de fémeas bovinas, que vem se estabelecendo no mundo todo, e
principalmente no Brasil (PEIXER ef al., 2018). Essa biotécnica reprodutiva se tornou a
principal ferramenta utilizada pelos criadores de bovinos (VIANA e CAMARGO, 2007) por
maximizar a quantidade de descendentes de animais considerados superiores geneticamente e
acelerar o melhoramento genético de rebanhos, visando o aproveitamento de animais jovens e
diminuindo o intervalo de geracdes (VARAGO et al., 2008). Além da obtengdo de embrides
viaveis de fémeas saudaveis de alto valor zootécnico e genético de fémeas que ndo estdo mais
aptas a produzirem descendentes pelos métodos convencionais. Além disso, fémeas a partir dos
seis meses de idade, gestantes até o terceiro més ou no periodo pds-parto podem ser usadas
como doadoras de ovoécitos na PIVE (BUENO e BELTRAN, 2008).

O uso dessa técnica ¢ abundante pois ha um maior aproveitamento reprodutivo de
fémeas de alto valor genético, pois a fémea em condig¢des fisioldgicas consegue produzir até 10
bezerros durante sua vida produtiva (LOIOLA, 2014). J& com o uso da aspiragcdo de ovocitos,
sao recuperados em média 30 ovocitos viaveis, chegando a 2.880 ovdcitos viaveis por

ano/animal, levando em conta as perdas na PIVE, 32,8% chegardo a embrides e 33% desses
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embrides chegam a gestagdo, totalizando 944 embrides, e 311 gestacdes, possibilitando uma
maior disseminagao e exploragcdo de uma genética com mérito (LOIOLA, 2014; WRENZYCKI,
2016).

A PIVE permite o contato entre o espermatozoide e o ovécito fora do trato reprodutivo
da fémea, formando um novo individuo (GONCALVES et al., 2008). Sendo as etapas
envolvidas nesse processo a coleta dos ovécitos, maturacdo in vitro (MIV), fecundacao in vitro
(FIV) e o cultivo ou co-cultivo in vitro (CIV) de zigotos e embrides fora do utero da fémea
(VARAGO et al., 2008).

A técnica possui dificuldades, como seu custo elevado, pois necessita de um laboratério
estruturado, a inconsisténcia dos resultados referentes a taxa de morulas e blastocistos e o tempo
necessario para executar a técnica (MIRANDA et al., 2007).

Apesar da PIVE ser uma biotécnica promissora para produgdo de grande quantidade de
embrides, ¢ preciso levar em consideragdo que os embrides produzidos ainda sao de qualidade

inferior aos obtidos através da producao in vivo de embrides (PEIXER ef al., 2018).
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3. METODOLOGIA

3.1. Criopreservaciao

Nesse estudo foram utilizadas seis partidas de s€émen, sendo trés partidas de sémen com
contaminagdo bacteriana ¢ trés partidas de s€émen sem contaminag¢do bacteriana, ambas
coletadas do mesmo touro.

O material foi coletado e congelado em central de colheita e processamento de sémen
bovino (CCPS) de acordo com as normas do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) e Colégio Brasileiro de Reprodugao Animal (CBRA) seguindo normas
de boas praticas de fabricacao e padrdes minimos para comercializagao.

As partidas foram analisadas no Laboratorio de Biotecnologia do Sémen e Andrologia
da Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (LBSA -
FMVZ - USP).

O sémen foi descongelado em banho-maria, na temperatura de 37°C por 30 segundos,
depois analisada a motilidade, concentracdo, integridade de membranas plasmatica e

acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e produgdo in vitro, como descrito a seguir.

3.2. Amostras de sémen e analises realizadas

A motilidade espermatica foi avaliada por meio da analise computadorizada (CASA), a
concentragdo espermadtica pela camara de Neubauer, integridade de membrana plasmatica e
acrossomal e potencial de membrana mitocondrial por meio de sondas florescentes Hoescht
33342 (H342), lodeto de propideo (PI), FITC-PSA e JC-1.

A analise da integridade de membrana plasmatica e acrossomal, e potencial de

membrana mitocondrial, pela associa¢dao de sondas PI, H342, FITC-PSA e JC-1, foi realizada

com 150 pL de sémen diluido em TALP (25 x 10° sptz/mL) em um microtubo, adicionando 2

puL de Hoechst 33342 (40ug/mL em DPBS) e incubado por 10 minutos a 37°C. Apos os 10
minutos, foi adicionado 3 pL de PI (0,5 mg/mL em DPBS), 2 uL de JC-1 (153 uM em DMSO)
e 50 uL de FITC-PSA (100 ug/mL em DPBS) e incubado por mais 8§ minutos a 37°C.

Apos o preparo de cada protocolo, uma preparacdo imida foi realizada entre lamina e
laminula e 200 espermatozoides foram avaliados imediatamente em aumento de 1.000 x em
microscopia de epifluorescéncia (marca Zeiss, mod. Axioplan-2, Germany), localizado no
Laboratorio de Biotecnologias do Sémen e Andrologia - Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia - Universidade de Sao Paulo) e classificados quanto ao padrao de coloragao.
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A motilidade foi dada por meio da avaliagdo computadorizada da motilidade
espermatica (CASA), e conferido por meio da estimativa visual da percentagem de células em
movimento, o vigor foi referente a velocidade progressiva uniforme das células em movimento
classificado em pontuacdo de 1 a 5, sendo o escore 1 o0 mais lento e aumentando gradativamente

até o escore 5 correspondendo ao mais rapido movimento progressivo uniforme.

3.3. Avaliacao das contaminac¢ao bacteriana

Apos a criopreservacao, partidas de s€émen foram descongeladas e colocadas em placas
de Agar Sangue para avaliagio da contaminagio bacteriana. Foram selecionados para este
trabalho partidas do mesmo touro em periodos com vesiculite e sem a doenga, em que
obedeciam o padrao de qualidade com os valores maximos de defeitos morfoldgicos e minimos
de motilidade e concentragdo, porém trés que tinham crescimento de coldnias e trés que ndo

tinham.

3.4. Caracterizacio dos microrganismos

Para caracterizagdo dos microrganismos, foram agrupadas 2 palhetas de sémen de cada
partida para eliminar o fator de variabilidade da palheta. As amostras de sémen foram
descongeladas em banho-maria, na temperatura de 37°C por 30 segundos. Apds o
descongelamento, os conteidos das palhetas de mesma partida foram despejados em
microtubos estéreis de 2mL homogeneizados. Ao todo foram analisadas 2 palhetas de cada uma
das 6 partidas, sendo 3 partidas contaminadas e 3 sem contaminagao, totalizando 12 palhetas.

Apds a homogeneizagdo das amostras, com a al¢a de inoculagdo estéril foi coletada
uma pequena amostra de sémen, de aproximadamente 10 microlitros, e foi realizado o repique
em placas de petri de Agar MacConkey, um meio seletivo para crescimento de bactérias gram-
negativas, ¢ Agar Sangue, um meio que permite o cultivo de bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Além do repique em placas com 4gar, com o uso de uma micropipeta volumétrica e
ponteira estéril, foram coletados 100 microlitros de sémen de cada uma das 6 amostras e
adicionados em 4 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion), meio liquido enriquecido ndo
seletivo de pré-enriquecimento, isolamento e cultivo de bactérias. Por fim, as placas e os caldos
foram incubados em estufa para cultura bacterioldgica a 37°C por, pelo menos, 24h (Figura 2).

Apods 24 horas de incubagdo das placas de Agar, caso nido fosse identificado

crescimento bacteriano, as mesmas seriam mantidas por mais 24 horas em estufa para confirmar
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o resultado negativo. Se ap6s 48 horas de incubacao nao houvesse crescimento bacteriano, tanto
nas placas quanto no caldo BHI, que ¢ um meio liquido limpido quando estéril e cuja turbidez
indica crescimento bacteriano, seria confirmada a auséncia de contaminacdo da amostra.
Portanto, quando ndo houve crescimento nas placas, mas foi identificada turbidez do caldo, foi
feito repique deste, utilizando alga de inculagdo estéril, em Agar MacConkey e Agar Sangue
para cultivo dos microrganismos.

A partir da identificacdo de crescimento bacteriano nas placas de agar, as colonias
foram coradas pela técnica de Gram e analisadas por microscopia Optica para identificacao
morfologica e classificacdo quanto a coloragdo de Gram. Esse procedimento também permitia
verificar a presenca de uma ou mais colonias na mesma placa. Assim, em placas em que foram
identificadas mais de uma colonia, foi realizado o repique em novas placas a fim de obter
colonias puras. ApoOs a obtengdo de colonias puras nas placas de agar, estas foram enviadas ao
Laboratorio de Biotecnologia Animal Aplicada (LABIO) da FMVZ-UFU (Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnica — UFU) para identificagdo das espécies. O processo de
identificagao foi realizado por meio do VITEK 2 Compact, aparelho com sistema automatizado
que permite identificagdo microbiologica.

Foi realizado também o teste de sensibilidade antimicrobiana das bactérias pelo método
de difusdo em placa de Agar Mueller-Hinton (MH), com os antibidticos Tilmicosina,
Enrofloxacino, Benzilpenicilina Potassica e Sulfato de Gentamicina. Assim, cada colonia pura
foi diluida em tubos com solucao salina estéril para obtencdo de uma amostra turva, conforme
escala de turvagao McFarland. Apos as diluigdes, as amostras foram semeadas com swab estéril
em placas de Agar MH em quatro diregdes, garantindo a distribuigdo homogénea do
microrganismo sobre toda a superficie, os discos de antibidticos foram, entdo, aplicados sobre
a placa. Foi feita a incubagdo das placas em estufa a 37°C por 24 horas e, apds este periodo, os
halos formados ao redor dos discos, os quais indicam auséncia de crescimento bacteriano, foram

medidos para avaliagdo da sensibilidade (Figura 3).
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Figura 2: Caracteriza¢do dos microrganismos com inoculagdo de cada uma das 6 partidas de
semen em agar sangue, agar MacConkey e caldo BHI, incobado por 24 horas e analisado o
crescimento bacteriano. Fonte: proprio autor.

24 horas

Figura 3: Teste de sensibilidade ao antibiograma, o qual a bacteria foi inoculada em placa de
agar Mueller-Hinton e dispostos discos de antibidticos, incubado por 24 horas e analisado se
houve crescimento bacteriano ao redor dos discos. Fonte: proprio autor.

3.5. Producao in vitro de embrides

A producao in vitro de embrides foi realizada em Mogi Mirim, SP, onde foi analisada
cinco réplicas, sendo uma por dia. Em cada réplica incluiu-se seis partidas de s€émen, sendo trés
com contaminagdo bacteriana e trés sem contaminac¢ao bacteriana. Foi realizada a producao in

vitro de embrides usando 120 a 300 ovécitos aspirados em cada partida e analisada a clivagem,
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cultivo in vitro, blastocisto inicial, blastocisto expandido, embrides grau 1, 2 e 3, embrides grau
3 e total por cultivo in vitro (Figura 1).

Para o calculo da porcentagem de clivagem, o nimero de clivagem foi dividido pelo
nimero de ovdcitos recuperados e multiplicado por 100, para o cultivo in vitro, o nimero de
células em que foi realizado o cultivo in vitro foi dividido pelo numero ovdcitos recuperados e
multiplicado por 100. Para a porcentagem de blastocisto e blastocisto expandido, o nimero de
blastocistos e blastocistos expandidos, respectivamente, foram divididos pelo ntimero de
embrides no D7 em graus 1 e 2, multiplicados por 100. Para o calculo do total por cultivo in
vitro, o nimero de cultivo in vitro foi dividido pelo niimero total de embrides grau 1,2 e 3 e

multiplicado por 100.

a - + 030723
=, AT + 190623

3 PARTIDAS COM UFC
120 a 300 ovdcitos em cada partida PA‘R'QSD;ESZ(;gM L

— - — —— ANALISES
* CLIVAGEM

. « CULTIVO in vitro (CIV)
5 REPLICAS « BLASTOCISTOS
(1 réplica por dia) - - - + BLASTOCISTOS EXPANDIDOS
P T, + EMBRIOOES GRAU 3

+ TOTAL POR CIV

- — PARTIDAS SEM UFC
: ;gggig-t
120 & 300 ovécitos em cada partida ¢+ 0506232
Figura 1: Esquema de produgdo in vitro de embrides, em que foi utilizada 5 réplicas, sendo
cada uma com as 6 partidas de s€émen, 3 com contaminagdo bacteriana e 3 sem contaminagao

bacteriana e realizada as analyses de clivagem, cultivo in vitro, blsatocistos, blastocistos
expandidos, embrides grau 3 e total por cultivo in vitro. Fonte: proprio autor.

3.6. Analises estatisticas

Os dados de andlises espermaticas de motilidade, integridade de membrana plasmatica,
acrossomal e potencial de membrana mitocondrial e producdo in vitro de embrides foram
avaliados quanto a homogeneidade das variancias pelo teste de Shapiro Wilk. Caso necessario,
foram retirados outliers ou transformados. Em seguida, os grupos “com contaminagao” e “sem
contaminagdo” foram comparados pelo teste T e analise de variancia. A probabilidade de P <

0,05 foi considerada significativa.
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As variaveis de PIVE que ndo obedeceram a normalidade foram avaliadas pelo teste ndo

paramétrico de Kruskal Wallis.
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4. RESULTADOS

Em relagdo ao crescimento bacteriano, 24 horas depois da incubagdo em estufa a 37°C,
nas 3 amostras com contaminagao bacteriana, todas apresentaram crescimento bacteriano tanto
em Agar MacConkey quanto em Agar Sangue, sendo que em duas delas apresentaram
crescimento de mais de uma coldnia.

Na amostra com contaminag¢ao foi identificada a bactéria Pseudomonas aeruginosa, um
bacilo gram-negativo, e a bactéria Streptococcus dysgalactiae spp. equisidimilis apenas em um
coco gram-positivo. Em uma das amostras sem contaminagdo foi identificada a presenga da
bactéria Stenotrophomonas maltophilia.

Nas outras 3 amostras em que nao houve crescimento bacteriano nas primeiras 24 horas,
ficaram mais 24 horas na estufa em aproximadamente 37°C para confirmagao se haveria ou ndo
o crescimento bacteriano, em apenas uma houve crescimento bacteriano. Os caldos BHI
também ficaram 48 horas em estufa e um dos caldos das partidas ndo contaminadas turvou, ou
seja, apresentou crescimento bacteriano, entdo foi feito o repique dessa bactéria e foi
identificada a bacteria Streptococcus maltophilia, tanto em Agar Sangue quanto em Agar
MacConkey na palheta 260523-1, um bacilo gram-negativo, no antibiograma apresentou
resisténcia para Tilmicosina, Penicilina e Gentamicina, e sensibilidade para Enrofloxacino

(Tabela 3).

Tabela 1. Identificagdo das bactérias presentes nas partidas de s€émen e sensibilidade ao

antibiograma.
Palheta Bactéria Crescimento Tilmicosina Penicilina Gentamicina Enrofloxacino
em Agar
030723 Pseudomonas AS e MC Resistente  Resistente  Sensivel Resistente
aeruginosa
050623-1 Pseudomonas AS e MC Resistente  Resistente  Sensivel Resistente
(CT) aeruginosa
050623-1 Streptococcus AS Resistente  Sensivel Sensivel Sensivel
(CB) dysgalactiae spp.
equisidimilis
190323-1 Pseudomonas AS e MC Resistente  Resistente Sensivel Sensivel

(CT) aeruginosa



190323-1 Streptococcus AS Resistente
(CB) dysgalactiae spp.
equisidimilis
260523-1  Stenotrophomonas  AS e MC Resistente
maltophilia
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Sensivel Sensivel Resistente

Resistente  Resistente Sensivel

Legenda: AS — Agar Sangue; MC — Agar MacConkey; CT — coldnia transparente; CB — coldnia branca.

A motilidade, concentragdo, porcentagem de células com todas as membranas integras,

porcentagem de células apenas com a membrana plasmatica integra, porcentagem de células

com a membrana acrossomal integra e porcentagem de células com alto potencial de membrana

mitocondrial ndo houveram diferenca estatistica significative entre o0s grupos com

contaminagdo ¢ sem contaminacao (Tabela 1).

Tabela 2. Média das caracteristicas espermaticas de amostras de s€émen criopreservado de
bovino com e sem contaminagdo bacteriana.

Com contaminagao

Sem contaminagao

Motilidade (%)

Concentracdo (sptz/mL)

51,93 (& 3,23)
9,76 x 10° (£ 0,91)

PIAIA (%) 45,00 (& 3,90)
MPI (%) 45,00 (& 3,90)
Al (%) 77,83 (£ 3,63)
APMM (%) 4533 (£ 3,63)

54,63 (£ 5,35)
10,80 x 10° ( 1,05)
38,33 (£3,19)
38,33 (£3,19)
76,33 (£ 1,20)
38,50 (£ 3,23)

Legenda: PIAIA — porcentagem de células com membrana plasmadtica integra, acrossomo
integro e alto potencial mitocondrial; MPI — porcentagem de células com a membrana

plasmatica integra; Al — porcentagem de células com a membrana acrosomal integra; APMM
— porcentagem de células com alto potencial de membrana mitocondrial. Nao houve diferenga

estatistica significativa entre as variaveis.

Em relagdo a producao in vitro de embrides, ndo houve diferenga estatistica sobre as

palhetas contaminadas e ndo contaminadas entre as varidveis analisadas: porcentagem de

clivagem, porcentagem de cultivo in vitro (CIV), porcentagem de blastocisto, porcentagem de

blastocistos expandidos, nimero de embrides grau 1, 2 e 3, porcentagem de embrides grau 3 e

porcentagem total por CIV (Tabela 2).
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Tabela 3. Média dos resultados da produc¢ao in vitro de embrides (clivagem, CIV, blastocisto,
blastocisto expandido, embrides grau 1, 2 e 3, embrides grau 3 e total por CIV).

Controle Com contaminagcdo  Sem contaminagao

Clivagem (%) 52 55,66 (= 3,51) 55,66 (£ 6,08)
CIV (%) 30,99 31,92 (£ 0,99) 29,76 (£2,97)
Blastocisto (%) 9 17 (+2,00) 16,33 (£ 4,04)
Blastocisto expandido (%) 80 66,33 (£ 10,01) 66,33 (£ 6,65)
Embrides grau 1,2 e 3 (n°) 221 643 759

Embrides grau 3 (%) 3,31 3,7 (£0,72) 4,53 (£ 1,68)
Total por CIV (%) 34,30 35,71 (£ 1,67) 32,29 (£ 7,90)

Legenda: CIV —cultivo in vitro. Nao houve diferenga estatistica significativa entre as variaveis.
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5. DISCUSSAO

A integridade de membrana plasmatica, acrossomal e potencial de membrana
mitocondrial ndo foi diferente na andlise do sémen contaminado e ndo contaminado. Assim
como a motilidade e a concentragdo, nao houve diferenca significativa entre o sémen
contaminado e ndo contaminado. Na analise da produgdo in vitro de embrides ndo houve
diferenca entre as partidas contaminadas e ndo contaminadas.

Segundo Jubb, Kennedy e Palmer (1979), ha a presenca de bactérias como Bacillus sp.,
Sthaphylococcus spp., Corvnebacterium sp., Streptococcus sp. € Pseudomonas aeruginosa na
microbiota do semen e prepucio de bovinos e bufalos aparentemente sadios. Este trabalho
mostrou a presenca de Pseudomonas aeruginosa € Streptococcus dysgalactiae spp.
equisidimilis nas trés partidas contaminadas e presenca de Stenotrophomonas maltophilia em
apenas uma partida ndo contaminada.

Monteiro (2021) identificou que a contaminacdo bacteriana do sémen estd
correlacionada com alteragcdes na qualidade dos espermatozoides, existindo uma correlacio
entre a carga bacterina e a qualidade do sémen, uma vez que o aumento no nimero de bactérias
leva a um declinio da motilidade e viabilidade dos espermatozoides , porém neste trabalho nao
foi identificado diferenca significativa entre as partidas contaminadas € ndo contaminadas. Isso
pode ter ocorrido pela diferencgas de bactérias analisadas em cada estudo, sendo identificadas
as bactérias Staphylococcus e Pseudomona aeruginosa por Monteiro, e neste estudo ndo foi
identificado Staphylococcus. Segundo Bennermann (2018), esta bactéria pode levar a redugao
do numero de espermatozoides, supressao da motilidade, alteragdes na morfologia e capacidade
de fertilizagdo, o que ndo foi observado neste estudo. Segundo Genovez et al. (1999), a presenca
de Staphylococcus spp. em sémen industrializado de touros esta fortemente associada a
manipulacao pelo homem.

Até o ano de 2005, a Organizagao Mundial de Saude Animal (OIE) preconizava que a
contagem bacteriana do sémen industrializado ndo deveria ultrapassar 5 x 10° bactérias por mL
de sémen. Entretanto, atualmente ndo ha mais definida a quantidade limite de microrganismos
por mL de semen aceitavel segundo a OIE para uso em inseminagao artificial. Porém, Segundo
Carvalho et al. (2012) a contaminagao bacteriana presente no s€émen rotineiramente utilizado
para inseminacao artificial tem se mostrado limitante para o sucesso da técnica de fertilizacao
in vitro, particularmente no momento do cultivo. Além de Carvalho et al. (2012), Meyer et al.
(1980) mostraram efeito nocivo de Pseudomonas aeruginosa sobre o desenvolvimento in vitro

do embrido de rato, o que ndo foi observado neste trabalho, em que ndo houve diferenca nas
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taxas de produgdo in vitro de embrides entre as partidas contaminadas e ndo contaminadas,
mesmo com a contaminacao de Pseudomonas aeruginosa. Esta diferenca nos resultados com o
trabalho de Carvalho et al. (2012) pode ser porque foi utilizado cultivos de Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e Acinetobacter spp., ja neste trabalho ndo houve a presenca de

Staphylococcus spp. e Acinetobacter spp.
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6. CONCLUSAO

Nao houve diferenca significativa entre as palhetas contaminadas e ndo contaminadas
analisadas sobre as andlises espermaticas e sobre os resultados da produgdo in vitro de

embrioes.
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