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INFLUENCIA DOS DANOS OXIDATIVOS NA QUALIDADE ESPERMATICA EM
BOVINOS DE DIFERENTES IDADES

RESUMO - O estudo teve por objetivo avaliar o sémen criopreservado de touros da raca
Nelore de diferentes idades e verificar se a qualidade espermatica declina com o avanco da
idade e se geracdo espontanea intracelular de superoxido, peroxidacao lipidica e danos no
DNA estdo envolvidos neste processo em decorréncia da susceptibilidade ao estresse
oxidativo durante o envelhecimento. Para isso, foram utilizados trés ejaculados de 40 touros,
subdivididos em trés faixas etarias: Jovens de 1,8 a 2 anos (n= 27 partidas), Adultos de 3,5
a 7,0 anos (n= 52 partidas) e Senis de 8,0 a 14,3 anos (h= 34). Os touros jovens
apresentaram altos valores de motilidade, integridade da membrana e acrossoma e de alto
potencial mitocondrial comparado com touros adultos e senis (p<0,05). Houve correlacdo
positiva entre a idade e os parametros considerados indesejaveis tais como baixo potencial
mitocondrial, membrana lesada, acrossoma lesado e danos oxidativos no DNA (p<0,05) e
negativa com alto potencial mitocondrial, membrana integra e acrossoma integro (p<0,05),
indicando reducdo da qualidade espermatica com o envelhecimento. A geracdo de
superéxido, peroxidacdo lipidica (BodipyC1,****') ndo apresentou diferenca significativa
entre a idade e os parametros referentes a qualidade espermética (p>0,05). A concentragéo
de TBARS foi menor em touros jovens quando comparado aos adultos, mas diferengcas nédo
foram observadas em touros senis (p>0,05). Danos oxidativos no DNA correlacionaram
negativamente com a varidvel membrana e acrossoma integro (r= 0,33, p<0,03) e
positivamente com os valores de baixo potencial mitocondrial (r= 0,38, p<0,01). A qualidade
espermatica declina com o avanco da idade e ndo esta relacionada com a geracdo de
superéxido e peroxidacéo lipidica (TBARS e BodipyC1;,***') no sémen criopreservado. No
entanto, alta porcentagem de danos oxidativos no DNA no sémen de touros senis e sua
relagdo com integridade da membrana e potencial mitocondrial indicam o envolvimento de
outras ROS na reducdo da qualidade espermatica e aumento da susceptibilidade ao
estresse oxidativo durante o envelhecimento.

Palavras-chave: Idade, touros, criopreservacao, sémen, DNA, estresse oxidativo.
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INFLUENCE OF OXIDATIVE DAMAGE IN BOVINE SPERM QUALITY OF
DIFFERENT AGES

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate sperm quality of frozen-thawed
semen samples of Nelore Bulls of different ages and verify if the quality declines with
age and if it is associated with the spontaneous generation of intracellular
superoxide, lipid peroxidation and DNA damage. 40 bulls were divided into three age
groups: Young 1,8 to 2 years (n = 27 samples), Adults 3.5 to 7.0 years (n = 52
samples) and Senile , from 8 to 14.3 years (n = 34 samples). Young bulls showed
higher values of motility, membrane integrity and acrosome and high mitochondrial
potential compared to adults and senile bulls (P <0.05). There was a positive
correlation between age and undesirable parameters such as low mitochondrial
potential , damaged membrane, damaged acrosome and oxidative DNA damage
(P<0.05). There was also a negative correlation with high potential mitochondrial,
membrane integrity and acrosome integrity (P<0.05). These results indicate a
reduction in sperm quality with aging. The generation of superoxide and lipid
peroxidation (BodipyC11581/591) showed no significant differences between age
and parameters related to sperm quality (P>0.05). The TBARS concentration was
lower in young bulls compared to adults, but no differences were observed in senile
bulls (P>0.05). Oxidative DNA damage correlated negatively with membrane and
acrosome integrity (r = 0.33, P<0.03) and positively with low mitochondrial potential (r
= 0.38, P<.01). The sperm quality declines with aging and is not related to
superoxide generation and lipid peroxidation (TBARS and BodipyC11581/591) in
frozen semen. However, high percentage of oxidative DNA damage indicates the
involvement of other ROS (reactive oxygen species) which reduces sperm quality
and increases susceptibility to oxidative stress during aging.

Keywords: Age, bulls, cryopreservation, semen, DNA, oxidative stress.



l. INTRODUCAO

A fertilidade de touros € essencial para a industria da inseminacéao artificial
(HALLAP et al., 2004), pois é por meio do sémen que o touro contribui com o
melhoramento genético de seus descendentes. Desta forma, o conhecimento dos
fatores que afetam a producéo e a qualidade espermatica contribui para melhorar a
eficiéncia reprodutiva e, portanto, a produtividade e rentabilidade de centros de
inseminacao artificial (FUERST-WALTL et al., 2005).

Diversos fatores tais como: sazonalidade (NICHI et al., 2006; KOIVISTO et al.,
2009) nutricdo, manejo da fazenda (PACHECO et al., 2007), grupo genético e
principalmente idade dos reprodutores influenciam na qualidade espermatica de
touros (BRITO et al., 2002).

Sabe-se que determinadas caracteristicas como volume do ejaculado,
namero total de espermatozoides e motilidade sdo aprimoradas a medida que 0s
touros amadurecem (BRITO et al., 2002; HALLAP et al.,, 2004; FRENEAU et al.,
2006) como também contribuem com a qualidade pés descongelacdo de amostras
criopreservadas (HALLAP et al., 2006). No entanto, durante o envelhecimento em
touros ocorre tendéncia na reducdo da concentracdo espermatica e motilidade, o
gue tem sido associado a degeneracéo testicular (KUMI-DIAKA et al., 1981; KELSO
et al., 1997).

Em humanos diversos trabalhos relatam o declinio dos parametros seminais
(volume do ejaculado, motilidade e morfologia normal) com o envelhecimento
(CENTOLA et al., 1999; KIDD et al., 2001; CHEN et al., 2003). Esse cenério
normalmente é reflete o estilo de vida, como o uso de medicamentos, cigarros e
alcool, que reforcam a queda da qualidade seminal com o avanco da idade
(ESKENAZI et al., 2003).

Atualmente, ap0s descoberta da participacdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS do inglés: reactive oxygen species) e sua patofisiologia durante o
envelhecimento, sugere-se que o acumulo dessas substancias pode ser um dos
fatores associados a deterioracdo da funcao reprodutiva. (ANGELOPOULOU et al.,
2009).



Em humanos e roedores estudos indicam a participagdo das ROS na reducéo
da qualidade espermatica e fecundidade com o avanco da idade. O aumento da
ROS e a reducdo da capacidade antioxidante do sémen sdo um dos principais
fatores envolvidos na patogénese da infertilidade e no atraso da paternidade (WEIR
& ROBAIERE, 2006; COCCUZA et al., 2008).

A célula espermatica é extremamente susceptivel aos danos induzidos pelas
ROS. Substancias oxidantes adicionadas ao sémen prejudicam a viabilidade,
motilidade, potencial mitocondrial e estdo em alto grau relacionados com o nivel de
apoptose e danos no DNA nuclear e mitocondrial do espermatozoide (BAUMBER et
al., 2000; DURU et al., 2000; WANG et al., 2003; VENKATESH et al., 2009).

Poucas pesquisas relacionam a idade e as consequéncias da ROS na
qualidade espermética em bovinos (KELSO et al., 1997). Os trabalhos existentes
geralmente associam o efeito das ROS e o uso de antioxidantes nos protocolos de
criopreservacdo (CHATERJEE et al., 2001; BUCAK et al., 2010). Além disso, pouco
se sabe sobre a geracdo espontanea de ROS, peroxidacdo lipidica e danos
oxidativos no DNA do sémen bovino (BROWERS & GADELLA, 2003).

Tendo em vista a escassez de dados e a dificuldade da avaliacao
espermatica em pacientes humanos de diferentes faixas etarias devido a questdes
éticas, os animais podem servir como modelo de possiveis alterac6es espermaticas
envolvendo a idade. O objetivo deste trabalho foi avaliar o sémen criopreservado de
touros da raca Nelore de diferentes idades e verificar se a qualidade espermatica
declina com o avanco da idade e se a geragdo espontanea intracelular de
superoxido, peroxidacdo lipidica e danos no DNA estariam envolvidos neste
processo em decorréncia da susceptibilidade ao estresse oxidativo durante o

envelhecimento.



Il REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nas ultimas décadas, ha uma constante busca referente ao papel fisioldgico
do oxigénio no organismo aerobico, pois 0 mesmo oxigénio que é essencial a vida
também produz derivados téxicos como as ROS. (De LAMIRANDE & O'FLAHERTY,
2008).

As ROS englobam grupo de moléculas tais como: anion supéroxido (O; ),
radical hidroxila (OH ), radical peroxila (ROO ) e o nao-radical peréxido de
hidrogénio (H.0,;) (HALLIWELL & GUTTERIDGE; 1999), subprodutos
imprescindiveis durante as reacdes enziméticas de sinalizagdo inter e intracelular.
(BANSAL & BILASPURI, 2011).

A reatividade dessas moléculas e seu poder oxidante séo influenciados por
suas caracteristicas préprias. O O, tem vida curta e ndo é capaz de atravessar a
membrana biolégica, mas quando ocorre permeabilidade da mesma, pode ser
extremamente danoso no local onde foi produzido (AITKEN & BENNETTS, 2006).
Além disso, O, pode converter-se espontaneamente ou enzimaticamente em
outros ROS, como o H;O, (AITKEN & BENNETTS, 2006), que tem vida longa,
capacidade de atravessar membranas biol6gicas e gerar o radical OH , que é
considerado o radical mais potente e mais danoso no sistema biologico. (SILVA et
al., 2010).

Desta forma, as ROS sdo capazes de induzir danos oxidativos em lipideos,
proteinas e DNA, pois utilizam esses componentes como substratos para a geracao
de novas ROS (SILVA et al., 2006) quando mecanismos antioxidantes nao estiverem
disponiveis (SILVA; CHAVEIRO, 2010).

Os antioxidantes em geral sao responsaveis em neutralizar ou suprimir a
producdo excessiva das ROS e consequentemente atenuar seus efeitos danosos
(AGARWAL et al., 2003; SILVA & CHAVEIRO, 2010). Quando ocorre desequilibrio
entre ROS e antioxidantes instala-se condigdo conhecida como estresse oxidativo

(AGARWAL et al.,, 2003), envolvido em diversas doencas como aterosclerose,



doencas neurodegenerativas e inclusive na fisiopatologia do envelhecimento
(ANGELOUPOU et al., 2009; DESAI et al., 2009).

O estresse oxidativo vem sendo associado a uma ampla gama de patologias
que afligem a funcao reprodutiva, resultando na infertilidade masculina (AGARWAL
et al., 2003; AITKEN et al.,, 2012), Sendo o anion superoxido, peroxido de
hidrogénio, radical peroxil e hidroxil os radicais livres mais envolvidos nas
implicacdes da biologia reprodutiva (OGBUEWU et al., 2010).

Os espermatozoéides sdo altamente susceptiveis aos ROS devido a alta
concentracdo de acidos graxos poli-insaturados na membrana (JONES et al., 1978),
a restrita localizacdo de enzimas antioxidantes no citoplasma (AGARWAL et a.,
2003) e por serem capazes de produzir ROS através da atividade mitocondrial
localizada em sua peca intermediaria (KOOPERS et al., 2008).

Substancias antioxidantes enziméticas (superoxio dismutase, peroxidase) e
nao-enziméticas (catalase, acido ascérbico, allfa tocoferol, taurina e albumina) estdo
presentes na célula espermatica e no plasma seminal para prevenir 0 estresse
oxidativo (ALVAREZ & STOREY, 1993; OGBUEWU et al., 2010).

No entanto, biotecnologias como a criopreservacdo reduzem os niveis de
antioxidantes. Segundo Bilodeau et al. (2000), o sémen congelado perde cerca de
78% de glutationa peroxidase e 50% de superéxido dismutase, reduzindo a
viabilidade do sémen em consequéncia do estresse oxidativo (CHATERJEE &
GAGNON, 2001).

Altas concentracfes produzidas pelos préprios espermatozoéides (AITKEN &
CLARKSON, 1987) ou a combinacao de agentes oxidantes como 0 sistema xantina
oxidadase ou H,O, (BAUMBER et al., 2000) comprometem a motilidade, potencial
mitocondrial, viabilidade e integridade do DNA espermatico (De LAMIRANDE et al.,
1992; BAUMBER et al., 2000; WANG et al., 2003; ZUBKOVA et al., 2005).

Tendo em vista que altas concentracbes ROS afetam negativamente a
viabilidade espermética, baixas concentracfes sdo necessarias para que ocorram
eventos fisioldégicos tais como reacdo acrossomal, capacitacdo, e interacdo do
espermatozoide e oocito (DeLAMIRANDE & O'FLAHERTY, 2008; GONCALVEZ et
al., 2010; RODRIGUEZ et al, 2011). Porém, cabe ressaltar que essas

concentracbes sdo referentes a niveis basais e que adicdo de substancias



antioxidantes no intuito de manter os niveis de ROS baixos podem prejudicar tais
eventos fisioloégicos como a reagao acrossomal (O'FLAHERTY et al., 2003).

O dano mais comum envolvendo as ROS é a peroxidacéo lipidica, definida
como processo de degradacao autocatalitica da membrana plasmatica (HALLIWELL
& CHIRICO, 1993). Esta reacdo gera peréxidos lipidicos que levam a reducéo da
fluidez da membrana plasmética e favorecem a decomposicdo de aldeidos
citotoxicos como o malondealdeido, produto final da peroxidacéo lipidica (LIMA &
ABDALA, 2001; SILVA et al., 2006),

A mensuragdo da peroxidacdo lipidica indica a extensdo dos danos
oxidativos. Pode ser utilizada para mensurar os danos causados durante o processo
de criopreservacdo e consequentemente reducdo da fertiidade (BROWERS &
GADELLA, 2003; AITKEN et al., 2007) como também avaliar a susceptibilidade de
determinadas espécies animais aos danos oxidativos (FERRUSOLA et al., 2009).

O sémen bovino in natura € considerado mais resistente aos danos
peroxidativos apresentando apenas 2% de células peroxidadas, mas apos
descongelacédo e posterior retirada do meio diluidor somente 60% da populac¢édo s&o
vidveis (BROWERS & GADELLA, 2003). Mesmo assim, sua resisténcia a
peroxidacdo apés criopreservacao ainda € superior quando comparado a outras
espécies como em bubalinos (NAIR et al., 2006).

A peroxidacdo lipidica correlaciona negativamente com a motilidade e
viabilidade espermética em humanos (AITKEN et al., 2007) ovinos (AWADA et al.,
2009) e bubalinos (KARDIVEL et al.,, 2009). Acredita-se que a reducdo da
motilidade pode ser ocasionada pelo aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica em resposta a peroxidacédo levando a perda de ions responsaveis pelo
controle do movimento espermatico (KARDIVEL et al., 2009) ou ainda possa ser
provocada pela deplecdo de ATP (adenosina trifosfato) (De LAMIRANDE &
GAGNON, 1992; ARMSTRONG et al., 1999).

Além da peroxidacao lipidica, as ROS podem danificar o DNA espermética
levando ao aumento significativo de mutacdes, delecdes, rearranjamento de
cromossomos entre outros problemas (DURU et al., 2000; DE IULLIS et al., 2009),
repercutindo negativamente no desenvolvimento embrionario, favorecendo a

incidéncia de abortos e o risco de doencas na prole (MAHFOUZ et al., 2009;



AITKEN & De IULLIS, 2010). Em bovinos as adi¢bes de substancias oxidativas no
sémen, resultaram na formacdo de embribes com competéncia reduzida
(HENDRICKS & HANSAN, 2010)

O estresse oxidativo tem sido proposto como principal fator que leva ao
aumento da fragmentacdo do DNA e prejuizos no remodelamento da cromatina (De
IULIIS et al., 2009; SUBRAMANI & CHAUDHURY, 2010). Estes danos normalmente
ocorrem durante o transito epididimario e sédo induzidos pelo radical hidroxil e 6xido
nitrico resultando na formacdo da 8—OH-guanina e 8-OH-2-deoxyguanosina (8-
OHdG) (SAKKAS & ALVAREZ, 2010).

A 8-OHdG é um biomarcador do estresse oxidativo e esta altamente
correlacionada com a fragmentacdo de DNA em espermatozoides humanos (De
IULIIS et al., 2009), inclusive em pacientes normozoospérmicos, porém, inférteis
(SUBRUNAMI & CHAUDHURY, 2010). Atualmente o acimulo de danos de DNA nas
células germinativas masculinas vem sendo particularmente associado com a
formacdo de bases modificadas (8 OHdG) e relacionado a idade, bem como ao
aparecimento de espermatozoides com altos indices de lesdes no DNA (PAUL et
al., 2011).

O envelhecimento resulta no acumulo de danos oxidativos em diversos
tecidos que culminam com perda funcional da célula (MARTIN & GROTEWIEL,
2006). E estes danos normalmente ocorrem devido a diversos fatores como o
aumento da geracdo de espécies oxidantes, reducdo da capacidade antioxidante,
reducdo da reparacdo dos danos oxidativos, diminuicdo da degradacdo de
macromoléculas oxidadas ou a combinacdo destes mecanismos (SOLAH &
WEINDRUCH, 1996; MARY et al., 2004).

No sémen humano algumas dessas associacfes foram observadas e
relacionadas com a idade. Niveis elevados de ROS foram significativamente
aumentados em ejaculados de homens com mais de 40 anos quando comparados
aos mais jovens, contribuindo negativamente com a concentracdo espermética e
motilidade (COCCUZA et al., 2008).

Weir e Robaire (2006) testaram a influéncia da idade em realgéo a atividade
antioxidante em espermatozoides de ratos Brown Norway. Verificaram que ratos

senis (21 meses) apresentaram reducao da atividade antioxidante e aumento da



producdo de ROS quando comparado a animais jovens (4 meses). Zubkova et al.
(2005) atribuiram essa susceptibilidade ao estresse oxidativo, jA& que a cromatina
espermatica se altera ficando mais frouxa e consequentemente menos resistente ao

ataque das ROS durante o envelhecimento.

2.1 Métodos utilizados para mensurar o estresse oxidativo

2.1.1 Mensuracao de ROS

A quimioluminescéncia € o método amplamente utilizado para avaliar o nivel
extracelular e intracelular de ROS e é baseado em duas sondas fluorescentes, o
luminol e lucigenina O luminol avalia tanto o nivel extracelular e intracelular de O, ,
H.O, e OH , enquanto, a lucigenina detecta apenas o nivel extracelular de O, e
OH (KOBAYASHI et al., 2001; AGARWAL et al., 2004). No entanto, esta técnica
apresenta grandes limitacdes como o alto volume e concentracdo espermaética, a
inabilidade de detectar apenas um tipo de ROS, e de diferenciar espermatozoéides
viaveis de apoptoticos (MAHFOUZ et al., 2009).

O uso da citometria de fluxo tem sido proposto para avaliar o nivel
intracelular de ROS, por meio de sondas fluorescentes especificas, tais como, o
dihidroetidio (DHE) para o O, e o diacetato de fluoresceina (DCFH-DA) para H,0..
A grande vantagem € a possibilidade de mensurar mudltiplos parametros
simultaneamente e a contagem de no minimo 10.000 células (MAHFOUZ et al.,
2009).

O DHE é produto da reducao do etidio com baixa fluorescéncia que, quando
atacado por ROS, produz fluorocromo ligado ao DNA (etidio e 2 hidroxietidio)
fazendo com que o ndcleo fluoresca em vermelho. Esta molécula ndo pode fornecer
informacBes sobre origem subcelular de ROS, pois somente é o nucleo que
fluoresce. No entanto, € validado como teste potencialmente sensivel a producao de
ROS intracelular em humanos (DE IULIIS et al., 2006), equinos (BURNAUGH et al.,
2007) e macacos (McCARTHY et al., 2009), mas ainda nao foi testada no sémen

bovino.



2.1.2 Avaliacao da peroxidagdo lipidica

O método intensamente utilizado para avaliar a peroxidacao lipidica de
espermatozoides mamiferos é o TBARS (reacdo ao acido tiobarbitarico)
(REBOLLEDO et al., 2010). Essa técnica envolve a mensuracdo da concentracdo de
malondialdeido (MDA), produto final da peroxidacdo lipidica. Neste processo duas
moléculas de acido tiobarbitarico reagem com uma molécula de MDA, resultando em
cromoégeno de coloracdo rdsea, que permite a quantificacdo do produto em
espectrofotometria (OHKAWA et al., 1979). Entretanto, € considerado método
indireto da mensuragdo pois pode reagir com outras moléculas biolégicas e ndo é
capaz de identificar o local subcelular das alteragées (PAP et al., 1999).

Recentemente alguns autores (FERRUZOLA et al., 2009; THUWANUT et al.,
2009; REBOLLEDO et al., 2010) utilizaram o BODIPY C1,°2¥*%!, sonda fluorescente
lipofilica andloga ao acido graxo, que tem a propriedade de se fundir & membrana
plasmatica e fluorescer ap6s peroxidacéo lipidica. A sonda fluoresce em vermelho
guando a membrana esté intacta e verde quando ocorre oxidacdo apds o ataque de
radicais peroxil e alkoxil (DRUMMEN et al., 2002). Esta sonda apresenta a vantagem
de ser um método qualitativo e quantidativo, pois é possivel contabilizar e localizar in
situ a peroxidacao pela microscopia confocal e quantifica-la por meio da citometria
de fluxo (BROWERS & GADELLA, 2003).

Diversos trabalhos mostram a eficacia e sensibilidade do BODIPY C11
581/591 para deteccdo da peroxidacédo lipidica em células espermaticas de gatos
(THUWANUT et al, 2009), veados (REBOLLEDO et al., 2010), equinos
(FERRUZOLA et al., 2009), bovinos (BROWERS & GADELLA, 2003) e humanos
(AITKEN et al., 2007).

2.1.3 Avaliagdo de danos oxidativo no DNA

Para verificar a integridade da cromatina existem diversas técnicas, como o
teste “Sperm Chromatin Structure Assay” (SCSA) (EVENSON et al.,, 2002), que
avalia a suscetibilidade da cromatina a desnaturacao in situ e a técnica de TUNEL
que detecta porcentagem de células com danos na cromatina (MITCHELL et al.,
2010). Entretanto, o Unico teste e o mais especifico relacionado a danos do DNA

causado pelos radicais livres, é o teste da 8 oxoguanina (DE IULIIS et al., 2009).



A oxidacéo das bases nitrogenadas ocorre primeiramente e preferencialmente
na guanina, os produtos finais sdo bases modificadas, a 8-OH-guanosina e 8-OH-2"-
deoxiguanina (8-OHdG) que passam a se ligar a timina, quando deveriam se ligar a
citosina, aumentando o risco de mutacbes (COMHAIRE et al., 2000). A formacao
dessas bases também enfraquece o esqueleto entre a base e o agucar (KOOPERS
et al., 2008) e pode causar a fragmentacéo da fita de DNA (CUI et al., 2000).

Essas bases tém demonstrado ser um bio-marcador importante (NI et al.,
1997; SHEN et al., 1999; SILVA & GADELLA, 2006), mas sua utilizacdo dependia
de equipamentos especiais e caros como a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
No entanto, pesquisas mais recentes verificaram que anticorpos anti 8-oxoguanina
marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) permitem a quantificacdo destas
bases pela microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo (SILVA, 2006; SILVA
& GADELLA, 2006).
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Il HIPOTESE

A qualidade espermética no sémen criopreservado de touros da raca Nelore
de diferentes idades declina com o0 avanco da idade e esta associada com a geracao

espontanea intracelular de superoxido, peroxidacéo lipidica e danos no DNA.

V. OBJETIVOS

Os objetivos especificos, para touros jovens, adultos e senis, foram avaliar:
e Motilidade, vigor, concentracdo, morfologia espermética;
¢ Integridade da membrana plasmatica e acrossoma, potencial mitocondrial;
e Geracdao intracelular espontanea de superoxido;
 Susceptibilidade a peroxidacao lipidica espontanea e induzida (BodipyC1;°"/*%
e TBARS, respectivamente);
e Danos oxidativos no DNA,;

e Correlacionar os resultados dos parametros selecionados com a idade
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V. MATERIAL E METODOS

5.1 Selecao dos animais

Foi realizado um estudo casualizando 40 touros Bos indicus da raca Nelore
provenientes do mesmo centro de colheita e processamento do sémen (CCPS)
(latitude 21°04’52” e longitude 48°02°24”). Os animais foram colhidos duas vezes por
semana pelo método da vagina artificial completando trés colheitas por animal,
sendo subdividos em trés faixas etarias: Grupo Jovens de 1,8 a 2 anos, Grupo
Adultos de 3,5 a 7 anos e Grupo Senis de 8 a 14,5 anos (Tabela 1).

O sémen colhido foi industrializado conforme protocolo padrdo do CCPS em
palhetas de 0,25mL (meio diluidor & base de tris, acido citrico, frutose, penicilina G
potéssica, estreptomicina, lincospectin, glicerol, gema de ovo e agua destilada) e
estocado em nitrogénio liquido até a avaliagdo. Todos os procedimentos de analise
do sémen foram realizados no Laboratério de Reproducdo Animal do Departamento

de Clinica, Cirurgia e Reproducdo Animal da FMV - UNESP — campus de Aracatuba.

TABELA 1. Distribuicdo dos animais por grupos experimentais determinados pela
idade (anos: jovens, adultos e senis) de touros da raca Nelore, média e
desvio padréo das idades e idade minima e maxima dos animais.

Grupo N E)artldas Média + sd Minima Méaxima
(N°touros)
Jovens 27(9) 1,940,1 1,8 2,0
Adultos 52(19) 4,7£1,0 3,5 7,0
Senis 34(12) 10,1+2,0 8,0 14,3

5.2 Analises fisicas e funcionais dos espermatozoides
Para as avaliacdes descritas a seguir o sémen foi descongelado, em agua
a 35°C durante 20 segundos. As avaliagBes microscopicas foram realizadas pelo
microscopio Olympus BX61 (Olympus, Tokyo, Japéo), equipado com campo claro,
contraste de fase, contraste de interferéncia diferencial (DIC) e epifluorescéncia. A
citometria de fluxo foi realizada pelo equipamento Attune® (Applied Biosystems by

Life Technologies, Grand Island, EUA), equipado com lasers de 488nm e de
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405nm, filtros de emissdo BL1 530/30nm “band pass” (BP), BL2 575/24nm BP,
BL3 640nm “long pass” (LP) e VL1 450/40nm BP, VL2 522/30nm BP e VL3
603/48nm BP. A espectrofotometria foi realizada no equipamento Genesys 10 UV-
Visivel (Thermo Scientific, EUA), equipado com sistema 0Optico de duplo feixe com
faixa de comprimento de onda entre 190 a 1100nm e seis cubetas de quartzo
(10mm3).

5.3 Motilidade e Vigor Espermatico

A motilidade e vigor foram avaliados imediatamente apds a descongelacao.
Foi colocada uma gota de sémen em lamina coberta por laminula pré-aquecidas a
37°C, e observada em microscopio de contraste de fase (Olympus BX61, 200x). A
motilidade foi determinada pela estimativa visual da porcentagem de células em
movimento.

O vigor foi avaliado de acordo com a velocidade do movimento progressivo
dos espermatozoides e classificado de 0 a 5, sendo 0 o mais lento e 5 0 mais rapido
(FONSECA et al., 1992).

5.4 Concentragéo
Realizou-se contagem das células em camara de Neubauer a microscopia
de contraste de fase (Olympus BX61, 200x), Para tanto, foram diluidos 20uL de
sémen em 1mL de solugao formol-salina (FONSECA et al., 1992).

5.5 Morfologia Espermatica
Para a contagem das anormalidades espermaticas foi utilizada a técnica de
camara umida, onde uma gota de sémen diluido em solucdo de KCI (MITCHELL,
J.R.- comunicacdo pessoal ) foi depositada em lamina coberta por laminula.
Foram contadas 200 células em microscopia de interferéncia diferencial de fase —
DIC (Olympus BX61, 1000X). O numero de anormalidades morfolégicas foi

expresso em porcentagem de acordo com a classificacado de Blom (1973).
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5.6 AvaliagOes da Integridade de Membranas — Pl e FITC-PSA

Para avaliar simultaneamente a integridade do acrossoma e da membrana
plasmética foram utilizadas as sondas fluorescentes aglutinina de Pisum sativum
conjugada com isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA, Sigma, St. Louis, M.O.,
E.U.A), que tém a propriedade de se ligar ao contedudo acrossomal, fluorescendo
em verde (CASEY et al., 1993); e o iodeto de propidio (PI, Sigma, St. Louis, M.O.,
E.U.A), que ndo é permeavel a membrana integra, se ligando ao DNA e
fluorescendo em vermelho quando a membrana estiver lesada (ARRUDA &
CELLEGHINI, 2003).

Para a coloragdo, uma palheta de cada partida foi descongelada (35°C/20
segundos) e o sémen foi diluido para 2x10° espermatozoides em 200uL de PBS
(“phosphate buffer solution”) e adicionados 3uL (0,2mg/mL) de Pl e 50 puL
(100ug/mL) de FITC-PSA. Apéds incubagdo por oito minutos a 37°C no escuro, as
amostras foram lidas em citdmetro de fluxo (Attune® - Applied Biosystems by Life
Technologies, Grand Island, EUA), utilizando a excitacdo do laser de argbnio
(488nm) e leitura simultanea em BL1 (530/30) e BL3 (640LP). Para realizacdo do
controle positivo e compensacéo, amostras foram submetidas a trés ciclos de "Flash
Frozen” (CELLEGHINI et al., 2010) com objetivo de promover lesdo de membranas e
consequente coloracdo positiva (vermelha) do Pl e do FITC-PSA (verde). Os
resultados foram classificados de acordo com a integridade simultanea da
membrana e do acrossoma, ou seja, membrana integra e acrossoma integro (MIAI),
membrana integra e acrossoma lesado (MIAL), membrana lesada e acrossoma
integro (MLAI) e membrana lesada e acrossoma lesado (MLAL). Para o registro de
imagens ilustrativas da integridade da membrana e do acrossoma, 8uL dos
espermatozoides corados foram colocados entre lamina e laminula e fotografados
em microscépio de epifluorescencia (Olympus BX61, Tokyo, Japao), utilizando filtro

com excitagao de 460-570nm e emissao de 460-610nm.

5.7 Avaliacéo do Potencial Mitocondrial —JC-1
A avaliagdo do potencial mitocondrial foi realizada pela utilizagdo da sonda
fluorescente iodeto de 5, 5, 6, 6 - tetracloro - 1, 1, 3, 3 -

tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1,Sigma, St. Louis, M.O., E.U.A.). Esta sonda
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€ capaz de se ligar seletivamente a mitocondria e as mudancas de coloracdo séo
reversiveis, do verde ao alaranjado de acordo com o aumento do potencial de
membrana acima de valores de 80 a 100mV. Esta propriedade é reversivel devido a
formacdo de agregados na membrana polarizada que causam a mudanca da
emissdo de luz de 530nm (emisséo das formas monoméricas de JC-1) para 590nm
(emissdo dos J-agregados), quando excitados a aproximadamente 488nm
(COSSARIZZA et al.,1993; GRAVANCE et al., 2000).

Para coloracdo uma palheta de cada partida foi descongelada (35°C/20s) e o
sémen diluido em PBS para 2x10° espermatozoides em 200pL, foram adicionados
6uL (153uM) de JC-1. As amostras foram incubadas por 8 minutos a 37°C no escuro
e lidas em citdmetro de fluxo (Attune® - Applied Biosystems by Life Technologies,
Grand Island, EUA), utilizando a excitacdo do laser de argbnio (488nm) e leitura
simultanea em BL1 (530/30nm) e BL2 (575/24nm). Para realizacdo do controle das
células somente com baixo potencial mitocondrial, as amostras foram incubadas
com 10uM de carbonil cianida-m-clorofenilhidrazona (CCCP, Sigma, St. Louis, M.O.,
E.U.A.) a 37°C durante 30 minutos e depois coradas com JC-1 conforme o protocolo
descrito anteriormente. O CCCP é um agente de desacoplamento, resgata os

prétons despolarizando a membrana mitocondrial (BREWIS et al., 2000).

5.8 Avaliacdo da Gerac&o de Anion Superéxido — DHE

As amostras descongeladas foram centrifugadas para retirada do meio
diluidor e ajustadas a uma concentracdo de 2 x 10° espermatozéides. As amostras
foram suspendidas em 160uL de PBS, adicionando 1lpL de Live/Dead Aqua® e
incubadas por 15 minutos a 37°C, ap0s este periodo 20uL (2uM) de DHE foram
adicionados e incubados por mais 15 minutos a 37°C. As amostras incubadas foram
lavadas (500g) para retirar 0 excesso e ressuspendidas em 1mL de PBS. O
protocolo descrito acima foi realizado conforme De luliis et al. (2006). As amostras
controle positivo foram incubadas com 50uM de &cido araquid6nico por 60 minutos a
37°C, para induzir a producgéo de superoxido (DE IULIIS et al., 2009).

A leitura foi realizada pela citometria de fluxo na qual 10.000 eventos
correspondentes a espermatozoides foram contabilizados. A fluorescéncia do DHE
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foi excitada pelo laser 488nm no filtro BL2 (575/24nm band pass) e o Live/Dead
Aqua® pelo laser 405nm no filtro VL2 (522/30nm band pass).

5.9 Ensaio de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico — TBARS

Para a determinagcdo da susceptibilidade a peroxidacao lipidica uma palheta
de cada touro foi descongelada e 200uL de sémen foram lavados e incubados com
50uL (4mM) de sulfato de ferro e 50uL (20mM) de ascorbato de sédio a 37°C por 90
minutos. Apdés a incubacdo foi adicionado acido tricloroacético gelado a 10%
(TCA10%) na proporcdo 1:2. As amostras foram centrifugadas a 18.000g por 10
minutos e o sobrenadante recuperado e congelado (-20°C) para posterior leitura.

No dia da leitura, uma aliguota de 800uL de acido tiobarbittrico a 1% (TBA)
dissolvido em hidréxido de sodio (NaOH) a 0,05N foi acrescida a 800uL do
sobrenadante anteriormente congelado. A mistura foi submetida & incubagdo em
banho fervente (100°C) por 15 minutos e posteriormente resfriada em gelo (0°C) por
20 segundos para interromper a reacdo. Realizou-se varredura de comprimento de
onda fixo de 532nm no espectrofotdmetro. Curva padrdo de malondealdeido (MDA),
produto final da peroxidacdo lipidica, foi previamente estabelecida em nosso
laboratério e a concentracdo de TBARS foi determinada por meio do coeficiente de
extingdo molar do MDA no valor 1,56 x 105 x M-1 (BUEGE & AUST, 1978). O indice
de peroxidacdo lipidica foi expresso em nanogramas de TBARS/10°

espermatozoides.

5.10 Avaliacdo da Peroxidacéo Lipidica — BODIPY- Cy,°8%%%

Para a coloracdo as amostras de cada partida foram descongeladas e
ajustadas para a concentracdo de 2 x 10° espermatozéides. O sémen foi lavado pela
centrifugacéo (5009) e ressuspendido em 160uL de PBS, apos isso 20uL (5uM) de

Bodlpy _ C581/591

foi adicionado e incubado por 30 minutos a 37°C. Faltando 8
minutos do periodo de incubagédo, 1uL(2mg/mL) de iodeto de propideo foi adicionado
para avaliar a viabilidade celular. Esta sonda nédo é permeavel a membrana integra,
mas se liga ao DNA produzindo fluorescéncia vermelha quando a mesma estiver

lesada (ARRUDA & CELLEGHINI, 2003). Apos a adicédo das sondas fluorescentes,
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as amostras foram lavadas e ressuspendidas em 1mL de PBS. O protocolo descrito
acima foi baseado conforme Aitken et al. (2007) e Browers e Gadella (2003).

Os 10.000 eventos correspondentes a espermatozoides foram excitados pelo
laser de argbnio de 488nm. A fluorescéncia verde/laranja das amostras peroxidadas
(Bodipy - C**%) foj lida no filtro BL1 (530/30nm band pass). Ja a fluorescéncia do
iodeto de propideo foi detectada no filtro BL3 (640nm long pass). O controle positivo
foi realizado incubando uma amostra espermatica em peroxido de hidrogénio
(500uM) por 60 minutos a 37°C.

5.11 Avaliag&o dos Danos de DNA causados por ROS -8 - OHdG

Para a avaliacdo da oxidacdo da guanina foi utilizado protocolo descrito por
DelULLIS et al. (2009). O sémen de uma palheta descongelada de cada partida foi
lavada com PBS e ressuspendida em 100uL de DTT (2mM) e incubada a 37°C por
45 minutos. As amostras foram lavadas com PBS e foram adicionados 100uL de
paraformaldeido 4% em 100uL de PBS, mantidas a 4°C por 15 minutos. Apés a
fixacdo e lavagem com PBS as células foram incubadas em 100uL de Triton X100 a
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida foram lavadas com a solugéo
“‘Wash solution” contida no “kit” 80OHdG, diluida em agua destilada a 1:25. Em
seguida as amostras foram incubadas durante 60 minutos a temperatura ambiente
com uma solucdo contendo uma parte da solucdo de anticorpo anti-8-OHdG
marcado com FITC diluida em nove partes da solu¢cdo de lavagem. As amostras
coradas foram lavadas e ressuspendidas em 1mL de PBS.

Apbs o protocolo de coloragdo, a leitura foi realizada pela citometria de fluxo,
onde 10.000 eventos correspondentes a espermatozoides foram excitados pelo laser
de argbnio de 488nm e lidas no filtro BL1 (530/30nm band pass). O controle positivo
foi realizado incubando uma amostra espermatica em DDT por 45 minutos e, em

seguida, acondicionada em peréxido de hidrogénio e sulfato ferroso por 60 minutos.
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VI. ANALISE ESTATISTICA

Foi definida como hipotese nula (Hp) a auséncia de diferencas entre a
qualidade espermética de amostras criopreservadas de touros de diferentes faixas
etérias.

Os dados em porcentagem (exceto vigor, e dados de velocidade) foram

transformados em arcoseno % para obter a distribuicAo normal. Os resultados
foram examinados utilizando “two-way” ANOVA (touro x grupo). As medias foram
comparadas pelo teste de Duncan. Os dados que nao apresentaram distribuicao
normal foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando as medianas pelo
teste de comparacao multipla de Dunn e considerados significativas quando P<0,05.
O coeficiente de correlacdo de Spearman (r) foi calculado para variaveis
selecionadas (ZAR, 1999). A analise estatistica foi realizada utilizando o SAS -
Statistical Analysis System software (release 9.2. SAS Institute Inc., Cary, NC, USA,
2008).
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VIl. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Motilidade e Vigor
Os resultados obtidos nas avaliacdes fisicas pela microscopia Optica da

motilidade e vigor estdo descritos na Tabela 2.

TABELA 2. Média e desvio padrdo da motilidade (porcentagem) e do vigor (0 a 5)
de touros jovens (n=27), adultos (n=52), senis (n=34) no sémen pos-
descongelacado, avaliados em microscopia de contraste de fase.

Grupo Motilidade% Vigor
Jovens 38,9+10,92 3,7+£0,7
Adultos 38,2+8,8° 3,6+0,6

Senis 33,7+6,1° 3,5+0,4

2P Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).

O grupo de animais jovens e adultos apresentou resultados
significativamente superiores (P<0,05) em relacdo aos senis, quanto a motilidade
espermatica. No entanto, diferencas ndo foram observadas em relacéo ao vigor.

Trabalhos similares a estes relatam que valores superiores de motilidade em
touros jovens e adultos, correspondem ao desenvolvimento testicular em
decorréncia do alcance da maturidade sexual (FRENEAU et al., 2006; FORTES et
al., 2012).

Enquanto a reducdo da motilidade espermatica em touros idosos estaria
relacionada ao aumento da susceptibilidade a lesdes degenerativas nos testiculos
(KUMI-DIAKA et al.,, 1981; BRITO et al., 2002) e diminuicdo da atividade
antioxidante do plasma seminal (KELSO et al., 1997), reduzindo, portanto sua

performance reprodutiva.
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7.2 Concentracao e Morfologia Espermatica
Os valores referentes a concentragdo e morfologia espermética estdo descrito
na Tabela 3.

TABELA 3. Média e desvio padrdo da concentracdo espermatica (x10%palheta), da
porcentagem de defeitos maiores, menores e totais dos touros jovens
(n=27), adultos (n=52) e senis (n=34), no sémen pos-descongelacao,
avaliados em microscopia de interferéncia diferencial (DIC, imersdo em

0leo, 1000x).
Gruno Concentracio Defeitos Defeitos Defeitos
P ¢ Maiores Menores Totais
Jovens 28,6+8,72 13,7+5,02 5,1+3,3% 18,8+7,02
Adultos 21,0+3,3¢ 9,3+5,7° 6,3+3,92 14,5+7,8°
Senis 24.5+4,7° 9,2+4,7° 6,3+5,02 15,1+6,4%°

2P Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).

O grupo de touros jovens apresentou concentracdo espermatica maior do que
0s animais adultos e senis. Quanto a porcentagem de defeitos maiores, os touros
jovens apresentaram indices mais altos quando comparados aos demais (P<0,05).
Entretanto, a porcentagem de defeitos menores nao diferiu entre os grupos
estudados. Porém, quando as caracteristicas morfolégicas totais foram somadas
(defeitos maiores e menores) 0s touros jovens mantiveram média superior de
defeitos seguido de touros adultos (P<0,05).

Estudos avaliando o indice de anormalidades referente a idade relatam que
anormalidades espermaticas sdo comuns em animais jovens, principalmente durante
a puberdade (SODERQUIST et al., 1996; TROONIZ et al., 1991; FRENEAU et al.,
2006) e normalmente refletem espermiogénese néo regularizada em decorréncia da
imaturidade sexual (AMANN et al., 2000).

Apesar dos valores de patologia espermatica ser maior em touros jovens,
estes ainda se encontra dentro dos limites aceitaveis para defeitos (< 30% de
defeitos totais - FONSECA et al., 1992) caracterizando estes animais como
sexualmente maturos.

Ahmad et al. (2011) relataram que a porcentagem de anormalidades é pouco
influenciada pela idade, evidenciando apenas maior porcentagem de defeitos no
grupo de touros com 3 e 8 anos de idade e que em seis dos oitos grupos estudados
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a porcentagem média de anormalidades foi de 18 * 0,3%, semelhante ao nosso
estudo.

7.3 Integridade da Membrana Plasmética e Acrossoma

Quanto a avaliacdo simultanea das membranas plasmatica e do acrossoma
espermatico, os dados foram classificados em quatro classes de resultados descritos
na Tabela 4.

TABELA 4. Média e desvio padrdo da porcentagem de espermatozoides, quanto a
integridade da membrana plasmatica e acrossoma, corados pela
associagao das sondas fluorescentes Pl e FITC-PSA e avaliados pela
citometria de fluxo em touros jovens (n=27), adultos (n=52) e senis
(n=34), pos-descongelacao.

Grupo MIAI MIAL MLAI MLAL
Jovens 54,7+9,5 10,6+8,4° 12,8+4,9° 21,9494
Adultos 46,7+10,1° 14,5+10,4° 15,145,4%° 23,7+7,0
Senis 37,549,8° 20,7+13,42 16,6+6,4° 25,1+8,5

2P Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).
MIAIL: Membrana integra e acrossoma integro
MIAL: Membrana integra e acrossoma lesado
MLAI: Membrana lesada e acrossoma integro
MLAL: Membrana lesada e acrossoma lesado

s

A integridade da membrana plasmética é vital para a sobrevivéncia do
espermatozoide para manutencdo da homeostase, motilidade (HOSSAIN et al.,
2011) e eventos associados a fertilizacdo tais como a capacitacdo espermatica,
ligacdo a zona pellcida, reacdo acrossomal e fusdo dos gametas (PAPA et al.,
2000). Assim, espermatozoides com membranas integras podem ser indicativo de
maior eficiéncia de sobrevivéncia a tecnologia envolvida na criopreservagao.

Em nosso estudo touros jovens possuiram maior porcentagem de
espermatozoides com membrana integra e acrossoma integro (MIAI), seguido pelo
grupo de animais adultos e senis (P<0,05).

Com relagdo aos parametros intermediarios, membrana integra e acrossoma
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lesado (MIAL), os touros jovens e adultos apresentaram os menores valores quando
comparados aos senis, e quanto as membranas lesadas e acrossomas integros
(MLAI) jovens obtiveram a menor média e os senis a maior (P<0,05), porém, o grupo
de touros adultos néo diferiu dos demais. Para a variavel que avaliou a ocorréncia
simultanea dos piores parametros, ou seja, membrana lesada e acrossoma lesada
(MLAL) os grupos nao apresentaram diferenca significativa (P>0,05).

Quando se agruparam o0s quatro parametros dos resultados obtidos na
associacdo do Pl com FITC-PSA de acordo com a integridade da membrana
(MLAI+MLAL) e do acrossoma (MIAL+MLAL), os jovens apresentaram a menor
média de espermatozoides com membrana lesada e os senis a maior, enquanto 0s
touros adultos ndo diferiram dos demais. Quanto a integridade do acrossoma,
espermatozoides de touros senis apresentaram a maior média de acrossoma
lesados e os touros jovens a menor média, enquanto os adultos ndo diferiram dos
demais (P<0,05; Tabela 5).

TABELA 5. Média e desvio padrdao da porcentagem de espermatozoides com
membrana lesada (MLAI+MLAL) e acrossoma lesado (MIAL+MLAL),
obtidas pela soma dos resultados obtidos pela coloragcdo simultanea com
as sondas fluorescentes Pl e FITC-PSA e avaliados pela citometria de
fluxo em touros jovens (n=27), adultos (n=52) e senis (h=34), no sémen
pbés-descongelacao.

Grupo Membrana Lesada Acrossoma Lesado
Jovens 34,70+12,27" 32,52+8,75°
Adultos 38,81+9,76% 38,23+11,52"

Senis 41,76+10,67° 45,85+13,72°

2P Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).

A membrana plasmatica dos espermatozoéides aparentemente modifica-se
com a idade, como demonstrado por Hallap et al. (2004) e (2006), que relataram
aumento e melhora continua da porcentagem de membrana integra em animais que
haviam sido colhidos com 1 ano, 4 anos e posteriormente aos 7 anos de idade.

Ao contrario, Ahmad et al. (2011) quando avaliaram 89 touros de diferentes

idades e verificaram que a integridade da membrana plasmatica permanece quase
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inalterada com o avancar da idade. No entanto, devemos ressaltar que o baixo
namero de amostras por grupos podem ter influenciado a auséncia de correlagédo
deste parametro com a idade.

A baixa qualidade da membrana plasmatica em touros senis, quando
comparado com 0s outros grupos, pode ser estar associada a reducdo do seu
contetido lipidico durante o envelhecimento, jA que espermatozdides de touros
idosos apresentam reducdo significativa na concentracdo de fosfolipideos e
colesterol livre (KELSO et al.,1997).

Sabe-se que baixa relacdo colesterol:fosfolipideo reduz a capacidade de
tolerdncia ao choque frio favorecendo danos na membrana plasmética durante a
criopreservacado (OLIVEIRA et al., 2010), como a fusdo das membranas que pode
levar capacitacdo e reacdo acrossomal prematura reduzindo assim a sobrevida dos

espermatozoides (HOSHI et al., 1990; YANAGIMACHI,1994)

7.4 Potencial Mitocondrial

Nossos resultados indicaram que espermatozéides de touros adultos e senis
apresentaram indices de baixo potencial mitocondrial bem mais elevado do que os
touros jovens (P<0,05) (Tabela corroborando com os resultados de Amaral e
Ramalho-Santos (2009), que verificaram declinio da funcdo mitocondrial de acordo
com a vida reprodutiva, exibindo pico de funcionalidade quando jovens e reduzindo

com o envelhecimento.

TABELA 6. Média e desvio padrdo das porcentagens de espermatozoides corados
com JC-1 e avaliados por citometria de fluxo quanto ao potencial
mitocondrial (alto, médio e baixo) dos grupos de touros Jovens (n=27),
Adultos (n=52) e Senis (h=34), no sémen pds-descongelacao.

Grupo Alto Potencial Médio Potencial Baixo Potencial
Jovens 81,7+9,4° 13,4+6,6° 4,9+4,2°
Adultos 67,8+10,4° 7,8+4,6° 24,4+12,6°
Senis 65,3+12,1° 5,6+3,6° 29,1+13,8°

2P Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).
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Nossos resultados indicaram que espermatozoéides de touros adultos e senis
apresentaram indices de baixo potencial mitocondrial bem mais elevado do que os
touros jovens (P<0,05) corroborando com os resultados de Amaral e Ramalho-
Santos (2009), que verificaram declinio da fungdo mitocondrial de acordo com a vida
reprodutiva, exibindo pico de funcionalidade quando jovens e reduzindo com o
envelhecimento.

O declinio progressivo do potencial mitocondrial representa uma alteracéo
funcional. E esta associacdo da idade com a disfuncdo mitocondrial podem
potencialmente levar ao colapso de energia repercutindo negativamente com a
homeostase celular (AMARAL & RAMALHO-SANTOS, 2009) e desencadeando
apoptose e consequentemente reducdo da viabilidade espermatica (PENA et al.,
2009).

7.5 Geracgéo Intracelular de ROS — Anion Superéxido

A geracao de ROS ndo diferiu significativamente entre 0os grupos. Entretanto,
houve tendéncia do aumento no grupo de touros jovens seguidos dos adultos e

senis (Tabela 7).

TABELA 7. Média (x), desvio padrdo (s) e mediana (Md) da porcentagem de
espermatozoéides viaveis gerando anion de superéxido por meio da sonda
fluorescente DHE , avaliados pela citometria de fluxo em touros Jovens
(n=27), Adultos (n=52) e Senis (n=34), no sémen pbds-descongelacao.

Sruno “DHE% DHE%
P x + sd) (Md)
Jovens 57,6+10,7 56,402
Adultos 53,3+11,0 53,042
Senis 53,7+20,5 50,132

2P Medianas seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

Algumas pesquisas constataram aumento da geragéo de ROS e reducédo da
atividade antioxidante com o avan¢o da idade (KELSO et al.,, 1997, WEIR &
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ROBAIERE, 2006; COCUZZA et al., 2008), diferindo dos nossos dados onde a
geracdo espontanea de anion superoxido no sémen criopreservado ndo apresentou
relacdo com a idade.

Entretanto, cabe ressaltar que existem diversas metodologias para avaliar a
geracdo de ROS podendo gerar resultados diferentes. Weir e Robaiere (2006) e
Cocuzza et al. (2008) mensuraram a geracdo de ROS no sémen fresco por meio de
ensaios fluorométricos e quimioluminescéncia. Ja o presente estudo utilizou sémen
criopreservado e citometria de fluxo permitindo avaliar o nivel intracelular de ROS
por meio de sondas fluorescentes (DHE) capaz de detecta selecionando apenas
espermatozdides viaveis, o que ndo é possivel com a quimioluminescéncia
(MAHFOUZ et al., 2009).

Embora a criopreservacdo tenha sido frequentemente associada com
aumento da geracdo de anion superéxido em bovinos e a reducdo da qualidade
espermética (CHATERJEE & GAGNON, 2001). Recentes estudos contestam a
hipétese de que o processo de criopreservacdo aumenta a formacdo de ROS e que
seriam responsaveis pela deterioracdo da motilidade e viabilidade do sémen
congelado, pois argumentam que a geracgéo intracelular de O, e H,O, mantém-se
abaixo ou similar quando comparado ao sémen fresco (KARDIVEL et al., 2009;
AWADA et al., 2009; GUTHRIE & WELCH, 2012).
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7.6 Peroxidacao Lipidica
A avaliacdo da susceptibilidade a peroxidacao lipidica pela adicdo de sulfato

ferroso e ascorbato por meio da mensuracdo TBARS esta expressa na Tabela 8.

TABELA 8. Média (x), desvio padrdo (s) e mediana (Md) da susceptibilidade da
célula espermatica pos-descongelacdo a peroxidacao lipidica avaliados
pela técnica do TBARS (ng x 10° espermatozéides) por espectrofotometria
em touros Jovens (n=27), Adultos (n=52) e Senis (n=34).

TBARS (ng x 10° sptz) TBARS (ng x 10° sptz)

Grupo & +5) M)
Adultos 500,1+464,6 341 83°
Senis 291,0+244,7 203 74P

2P Medianas seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

O estudo demonstrou que espermatozoéides de touros jovens apresentam
baixa concentracdo de TBARS em relacdo aos adultos (P<0,05), mas diferencas
significativas ndo foram encontradas entre touros adultos versus senis e senis
versus jovens (P>0,05).

Balic et al. (2012) constataram que a concentracdo de TBARS nédo é
influenciada pela idade, mas pela sazonalidade ao demonstrarem que processos
oxidativos se intensificam no sémen fresco de touros Simental jovens durante a
primavera e verdo e nos idosos durante o inverno.

Nichi et al. (2006), dosaram TBARS do plasma seminal em amostras de
touros da raca Nelore e Simental, criados em clima tropical, durante o inverno e
verdo, e verificaram maior nivel de estresse oxidativo em amostras colhidas no verao
em relacdo ao inverno (728,1 + 462,5 e 423 + 410,6, respectivamente; p = 0,004).

Outro estudo, ao avaliar o perfil oxidativo do sémen criopreservado de touros
Bos taurus taurus versus Bos taurus indicus néao verificou diferenca significativa da
concentracdo de TBARS em relagcéo a raca e durante os meses de verao e inverno
(828,46 + 242,45 e 1106,48 + 216,15, respectivamente; p = 0,28) (RODRIGUES,
2009).
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A presente pesquisa ndo teve como objetivo avaliar o efeito da sazonalidade
com a idade, mas é possivel que fatores ambientais possam ter influenciado a
concentracdo de TBARS, ja4 que o sémen de touros jovens foi colhido durante o
inverno e o de adultos e senis no verao.

Além disso, sabe-se que a presenca de frutose em solugdes crioprotetoras
pode interferir na concentragdo de TBARS no sémen criopreservado, subestimando
os resultados (RODRIGUES, 2009).

Em relacéo aos niveis de peroxidacao lipidica espontanea, avaliado por meio

581/591
Cu1

da sonda fluorescente Bodipy , reconhecida como método de alta

repetibilidade e sensibilidade, ndo foram observadas diferengas significativas entre
0s grupos (Tabela 9).

TABELA 9. Média (x), desvio padréo (s) e mediana (Md) o padrao da porcentagem
de espermatozéides viaveis apresentando peroxidacado lipidica corados
com BODIPYC11%®%°! e avaliados pela citometria de fluxo em touros
Jovens (n=27), Adultos (n=52) e Senis (n=34), no sémen pobs-
descongelacao.

Gruno BODIPY% BODIPY %
P (% £ 5) (Md)
Jovens 3,4+4,22 1,082
Adultos 3,3+3,12 2,242
Senis 3,1+1,92 2,612

*® Medianas seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

A porcentagem de células peroxidadas no sémen criopreservado de touros
jovens, adultos e idosos mostrou-se baixa, menor que 2,61%.

Resultados semelhantes foram observados no sémen descongelado de
varroes e garanhdes (FERRUZOLA et al., 2009; GUTHRIE & WELCH, 2012).

O sémen fresco bovino é considerado resistente a peroxidacao lipidica, pois
apenas um numero limitado de células exibe danos peroxidativos apds incubacéo
por 12 horas. Esta resisténcia também foi observada no sémen descongelado
devido ao efeito protetor do meio diluidor a base de gema de ovo que contém
potentes antioxidantes (caroteno e vitamina E) (BROWERS & GADELLA, 2003).
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Desta forma, a baixa porcentagem de peroxidacdo lipidica e auséncia de
diferencas significativas entre 0s grupos encontrados neste estudo, podem estar

associadas ao efeito protetor do meio diluidor a base de gema de ovo.

5.7 Danos Oxidativos no DNA

Nossos dados monstram diferencas significativas de danos oxidativos no DNA
conforme a idade. Espermatozoides de touros senis apresentaram alta porcentagem
de células 80OHAG positivas quando comparados aos adultos seguido dos jovens
(Tabela 10 e Figural).

TABELA 10. Média (X), desvio padrdo (s) e mediana (Md) da porcentagem de
espermatozoides com alteracdes na cromatina causadas por danos
oxidativos utilizando kit 8-OHdG e avaliados por citometria de fluxo para
0s grupos de touros Jovens (n=27), Adultos (n=52) e Senis (n=34), no
sémen pos-descongelacdo.

Grubo 8OHJG% 8OHdG%
P (% +5) (Md)
Jovens 25,746,2 24 57°¢
Adultos 34,949 2 35.60°
Senis 44.1+11,0 45,582

*® Medianas seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

Animais senis apresentam o acumulo de danos de DNA durante o
envelhecimento devido a baixa capacidade de reparacdo das células germinativas.
(PAUL et al., 2011).

Outro fator associado ao aumento da fragmentacdo de DNA relacionado a
idade é a alteracdo do empacotamento da cromatina. A cromatina espermatica de
roedores idosos aparenta ser mais descondensada e consequentemente mais fragil
proporcionando menor resisténcia ao estresse oxidativo quando comparado com
animais jovens (ZUBKOVA et al., 2005).

Vale ressaltar que além da baixa capacidade de reparacdo das células
germinativas (PAUL et al., 2011), o organismo sofre com a reducdo da atividade
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antioxidante do trato reprodutivo durante a senilidade (WEIR & ROBAIRE, 2006;
ZUBKOVA et al, 2004), predispondo ao acumulo de danos oxidativos (ZUBKOVA et
al, 2004). Em bovinos, tanto as consequéncias da criopreservacao (BILODEAU et
al.,, 2002), como o envelhecimento (KELSO et al., 1997), podem reduzir
drasticamente o nivel de antioxidantes no sémen. No presente estudo tanto os
efeitos da idade como da criopreservagao, favoreceram os danos por oxidagao.

Figura 1 — Fotomicrografia de espermatozoides corados pelo kit 80HdG. A)
Espermatozoide sem dano oxidativo na cromatina (Olympus BX61,
200X). B) Espermatozoide com danos oxidativos na cromatina (seta)
avaliado pela microscopia de fluorescéncia (Olympus BX61, 400X).
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5.8 Correlagdes

Com o intuito de avaliar o efeito da idade sobre os parametros espermaticos
foi realizado teste de correlagdo com algumas variaveis consideradas importantes
para o processo de fertilizacdo e também verifivar se a geracdo de superoxido e
danos oxidativos tanto na membrana plasmética e DNA aumentam com a idade
(Tabela 11).

TABELA 11. Coeficiente de correlacdo e valor de P das varidveis alto e baixo
potencial mitocondrial, membrana integra e acrossoma integro, membrana lesada,
acrossoma lesado, anion superoxido, peroxidagdo lipidica e danos no DNA em
relacdo a idade no sémen pés-descongelacao.

Variaveis Correlacao P
Motilidade -0,18 0,0557
Alto Potencial Mitocondrial -0,35 0,0001
Baixo Potencial Mitocondrial 0,47 <0,0001
Membrana integra e Acrossoma integro -0,38 <0,0001
Membrana Lesada 0,25 0,0091
Acrossoma Lesado 0,19 0,042
Geracao de ROS - Anion de Superdéxido -0,09 0,3468
Peroxidacao Lipidica — BodipyCy, *#/°%* -0,03 0,7917
Peroxidacao Lipidica - TBARS -0,16 0,0894
Danos no DNA 0,63 <0,0001

Como podemos observar variaveis consideradas desejaveis, tais como,
motilidade, alto potencial mitocondrial, membrana e acrossoma integros
apresentaram correlagcdo negativa com a idade. Enquanto parametros como baixo
potencial mitocondrial, membrana lesada e acrossoma lesado obtiveram coeficiente
de correlacdo positivo, indicando a reducéo da qualidade espermatica com o0 avanco
da idade.

Com relagéo ao nivel de anion superéxido e peroxidagéo lipidica nenhuma
correlacdo foi observada com a idade. Diferente de pesquisa realizada no sémen in
natura de homens acima de 40 anos de idade onde houve aumento significante de
ROS (COCUZZA et al., 2008).

Esta diferenca pode estar associada ao tipo de amostra utilizada, ja que

nossos resultados sao referentes a amostras criopreservadas, diferente da maioria
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das pesquisas que utilizam sémen fresco (KELSO et al., 1997; WEIR & ROBAIRE,
2006; COCCUZZA et al., 2008). A auséncia de correlagédo entre a idade e os niveis
de peroxidacdo lipidica também pode ser justificada pela interferéncia do meio
diluidor do sémen congelado (GUTHIE & WELCH, 2012) impedindo identificar o
nivel real de danos peroxidativos.

No entanto, a pressuposi¢cdo do aumento do estresse oxidativo com 0 avango
da idade no sémen criopreservado foi confirmada pela correlacdo positiva entre a
idade e danos no DNA através da formacdo 8 oxo-guanina corrobando como o0s
resultados encontrados em roedores (PAUL et al. 2011; ZUBKOVA et al.,2005).
Estes dados na espécie bovina podem trazer novas perspectivas sobre a influéncia
da idade na fertilizacdo in vitro, jA que ha estudos relatando que o uso de sémen
pré-tratado com agentes oxidantes interfere negativamente no desenvolvimento
embrionario (HENDRICKS & HANSEN, 2010)

Com o intuito de avaliar a relacdo dos danos oxidativos com alguns
parametros seminais, foi realizada a correlacdo entre a integridade da membrana e

potencial mitocondrial com os biomarcadores do estresse oxidativo (Tabela 12).

TABELA 12. Coeficiente de correlacéo e valor de P das variaveis MIAI, MLAL e alto
e baixo potencial mitocondrial, com a geracdo de &anion superoxido,
peroxidacao lipidica e danos no DNA no sémen pos-descongelacao.

Anion Peroxidacéao Danos

Variaveis superbxido Lipidica DNA

b BodipyCui | TBARS

Membrana iptegra Acrossoma 0,18 -0,04 -0,19 -033*
Integro (0,24) (0,78) (0,24) (0,03)

Membrana Lesada Acrossoma 0,05 -0,10 -0,003 0,03
Lesado (0,72) (0,52) (0,98) (0,85)

. . . 0,01 -0,15 0,04 -0,26

Alto potencial Mitocondrial (0.90) (0.32) (0.79) (0,10)

. . : . -0,06 -0,24 -0,09 0,38*
Baixo Potencial Mitocondrial (0,68) (0.13) (0,55) (0,01)

*Diferencas significativas.

Nenhuma correlacdo foi observada entre a geracdo de ROS, peroxidacéo
lipidica com as variaveis estudadas. Apesar de estes resultados diferirem da maioria
(WEIR; ROBAIRE, 2006; COCUZZA et al., 2008); Kardivel et al. (2009), também
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ndo notaram nenhuma correlagdo entre a motilidade espermatica, ROS e
peroxidacéo lipidica no sémen congelado e descongelado de bufalos.

A auséncia de correlacdo da variavel anion superéxido com a integridade da
membrana pode ser explicada pela caracteristica quimica do anion que impossibilita
atravessar a membrana plasméatica e induzir danos severos quando comparado a
outros ROS, como, por exemplo, o peroxido de hidrogénio, altamente instavel e
capaz de gerar outros radicais livres como o radical hidroxila, considerados os mais
deletério (AITKEN & BENNETTS, 2006; BURNAUGH et al., 2007; MAIA & BICUDO,
2010).

O éanion superoxido também ndo influenciou o potencial mitocondrial.
Resultados semelhantes foram observados no sémen equino e de varrées apos
oxidacdo artificial utilizando xantina-xantina-oxidase (GUTHRIE & WELCH, 2012;
BAUMBER et al., 2000). A escassez de valores que indicam o nivel fisiol6gico de
ROS no sémen criopreservado dificulta a comparacao dos resultados com outras
espécies, mas a porcentagem de células encontradas gerando superéxido pode nao
ter sido suficiente para alterar a integridade da membrana mitocondrial.

Diante dos baixos niveis de peroxidacao lipidica e auséncia de correlacdo
entre a integridade da membrana e potencial mitocondrial, € provavel que a
peroxidacao lipidica ndo foi a principal causa de danos na membrana plasmatica de
espermazoides criopreservados. Como mencionado por Kardivel et al (2009), danos
na membrana plasméatica no sémen criopreservado podem ser causados por outros
fatores, como a formacao de gelo intracelular e estresse osmotico e ndo apenas pela
peroxidacao lipidica (ALVAREZ & STOREY, 1993).

Além disso, vérias correlacdes significativas entre ROS, potencial mitocondrial
e peroxidacao lipidica se referem a amostras de baixa qualidade caracterizada por
baixa concentracdo espermatica, baixa motilidade e alta porcentagem de
espermatozoides imaturos (WANG et al., 2003; AITKEN et al., 2007). Diferente deste
estudo que utilizou touros com fertilidade comprovada.

Entretanto, apesar da peroxidacdo lipidica ndo ser considerada o principal
fator envolvido nos danos causados pela criopreservacéo, ela pode desencadear
mecanismos indiretos como a apoptose levando a injurias sub-letais nos
espermatozoides sobreviventes (FERRUSOLA et al., 2009).
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J4 em relacdo aos danos no DNA, nosso estudo demonstrou correlacédo
negativa com a variavel membrana integra e correlacdo positiva com baixo potencial
mitocondrial (R =-0,33, P<0,05 e R = 0,38, P<0,01, respectivamente; Figura 2 e 3).
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FIGURA 2. Representacéao grafica da correlacdo entre danos de DNA avaliado pela
formagéo da 8 —OhdG e membrana e acrossoma integros utilizando a
associacdo das sondas Pl e FITC —-PSA.. Nota—se que houve
correlacdo negativa entre essas duas variaveis (R = -0,33; P<0,03).
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FIGURA 3. Representacdo grafica da correlagdo entre danos de DNA avaliado pela
formacao da 8 —OhdG e baixo potencial mitocondrial utilizando a sonda
JC1. Nota — se que houve correlagdo positiva entre essas duas
variaveis (R = 0,39; P<0,01).
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Estes dados corroboram com os estudos de De luliis et al. (2009) que
sugerem a participacdo da mitocondria como possivel fonte do estresse oxidativo,
pois distlrbios mitocondriais levariam a liberacdo de ROS desencadeando inicio da
cascata de apoptose, ativacado de endonucleases e por fim a fragmentacdo do DNA
espermaético.

De acordo com nossos resultados pudemos constatar que a qualidade do
sémen criopreservado em bovinos declina com o avanco da idade e esta associado
a susceptibilidade ao estresse oxidativo, principalmente por lesdes tipo 8-oxyguanina

no DNA espermaético.
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VIIl. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, dentro das condicfes de realizacdo deste
experimento, conclui-se que:

- Touros jovens apresentaram melhor qualidade espermatica pos-
descongelacdo e maior resisténcia ao estresse oxidativo quando comparados aos

demais grupos.

- A geracdo espontanea de anion superéxido nao influencia a qualidade
espermética do sémen criopreservado de touros de diferentes idades.

-O sémen criopreservado apresenta poucas células com danos peroxidativos

581/591
C11

quando avaliado pela sonda Bodipy , provavelmente em consequéncia do

efeito protetor do meio diluidor & base de gema de ovo.

-Touros idosos apresentaram motilidade reduzida, assim como, menor
integridade da membrana plasmatica, acrossomal, potencial mitocondrial e alta

porcentagem de danos oxidativos no DNA.

- A reducdo da qualidade espermatica em touros idosos foi associada como o
avanco da idade e a susceptibilidade ao estresse oxidativo, pela alta porcentagem
de danos oxidativos no DNA e sua relagdo com integridade da membrana e

potencial mitocondrial

- Outras ROS podem estar envolvidas na reducéo da qualidade espermatica e

susceptibilidade ao estresse oxidativo durante o envelhecimento.

- O kit 8oxyDNA mostrou-se biomarcador eficiente para avaliacdo do estresse
oxidativo no sémen criopreservado quando comparado ao TBARS e
BOdipyC1158l/591.
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