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RESUMO

A capacitação espermática é o processo pelo qual espermatozoides alcançam a habilidade

fecundante ao percorrer o trato genital feminino, já que espermatozoides de mamíferos não

possuem esta capacidade logo após a ejaculação, mesmo estando móveis e com aparente

morfologia normal. Indutores específicos como heparina e cálcio ionóforo são utilizados na

indução deste processo fisiológico. Por conseguinte, com o advento das biotecnologias,

estudos com a Terapia Fotodinâmica (TFD) tem sido empregadas na obtenção de diversas

respostas fisiológicas em células somáticas e germinativas. Desta forma, este trabalho

verificou a influência da terapia fotodinâmica e da heparina na indução da reação acrossomal

bovina in vitro e a influência dos agentes indutores (TFD e Heparina) com suas respectivas

concentrações sobre a produção in vitro de embriões. Foram utilizadas seis doses de sêmen,

duas partidas, de um único touro da raça Nelore obtidas na Central de Produção de Sêmen

Alta Genetics.  Os grupos experimentais forma divididos em dois. Primeiro - Terapia

Fotodinâmica (TFD) dispostos em sem tratamento; fotossensibilizador ALA; TFD e TFD +

ALA, tendo como tempo de exposição à luz (120 min), potência (10 J/cm2), distancia de

exposição à luz (4,0 cm), concentração de 120µm do ALA. Segundo – Heparina dispostos em

sem tratamento; 0,05 µl; 0,11 µl; 0,22 µl; 0,44 µl de heparina adicionados em 1 ml de meio

FIV. As analises do sêmen após os protocolos de TFD e heparina foram feitas por citometria

de fluxo (CF), utilizando como marcador da integridade da membrana plasmática o iodeto de

propídio (Ip - 1,5 mM) e a taxa de capacitação pela sonda fluorescente de Fluoróforo

Isotiocianato de Fluoresceína/Arachis hypogaea Lectin (PNA-FITC - 1,125 g/ml). Também

foram avaliados após o protocolo de fertilização in vitro os índices de índice de clivagem (D3)

e conversão embrionária (D7). Para análise estatística foi utilizado o programa Graphpad

prism 6.0 cujos dados foram expressos em média e desvio padrão de cinco repetições e os

tratamentos foram analisados pelo teste paramétrico one way ANOVA, com pós-teste

Bonferroni. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p <

0,0001. Analisando os grupos após a terapia fotodinâmica, nos espermatozoides reagidos

“capacitados”, verificou-se um número muito baixo de células reagidas sem tratamento

(3,7%), quando comparado aos demais tratamentos ALA (27,6%), TFD (39,9%) e ALA+TFD

(41,2%). Na avaliação da taxa de clivagem após tratamento com bioestimulador, observou-se

significância estatística no grupo sem tratamento (83,8%) quando comparado com os

tratamentos ALA (32,3%), TFD (57,3%) e ALA+TFD (42,6%). Na análise de embriões



produzidos em D7, houve significância estatística no grupo sem tratamento (21,6%) quando

comparado com ALA (2,2%), TFD (9,0%) e ALA+TFD (1,1%). Na análise dos dados após a

indução da capacitação por heparina ocorreu uma tendência maior para capacitação no

tratamento com 0,11µl, quando comparado aos demais tratamentos; com valor médio de 4,7%

de espermatozoides reagidos. Células que não estavam em presença do tratamento

apresentaram valor médio de 0,4%, quando comparados com tratamento por heparina nos

volumes de 0,22µl (4,2%), 0,44µl (3,8%) e 0,055µl (2,5%). De acordo com análise da taxa de

clivagem pôde-se observar que não houve diferenças estatísticas significativas (p>0,0001)

entre os tratamentos. Na avaliação da porcentagem de embriões produzidos (D7), observou-se

significância estatística (p<0,0001) entre o grupo sem tratamento (44,9%) versus o tratamento

com 0,11µl de heparina (37,2%) e nenhuma diferença estatística (p>0,0001) entre os demais

tratamentos. Estudos apontam que o tempo de estimulação e o potencial de luz, além da dose

dos indutores podem aumentar ou deprimir processos fisiológicos que poderiam induzir

modificações nas estruturas biológicas, podendo ocasionar uma lipoperoxidade ou

aquecimento de proteínas provocando sua desnaturação. A resposta bioquímica da

capacitação também descreve resposta fisiológica pela ação de glicosaminoglicanas, uma vez

que estes se ligam as proteínas do plasma seminal bovino (BSP). Concluiu-se que o efeito da

terapia fotodinâmica causa alterações sobre os processos da capacitação espermática, sendo

necessários ajustes na concentração e tempo de exposição à luz. E que a maior concentração

de heparina poderia propiciar uma maior interação com as proteínas BSP, e desta forma

potencializar capacitação espermática induzida por estas moléculas.

Palavras Chaves: Terapia Fotodinâmica, Reação Acrossomal, Produção in vitro de

Embriões, Heparina.



ABSTRACT

Sperm capacitation is the process through which sperm cells become able to fecundate an egg,

as it goes through the female genital tract. It is needed once mammal sperm cells do not

possess this capacity immediately after ejaculation, even though they're mobile and presented

with an apparently normal morphology.

Specific inducing drugs, such as heparin and calcium ionophore are used to induce this

biological process. Consequently, due to new biotechnologies, photodynamic therapeutic

(PDT) studies have been employed to obtain various physiological responses in somatic and

germinative cells.

Therefore, this study verified the influence of photodynamic therapy and heparin in the

induction of in-vitro bovine acrossome reaction, and the influence of the inducing agents

(PDT and Herparin),at their respective concentrations, on in-vitro embryo production.

Six doses of semen by a single nelore bull, including two split ones, which were obtained

from the central  Alta Genetics semen production facility were used.

The experimental groups were divided into two. First - Photodynamic therapy (PDT) samples

were arranged as: Not treated; ALA photosensitizer; PDT; and PDT + ALA, while being

exposed to light for 120 minutes, at 10 J/cm2, placed 4 cm from the light source, and

receiving 120µm ALA concentration.

The second group( Heparin) was arranged as: Not treated; 0.05µl; 0.11µl; 0.22µl and 0.44µl

of heparine added to 1ml of a FIV medium.

The analyses of the semen after the PDT and heparin protocols were done by flow cytometry

(FC), utilizing propidium iodide (PI - 1,5nM) as a marker for the integrity of the plasmatic

membrane. A Fluorophore fluorescent substance, fluorescein isothiocyanate (PNA-FITC -

1.125g/ml) was used to indicate the rate of capacitation.

The cleavage index(d3) as well as embryonic conversion(d7) were also evaluated after the in-

vitro fertilisation protocol. In order to perform statistical analyses, the software graphpad

prism 6.0 was used, which displayed the data in arythmetic mean and 5 repetition standard

deviation.

The treatments were analysed by a parametric one-way ANOVA test, followed by a

Bonferroni post-test. The differences were considered statisticaly significative when p <

0.0001.



Post Photodynamic therapy analysis showed that a very small number of non-treated cells

were considered capacitated (3.7%), whereas the samples treated with ALA, PDT and

ALA+PDT presented  higher capacitation rates at 27.6%, 39.9% and 41.2% respectively.

Post bio-stimulation treatment cleavage rate analysis showed statistical significance within the

non-treatment group (83.8%) when compared to ALA (32.3%), PDT (57.3%) and ALA+PDT

(42.6%).

D7 Embryo production Analysis showed statistical significance within the non-treated group

(21,6%),when comparing to ALA (2.2%), PDT (9.0%) and ALA+PDT(1.1%). When

analysing the data of post induction capacitation by heparin, there was a higher capacitation

rate within the 0.11µl group, when compared to the other treatments; with an average value of

4.7% reacting sperm cells. The cells which were not treated had a capacitation rate of 0.4%,

while the 0.22µl,0.44µl and 0.05µl treatments had 4.2%, 3.8% and 2.5% respectively.

Acording to the cleavage rate analysis, one could observe that there was no important

statistical discrepancy (p>0.0001) among the different treatments. In the produced embryo

percentage evaluation(D7), one could observe an statistical significance (p<0.0001) between

the non-treated group (44.9%) versus the 0.11ul heparin treatment(37.2%) and no statistical

difference between the remaining treatments.

Studies show that the stimulation exposure length and the light potency, as well as the

inducing drug dosage can enhance or diminish physiological processes that could induce

biological structure modifications, which could lead to lypoperoxidation or heating of

proteins, thus leading to denaturation.

The capacitation biochemical response also describes a physiological response through

glycosaminoglycan action, once those bind to the bovine seminal plasmatic proteins.

It can be concluded that the effect of photodynamic therapies cause changes within the sperm

capacitation processes, although further concentration and exposure length could be adjusted,

Also, a higher heparin concentration could allow for a higher interaction with BSP proteins,

and thus potencialize the spermatic capacitation induced by those molecules.

Key Words: Photodynamic Therapy; acrosomal reaction; in vitro embryo production;

heparin;
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1 INTRODUÇÃO

Apesar da crescente evolução nas pesquisas na área de biotecnologia da reprodução,

em específico na produção in vitro de embriões (PIVE) de bovinos, observa se ainda uma

grande necessidade de novas pesquisas, para que se consiga estabelecer protocolos que

atinjam resultados na taxa de conversão embrionária superior aos que existem atualmente.

Fatores intrínsecos aos protocolos de fertilização in vitro (FIV) podem interferir

negativamente em todas as etapas da PIVE, tendo por consequência uma baixa conversão

embrionária. Destes destacamos a maturação oocitária, fertilização e o cultivo. Apesar de

muitas pesquisas destinadas a eficiência e melhoramento da técnica de PIVE, ainda não foi

preconizado um protocolo de produção capaz de fechar estas arestas no sentido de aumentar a

conversão embrionária e de baixar os custos desta técnica.

Há muitos relatos  descritos evidenciando fatores inerentes a qualidade oocitária dos

diferentes sistemas de co-cultivo, meios de cultivo, e diferentes atmosferas gasosas, que

afetam as taxas de conversão embrionária oriundas da PIVE (KHURANA, NIEMANN,

2000).

Para que se produza um embrião de PIVE, tem que se cumprir algumas etapas, entre

elas destaca – se a aspiração ou coleta dos oócitos em doadoras no campo e no laboratório, a

maturação, fecundação e cultivo (GONÇALVES, 2007). Perante estas etapas, não se deve

descartar a influência paterna expressa na fase pré – implantacional, pois as células

espermáticas apresentam fatores importantes para a ativação dos oócitos (TESARIK et al.,

2004).

Segundo Erenpreiss et al., 2006, a célula espermática é responsável por carrear o

material genético haploide e os fatores citoplasmáticos que são necessários para o

desenvolvimento embrionário adequado, pois se ocorrer alguma injúria nesta célula as taxas

de desenvolvimento embrionário podem ser reduzidas.

Na busca de melhor compreender a influência do espermatozoide no procedimento de

PIVE, Tesarik (2005), constataram em seus estudos que essa influência pode agir

negativamente, tendo por consequência um desenvolvimento embrionário moroso, quando as

células espermáticas apresentam prejuízo no DNA ou alterações na organização de sua

cromatina.

Este trabalho se reveste de especial relevância, tanto teórica quanto prática, pelo

aspecto inovador de utilização da tecnica de TFD como principio de indução das respostas
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bioquímicas da capacitação em espermatozoides e, consequente, reação acrossomal de

bovino. A literatura registra estudos com a Terapia Fotodinâmica em indução de células

somáticas. Assim, este trabalho busca ampliar a utilização da biotecnologica para possibilitar

novas ferramentas para a FIV. Por outro lado, neste trabalho observa – se um avanço com a

possibilidade de estudo nos mecanimsos relacionados a capacitação espermática e reação

acrossomal em bovinos. Embora não sejam investigados os mecanimos da TFD, este estudo

promove a abertura de outra linha de investigação.

Neste estudo a questão a que se coloca é avaliação dos efeitos da TFD sobre a

capacitação espermática e reação acrossomal, e verificar a possível melhorara na taxa de

conversão embrionária PIVE.

Como se pode observar o tema deste estudo é bastante amplo e não considera – se que

tenham sido esgotadas todas as variáveis envolvidas no processo de reprodução in vitro e de

sua melhoria nesta investigação. Na delimitação do problema, o pesquisador se defronta com

fatores que estabelecem limites para a determinação do seu projeto, e neste caso foram

realizados alguns recortes que circunscrevem o âmbito deste estudo. Apesar da existência de

múltiplos protocolos e meios de maturação, fertilização e cultivo, optou - se pelo protocolo

estabelecido pela empresa Biovitro Tecnologia de Embriões LTDA. Uma vez que foge ao

objetivo o estudo dos protocolos de PIVE. Considera-se que dado ao caráter deste trabalho

como iniciador de uma linha de pesquisa, tais limitações não prejudicam o alcance dos

objetivos.

A hipótese é de que com a utilização da terapia fotodinâmica em conjunto com

protocolos de FIV seria um procedimento eficiente para otimizar a utlização do sêmen de em

animais produzidos na FIV.
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 TERAPIA FOTODINÂMICA

2.1.1 Histórico

Embora a TFD ainda seja nova, há relatos de sua utilização extremamente antiga, em

1.400 a.c. na índia, onde foi observado os efeitos da luz em tratamento de Vitiligo, utilizando

as sementes  de plantas, que  associadas a luz solar promoviam de alguma forma a melhora de

indivíduos acometidos por essa enfermidade. E nesse mesmo período, Egípcios antigos,

relataram o uso desta técnica no tratamento de leucodermias (PENEG et al, 1996; LUCRAY,

2002).

Porém, segundo Lucray (2002), o primeiro relato cientificamente descrito, da ação da

TFD foi no século XIX, ao observarem a toxicidade de um alcalóide (Quinina) pela luz, sobre

ovos de sapo e sobre as plantas.

A partir do século XX, a TFD começou despontar com potencial científico através de

observações feitas pelos pesquisadores Oscar Zaab e Herman e Van Tappeiner na Alemanha.

Estes inferiram que havia conexão entre a ativação de corantes pela luz e o resultado

terapêutico. Neste estudo eles descobriram que a iluminação de culturas microbianas na

presença de Acridina (composto orgânico e heterocíclico) e derivados, resultaram na morte

celular (BABILAS et al., 2005; ALLISON et al., 2004; KESSEL, 2004; LUCRAY, 2002).

Em 1978, o pesquisador Thomas Douglerty, promoveu o primeiro estudo clínico com

derivado de hematoporfirina (HpD), onde foram avaliados 25 pacientes e 113 lesões malignas

de pele. Sendo que 87% dos pacientes tratados obtiveram resposta completa e 13% dos

pacientes tratados obtiveram resposta parcial ao tratamento.

Contudo os efeitos benéficos da TFD pela luz laser têm sido utilizados e aplicados há

mais de sessenta e três anos. Preferencialmente, na área médica com os objetivos de

diagnóstico, terapia e pesquisa (SVAASAND, 1991).

A oftalmologia e a dermatologia as áreas que implantaram essa tecnologia com maior

intensidade, verificando-se resultados expressivos, garantido ser uma técnica de real potencial

(TORRICELLI et al., 2001).
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2.1.2 Terapia Fotodinâmica

A terapia fotodinâmica TFD ou PDT ( do inglês Photodynamic Thetapy) é uma técnica

que se defina como uma reação fotoquímica utilizada que pode causar destruição seletiva de

um tecido. Sendo esta técnica terapêutica dividida em duas etapas, onde se utiliza uma droga

sensibilizante, tópica ou sistêmica, que é acompanhada pela irradiação de uma luz visível. Os

fotossensibilizantes (drogas sensibilizantes) são administrados exogenamente ou formados

endogenamente, são ativados pela luz e transferem energia ao oxigênio molecular, gerando

espécies reativas de oxigênio para induzir morte celular (KURWA, 1999; KALKA et al.,

2000).

O uso da bioestimulação em tecidos pela irradiação a laser apresenta- se como uma

opção viável devido seus efeitos positivos (NAVRATIL, DYLEVSKY, 1996), já que este

atua em tratamentos sobre diferentes tecidos biológicos de diversas formas, com ação trófico-

regenerativa, antiinflamatória e analgésica (OZDEMIR et al, 2001), os quais vem sendo

mostrados em estudos in vitro e in vivo. A ação bioestimulatória da TFD é bastante

significativa, depende da potência utilizada e, principalmente, de características como a

monocromaticidade, direcionalidade e coerência de sua luz (KUBOTA et al., 1989).

Dependendo do estado fisiológico e o tecido que integra, cada célula determina um

limiar de sobrevivência, que pode atuar de acordo com a energia em que é exposta, se está for

de baixa intensidade, a sua biorregulação será induzida, já que o modelo biológico utilizará

essa energia buscando manter ou normalizar suas funções, por meio da estimulação de

membranas e organelas (ALMEIDA, 1999).

Outro efeito da luz pode ser fotoquímico ou fotofísico, visíveis ou não. Quando a luz

incide em culturas de monocamadas de células in vitro conserva - se a polaridade, e a

coerência dando precisão aos resultados biológicos; este efeito é chamado de fotoquímico

(FENNYO, 1984; OULARAMARA, 1989; PONTINEN, 1992). Segundo os pesquisadores

Coll (1987) e Passarella et al., (1984), o efeito fotofísico relaciona-se aos processos que

provocam alterações dos potenciais elétricos de membrana ampliando a síntese de ATP.

Estudos indicam que as irradiações a laser podem favorecer o aumento de ATP

mitocondrial (PASSARELLA et al., 1984), ordenando um grande número de reações, como

participação no metabolismo celular, aumentando a síntese de DNA e RNA, tanto nas células

eucariontes quanto nas procariontes (KARU, 1985a; KARU, 1985b; MASTER, 1983).
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Nos efeitos visíveis a absorção de fótons por bioestimulação intracelulares específicos

produzem estímulos ou inibição de atividades enzimáticas, como também de reações

fotoquímicas, portanto estas definem mudanças ou processos fotodinâmicos em cadeias

complexas, em moléculas básicas, que atuam nos processos fisiológicos com conotações

terapêuticas (FENNYO, 1984; OULARAMARA, 1989; PONTINEN, 1992).

Biologicamente os efeitos da irradiação dependem do comprimento de onda, potência,

tempo de exposição e dose de irradiação ou fluência (HARRIS, 1988; KARU, 1988).

As baixas dosagens induzem estímulos, e as altas dosagens deprimem processos

fisiológicos, portanto os extremos causam destruição das estruturas biológicas, podendo

ocasionar uma lipoperoxidade ou aquecimento de proteínas provocando sua desnaturação

(GIROTTI, 2001; KARU, 1994, KARU, 1998).

Cada célula apresenta um limiar próprio de sobrevivência conforme o seu estado

fisiológico e o tipo de tecido, que é modulado de acordo com a energia fornecida (ALMEIDA,

1999).

O aumento de fatores de crescimento no meio de cultura das células irradiadas é

ocasionado pelo efeito da bioestimulação a partir da proliferação celular (RICCI, 2003).

Pode - se com a bioestimulação emitida pela TFD, tentar mimetizar os padrões na

expressão de RNAm que ocorre in vivo, já que a irradiação à laser interfere nos níveis dos

nucleotídeos cíclicos, os quais modulam a síntese de DNA e RNA (KARU, 1998).

2.1.3 Aplicabilidade da Terapia Fotodinâmica

A TFD tem aplicabilidade em tratamentos de diversas patologias, entre elas destaca –

se a oncologia, controle microbiológico bucal, infecção parasitária, fungicas e bacterianas, e

em alguns vírus como o Herpes Simplex Vírus (BAGNATO, 2008). O uso desta fototerapia

também tem sido empregada em tratamentos estéticos de rejuvenescimento (KOHL,

KARREL, 2011).

Em estudos feitos pelos pesquisadores Peplow et al., (2010), com a TFD utilizando a

luz laser de baixa potência para avaliar a viabilidade e proliferação de células cultivadas in

vitro, e tanto de humano quanto de animais. Foram consideradas as células troncos,

endoteliais, da musculatura lisa, queratinócitos, monócitos e fibroblastos, avaliando a

quantidade de células, viabilidade celular, dano de DNA, a integridade de membrana, síntese
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e liberação de proteínas, morfologia celular, organela celular e características ultraestruturais.

Neste estudo foi sugerido que a TFD com uso de luz laser de baixa potência promoveu a

proliferação celular em número de células, viabilidade celular, integridade de membrana e

dano de DNA, além de proporcionar a diferenciação de células – tronco em tipos de células

especiais.

A utilização da TFD de luz laser de baixa potencia demonstra que possui a habilidade

de modular a proliferação celular, seja variando a frequência ou a amplitude de ondas

eletromagnéticas, promovendo principalmente estimulação celular. Em relação aos

mecanismos moleculares relacionados, essa ferramenta (TFD) detém um papel importante na

ativação da cadeia respiratória da mitocôndria e no início da sinalização celular, pois pode

induzir a fosforização do receptor da proteína tirosina quinase. Ao avaliar os efeitos diretos da

TFD através da luz laser de baixa potência, estes perduraram até 3 horas após a irradiação, já

os efeitos indiretos com proliferação e expressão de proteína, por um período maior que 24

horas (PEPLOW et al., 2010).

Em sêmen bovino a reação das células espermáticas submetidas à irradiação laser com

comprimento de onda de 360, 630, 660 e 830 nm, promove a estimulação da produção de

radicais livres hidroxilas (LUBART et al., 2000).

Estudos elaborados por Lavi et al. (2011), observaram que ao expor células

espermáticas isoladas a irradiação com comprimento de onda de 400 a 800nm e potência de

40 ou 130 mW/cm2, induziu a proliferação de espécies reativas de oxigênio (EROs).

2.1.4 Mecanismo de Ação

A luz laser usada em fototerapias, promove uma estimulação de elétrons de uma

substância radioativa, por meio da geração de descarga de energia elétrica, e em um nível

mais elevado de energia. Como essa reação é instável, os elétrons voltam a sua órbita de

origem, porém ao retornarem são acometidos por fenômenos como emissão espontânea, que é

a liberação da energia excedente em forma de fóton (partícula elementar de força

eletromagnética) (BAXTER, 1997; BAGNATO, 2001).

Segundo Velez e Coll (1988) a eficiência da terapia dos lasers de baixa potência

depende de uma reação em cadeia iniciada pelo fóton, como indutor da resposta biológica

sobre as vias metabólicas.
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Quando ocorre a absorção dos fótons gerados pela radiação, acontece um efeito de

excitação das moléculas, por mudança do potencial redox, agindo na regulação e cinética da

respectiva via bioquímica. Com esta alteração que é focal, inicia se uma série de alterações

bioquímicas em cadeias favorecendo a mudança das funções metabólicas e proliferativas das

células (KARU, 1998).

Segundo Rocha Júnior et al., (2007), para que a luz laser tenha potencia e propriedades

terapêuticas, vai depender do comprimento de onda; quanto menor o comprimento de onda,

maior a ação e o poder de penetração da luz.

2.1.5 Fotossensibilizadores (FS)

Na TFD para que estes processos ocorram, dependerá da retenção de um fármaco

fotossensibilizador exógeno nos tecidos alvo e, posteriormente, a irradiação com luz visível

em comprimento de onda adequado. Quando ocorre a ativação, o fármaco pode gerar, por

exemplo, oxigênio Singlete (O2), radicais livres (oO2
-, oOH) e ondas especiais reativas de O2

(EROS), responsáveis pelo processo de bioestimulação, dependendo da intensidade de luz

fornecida (PERUSSI et al., 2007).

Existem diversos fármacos fotosenssibilizante utilizados na TFD, mas na pratica,

fotossensibilizadores (FS) mais utilizados são os derivados do núcleo aromático tetrapirrolico

presente em vários pigmentos naturais (CASTANO et al., 2004).

Segundo Dougherty et al., (1998), os FS são classificados de acordo com suas

estruturas químicas, podendo pertencer à várias famílias como as da porfirinas e das

clorofilas.

Os FS são caracterizados por gerações, como as de 1ª geração, 2ª geração e 3ª geração.

Os de 1ª geração são os derivados de hematoporfirinas (éster/éster de dihematoporfirina), os

de 2ª geração são os ftalocianinos, clorinas e bacterioclorinas, os quais apresentam melhorias

nas propriedades fotofísicas e fotoquímicas em relação à 1ª geração, e a 3ª geração que são os

compostos fotossensíveis de 2ª geração modificados (sintéticos) (BONNETT, 1995).

Para o uso de FS em TFD têm que se considerar algumas propriedades importantes

para o seu uso, as quais devem oferecer baixa toxicidade, seletividade pela célula alvo, serem

eliminados do corpo em um período de tempo curto e serem ativados em comprimentos de
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onda adequados para penetrar no tecido (ALLISON et al., 2004; CASTANO et al., 2004;

LUCRAY et al., 2000; DOUGHERTY et al., 1998).

O fotossensibilizador ácido 5 – aminolevulinico (ALA) de molécula hidrofílica de

baixo peso molecular, são capitados pelas células, principalmente através do transporte ativo,

como Na+/K+, dependente de beta aminoácidos como glicina e ácido gama aminobutírico

(GABA) (CALZAVARA et al., 2009).

O AlA é um pró fármaco potente no uso da TFD, pois em seu uso tópico estimula a

formação in situ de PpIX (precursor de protoporfirina IX) (FUKUDA et al., 2005). Sendo o

PpIX um eficaz FS que também contem precursor de grupo heme que são importantes para o

metabolismo de energia (CASTANO et al., 2004; STELL et al., 2001; KENNEDY et al.,

1990;). Na TFD, ao utilizar o ALA tópico, demonstrou uma eficiência expressiva em uma

série de doenças cutâneas como Carcinoma de Células Basais superficiais, Queratose

Actinica, doença de Bowem, Carcinoma Espirocelular, Verrugas, Papilomas e micoses

fungoides (BABILAS et al., 2005).

O FS ALA é um composto de 2ª geração, que se destaca, pois geram oxigênio Singlete

e possui elevado coeficiente de absorção na faixa de 600 – 800 nm, sendo este comprimento

de onde eficiente ao proporcionar a penetração da luz no tecido, sem interferência de

cromóforos endógenos do próprio sistema biológico (WILSOM, 1989).

2.2 ESTRUTURAS ESPERMÁTICAS

O espermatozoide é uma célula composta por uma cabeça, uma cauda unida pelo colo

e uma membrana plasmática que cobre toda a célula (MORTIMER et al., 1997 EDDY,

O’BRIEN, 1994); são formados dentro dos túbulos seminíferos dos testículos apresentando-se

como células alongadas (GARNER, HAFEZ, 1995).

É uma célula complexa que se torna infértil quando um de seus fatores bioquímicos ou

morfológicos são afetados, sendo que a combinação entre todos estes são necessários para sua

integridade (MELO, HENRY, 1999).

O espermatozoide é coberto por toda a sua extensão pela membrana plasmática,

promovendo os limites entre o citosol e o ambiente extracelular (ALBERTS et al., 2004;

AMANN, GRAHAM, 1992).
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As membranas das células espermáticas são contidas de proteínas (integrais e

periféricas), e estão interpostas por fosfolipídios (HAFEZ, 1995; AMANN, PICKETT, 1987).

Essas proteínas exercem a maioria das funções específicas da membrana (ALBERTS et al.,

2004). Entre estas funções destacam se as proteínas envolvidas com enzimas do acrossomo,

receptores da membrana plasmática, os rudimentos ligados a funcionalidade da membrana

(transporte de íons e carboidratos) e estruturas do citoesqueleto como forma da cabeça e

provendo os filamentos da cauda (AMANN, GRANHAM, 1992).

O acrossomo é uma estrutura oriunda do Complexo de Golgi e tem sua formação na

espermiogênese. Esta estrutura possui enzimas hidrolíticas que participam do processo de

fecundação e oferece proteção ao DNA contra choques mecânicos (HAFEZ, 1995 EDDY;

O’BRIEN, 1994). É composto por duas membranas sendo uma interna e outra externa, e o

conteúdo acrossômico. No evento da reação acrossômica, a membrana externa e a membrana

plasmática se fundem formando vesículas que posteriormente liberaram o conteúdo

acrossomal contido nesta, e a membrana interna e o segmento equatorial perduram até a fusão

do espermatozoide com o oócito (FLESCH, GADELLA, 2000).

2.3 CAPACITAÇÃO E REAÇÃO ACROSSÔMICA

Durante a capacitação, acontecem modificações alterando a distribuição de proteínas

na superfície da célula espermática, mudanças na membrana plasmática, alterações nas

atividades enzimáticas e modulação na expressão de componentes intracelulares

(YANAGIMACHI, 1994), resultando no gameta masculino capaz de penetrar as barreiras

oocitárias e responder aos estímulos que induzem a reação acrossomal, envolvendo

modificações nos níveis de cálcio intracelular e mudanças na fosforilação proteica (PARRISH

et al., 1999).

Os espermatozoides são maturados no epidídimo e após sua maturação são capazes de

se mover efetivamente, porém, são incapazes de fecundar o oócito, a menos que as células

espermáticas sofram modificações no trato reprodutivo feminino (BEDFORD, et al., 2003;

GADELLA, COLENBRANDER, 2003). Sendo esse conjunto de modificações, denominado

de capacitação espermática (SENGER, 2003; BAZER et al., 1995; DELPECH, THIBAULT,

1993).
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As grandes alterações que acomete as células espermáticas ocorrem nos constituintes

da membrana espermática, as quais podem ser modificadas ou removidas por secreções do

trato genital feminino, desencadeando a desestabilização da bicamada lipídica. Após a

desestabilização a membrana plasmática se fundi à membrana acrossômica externa, dando

inicio a reação acrossômica (BAZER et al., 1995; DELPECH, THIBAULT, 1993; AMANN,

GRAHAM, 1992), a partir do início da reação acrossomal, irá acontecer mudanças na

motilidade espermática, tendo por consequência a hiperativação do espermatozoide

(DELPECH, THIBAULT, 2003; AMANN, GRAHAM, 1992).

As proteínas do plasma seminal seguem entremeadas aos espermatozoides, e estas

proteínas se aderem à membrana espermática, formando uma capa de glicoproteínas. Esse

processo é denominado de decapacitação espermática. “In vivo”, o espermatozoide passa do

plasma seminal para os fluidos do trato feminino, sem que ocorra a capacitação precoce do

espermatozoide (SENGER, 2003; DELPECH, THIBAULT, 1993).

Quando os espermatozoides chegam ao útero, a capa glicoproteica é removida ou

modificada (GADELLA et al., 2001). Ocorrendo alteração no fluxo iônico, que por sua vez

estimula mecanismos de transporte transmembrana, promovendo repostas bioquímicas e

fisiológicas nas células espermáticas.

Segundo Manjunath et al., (2002) há ação de proteínas do plasma seminal no processo

de capacitação, em especial as BSP (Proteínas Ligadoras ao Espermatozoide). Estas proteínas

possuem afinidade com fosfolipídios-colina, que tem ação direta na retirada de colesterol da

membrana, favorecendo a saída de fosfolipídios no início da capacitação em espermatozoides

bovinos, o que é reforçado pela ação conjunta de lipoproteínas de alta densidade (HDL).

Heparina e albunina sérica bovina (BSA) favorece a alteração da fluidez e permeabilidade da

membrana plasmática durante a capacitação (MANJUNATH, THÉRIEN, 2002; CROSS,

1998).

Gwathmey et al., (2006), observaram que in vitro as BSP`s estão relacionadas com a

motilidade contínua do espermatozoide durante a fase de armazenamento na tuba uterina.

Segundo estudos feitos por Cuneo et al., (2004) a heparina presente no muco uterino

pode induzir a capacitação espermática através de proteínas ligadoras de heparina. Este

glicosaminoglicano liga se à membrana plasmática (MP) do espermatozoide, tendo como

consequência a potencialização de seus efeitos, pois multiplicam os locais de atuação na

membrana plasmática.
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A heparina é um glicosaminoglicano, que tem como função estimular o aumento da

concentração de cálcio intracelular, do pH e das concentrações de cAMP, que parecem ser

necessárias para iniciar a capacitação (CORMIER , BAILEY, 2003).

As proteínas do plasma seminal são absorvidas pela membrana plasmática do

espermatozoide, e a heparina promove a capacitação pela ligação a estas proteínas e remoção

das proteínas que inibem a capacitação (MANJUNATH et al., 2002).

Os espermatozoides são capazes de gerar radicais livres em condições aeróbicas

(BAUMBER et al., 2003; BALL, VO, 2002), a maioria desses radicais livres são oriundos de

atividade metabólica normal (LAMIRANDE et al., 1997).

Lamirande et al., (1997), inferiram com seus estudos que os radicais livres, como

ânion superóxido (O2-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e óxido nítrico (NO3), induzem

hiperativação, capacitação e reação acrossômica “in vitro”.

O bicarbonato atua na cauda espermática levando a fosforilação da tirosina, induzindo

a hiperativação (GADELLA, COLENBRANDER, 2003). E esta reação leva ao aumento da

amplitude do batimento flagelar, principalmente na peça intermediária, devido a sua maior

flexibilidade, e mudança do movimento progressivo que se torna circular, provavelmente pelo

fato da não rotação da cabeça do espermatozoide (DELPECH; THIBAULT, 1993). O

bicarbonato proporciona a desorganização da membrana (COLENBRANDER, 2002;

GADELLA et al., 2001), principalmente na região apical da cabeça do espermatozoide

(GADELLA; COLENBRANDER, 2003). Portanto foi sugerido que a capacitação  das células

espermáticas dos mamíferos “in vivo” também fosse dependente de bicarbonato (FLESCH;

GADELLA, 2000; COLENBRANDER, 2002; GADELLA, COLENBRANDER, 2003).

Para que ocorra a capacitação, o acrossoma necessita passar por modificações para e

posterior reação acrossômica (GADELLA, COLENBRANDER, 2003; COLENBRANDER,

2002; GADELLA et al., 2001; BAZER et al., 1995; AMANN, GRAHAM, 1992).

A reação acrossômica, só ocorre após as etapas da capacitação espermática se

concluírem e com isso o espermatozoide se torna apito a fecundação a atinjir o local de

penetração do oócito, na ampola da tuba uterina (BAZER et al., 1995).

As proteínas espermáticas de ligação à zona pelúcida expostos à zona pelúcida (ZP),

se ligam a estas, proporcionando a agregação e a fosforilação da tirosina. O ambiente das

proteínas espermáticas de ligação à zona pelúcida possuem grandes concentrações de

progesterona, que pode se ligar a um receptor na superfície espermática. Portanto as proteínas

espermáticas de ligação à zona pelúcida e a progesterona têm efeito sobre a superfície

espermática. O pH intracelular aumenta através da proteína G e o potencial de membrana
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despolariza. O aumento do pH, juntamente com a despolarização da membrana, acarretam em

maiores concentrações de cálcio intracelular, ativando a translocação da fosfolipase C (PLC)

para a membrana plasmática durante a capacitação. O aumento do cálcio intracelular ativa a

fosfolipase A (PLA) que lisa os fosfolipídios em ácidos graxos livres e, consequentemente,

estimulam a proteína kinase C (PKC). Todas essas alterações são importantes para a fusão da

membrana plasmática à membrana acrossômica externa, e assim proporcionando a reação

acrossômica e secreção de enzimas acrossômicas (FLESCH, GADELLA, 2000).

2.4 INDUTORES DE CAPACITAÇÃO

A capacitação espermática é um processo que envolve muitas fases, sendo que estas

não são totalmente compreendidas. Ocorrem mudanças bioquímicas e estruturais na

membrana plasmática dos espermatozoides, sendo que estas mudanças afetam a estrutura e a

permeabilidade da membrana espermática.

Para que ocorra esta capacitação in vitro, adicionam-se agentes capacitores como a

heparina e o cálcio ionóforo (YANG et al., 1993). Para Ax e Lenz (1986) os espermatozoides

bovinos com fertilidade têm maior taxa de reação acrossômica em resposta às substâncias

semelhantes à heparina, pois os seus espermatozoides possuem maior afinidade aos

glicosaminoglicanos (GAGs) em comparação aos touros com baixa fertilidade.

Alguns pesquisadores observaram que a heparina induz a capacitação espermática,

sendo sua ação notada no início do processo de incubação, porém deve ser no mínimo de 4

horas (PARRISH et al., 1986).

Alguns estudos foram feitos por Fukui, Mochizuki e Sonoyama (1990) e Parrish et al.,

(1986), que ao utilizarem heparina em diferentes doses e tempos de incubação,  observaram

aumento da taxa de fecundação nas concentrações de 25, 50 e 100 mg/ml e diminuição a 200

mg/ml, Parrish et al., (1986) e Fukui et al., (1990), em seus estudos afirmam que a heparina é

o glicosaminoglicano mais potente para capacitar espermatozoides bovinos.

2.5 CITOMETRIA DE FLUXO
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Neste capitulo abordamos a utilidade da técnica de citometria de fluxo, bem como a

utilização das sondas fluorescentes.

2.5.1 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que possibilita diminuir a subjetividade e aumenta

o grau de repetição nas análises de sêmen. Por ser um método rápido e objetivo permite a

determinação simultânea de múltiplas características celulares, principalmente em células

isoladas em suspensão, como: antígenos de membrana citoplasmáticos e nucleares e conteúdo

de ácidos nucléicos. Quando as células a serem estudadas se acoplam a um fluorocromo, que

reconhece um ponto ligante desta célula. Desta forma, as amostras são injetadas em um

sistema de fluídos para ser exposta individualmente a um feixe de luz focalizada (laser), que

ao chocar nas células marcadas se desvia, esta mudança de direção é registrada por detectores

especiais (GRAHAM, 2001; GRAHAM et al., 1990).

Uma série de características morfofuncionais das células espermática pode ser

analisada como integridade das membranas plasmática e acrossomal (GILLIAN et al., 2005).

Na avaliação do sêmen por citometria são usadas sondas fluorescentes que prescrevem

maior contraste e menor variabilidade do que as colorações clássicas (GARNER, JOHNSON,

1995). O iodeto de propídio (IP) capaz de avaliar a integridade da membrana plasmática é um

corante de destaque, pois é de fácil e rápido uso. É excitado em comprimentos de onda de 490

nm (GILLIAN et al., 2005). A avaliação da integridade da membrana acrossomal pode ser

estudada com o uso do PNA (Arachishypogaea), uma lectina capaz de se ligar

especificamente com compostos da membrana acrossomal sendo eles carboidratos de

glicoproteínas. Ela é conjugada a um fluorocromo verde o FITC (isoticianato de fluoresceína),

comprimento de onda 550 nm.

2.5.2 Sondas fluorescentes

O uso das técnicas de coloração por fluorocromos facilitou a avaliação do sêmen pós-

descongelamento. As sondas fluorescentes isoladas ou combinadas, permitem a verificação da
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integridade das membranas e podem ser visualizados concomitantes ou separadamente,

usando diferentes filtros (GILLAN et al., 2005; JANUSKAUSKAS, ZILINSKAS, 2002;

RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000).

2.5.2.1 Aglutininas Combinadas ao Isotiocianato de Fluoresceína/ Arachis hypogaea -

Aglutinina/Iodeto de Propídio (FITC-PNA/IP)

De acordo com Cros, Meizel, (1989) e Raf, (1989), para que se tenha uma avaliação

fidedigna da porcentagem de espermatozoides que sofreram reação acrossomal, é preciso que

a técnica apresente parâmetros exatos, que seja rápido, deve ser capaz de distinguir a reação

verdadeira da falsa e não deve comprometer a função espermática.

Para determinação da reação acrossomal usa - se a sonda fluorescente de lecitinas que

são aglutininas combinadas ao isotiocianato de fluoresceína (FITC), que são usadas para

verificar a qualidade acrossomal (SUZUKI et al., 2003).

Essas lecitinas a Arachis hypogaea -aglutinina do amendoim (PNA) têm predileção

específica por algumas moléculas de sacarídeos presentes na matriz acrossomal e ou da

membrana acrossomal externa (CHAN et al., 2002; SIRIVAIDYAPONG et al., 2000;

FLESCH et al., 1998; MAGARGEE et al., 1988)

O conjugado de fluorescência FITC-PNA é utilizado como ferramentas para avaliar a

integridade do acrossomo em várias espécies, como nos espermatozoides humanos (CROSS,

MEIZEL, 1989), os ovinos (MAGARGEE et al., 1988), os suínos (FAZELI et al., 1997), os

caninos (SIRIVAIDYAPONG et al., 2000) e os equindeos (CHENG et al., 1996).

O Iodeto de Propídeo (IP) (CROSS, WATSON, 1994) associado ao FITC-PNA

permite diferenciar os espermatozoides vivos dos mortos, com reação acrossomal verdadeira e

com reação acrossomal falsa (NAGY et al., 2003).

Quando a membrana acrossomal se apresenta intacta e funcional ela se apresenta

impermeável ao FITC-PNA, assim não se verifica presença de fluorescência. E quando o

espermatozoide sofre reação acrossomal, verificam - se pontos de fusão entre a membrana

plasmática e a membrana acrossomal externa, torna a membrana porosa, permitindo a entrada

do fluorocromo às membranas acrossomais e a seu conteúdo, e o acrossomo apresenta-se

corado em verde – reação acrossomal verdadeira. Porém quando acontece a fusão total entre a

membrana plasmática e a membrana acrossomal externa, resulta na perda do acrossomo, e o
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espermatozoide apresenta fluorescência no segmento equatorial, ou não demonstra

fluorescência (HOLLINSHEAD et al., 2004; KITIYANANT et al., 2002; CHENG et al.,

1996; CROSS, MEIZEL, 1989).

O IP identifica pela coloração em vermelho demonstrando as células mortas e em

associação com FITC-PNA, pode – se avaliar os espermatozoides com IP e PNA positivo que

significa células mortas com acrossomo reagido, caracterizando falsa reação acrossomal,

(KITIYANANT et al., 2002; FAZELI et al., 1997).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

A proposta geral deste trabalho é verificar a influência da terapia fotodinâmica e da

heparina na indução da reação acrossomal in vitro de espermatozoides bovinos.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Avaliar o efeito da terapia fotodinâmica sobre a reação acrossomal;

2. Avaliar o efeito de diferentes concentrações de heparina sobre a reação acrossomal;

3. Estudar a influência dos agentes indutores (Terapia Fotodinâmica e Heparina) e suas

respectivas concentrações sobre a produção in vitro de embriões.
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4. FLUXOGRAMA DOS EXPERIMENTO I E II

Figura 1. Fluxograma do protocolo Experimental: obtenção do sêmen (descongelamento, 360C por no mínimo 30
segundos, preparação espermática com gradiente de percoll; Dois protocolos de estudo e suas respectivas
concentrações; Analise por citometria de fluxo (sondas Iodeto de propídio e PNA-Fitc) e avaliação da taxa de
clivagem (D3) e produção de embriões em D7.



31

5. MATERIAL E MÉTODOS I

5.1 EXPERIMENTO I – Terapia Fotodinâmica

5.1.1 Preparação Espermática

As doses de sêmen foram obtidas na central de produção de sêmen Alta Genetics.

Para preparação do sêmen foram descongelados seis palhetas de 0,25 ml de sêmen de um

único touro da raça Nelore de duas partidas diferentes, em banho-maria à 36ºC, após

descongelamento as amostras foram colocadas em tubo cônico de 15 ml e diluídas na

proporção de 1:20 em solução salina fosfatada (PBS), 250 μ l de sêmen para 5 ml de PBS.

5.1.2 Protocolo Terapia fotodinâmica

A definição deste experimento seguiu conforme o trabalho de KrupKa et al., (2011).

Definindo o tempo de exposição à luz (120 minutos), potência (10 J/cm2), distancia de

exposição à luz (4,0 cm), concentração de 120µM do  Fotossensibilizador ALA.

Após a preparação de alíquotas de sêmen na concentração de 1x106 espz/ml, foram

adicionadas em quatro tubos modelo eppendorf (1,5ml) e identificadas conforme tratamento:

 Tubo 1:  sem tratamento (somente o sêmen);

 Tubo 2: Amostra de sêmen mais 100µl de ALA (concentração final de 120 µM)

 Tubo 3: Amostras de sêmen mais TFD (comprimento de onda de 610 nm, 120

segundos);

 Tubo 4: Amostra de sêmen mais 100 µl de ALA (concentração final de 120 µM) e

TFD ( 610 nm, durante 120 segundos).
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Após os tratamentos, todas as amostras foram mantidas a 360C (banho-maria), sem a

presença de luz, durante duas horas. Após este período foi realizado avaliação por

citometria de fluxo. Para cada tratamento foram realizadas 5 repetições.

5.1.3 Procedimentos de Marcação com Sondas Fluorescentes

Quanto à avaliação da integridade da membrana plasmática e reação acrossomal

utilizou-se sondas fluorescentes Iodeto de Propídio (IP) e PNA-FITC, respectivamente.

Após a preparação do sêmen, os mesmos foram corados com PNA-FITC (1,125 g/ml)

e incubados por 10 minutos em banho-maria a 36˚C. Em seguida adicionou se IP (1,5 µM) e

foram incubadas por mais 10 minutos a temperatura ambiente. O critério de análise dos dados

correspondentes à fluorescência vermelha, IP (FL3 fotodetector), e verde, PNA-FITC (FL1

Fotodetector), das partículas foram contabilizados. Os espermatozoides que floresceram em

vermelho foram classificados com membrana plasmática não íntegra e os que floresceram em

verde apresentavam membrana acrossomal reagida. Foram obtidos 50.000 eventos. Analise

de interpretação dos dados pelo programa Cell Quest.

5.2. PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES

Para o estudo da terapia fotodinâmica na relação com a taxa de clivagem (D3) e

produção de embrião (D7). Foram utilizados para este experimento 350 oócitos viáveis.

5.2.1 Coleta, recuperação e seleção oocitária.

Os ovários bovinos em diferentes fases do ciclo estral foram coletados no frigorífico

Boi Bravo situado no município de Uberaba – MG, de vacas azebuadas (Bos taurus indicus) e

transportados em garrafa térmica ao laboratório em solução de NaCl a 0,9% a temperatura

entre 34 à 36 ºC.
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No laboratório, os complexos cumulus-oócitos (CCOs) foram aspirados de todos os

folículos visíveis no ovário juntamente com o fluído folicular, utilizando para punção dos

mesmos agulhas hipodérmica 40x12 mm e seringa hipodérmica de 10 ml, e colocados em

tubos de fundo cônico de 50 ml, acondicionados em banho-maria à temperatura de 37ºC por

30 minutos para sedimentação.

Após ente período, o sedimento foi depositado em uma placa de Petri estéril de

poliestireno de 92x16mm de diâmetro, juntamente com o fluido folicular.

Para o rastreamento foi utilizada lupa estereomicroscópica sob um aumento de 15x.

com o auxílio de pipeta de 2-10 µl sob fluxo laminar, os oócitos recuperados foram lavados

em M-199 HEPES (acrescido de soro bovino fetal, pyruvato e antibiótic) e selecionados para

a maturação in vitro. Foram considerados viáveis para a maturação in vitro (MIV) os oócitos

com citoplasma homogêneo, sem vacúolos ou grânulos escurecidos e que apresentaram

células do células compactas com uma a duas camadas conforme descrito na literatura por

Gonçalves (2007).

5.2.2 Maturação in vitro (MIV) oocitária

Após a seleção os complexo cúmulus oocitos (CCOs) foram transferidos para uma

placa de petri de 35mm de diâmetro, contendo meio de maturação ( TCM 199 enriquecido

com bicarbonato de sódio, soro bovino fetal, pyruvado, antibiótico, hormônios (LH, FSH e

estradiol)) e cobertas com óleo mineral estéril, previamente equilibrada em incubadora

Thermo Scientific (modelo 3110) a 5% CO2, com 38,5ºC de temperatura e atmosfera úmida.

Os oócitos foram distribuídos em quatro gotas contendo 100 µl de meio MIV com 25

oócitos cada. Foram mantidos por 24 horas em incubadora Thermo Scientific (modelo 3110) a

5% CO2, com 38,5ºC de temperatura e atmosfera úmida.

5.2.3 Preparação do sêmen

Para preparação do sêmen foram descongelados seis doses de sêmen de um único

touro da raça Nelore de duas partidas diferentes. O método de separação dos espermatozoides



34

dos crioprotetores e plasma seminal foi o gradiente de densidade descontínuo de Percoll

(Amersham Biosciences AB, Uppsala, Sweden).

As palhetas de sêmen (0,25 ml) congeladas foram descongeladas em banho-maria a

36ºC durante 30 segundos.

Em quatro tubos de polipropileno de 1,5 ml, preparou – se o percoll no gradiente de

concentração de 90% e 45% na proporção de 1:1 ( camada inferior do tubo percoll 90% (450

ml) no meio percoll à 45%(450 ml) e na camada superior o sêmen descongelado juntamente

com o diluidor).

Em seguida os tubos foram colocados em microcentrífuga com rotação de 600g por

sete minutos, após a centrifugação o pellet formado ao fundo do tubo (constituído por células

viáveis) dos quatro tubos foram retirados e transferidos para um único tubo contendo 150 µl

de meio sêmen (TL stock acrescido por pyruvato e antibiótico). 30 µl desta solução foram

colocados em lâmina/lamínula.

Os espermatozoide foram avaliados quanto a motilidade progressiva ≥ 50% e vigor ≥ 3

em microscópio óptico no aumento de 10x, em seguida foi quantificada a recuperação

espermática em 90µl e distribuído igualmente em quatro tubos de polipropileno de 1,5 ml e

devidamente identificados como 1, 2, 3 e 4, conforme delineamento deste experimento.

5.2.4.1 Delineamento experimento I - Produção in vitro de Embriões na TFD

 Tubo 1 – SEM TRATAMENTO (sem adição de TFD e ALA) adicionado 22,5 µl de

sêmen preparado conforme descrito acima;

 Tubo 2 - ALA (100µl) adicionado 22,5 µl de sêmen preparado conforme descrito

acima;

 Tubo 3 – Exposto TFD (comprimento de onda de 610nm, durante um período de 120

segundos) e adicionado 22,5 µl de sêmen preparado conforme descrito acima;

 Tubo 4 - ALA (100µl) e TFD (comprimento de onda de 610nm, durante um período

de 120 segundos) e adicionado 22,5 µl de sêmen preparado conforme descrito acima;

Após o procedimento dos tratamentos, foi adicionado 10 µl da solução obtido dos

tratamentos a gotas de 100 µl de meio FIV (Meio FIV stock enriquecido com albumina sérica
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bovina (BSA), heparina 140 usp/MG – Sigma (H-9399), antibiótico, PHE e pyruvato),

distribuídas em uma placa de preti de 35 mm, coberta com óleo mineral estéril, previamente

equilibrado em incubadora Thermo Scientific (modelo 3110) a 5% CO2, com 38,5ºC de

temperatura e atmosfera úmida.

Os oócitos maturados por 24 horas foram lavados em meio de FIV e transferidos para

a placa contendo meio FIV e os respectivos tratamentos, sendo que cada gota contida na placa

foi identificada conforme delineamento do experimento. Após, foram acondicionadas em

incubadora Thermo Scientific (modelo 3110) a 5% CO2, com 38,5ºC de temperatura e

atmosfera úmida por 20 horas.

5.2.5 Cultivo in vitro (CIV)

Após a fecundação in vitro (20 horas), os prováveis zigotos foram transferidas para

uma placa de petri 92x16mm e desnudadas através de movimentos repetidos e cadenciados

com uma pipeta de 50 µl, em meio FIV.

Na sequência, foram lavados em meio CIV (Fluído Sintético do Oviduto – SOF)

acrescido de BSA, SBF, antibiótico e pyruvato, em seguida transferidos para placa contendo

meio de CIV, em placa de petri de 35mm com 4 gotas de 100 µl de meio devidamente

identificada conforme tratamentos utilizados e cobertas por óleo mineral estéril, sendo esta

placa previamente equilibrada por 1 hora em incubadora Thermo Scientific (modelo 3110) a

5% CO2, 5% N2, e 38,5ºC de temperatura e atmosfera úmida.

Os prováveis zigotos foram co-cultivadas em incubadora Thermo Scientific (modelo

3130) a uma temperatura de 38,5ºC e atmosfera de 5% de CO2, 5% de N2 em umidade

saturada por 3 dias.

No terceiro dia após a FIV, fase esta chamada de D3, os prováveis zigotos foram

avaliados e observados para quantificar o índice de clivagem. Foram consideradas clivadas as

estruturas que apresentarem quatro ou mais blastômeros. Após 7 dias da FIV estas células

foram novamente avaliadas quanto a taxa de formação de embrião.

Todos os procedimentos em que as células oocitárias, espermáticas, zigotos e

embriões foram manipulados foram procedidos em Fluxo laminar.
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5.3 ESTATÍSTICA

Para análise estatística foi utilizado o programa Graphpad prism 6.0 (Graphpad

software Inc., San Diego, USA). Os dados foram expressos em média e desvio padrão (cinco

repetições) A comparação de dados entre grupos controles e tratados foi realizada utilizando

teste paramétrico One way ANOVA, com pós teste Bonferroni. As diferenças foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,0001.
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6 RESULTADOS

6.1 EXPERIMENTO I – Terapia Fotodinâmica

No procedimento experimental pela terapia fotodinâmica, observa-se uma tendência

positivas quando comparado ao experimento com heparina, na análise dos dados IP negativo e

PNA negativo (52,4% e 39,2%), mostrando uma similaridade entre as amostras de estudo,

pois não apresentam diferença estatística significativa.

Na análise dos dados no experimento da TFD, para o parâmetro IP negativo e PNA

negativo, o tratamento com TFD apresenta significância estatística quando comparado às

células sem tratamento (39,2%) e células tratada com ALA (44,1%). Na análise do tratamento

com ALA+TFD (25,2%) observou-se significância na comparação com as células tratadas

com ALA (44,1%) e células tratadas com TFD (4,8%) e significância estatística na análise das

células não tratadas (39,2%) versus células tratadas com ALA+TFD (25,2%) (Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio padrão nas analises de espermatozoides bovinos, pós-

congelamento por citometria de fluxo, após o tratamento com TFD.

Relação IP/PNA Tratamento fotodinâmico

p-valueControle ALA TFP ALA + TFP

IP negativo /PNA negativo 39,2 ± 3,1a 44,1 ± 7,2a 4,8 ± 3,4c 25,2 ± 0,1b < 0,0001

IP positivo/ PNA positivo 0,2 ± 0,1d 26,2 ± 3,1bc 51,7 ± 1,5a 32,2 ± 2,3b < 0,0001

IP positivo / PNA negativo 56,8 ± 0,4a 2,1 ± 0,5c 3,5 ± 0,9b 1,6 ± 0,3c < 0,0001

IP negativo / PNA positivo 3,7 ± 3,0c 27,6 ± 5,2b 39,9± 0,9a 41,2 ± 2,1a < 0,0001

Total de células 100% 100% 100% 100%

Analise experimental dos testes de capacitação utilizando indutor (ALA), terapia fotodinâmica (TFD) e indutor
mais terapia fotodinâmica (ALA+TFD): a) (IP negativo/PNA negativo) sem marcação dos corantes – células
integras; b) (IP positivo/PNA positivo) dupla marcação dos corantes - Lesão na membrana plasmática e
acrossomal. Total de células 100%, corresponde a 50.000 eventos avaliados no citometro de fluxo. Considerar
diferença estatística na mesma linha ( p<0,0001).
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Quando a marcação dupla observa-se nas células tratadas com terapia fotodinâmica na

ausência do indutor ALA, apresentaram valores médios de 51,7%, para um número maior de

células quando comparado aos demais tratamentos.

Ao observar o experimento com heparina somente às células com lesão na membrana

plasmática, sem a indução da capacitação (IP positivo/PNA negativo) são similares aos

observados no experimento II com valor médio de 56,8% significativo, quando comparado

aos demais tratamentos. Observando a análise dos demais tratamentos observa-se

significância estatísticas com valores de ALA (2,1%) versus TFD (3,5%) e TFD (3,5%)

versus ALA + TFD (1,6%).

Analisando somente os dados de espermatozoide reagidos “capacitados” (IP

negativo/PNA positivo), verifica-se um número muito baixo de células reagidas sem

tratamento (3,7%) mais altamente significativo quando comparado aos demais tratamentos.

Observa-se significância estatística quando comparado tratamento ALA (27,6%) versus

tratamento TFD (39,9%) e tratamento ALA (27,6%) versus Tratamento ALA+TFD (41,2%).

E nenhuma diferença entre os tratamentos TFD (39,9%) versus tratamento ALA+TFD

(41,2%). (Figura 2)

Figura 2. Analise experimental dos testes de capacitação indutor (ALA), terapia fotodinâmica. (TFD) e indutor
mais terapia fotodinâmica (ALA+TFD): (IP negativo/PNA positivo) Porcentagem de células que sofreram
capacitação sem lesão na membrana plasmática. Significância  estatística ( p<0,0001).

Na avaliação da porcentagem da taxa de clivagem após tratamento com

bioestimulador. Observou-se extrema significância estatística no grupo sem tratamento
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(83,8%) quando comparado ALA (32,3%); TFD (57,3%) e ALA+TFD (42,6%). Alta

significância estatística ente o tratamento ALA (32,3%) versus TFD (57,3%). Media

significância estatística entre os tratamentos ALA (32,3%) versus ALA+TFD (42,6%), esta

mesma significância foi observada entre os tratamentos TFD (57,3%) versus ALA+TFD

(42,6%) (Figura 3).

Figura 3. Analise experimental dos testes de fertilização in vitro utilizando indutor (ALA), terapia fotodinâmica.
(TFD) e indutor mais terapia fotodinâmica (ALA+TFD): a) porcentagem da taxa de clivagem (D3); b)
porcentagem de embrião em D7; (*) baixa significância estatística; (**) média significância estatística; (***) alta
significância estatística (****) Extremamente significante. Considerar diferença estatística ( p<0,0001).

Na análise da porcentagem de embriões produzidos em D7, Observou-se extrema

significância estatística no grupo sem tratamento (21,6%) quando comparado ALA (2,2%);

TFD (9,0%). e ALA+TFD (1,1%). Alta significância estatística ente o tratamento ALA

(2,2%) versus TFD (9,0%) e TFD(9,0%) versus ALA+TFD(1,1%), na análise entre

ALA(2,2%) versus ALA+TFD (1,1%), não foi observado diferença estatística entre os

tratamentos. (Figura 3).
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7 DISCUSSÃO

7.1 EXPERIMENTO I – Terapia Fotodinâmica

Na avaliação da TFD, como indutor da RA, empregou-se dois pontos de estudo: uma

molécula fotossensível e uma baixa dosagem de luz visível, que combinados na presença de

oxigênio poderiam estimular uma resposta celular (ZANCALENA, 2009).

Ao analisarmos os tratamentos tendo como indutor da RA, a TFD, pode se inferir que

este agiu positivamente, pois os resultados demonstram um número superior de células

reagidas em comparação aos demais tratamentos figura 2.

Este efeito indutor foi descrito por Coll (1987) que destaca a luz como possível

modificador do potencial elétrico das membranas celulares modificando a síntese de ATP.

A hipótese criada para este efeito é que o mecanismo de capacitação espermática é

dependente de adenilciclase (AC) e a simultânea produção de AMPc ativa a proteína quinase

A (PKA), assim uma modificação no potencial elétrico da membrana acarretaria uma maior

produção de adenilciclase, e isto levaria a ativação da PKA que promoveria redistribuição e

translocação de fosfolipídios.

A entrada de pequenas quantidades de cálcio nas células espermáticas teria como

função a capacitação e consequente reação acrossomal (FLESCH, GADELLA, 2000).

Outro ponto positivo quanto à estimulação foi à utilização do fotossensibilizador

ALA, que como a TFD, também apresentou resposta positiva para a RA.

A ação mediada pelo ALA e TFD sobre a RA não é descrita na literatura. Assim a

hipótese que é apresentada descreve a ação do fármaco fotossensibilizador após a irradiação

com luz visível, que pode gerar espécies como radicais livres (O2
- ; OH) e outras espécies

reativas de oxigênio (EROS), como relatado por Zancalena, (2009).

Este mecanismo vai de encontro aos mecanismos bioquímicos relatados por

Lamirande et al. (1997), em que a hiperativação, capacitação e reação acrossômica “in vitro”,

podem ser ativadas na presença Radicais livres, como ânion superóxido (O2-), peróxido de

hidrogênio (H2O2) e óxido nítrico (NO3), o que explicaria os resultados apresentados na figura

2.

Na associação do indutor juntamente com o fotossensibilizador, podemos também

inferir que a TFD, além de capacitar provocando a RA, sem o auxílio do fotossensibilizador,
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melhora a ação deste em capacitar e reagir o acrossoma das células espermáticas,

corroborando com o trabalho de Iaffaldano et al., (2010), ao afirmar que em seus estudos

usando como modelo experimental o coelho, observou que o efeito do laser acarreta a uma

maior integridade da membrana plasmática e acrossomal, contribuindo para capacitação

espermática.

Ao avaliarmos os resultados obtidos no uso da TFD e ALA na produção in vitro de

embriões, somente do grupo controle, pode se observar que os resultados demonstrados

quanto à fase de clivagem e fase de blastocisto, apresentam maior índice de clivados e

blastocistos, sendo este resultado inesperado já que não passou por nenhum tratamento figura

3.

Em analises do índice de produção na fase de clivagem (D3), comparando os

resultados obtidos entre os tratamentos, observa se que se destaca TFD, demonstrando que a

indução espermática por luz pode ocorrer in vitro.

Este efeito poderia estar relacionado à ação da luz sobre a cadeia redox da

mitocôndria, que como no espermatozoide, também potenciaria as mesmas respostas

celulares.

Entretanto estes efeitos podem interferir no aumento da síntese de DNA e RNA, como

também no aumento da permeabilidade da membrana aos íons de Na+/K+ (KARU, 1985), o

que poderia levar a morte celular. Assim ao analisar somente o ALA observa-se uma

diminuição nos índices de clivagem, e ao associar o ALA com TFD, este demonstra melhora

no índice de clivagem, inferindo assim, que a TFD é uma ferramenta considerável no uso da

RA in vitro. Conforme literatura estudada, o efeito da irradiação depende do comprimento de

onda, potência e tempo de exposição e dose de irradiação ou fluência (HARRIS, 1988;

KARU, 1988).

Estudos apontam que o tempo de estimulação e o potencial de luz, além da dose dos

indutores podem aumentar ou deprimir processos fisiológicos. Que em tese causariam

destruição das estruturas biológicas, como lesão da cromatina, podendo ocasionar uma

lipoperoxidade ou aquecimento de proteínas provocando sua desnaturação (GIROTTI, 2001;

KARU, 1998; KARU 1994), o que explicaria o baixo índice de clivagem.

Sendo assim os resultados apresentados por este experimento sugere a necessidade de

novos estudos para adequar o tempo de estimulação e o potencial de luz a fim de obter

melhores resultados.
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8 MATERIAL E METODOS II

8.1 EXPERIMENTO II – Heparina

8.1.1 Preparação espermática

Para preparação do sêmen foram descongelados seis doses de sêmen de um único

touro da raça Nelore de duas partidas diferentes. O método de separação dos espermatozoides

dos crioprotetores e plasma seminal foi o gradiente de densidade descontínuo de Percoll

(Amersham Biosciences AB, Uppsala, Sweden).

As palhetas de sêmen (0,25 ml) congeladas foram descongeladas em banho-maria a

36ºC durante 30 segundos.

Em quatro tubos de polipropileno de 1,5 ml, preparou – se o percoll no gradiente de

concentração de 90% e 45% na proporção de 1:1 ( camada inferior do tubo percoll 90% (450

ml) no meio percoll à 45%(450 ml) e na camada superior o sêmen descongelado juntamente

com o diluidor).

Em seguida os tubos foram colocados em microcentrífuga com rotação de 600g por

sete minutos, após a centrifugação o pellet formado ao fundo do tubos (constituído por células

viáveis) dos quatro tubos foram retirado e transferidos para um único tubos contendo 150 µl

de meio sêmen (TL stock acrescido por pyruvato e antibiótico). 30 µl desta solução foram

colocados em lâmina/lamínula.

Os espermatozoide foram avaliados quanto a motilidade progressiva ≥ 50% e vigor ≥ 3

em microscópio óptico no aumento de 10x, em seguida foi quantificada a recuperação

espermática em 655 µl e distribuído igualmente em cinco tudo tipo eppendorff de 1,5 ml e

devidamente identificados como: Sem tratamento - 0,11 µl – 0,055 µl – 0,22 µl e 0,44 µl.

Para cada tratamento foram realizadas 5 repetições.
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8.1.2 Protocolo Heparina

Após a preparação alíquotas de sêmen na concentração de 1x106 espz/ml, foram

adicionadas em cinco tubos modelo eppendorf (1,5mL) e identificadas conforme tratamento:

 Tubo 1 – SEM TRATAMENTO (sem adição de heparina)

 Tubo 2 - 0,11 µl de heparina em 1 ml de Meio FIV;

 Tubo 3 – 0,055 µl de heparina em 1 ml de Meio FIV;

 Tubo 4 - 0,22 µl de heparina em 1 ml de Meio FIV;

 Tubo 5 - 0,44 µl de heparina em 1 ml de Meio FIV.

8.1.3 Procedimentos de Marcação com Sondas Fluorescentes

Quanto à avaliação da integridade da membrana plasmática e reação acrossomal

utilizou-se sondas fluorescentes Iodeto de Propídio (IP) e PNA-FITC, respectivamente.

Após a preparação do sêmen, os mesmos foram corados com PNA-FITC (1,125 g/ml)

e incubados por 10 minutos em banho-maria a 36˚C. Em seguida adicionou se IP (1,5 mM) e

foram incubadas por mais 10 minutos a temperatura ambiente.

O critério de análise dos dados correspondentes à fluorescência vermelha, IP (FL3

fotodetector), e verde, PNA-FITC (FL1 Fotodetector), das partículas foram contabilizados.

Os espermatozoides que floresceram em vermelho foram classificados com membrana

plasmática não íntegra e os que floresceram em verde apresentavam membrana acrossomal

externa não intacta. Foram analisados 50.000 eventos. Analise de interpretação dos dados pelo

programa Cell Quest.
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8.2 PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES

Para o estudo das diferentes concentrações de em relação com a taxa de clivagem (D3)

e produção de embrião (D7). Foram utilizados para este experimento 1201 oócitos viáveis.

8.2.1 Coleta, recuperação e seleção oocitária.

Os ovários bovinos em diferentes fases do ciclo estral foram coletados no frigorífico

Boi Bravo situado no município de Uberaba – MG, de vacas azebuadas (Bos taurus indicus) e

transportados em garrafa térmica ao laboratório em solução de NaCl a 0,9% a temperatura

entre 34 à 36 ºC.

No laboratório, os complexos cumulus-oócitos (CCOs) foram aspirados de todos os

folículos visíveis no ovário juntamente com o fluído folicular, utilizando para punção dos

mesmos agulhas hipodérmica 40X12 mm e seringa hipodérmica de 10 ml, e colocados em

tubos  de fundo cônico de 50 ml, acondicionados em banho-maria à temperatura de 37ºC por

30 minutos para sedimentação.

Após ente período, o sedimento foi depositado em uma placa de Petri estéril de

poliestireno de 92x16mm de diâmetro, juntamente com o fluido folicular.

Para o rastreamento foi utilizada lupa estereomicroscópica sob um aumento de 15x.

com o auxílio de pipeta de 2-10 µl sob fluxo laminar, os oócitos recuperados foram lavados

em M-199 HEPES e selecionados para a maturação in vitro. Foram considerados viáveis para

a MIV os oócitos com citoplasma homogêneo, sem vacúolos ou grânulos escurecidos e que

apresentem células do cumulus oophorus compactas com uma e duas camadas e ooplasma

homogêneo conforme descrito na literatura por Gonçalves et al., (2007).

8.2.2 Maturação in vitro (MIV) Oocitária

Após a seleção os CCOs foram transferidos para uma placa de petri de 35mm de

diâmetro, contendo meio de maturação ( TCM 199 enriquecido com bicarbonato de sódio,
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soro bovino fetal, piruvado, antibiótico, hormônios (LH, FSH e estradiol) e cobertas com óleo

mineral estéril, previamente equilibrada em incubadora Thermo Scientific (modelo 3110) a

5% CO2, com 38,5ºC de temperatura e atmosfera úmida.

Os oócitos foram distribuídos em quatro gotas contendo 100 µl de meio MIV com 25

oócitos cada. Foram mantidos por 24 horas em incubadora Thermo Scientific (modelo 3110) a

5% CO2, com 38,5ºC de temperatura e atmosfera úmida.

8.2.3 Preparação do sêmen

Para preparação do sêmen foram descongelados seis doses de sêmen de um único

touro da raça Nelore de duas partidas diferentes. O método de separação dos espermatozoides

dos crioprotetores e plasma seminal foi o gradiente de densidade descontínuo de Percoll

(Amersham Biosciences AB, Uppsala, Sweden).

As palhetas de sêmen (0,25 ml) congeladas foram descongeladas  em banho-maria a

36ºC durante 30 segundos. Em quatro tubos de 1,5 ml, preparou – se o percoll no gradiente de

concentração de 90% e 45% na proporção de 1:1 ( camada inferior do eppendorff percoll 90%

(450 ml) no meio percoll à 45%(450 ml) e na camada superior o sêmen descongelado

juntamente com o diluidor.

Em seguida os tubos foram colocados em microcentrífuga com rotação de 600g por

sete minutos, após a centrifugação o pellet formado ao fundo do tubos (constituído por células

supostamente viáveis) dos quatro eppendorff`s  foram retirado e transferidos para um único

tubos contendo 150 µl de meio sêmen (TL stock acrescido por pyruvato e antibiótico).

Foram colocados em lâmina/lamínula 30 µl desta solução e os espermatozoide foram

avaliados quanto a motilidade progressiva ≥ 50% e vigor ≥ 3 em microscópio óptico no

aumento de 10x, em seguida foi quantificada a recuperação espermática em 90µl e distribuído

igualmente em quatro tudo tipo eppendorff de 1,5 ml e devidamente identificados como 1, 2,

3, 4 e 5 conforme delineamento deste experimento.

8.2.3.1 Delineamento experimento II – Produção in vitro de Embriões
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 Tubo 1 - SEM TRATAMENTO (sem adição de heparina)

 Tubo 2 - 0,11 µl de heparina em 1 ml de Meio FIV;

 Tubo 3 - 0,055 µl de heparina em 1 ml de Meio FIV;

 Tubo 4 - 0,22 µl de heparina em 1 ml de Meio FIV;

 Tubo 5 - 0,44 µl de heparina em 1 ml de Meio FIV.

Após o procedimento dos tratamentos, foi adicionado 10 µl da solução (respectivos

tratamentos) em gotas de 100 µl de meio FIV (Meio FIV stock enriquecido com albumina

sérica bovina (BSA), heparina 140 usp/MG – Sigma (H-9399), antibiótico, PHE e pyruvato),

distribuídas em uma placa de preti de 35 mm, coberta com óleo mineral estéril, previamente

equilibrado por 1 hora em incubadora Thermo Scientific (modelo 3110) a 5% CO2, com

38,5ºC de temperatura e atmosfera úmida.

Estas placas foram identificadas conforme delineamento desse experimento e as gotas

de Meio FIV utilizadas foram às preparadas nos tratamentos conforme delineamento descrito

acima.

Os oócitos maturados por 24 horas foram lavados em meio de FIV e transferidos para

a placa contendo meio FIV e os respectivos tratamentos. Após foram acondicionadas em

incubadora Thermo Scientific (modelo 3110) a 5% CO2, com 38,5ºC de temperatura e

atmosfera úmida por 20 horas.

8.2.4 Cultivo in vitro (CIV)

Após a fecundação in vitro (20 horas), os prováveis zigotos foram transferidas para

uma placa de petri 92x16mm e desnudadas através de movimentos repetidos e cadenciados

com uma pipeta de 50 µl, em meio FIV. Na sequência, foram lavados em meio CIV (Fluído

Sintético do Oviduto – SOF) acrescido de BSA, antibiótico e pyruvato.

Em seguida transferidos para placa contendo meio de CIV, em placa de petri de 35mm

distribuído 4 gotas de 100 µl de meio devidamente identificada conforme tratamentos

utilizados e cobertas por óleo mineral estéril, sendo esta placa previamente equilibrada por 1

hora em incubadora Thermo Scientific (modelo 3110) a 5% CO2, com 38,5ºC de temperatura

e atmosfera úmida.
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Os prováveis zigotos foram co-cultivadas em incubadora Thermo Scientific (modelo

3130) a uma temperatura de 38,5ºC e atmosfera de 5% de CO2, 5% de N2 em umidade

saturada por 3 dias.

No terceiro dia após a FIV, fase esta chamada de D3, os prováveis zigotos foram

avaliados e observados para quantificar o índice de clivagem. Foram consideradas clivadas as

estruturas que apresentarem quatro ou mais blastômeros Após 7 dias da FIV estas células

foram novamente avaliadas quanto a taxa de formação de embrião.

Todos os procedimentos em que as células oocitárias, espermáticas, zigotos e

embriões foram manipulados foram procedidos em Fluxo laminar.

8.3 ESTATÍSTICA

Para análise estatística foi utilizado o programa Graphpad prism 6.0 (Graphpad

software Inc., San Diego, USA). Os dados foram expressos em média e desvio padrão (cinco

repetições) A comparação de dados entre grupos controles e tratados foi realizada utilizando

teste paramétrico One way ANOVA, com pós teste Bonferroni. As diferenças foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,0001.
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9 RESULTADO

9.1 EXPERIMENTO II – Heparina

Inicialmente a técnica de citometria de fluxo propiciou um número maior de células

avaliadas (50.000 eventos) em um período curto de tempo. Além de possibilitar a avaliação de

dois parâmetros celulares distintos, simultaneamente. As especificidades dos corantes

corroboram para este tipo de análise. O Iodeto de propicio determina a avaliação da

funcionalidade da membrana plasmática, com sua especificidade para a marcação do DNA

espermático (vermelho), somente quando membrana plasmática esta lesionada. O corante

PNA-FITC determina a sua marcação (verde), quando marca a membrana acrossomal externa

do espermatozoide. Identificando o início da reação acrossomal. Espermatozoides

considerados com membrana plasmática e acrossomal íntegros apresentaram como IP

negativo e PNA negativo. Denota-se esta observação entre os grupos tratados com heparina.

Estas células foram consideradas células que não sofreram lesões na membrana plasmática e

não sofreram RA. Observa-se na tabela (2) que há diferenças estáticas entre alguns

tratamentos. Com significância estatística entre as células sem heparina (sem tratamento) vs

Tratamento a 0,11µl (52,4% vs 38%); sem tratamento vs tratamento 0,055µl (52,4% vs

35,4%); tratamento 0,11µl vs tratamento 0,44µl (38% vs 53,9%), tratamento 0,055µl vs

tratamento 0,44µl (35,4% vs 53,9%); sem tratamento (52,4%) vs tratamento 0,22µl (43,7%);

tratamento 0,22µl (43,7%) vs tratamento 0,44µl (53,9%);tratamento 0,055µl vs tratamento

0,22µl (35,4% vs 43,7%).
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Tabela 2. Média e desvio padrão nas analises de espermatozoides bovinos, pós-

congelamento por citometria de fluxo, após o tratamento com heparina.

Relação IP/PNA

Tratamento com heparina (%)

p-value

0 0,055 µl 0,11 µl 0,22 µl 0,44 µl

IP negativo /PNA negativo - 52,4 ± 2,5a 35,4 ± 2,6c 38 ± 3,7bc 45,7 ± 1,0b 53,9 ± 1,2a < 0,0001

IP positivo/ PNA positivo - 2,4 ± 2,7c 13,7 ± 1,1a 17 ± 1,7a 12,9 ± 1,5ab 11,6 ± 1,6b < 0,0001

IP positivo / PNA negativo - 44,8 ± 2,0a 48,4 ± 1,3a 39,8 ± 4,7b 37,1 ± 4,7b 30,7 ± 3,1bc < 0,0001

IP negativo / PNA positivo - 0,4 ± 0,6d 2,5 ± 0,4c 5,1 ± 1,2a 4,2 ± 0,6ac 3,8 ± 0,7a < 0,0001

Total de células 100% 100% 100% 100% 100%

Analise experimental dos testes de capacitação utilizando diferentes concentrações de Heparina. a) (IP
negativo/PNA negativo) sem marcação dos corantes – células viáveis; b) (IP positivo/PNA positivo) dupla
marcação dos corantes - Lesão na membrana plasmática e acrossomal. c) (IP positivo/PNA negativo) Lesão na
membrana plasmática sem apresentar reação acrossomica; d) (IP negativo/PNA positivo). Total de células 100%,
corresponde a 50.000 eventos avaliados no citometro de fluxo. Considerar diferença estatística na mesma linha (
p<0,0001).

Todas as células que sofreram dupla marcação (IP positivo/ PNA positivo), com

diferença estatística entre todos os tratamentos. Com valores médios abaixo de 20% das

células totais avaliadas. Todavia análise estatística observa-se significância estatística entre o

grupo sem tratamento vs os demais grupos.

As células espermáticas que sofreram algum dano à membrana plasmática sem

apresentar reação acrossômica (IP- positivo e PNA negativo), observa-se diferença estatística

entre o tratamento 0,055 µl e tratamento 0,44µl (48% vs 30,7%); células sem tratamento vs

tratamento 0,44µl (43,2% vs 32,74%).

Na análise de espermatozoide com membrana plasmática integra (IP negativo) e

acrossoma reagido (PNA positivo) (Figura 4). A uma tendência maior para a RA para o

tratamento com 0,11µl de heparina, quando comparado aos demais tratamentos. Com valor

médio de 4,7% de espermatozoides reagidos. Observa-se que as células que não estavam em

presença do tratamento apresentaram valor médio de 0,4%, apresentando significância

estatística (p<0,01) quando comparado ao tratamento 0,22µl (4,2%); o tratamento 0,11µl

(5,1%) apresenta significância estatística para o tratamento 0,44µl (3,8%) e para o tratamento

0,055 µl (2,5%).
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Figura 4. Analise experimental dos testes de capacitação utilizando diferentes concentrações de Heparina.
Porcentagem de células que sofreram capacitação sem lesão na membrana plasmática. Significância  estatística (
p<0,0001).

De acordo com análise dos dados demonstrados no gráfico, pode se observar que não

houve diferenças estatísticas significativas (p>0,0001), entre os tratamentos na avaliação da

taxa de clivagem (Figura 5), onde todos os grupos em comparação ao grupo sem tratamento

obtiveram média superior a 60%. Todavia os resultados sugerem uma tendência maior para o

tratamento com heparina a 0,055µl e 0,22µl com taxa de clivagem superior a 80%.

Figura 5. Analise experimental dos testes de fertilização in vitro de utilizando diferentes concentrações de
Heparina. a) porcentagem da taxa de clivagem (D3); b) porcentagem de embrião em D7; (*) Significância, (
p<0,0001).
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Na avaliação da porcentagem de embriões produzidos (D7), observa-se significância

estatística ( p<0,0001) entre o grupo sem tratamento (44,9%) versus o tratamento com 0,11µl

(37,2%). E nenhuma diferença estatística (p>0,0001), entre os demais tratamentos (Figura 5).



52

10 DISCUSSÃO

10.1 EXPERIMENTO II – Heparina

Neste experimento foram avaliadas a integridade de membrana plasmática (MP) e

reação acrossomal, em espermatozoides que foram tratados com diferentes doses de heparina.

Ao analisar os dados obtidos pela citometria de fluxo quanto ao parâmetro (IP

negativo/PNA positivo), porcentagem de células que sofreram reação acrossomal sem lesão

na membrana plasmática (Figura 4), observa se que o tratamento com volume de heparina

0,11µL, obteve um maior número de células que sofreram RA, comparado ao outros

tratamentos.

A efetividade da heparina como indutor da RA foi descrita por Fukui, Mochizuki e

Sonoyama (1990), descrevendo as características físico-químicas, ressaltando que a mesma é

o glicosaminaglicano mais potente para capacitar espermatozoides bovino. Parrish et al.,

(1988), relataram que a concentração de heparina pode interferir em resposta fisiológicas da

capacitação e consequente RA, tanto na membrana plasmática quanto acrossomal, resultado

este também observado no presente trabalho ao analisar os diferentes tratamentos de heparina

quanto a integridade da membrana plasmática, tabela 2.

Esta resposta bioquímica foi descrita por Therien et al. (2001), que descreveram que

esta resposta fisiológica à capacitação pode ser a ação de glicosaminoglicanas, uma vez que

estes se ligam as proteínas do plasma seminal bovino (BSP).

A maior concentração de heparina poderia propiciar uma maior interação com as

proteínas BSP, e desta forma potencializar capacitação espermática induzida por estas

moléculas e por conseguinte promovendo a reação acrossômica (THERIEN et al., 2005).

Assim as BSP proteínas, induziriam alterações na membrana plasmática do

espermatozoide, estimulando a saída do colesterol e fosfolipídios (THERIEN, et al., 1998).

Esta indução potencializada pela interação com a heparina aumentaria a concentração

intracelular de cálcio, pH e cAMP, que a princípio sugere-se necessária para iniciar a via de

sinalização da capacitação. Esta resposta também é bem semelhante às vias de bicarbonato,

adenosina, cafeína, e espécies reativas de oxigênio (ROS), descritas por Colenbrander e

Gadella (2003).
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Por conseguinte, as células que apresentaram lesão em sua grande maioria estariam

relacionadas a processos pertinentes à criopreservação, já que com a criopreservação,

observa- se uma queda significativa da viabilidade espermática em razão de efeitos osmóticos

(crioprotetores) e das curvas de congelamento (YOSHIDA, 2000).

Portanto, verifica-se que o processo de criopreservação, aumenta a fragilidade celular,

resultando na ruptura e desestabilidade das membranas durante este processo, e possivelmente

induzindo a criocapacitação.

Ao analisarmos os diferentes volumes de heparina utilizadas na produção in vitro de

bovinos, sendo na fase de clivagem quanto na fase de blastocisto, não houve diferença

estatística, embora, na fase de blastocisto tenha ocorrido uma menor taxa de conversão

embrionária comparado com a fase de clivagem.

Esse fato pode ser explicado através dos estudos feitos por Barners e Eyestone, (1990),

Barners e First, (1990) e Xu et al., (1987), onde concluíram que em bovinos, a primeira

clivagem acontece aproximadamente de 26 a 32 horas após a FIV. Lundin et al., (2001),

complementam dizendo que a velocidade de desenvolvimento embrionário está

correlacionado com a primeira clivagem, já que não avaliamos individualmente a primeira

clivagem em termos cinéticos, inferimos que houve o aceleramento evolutivo e ou retardado

de algumas células.

Quando observa-se o desempenho dos grupos entre eles, constata se que não houve

diferença estatísticas entre eles seja na fase de D3 quanto na fase D7, sugerindo que a

heparina como indutor de RA para raça nelore independe da concentração de heparina

e ou do uso da heparina utilizada para que ocorra a reação acrossômica, principalmente

quando observa-se o desempenho dos tratamentos na fase de clivagem, fato este não

encontrado na literatura consultada.

Todavia cria-se a possibilidade de discussão do efeito da criocapacitação do

espermatozoide bovino, possivelmente, este efeito pode estar relacionado a mudança

conformacional de fosfolipídios da membrana plasmática, devido aos efeitos da criogenia,

uma vez que este promoveria a abertura de canais iônicos de Ca+2, o que favoreceria a

interação do espermatozoide com o oócitos (BEVERS et al., 1999).

Esta hipótese poderia explicar o resultado apresentado na figura 5, uma vez que as

células sem tratamentos apresentaram resultados de porcentagem da taxa de clivagem (D3) e

porcentagem de embrião em D7, semelhantes aos das células tratadas. EFEITO DO

PERCOLL NA CAPACITAÇÃO
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Ao correlacionar os dados de indução da reação acrossômica da heparina com a

terapia fotodinâmica, conclui-se que a ação da terapia fotodinâmica induz em ate 6 vezes a

reação acrossômica in vitro quando comparado ao melhor resultado com heparina ( 5,1%),

tanto na presença do foto indutor ( 27,6%) quanto somente na presença de luz (39,9%).

Sugere-se que neste mecanismo, o efeito excitação das moléculas, por mudança no

potencial redox. Este por sua vez agiria na regulação cinética de vias bioquímicas, como das

proteínas Kinase, que poderiam estar relacionadas a mecanismos de transportes através da

membrana (KARU, 1998).

E que a ação do fotossensibilizador ácido 5 – aminolevulinico (ALA) poderia atuar de

forma sinérgica no transporte ativo, como Na+/Cl-, dependente de beta aminoácidos como

glicina e ácido gama aminobutírico (GABA) (CALZAVARA et al., 2009).

Estes efeitos estimulariam a ativação de transporte ativo secundário com a abertura

dos canais iônicos de Ca+2, ativando respostas bioquímicas na membrana acrossomal,

principalmente na ativação da via do cAMP (GADELA et al., 2001).
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11 CONCLUSÃO

11.1 EXPERIMENTO I – Terapia Fotodinâmica

A terapia fotodinâmica é uma potencial tecnologia para indução da RA in vitro de

espermatozoides bovino.

O biossensibilizador ALA apresenta uma resposta fisiológica, muito forte na presença

da luz visível, em ambos os sistemas biológicos estudados no presente experimento, sendo

necessário verificar a melhor concentração de uso.

Ao avaliar os estudos de TFD associado ao fotossensibilizador ALA na fase de

clivagem (D3) e na fase de blastocisto (D7), inferimos que há a necessidade de mais estudos

para ajustar a dose do ALA.

11.2 EXPERIMENTO II – Heparina

A heparina é um bom indutor de reação acrossomal para espermatozoide bovino,

analisado na produção in vitro de embriões. Todavia demonstrou que para sêmen congelado

de raça zebuína, a capacitação espermática e consequente reação acrossomal independe da

utilização e ou a concentração de heparina.

Não há efeito das diferentes concentrações de heparina quando utilizado sêmen

congelado e seleção por percoll sobre a taxa de clivagem (D3) e o percentual de embrião

(D7).
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ANEXO I

Comitê de Ética em Experimentação Animal
André Belico de Vasconcelos

Ofício CEEA–069/2014 Uberaba, 27 de fevereiro de 2015

Ilmo. Prof.

Assunto: Encaminha parecer do processo nº 015/2014, sobre o protocolo de
Pesquisa “O efeito da terapia fotodinâmica na produção in vitro de embriões
bovino”

Prezado(a) Professor(a),

Em resposta a sua solicitação, informo que o protocolo acima referido foi submetido à
reavaliação do CEEA-UNIUBE na reunião do dia 07/10/2014, sendo considerado

aprovado.

Atenciosamente,

Profa. Joely F. Figueiredo Bittar
Coordenadora do CEEA-UNIUBE

Campus Aeroporto – Av. Nenê Sabino, 1801, Bloco R – B. Universitário – 38055-500 – Uberaba, MG – Fone: (34) 3319-8950 – Fax: (34) 3314-8910
e-mail: cep@uniube.br


