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RESUMO

A biotecnologia do sémen proporciona inimeras vantagens para Os atuais programas
reprodutivos. Possibilidade de transporte de sémen a longas distancias, incremento da
utilizacdo de reprodutores geneticamente superiores € diminui¢do dos riscos de disseminacao
de doencas para a égua e o potro sdao alguns dos beneficios proporcionados. Apesar dos
avancgos, existe ainda uma grande disparidade entre garanhdes em relacao a qualidade seminal
frente aos processos da criopreservacdo, fato que gera grandes variagdes nas taxas de
fertilidade. Nesse sentido, estudos tém sido desenvolvidos a fim de testar substincias que
possam ser incorporadas aos espermatozdides e que tenham condi¢cdes de conferir maior
resisténcia frente as injdrias geradas pela refrigeracdo e congelacdo. A adi¢do de colesterol
ligado a ciclodextrina (CLC) tem demonstrado in vitro ser uma alternativa promissora para os
garanhdes conhecidos por possuirem baixa viabilidade apés a criopreservagdo. No entanto, até
o momento os resultados de fertilidade nao justificam a aplicacdo comercial dessa técnica. O
objetivo dessa revisdo € de compilar artigos sobre o efeito da adi¢cao do colesterol a membrana
dos espermatozoides equinos criopreservados.
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USE OF CHOLESTEROL IN EQUINE SPERM CRYOPRESERVATION: A REVIEW

ABSTRACT

Semen biotechnology provides several advantages to current reproductive programs. The
benefits include the possibility of transporting semen over long distances, increased use of
genetically superior stallions, and reducing the risk of spreading diseases to both the mare and
the foal. Even with these advances, there is still a wide disparity among stallions regarding
semen quality due to the processes of cryopreservation, which generates significant variation
in fertility rates. In this regard, studies have been conducted to test new substances that can be
incorporated into sperm and confer increased resistance against injuries caused by cooling and
freezing. The addition of cholesterol bound to cyclodextrin (CLC) in vitro has been suggested
as a promising alternative for stallions known to have poor semen viability after
cryopreservation. However, to date the results regarding fertility do not justify commercial
applicability of this approach. The objective of this review is to compile articles on the effect
of adding cholesterol into the membrane of cryopreserved equine sperm.
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USO DE COLESTEROL EN LA CRIOPRESERV{&CI(’)N DE ESPERMA EN
EQUINOS: UNA REVISION

RESUMEN

La biotecnologia para el manejo del semen proporciona varias ventajas en los programas
reproductivos actuales, algunas de las cuales incluyen: la posibilidad de transportar el semen a
través de grandes distancias, el aumento de la utilizacién de reproductores genéticamente
superiores y la disminucién de riesgos de diseminacién de enfermedades para la yegua y
potro. A pesar esto, aln existe una gran desigualdad entre los sementales con relacién a la
calidad espermatica en lo referente a los procesos de criopresevacion , lo que genera grandes
variaciones en las tasas de fertilidad. En ese sentido, se han desarrollado estudios con el
objetivo de probar substancias que puedan ser incorporadas a los espermatozoides y que
tengan condiciones de proporcionar una mayor resistencia contra lesiones generadas por
refrigeracion y congelacion. La adicién de colesterol unido a la ciclodextrina (CLC) in vitro,
ha demostrado ser una alternativa prometedora para sementales con baja viabilidad después
de la criopreservacién. Sin embargo, hasta el momento los resultados de fertilidad no
justifican la aplicacion comercial de esta técnica. El objetivo de esta revision es recopilar
articulos sobre el efecto de la adicion del colesterol a la membrana de los espermatozoides
criopreservados de equinos.

Palabras clave: criopreservacion, semental, semen, colesterol
INTRODUCAO

O avango da reproducdo assistida nas espécies animais vem sendo alcancado por meio
da aplicagdo de biotécnicas cada vez mais modernas. O desenvolvimento de técnicas
adequadas para a preservacdo e armazenamento de s€émen é uma das etapas mais importantes
nesse avango, visto os diversos beneficios proporcionados para os atuais programas
reprodutivos.

Por meio do uso da inseminagdo artificial (IA) com sémen criopreservado é possivel a
utilizacdo do reprodutor em momentos nos quais ndo seria possivel a monta natural ou a
utiliza¢do do sémen fresco. E o caso de animais que se encontram em campanhas esportivas,
situacOes de comprometimento fisico ou mesmo de 6bito. Esta biotécnica possibilita ainda o
transporte de sé€men a longas distancias e um melhor aproveitamento de garanhdes
geneticamente superiores (1).

Apdés a aprovacdo pela maioria das associacdes das racas de equinos, a IA foi
amplamente difundida entre os criatérios desta espécie (2). No entanto, apesar dos beneficios,
existem fatores que limitam o uso da IA com sé€men criopreservado e contribuem para a
ocorréncia de variacdes nos resultados de fertilidade (3, 4).

Em condicdes naturais, a espécie equina apresenta os menores indices de fertilidade
entre as espécies domésticas. Um dos motivos para essa situacdo sdo os critérios de selecdo
utilizados, os quais levam em consideracdo principalmente a genealogia e o desempenho em
competi¢des, deixando em segundo plano os parametros de fertilidade (5).

Outro fator limitante é a diferenca entre garanhdes em relacdo a resisténcia dos
espermatozdides frente aos processos de criopreservagdo (6). Em casos extremos, somente €
possivel a utilizagcdo do s€men no estado a fresco, situagdo que reduz os beneficios gerados
pela IA em um consideravel nimero de reprodutores (3).

As espécies que apresentam espermatozdides com alta relacdo de molaridade de
colesterol:fosfolipidio de membrana possuem maior resisténcia frente aos processos de
criopreservacao (7). A partir desta informacao, estudos t€m sido desenvolvidos em diferentes
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espécies para avaliar o efeito da adi¢do do colesterol a membrana dos espermatozdides
criopreservados (8, 9).

Em equinos, os resultados obtidos in vitro com a adi¢do de colesterol sdao muito
promissores, no entanto, até o momento, as taxas de prenhez por ciclo nao ultrapassaram 25%
(10, 11), valor muito inferior em comparacdo a média de 53% descrita por Loomis (12) para
inseminagdes que utilizam sémen criopreservado. Por esta razdo, tem sido proposto que a
presenca de altos niveis de colesterol incorporada a membrana espermaética interfira no padrao
fisioldgico de capacitacdo espermdtica e reagdo acrossomica (10, 11).

O objetivo dessa revisao é de compilar artigos sobre a adi¢do do colesterol a membrana
dos espermatozdides equinos criopreservados e a sua influéncia sobre a capacitacdo
espermatica e reagdo acrossomica.

Principios da Criopreservacao

Inicialmente o sémen deve ser resfriado da temperatura corpdrea a temperatura
ambiente (37°C até 20°C). Este resfriamento ndo causa maiores danos aos espermatozdides,
desde que estejam diluidos adequadamente (13).

O estresse inicial ocorre quando os espermatozdides passam da temperatura ambiente
para 5°C (14). Esta é uma faixa critica no processo de refrigeracdo, devido a ocorréncia da
fase de transicao dos fosfolipidios da membrana plasmaética do estado liquido-cristalino para o
estado de gel (15). Os espermatozdides devem ser resfriados de forma correta neste periodo
critico para que ndo sofram danos irreversiveis, que causardo queda na fertilidade. Os danos
decorrentes dessa faixa de refrigeracdo sdo denominados conjuntamente de ‘“choque frio”
(16).

Para evitar o choque térmico, é fundamental o controle da curva de refrigeracao e a
utilizacdo de meios diluentes adequados (15). Até o presente, os diluentes de refrigeracdo
mais utilizados na espécie equina sao derivacdes do meio criado por Kenney et al. (17), que
tem na sua composicao bdsica leite desnatado, glicose e antibidticos.

Com o emprego de equipamentos especificos para transporte de s€émen, a taxa de
refrigeracdo € controlada, sendo obtida uma curva de refrigeracdo lenta e progressiva de
aproximadamente 0,3°C por minuto até a estabilizacdo a 5°C. Com isso, minimos efeitos
estressantes e deletérios sdo gerados aos espermatozdides, proporcionando uma viabilidade de
até 72 horas pos-ejaculacdo para grande parte dos garanhdes (1).

O processo de congelacao de s€men envolve os seguintes passos: queda de temperatura,
desidratacdo celular, congelacdo e descongelacao (18). Estas etapas promovem lesdes
celulares devido a choque térmico, formacdo de cristais de gelo intracelulares, injurias
oxidativas, estresse osmotico e alteracdes no DNA (19). A faixa critica de danos durante a
congelagdo ocorre entre -15°C e -60°C. Apds o s€men atravessar esta faixa de temperatura, a
atividade metabdlica cessa e as células permanecem inativas (15).

A congelacdo modifica a membrana celular de modo que altera a habilidade do gameta
masculino de interagir com as estruturas do trato reprodutivo feminino. De acordo com Bailey
et al. (20), os espermatozdides congelados possuem menor capacidade de aderir-se as células
epiteliais do oviduto. Este local atua como reservatorio para manutencao dos espermatozdides
em metabolismo basal, proporcionando assim, viabilidade as células at¢ o momento da
ovulacdo (20). Adicionalmente, segundo Moore et al. (21), a congelagdo promove perdas de
aproximadamente 28% do conteido de colesterol da membrana espermatica. Tal fato
contribui para a ocorréncia de reacdes acrossOmicas prematuras € consequentemente
diminui¢do da viabilidade pds-descongelacao.

Este fendomeno que ocorre no processo de congelagdo é conhecido como
“criocapacitacdo” (20). Esta condicao deve ser levada em consideracdo para o momento da
fertilizacdo, principalmente nas espécies que possuem o estro prolongado, como € o caso da
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equina. Em condig¢des fisiologicas, o espermatozéide equino fica vidvel por pelo menos 72
horas no oviduto da égua, diferente do odcito que possui viabilidade médxima de 12 horas
(22).

Devido as alteracdes que a criopreservacdo promove nos espermatozdides, existe a
necessidade da aplicacdo de medidas para a obtencdo de melhores indices de fertilidade.
Utilizacdo de dose inseminante com maior concentragdo espermadtica, insemina¢do na
extremidade do corno uterino, controle folicular intensivo para aproximar o momento da IA e
a ovulacdo, sdo estratégias comumente utilizadas em programas reprodutivos de equinos (23).
No entanto, estas a¢des acarretam mudangas no manejo na propriedade, elevacdo dos custos
de producao e muitas vezes com baixos resultados de prenhez.

Atuacio do colesterol na criopreservacao celular

As espécies podem ser classificadas de acordo com a resisténcia de seus
espermatozdides frente a criopreservacdo. O coelho e o humano sdo muito resistentes, em
contrapartida, os ovinos, suinos, bovinos e equinos sdo considerados susceptiveis as lesoes
causadas pelo frio. Ao ser analisada a composi¢do da membrana espermética, foi constatado
que as espécies resistentes a criopreservacdo possuem alta taxa de molaridade de
colesterol:fosfolipidio (7, 24, 25). O garanh@o tem uma taxa molar de colesterol:fosfolipidio
de membrana de 0,36 (25), valor consideravelmente menor que no coelho € no homem que
possuem respectivamente 0,88 e 0,99 (7).

O colesterol apresenta efeitos que reduzem os danos celulares decorrentes da
criopreservacdo. O choque térmico € minimizado na presenca de niveis elevados de
colesterol, ocorrendo diminuicdo da temperatura ou até mesmo evitando a ocorréncia da fase
de transi¢do dos fosfolipidios da membrana, promovendo um estado fluido intermediério ao
invés da fase transicional gel. O colesterol possui ainda agdo estabilizadora e moduladora da
fluidez da membrana (24, 26).

O espermatozéide equino, quando comparado ao bovino, possui uma estreita faixa de
tolerancia frente a variagcdes osmoticas. A adi¢do e remogdo de crioprotetores, congelacdo e
descongela¢do sdo eventos promotores de grandes estresses osmaéticos (19, 27, 28).

Glazar et al. (28) demonstraram em espermatozéides equinos, que a adi¢ao de colesterol
incrementou a viabilidade pés-descongelacdo devido a reducdo do estresse osmoético. Com o
aumento dos niveis de colesterol da membrana foi gerada uma elevac@o no limiar osmoético e
conferida maior permeabilidade a d4gua e aos crioprotetores.

Em contrapartida, o colesterol causa um decréscimo na permeabilidade aos cations (29),
como € o caso do cdlcio, que sabidamente estd envolvido no desencadeamento da capacitacao
espermatica. Com essa caracteristica do colesterol, sdo reduzidas as chances da ocorréncia de
reacdo acrossomica antes da chegada dos espermatozdides ao local da fertilizacao.

Utilizacao de ciclodextrinas

As ciclodextrinas foram isoladas primeiramente como produtos da degradacio
enzimatica do amido e foram classificadas como oligossacarideos ciclicos. Ao reconhecer-se
que estas substancias eram capazes de formar compostos de inclusdo, passou-se a trabalhar na
sintese de ciclodextrinas puras (30).

Dentre os trés tipos de ciclodextrinas (a, B, ¥), as B-ciclodextrinas apresentam a estrutura
mais adequada para englobar componentes lipidicos. Devido a alta afinidade por esterdides,
as ciclodextrinas sdo utilizadas para modificar as concentracdes de colesterol das membranas
(31-33).

As ciclodextrinas possuem habilidade de formar compostos de inclusdo com uma
variedade de moléculas naturais e sintéticas como hormodnios, vitaminas e compostos
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lipidicos. Para desenvolver a funcdo carreadora para as membranas, a ciclodextrina deve estar
previamente ligada as moléculas a serem carreadas e as mesmas devem caber inteira ou
parcialmente na cavidade da ciclodextrina (30, 34).

Estas substancias carreadoras possuem uma face externa hidrofilica e uma face interna
hidrofébica, e por essa caracteristica sdo capazes de dissolver, carrear e aumentar a
solubilidade em solu¢des aquosas de compostos hidrofébicos, como o colesterol (35).

A aptidao da B-ciclodextrina e seu complexo de inclusdo de alterar o contetido lipidico
da membrana plasmatica sdo devido a capacidade de estabelecer um equilibrio entre os niveis
de colesterol ligados a ciclodextrina com o colesterol contido na membrana. Portanto, a
incubacdo da membrana celular somente com ciclodextrina provoca a retirada de colesterol,
diferentemente, apds a incubagdo de células contendo baixos niveis de colesterol ocorre
incorporacdo desse lipidio na membrana plasmatica (36).

Oliveira et al. (33) testaram em espermatozoides equinos criopreservados e tratados
com colesterol ligado a ciclodextrina (CLC), a utiliza¢do da B-ciclodextrina isoladamente para
remover parte do colesterol da membrana apds a descongelacdo. No entanto, com as
concentracgdes utilizadas nesse estudo, a f-ciclodextrina ndo foi capaz de remover o colesterol
até niveis considerados fisiol6gicos.

Capacitacao espermatica e reacao acrossémica

Apés a ejaculagdo, grandes quantidades de espermatozdides sdo depositadas no trato
reprodutivo da fémea. No entanto, normalmente apenas um espermatozdide ird fertilizar o
odcito. Para garantir que ocorra esse processo, existem mecanismos altamente regulados de
interacdo entre os gametas e a fertilizacao.

O espermatozéide maduro é composto por trés por¢des especializadas. A cabeca, que
contém o DNA e é fundamental para a interacdo do espermatozdide com o odcito. A peca
intermedidria, na qual estdo as mitocOndrias responsdveis pela produc¢do de energia, e o
flagelo, que atua na motilidade espermatica (37).

A regido da cabeca do espermatozdide, além do nicleo, possui no seu extremo apical o
acrossomo, uma vesicula que contém enzimas hidroliticas necessdrias para a penetracdo na
zona pelicida e subsequente fertilizagao do odcito (38). Ainda no limite entre a membrana
que recobre o acrossomo e a regidao caudal ao mesmo, existe a zona equatorial, local de fusdo
do espermatozéide com o oolema (37).

Para que o espermatozéide exerca sua funcdo, € necessdrio adquirir a capacidade de
realizar as etapas que antecedem a fertilizacdo. Para tanto, a célula sofre uma série de
mudancas metabdlicas e estruturais durante o seu transporte pelas secre¢des do trato
reprodutivo feminino. Essas mudancgas sofridas, coletivamente sdo denominadas capacitagao
espermadtica (38). O papel mais importante da capacitacido sdo as modificacdes que tornam o
espermatozdide capaz de sofrer reacdo acrossdmica em resposta a ligacdo a zona peldcida
(16).

O primeiro passo na capacitagdo espermdtica € o aumento intracelular de célcio,
bicarbonato e peréxido de hidrogénio, que juntos irdo estimular a producdo de AMPc, que por
sua vez ativard a proteina quinase A para fosforilar proteinas da membrana (39). A
capacitacdo também promove mudancas no padrdo do movimento, conferindo a célula um
estado de hipermotilidade. Com isso, o espermatozdide consegue se desprender do epitélio do
oviduto, progredir pelo mesmo e penetrar na zona peldcida (38, 40, 41).

O processo de interagdo entre o espermatozdide e o odcito envolve uma sequéncia de
eventos. Apds se ligar ao odcito, o espermatozdide desencadeia o processo de reacdo
acrossomica (Figura 1, itens a, b). Mais especificamente, a ligacdo a zona-pelicida estimula
um influxo de célcio na célula, que vai gerar aumento da fluidez e fusio das membranas
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plasmdtica e acrossomal externa. Apods essa fusdo sdo liberadas enzimas hidroliticas do
interior do espermatozdide que irdo permitir sua passagem pela zona peldcida (37, 42).

Com a perda das membranas externas, a membrana acrossomal interna se liga a zona
pelicida e ocorre a penetracio no espaco perivitelinico (Figura 1, item c). Pela zona
equatorial o espermatozdide e o oolema se fundem e o gameta masculino é englobado para o
interior do odcito (Figura 1, itens d, e). Finalmente, apds a ativagdo do gameta feminino €
iniciado o bloqueio a polispermia pela liberacao de granulos corticais (Figura 1, item 6) (37,
42).

Figura 1. Representacdo sequencial dos eventos de interacdo entre o espermatozdide e 06cito
que antecedem a fertilizacao. Fonte: Gadella (37). Ligacdo do espermatozdide a zona peldcida
(a) e reacdo acrossdmica (b). Penetracdo pela zona pelicida ao espago perivitelinico (c).
Ligacao e fusdo do espermatozdide ao oolema (d). Secrecdo de granulos corticais causando o
bloqueio a polispermia (e).

Uma importante etapa da capacitacdo e reagdo acrossdmica € a ocorréncia de uma
desestabilizacio da membrana plasmdtica. Alteracdes na composicdo dos lipidios e
fosfolipideos geram essa desestabilizac@o, que por sua vez, aumentard a fluidez da membrana,
possibilitando a fusdo com a membrana acrossomal externa. Portanto, o colesterol possui um
papel fundamental nesse mecanismo, visto que seu efluxo da membrana acrossomal durante a
passagem pelo trato feminino é um acontecimento obrigatdrio para o processo de capacitagio
espermatica (43, 44).

O colesterol é considerado um lipideo ndo integral de membrana, isto €, pode se
desassociar facilmente da membrana plasmdética (45). Apds a ejaculacdo, substincias
decapacitantes originadas do transito epididimdrio e do contato com o plasma seminal
encontram-se ligadas a superficie do acrossomo. De acordo com Gadella et al. (37), a taxa de
capacitacdo depende do efluxo de colesterol da membrama do espermatozdide.

Davis (46) demonstrou que quanto maior a taxa molar de colesterol:fosfolipidio da
membrana, maior o tempo necessdrio para ocorrer a capacitagdo espermética. Espécies como
os suinos e ovinos demoram no maximo duas horas para capacitar, em contrapartida coelhos e
humanos demoram até sete horas.

Incorporacao de colesterol a membrana dos espermatozdides

Ap6s o conhecimento das propriedades fisioldgicas do colesterol sobre as membranas,
estudos sdo desenvolvidos nas espécies susceptiveis ao choque térmico, a fim de melhorar os
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resultados de fertilidade dos programas reprodutivos que utilizam o s€émen congelado (9, 10,
47, 48).

Combes et al. (8) foram os primeiros a testar a incorporacdo de CLC a membrana de
espermatozdides equinos. Melhoras significativas foram obtidas nos parametros de motilidade
total, progressiva e porcentagem de células ripidas, além de aumento de integridade de
membrana. Mesmo alcangando bons resultados laboratoriais, ndo foi realizado teste de
fertilidade.

Segundo Moore et al. (21), pelo tratamento dos espermatozéides com CLC, € possivel
aumentar os niveis de colesterol na membrana mais de duas vezes em relagdo as
concentracdes iniciais. Dessa forma, os espermatozdides adquirem taxas de colesterol
semelhantes aos animais resistentes ao choque térmico.

Assim como em equinos, todas as espécies susceptiveis ao choque térmico avaliadas
quanto a adicao de CLC a membrana espermatica responderam positivamente, pelo aumento
da viabilidade pds-descongelacdo. Os pardmetros mais favorecidos foram de motilidade e
integridade de membrana (8, 9, 47, 48).

Além do sémen congelado, a adi¢cdo de colesterol também € benéfica para os
espermatozdides refrigerados. Torres et al. (49) testaram a incorporacio de CLC em
espermatozodides equinos refrigerados a 5°C. Ocorreu um aumento nos parametros de
motilidade total, progressiva e de integridade de membrana até 72 horas apds o inicio da
refrigeracdo. Estes resultados sdo semelhantes aos de Kirk et al. (50), que também observaram
que espermatozéides de garanhdes com baixa resisténcia a criopreservacdo sao 0S mais
favorecidos com o tratamento com CLC (21, 50). Apesar de bons resultados in vitro, até o
presente momento, nao foram realizados testes de fertilidade com o s€émen equino refrigerado
tratado com CLC.

Durante o processo de capacitacao, o efluxo de colesterol da membrana € essencial para
o desencadeamento da capacitacao e reacdo do acrossomo (37). Portanto, o colesterol presente
em altos niveis na membrana, possui a capacidade de interferir no padrio fisiolégico de
capacitacdo e reacdo do acrossomo (10).

Spizziri et al. (11) testaram trés indutores de rea¢do acrossdmica em espermatozoides
equinos tratados e ndo tratados com CLC. Quando utilizado o célcio ionéforo (A23187) e
lisofosfatidilcolina (LPC) ambos os grupos responderam positivamente a induc¢do de reacdo
acrossoOmica. Diferentemente, a dilauroilfosfatidilcolina (PC12) empregada em diferentes
concentracdes, ndo promoveu reagao acrossomica ao grupo tratado com CLC.

Tais achados indicam que a membrana dos espermatozodides tratados com CLC, em
funcdo de adquirir maior nivel de colesterol, torna-se mais estdvel e provavelmente necessite
de mais tempo ou maior estimulo para sofrer a capacitacdo espermadtica e posteriormente a
reacdo acrossdmica. Adicionalmente, diferente do que foi cogitado por Brinsko et al. (51), a
membrana do espermatozoéide tratado com CLC ndo sofre modificagdes a ponto de perder a
habilidade de capacitacio e reacdo acrossomica (11, 33).

Outro aspecto importante foi demonstrado por Spizziri et al. (11) e Moore et al. (21),
que comprovaram nao haver mudangas na composicao da membrana que pudesse prejudicar a
ligacdo dos espermatozoéides tratados com CLC a zona pelucida.

A adicdo de colesterol a membrana dos espermatozdides equinos possibilita um
aumento da resisténcia a criopreservacao (8, 21, 49, 50). No entanto, mesmo com o
incremento da viabilidade, os resultados de fertilidade sao inferiores em relagdo aos animais
nao tratados (10, 11).

Zahn et al. (10) investigaram a fertilidade do sémen equino congelado previamente
tratado com CLC. Apesar do aumento significativo da integridade de membrana pOs-
descongelagao do grupo CLC (48.7% CLC contra 43.9% grupo controle), a incorporacdo do
colesterol 2 membrana dos espermatozdides diminuiu a fertilidade (25% prenhez CLC contra
75% grupo controle). Estes resultados sao semelhantes aos de Spizziri et al. (11), que
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observaram que mesmo os espermatozdides tratados com CLC tendo respondido aos
indutores de reacdo acrossOmica e se ligado normalmente a zona pelicida, apresentaram
baixas taxas de prenhez (28,6% grupo controle contra 15% grupo CLC).

Assim como relatado na espécie humana (52, 53), existe uma populacdo de garanhdes
classificados como sub-férteis, porém, sem causa definida. Esses animais apresentam
parametros espermdticos adequados, mas com taxas de prenhez por ciclo variando entre 0% e
15% (51).

Ao ser analisada a composi¢do do plasma seminal e membrana dos espermatozéides dos
animais sub-férteis, foi constatado que as taxas molares de colesterol:fosfolipidios eram mais
que o dobro em relagdo aos garanhodes considerados férteis. Diferente dos resultados de
Spizziri et al. (11), os animais sub-férteis apresentaram baixa porcentagem de reacdo
acrossOmica frente a indug@o com calcio ionéforo (51).

Os dados apresentados corroboram a influéncia do colesterol sobre a capacita¢do e a
reacdo do acrossomo. Uma hipétese para a diminuicdo da fertilidade dos espermatozdides
tratados com CLC seria pelas modificagdes nas caracteristicas de permeabilidade e de fluidez,
tornando a célula mais estavel, dificultando o influxo de calcio. Com esse influxo diminuido,
a adenilciclase ndo € ativada e o padrao de capacitacdo espermatica e rea¢do acrossdmica sao
alterados (29, 33, 54).

Uma alternativa a ser estudada, € a criacdo de protocolos especificos de IA com sémen
criopreservado tratado com CLC. Devido ao maior teor de colesterol na membrana
plasmética, pode haver atraso da capacitacdo espermadtica, portanto, seria plausivel testar a
realizacdo da IA em diferentes momentos pré-ovulagdo (10, 11).

CONSIDERACOES FINAIS

A 1incorporacdo de colesterol a membrana espermdtica constitui uma forma eficiente de
aumentar a viabilidade do sémen criopreservado, principalmente para os reprodutores com
baixa resisténcia ao choque térmico. Porém, para esse método tornar-se uma realidade na
pratica reprodutiva, melhores taxas de fertilidade necessitam ser alcangadas.

Devido a grande influéncia do colesterol sobre a capacitacio e reagcdo acrossdmica, sao
necessarios novos estudos para o desenvolvimento de protocolos especificos de IA e
realizacdo de testes laboratoriais mais completos utilizando espermatozdides equinos
criopreservados e tratados com colesterol.
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