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N-ACETILCISTEINA E TROLOX NA CONSERVACAO DE CELULAS
ESPERMATICAS EPIDIDIMARIAS DE CAES

RESUMO - O objetivo foi verificar se a suplementacdo do meio diluente Tris-gema
com Trolox, N-acetilcisteina (NAC) ou a associagdo de ambos, em trés concentracdes
distintas (0,15; 0,25 e 0,35mM), possibilitaria ou ndo a melhora na qualidade da
preservacao das células espermaticas nos processos de refrigeracdo e congelacéao.
Foram utilizadas 15 unidades experimentais (UE), cada qual constituido pelo
recuperado espermético de cinco cdes higidos (n=75) submetidos a orquiectomia
eletiva. Estes, por sua vez, foram igualmente divididos em trés grupos experimentais:
grupo | (GI), Il (Gll) e Il (Glll), os quais tiveram a adicdo de antioxidantes nas
concentracfes de 0,35, 0,25 e 0,15mM, respectivamente. Cada UE foi dividido em trés
partes, uma foi avaliada a In Natura, outra apds a refrigeracdo por 48 horas, e a
terceira apds a congelacdo/ descongelacdo. Ato continuo, cada parte foi subdividida
em quatro amostras de igual volume, que foram centrifugadas e o sobrenadante
armazenado. O concentrado de espermatozoides foi ressuspendido em meio diluente
Tris-gema, puro, ou acrescido de Trolox, NAC ou de ambas. Os espermatozoides
foram avaliados quanto a motilidade, vigor, teste vital, indice de atividade citoquimica,
integridade de membrana, mensuracgéo do total das espécies reativas de oxigénio e
radical hidroxila. Os dados obtidos foram submetidos a analise de regressao logistica
Proc Glimmix e teste de correlacdo de Pearson (p<0,05). Apés a criopreservacao foi
observado que adicdo dos antioxidantes diminuiu a producdo total de ROS. As
concentracbes e antioxidantes utilizados foram suficientes para manutencédo da
motilidade, integridade de membrana e atividade mitocondrial apés a descongelagéo
e refrigeracdo. Averiguou-se ainda que existe uma correlacdo positiva entre a
quantidade total de ROS no fluido epididimario com o indice de atividade mitocondrial,
e negativa com a integridade de membrana. Deste modo, concluimos que a adigéo
destes antioxidantes em baixas concentrac6es foi benéfica a criopreservacdo do

sémen.

Palavras chaves: criopreservacdo, canideos, espécie reativa de oxigénio,

antioxidantes.



N-ACETYL CYSTEINE AND TROLOX IN CANINE EPIDYDIMAL SPERM CELLS
CONSERVATION.

ABSTRACT - The aim of the present study was to evaluate whether the
supplementation of the Tris egg-yolk extender with three different concentrations (0,15;
0,25 and 0,35mM) of N-acetyl cysteine (NAC), Trolox or the association of both, would
improve the quality of sperm cells after chilling and freezing. Fifteen experimental units
(EV), each one consisted by epidydimal sperm recovered from five healthy dogs
(n=75) after elective orchiectomy were used in this study. The EU were equally divided
into three experimental groups. Group | (Gl), Il (Gll) and 1l (Glll) had the addition of
0.35, 0.25 and 0.15mM of antioxidants, respectively. Each group was divided into three
aliquots, the first one was evaluated at the moment of the collection, the second aliquot
was chilled for 48 h and the third was frozen. Subsequently, each EU was divided into
four aliquots of equal volume and immediately centrifuged, the supernatant was
discarded and the concentrated sperm resuspended in TRIS extender supplemented
with Trolox and/or N-acetyl cysteine. Sperm total and progressive motility, vital test,
cytochemical activity indexes membrane integrity, and measurement of reactive
oxygen species (ROS) by TBARS and TAC were performed. Data were statistically
analyzed by logistic regression analysis Proc GLIMMIX and Pearson correlation test
(P <0.05). After cryopreservation the addition of antioxidants reduced total production
of ROS. The concentrations and antioxidants chosen in this study were sufficient to
maintain motility, membrane integrity and mitochondrial activity after thawing and
cooling. A positive correlation was noticed between the total amount of ROS in the
epididymal fluid with mitochondrial activity index, and negative correlation with
membrane integrity. Thus, we conclude that the addition of these antioxidants in low

concentrations was beneficial to the cryopreservation of semen

Key Words: cryopreservation, canids, reactive oxygen species, antioxidant



1. INTRODUCAO

A criopreservacao dos espermatozoides oriundos do epididimo visa manter a
disponibilidade, a longo prazo, do material genético. Isto € particularmente importante
para a conservacdo de espécies ameacadas de extincdo e para a geracdo de
descendentes de individuos de alto valor genético que vieram a ébito ou ainda que
sofreram orquiectomia com intuito terapéutico.

Com a criopreservacao, ha a ocorre maior producdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS) e estas, em pequena quantidade, auxiliam o processo de capacitacéo
espermética e fecundacao; jA em excesso, as ROS resultam em danos irreversiveis
as células espermaticas, provocando a queda da motilidade, ruptura da membrana
plasmatica, desorganizacao da cromatina e até mesmo morte celular.

Deste modo, inUmeras pesquisas vém sendo realizadas pela adi¢cdo de
antioxidantes ao meio de refrigeracdo e congelacao de células espermaticas, para
verificar o efeito destes frente a acdo das ROS (BILODEAU et al., 2001, THUWANUT
et al., 2008, MICHAEL et al., 2009). Thuwanut e colaboradores (2008) adicionaram N-
acetilcisteina (NAC) ou vitamina E, ambas na concentracdo de 5mM, ao meio diluidor
de espermatozoides oriundos do epididimo de gatos e obtiveram resultados positivos
guando comparados ao grupo que nao recebeu antioxidante.

Diferentemente do observado em relacdo aos espermatozoides obtidos de
epididimo felino (THUWANUT et al., 2008), a utilizacdo de 5mM e 2,5mM de NAC
he/ou Trolox adicionados ao meio diluente Tris-gema, para conservacao das células
espermaticas oriundas de epididimo canino ndo mantiveram a viabilidade espermatica
apos a refrigeracdo ou congelagédo/descongelagéo, entretanto a utilizacdo de 0,5mM
da associacdo de ambos antioxidantes promoveu melhora nos parametros
espermaticos em comparacao ao grupo controle (SAVI, 2012).

Deste modo, objetiva-se com o presente estudo, verificar se 0 uso de Trolox e
NAC, em baixas concentragBes, pode conferir protecdo as células espermaticas
provenientes de epididimo canino durante os processos de refrigeracéo e congelacao/

descongelacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Epididimo

O epididimo consiste em um ducto longo e altamente contorcido, que conecta
os ductos eferentes ao ducto deferente. Morfologicamente é dividido em trés partes:
cabeca, corpo e cauda (SISSON; GROSSMAN, 1986), que possui diversas funcgodes,
dentre elas: reabsor¢cdo do fluido oriundo dos tubulos seminiferos, promovendo a
concentrac8o e 0 transporte espermatico; eliminacdo dos espermatozoides
defeituosos; armazenamento das células espermaticas normais (MURADAS et al.,
2006) e alteracdes substanciais durante todo o transito dos espermatozoides pelas
diferentes regides do epididimo permitindo a maturacdo gradual dos gametas
masculinos, capacitacdo e reconhecimento e fertilizacdo dos o0dcitos
(FOUCHECOURT et al., 2000; ROBAIRE et al., 2006; TAJIK et al., 2007; COOPER,
2011; CONTRI et al., 2012; VARESI et al., 2013). A producédo espermética nos
mamiferos inicia-se no testiculo e a maturacdo final ocorre no epididimo
(VARRICCHIO et al., 1996).

Diversas alteracdes morfofuncionais ocorrem nas células espermaticas durante
a passagem pelo epididimo, tais como: migracao da gota citoplasmatica da regido
proximal para a distal; inicio do ganho da motilidade progressiva e habilidade de
reconhecimento e ligacdo ao odcito (JERVIS; ROBAIRE, 2001). Os processos
correlacionados a maturacao sdo mediados por proteinas provenientes de secre¢des
do epitélio seminifero, que sdo componentes do fluido epididimario (JOHNSTON et
al., 2001; SCHIMMING; VICENTINI; ORSI, 2001). Ainda em termos morfofuncionais,
devido a baixa oxigenacdo e pH, os espermatozoides se mantém estaticos e com
pequeno consumo de energia, permitindo, assim, que atinjam a maturacdo no
epididimo. Este amadurecimento é promovido pela passagem de macromoléculas do
citoplasma apical das células ao lumen tubular (BARGMANN, 1968).

Os espermatozoides anormais sédo removidos principalmente durante a

passagem pela cauda do epididimo, pois este é o local de maior fagocitose e
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dissolucéo celular RAMAMOHANA et al., 1980). Além disso, a cauda do epididimo é
utilizada na recuperacgao dos espermatozoides, pois atua como reservatorio de células
espermaticas maduras, em repouso metabdlico (SOSTARIC et al., 2008;
CABALLERO; FRENETTE; SULLIVAN, 2011).

2.2. Técnicas de recuperacao dos espermatozoides do epididimo

A recuperacdo das células esperméticas da cauda do epididimo e ducto
deferente tem sido um método amplamente utilizado no ambito da reproducéo
assistida. Este método possibilita maior disperséo e variabilidade genética e viabiliza
0 armazenamento de células esperméticas de espécies ameacadas de extingao,
animais de alto valor zootécnico e animais de companhia em condi¢cfes patoldgicas
adquiridas e post mortem (LUVONI et al., 2003; TSUTSUI et al., 2003). A obtencéo de
espermatozoides viaveis do epididimo disponibiliza o seu uso em técnicas de
reproducao assistida, como a inseminacao artificial (PAPA et al., 2008; HEISE et al.,
2010) e a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (HERRERA et al., 2006).

A recuperacédo dos espermatozoides da cauda do epididimo também pode ser
empregada em animais inaptos a reproducdo, portadores de afeccbes que
comprometam seu sucesso reprodutivo. Klinc e colaboradores (2005) recuperaram
espermatozoides de epididimo de um céo de seis anos de idade castrado, acometido
por hiperplasia prostética benigna; em seguida realizou-se a inseminacéo artificial in
natura, comprovando a eficacia da técnica com o sucesso de uma ninhada com oito
filhotes.

Inimeras técnicas ja foram descritas e variam de acordo com o autor e a
espécie animal. Dessa forma, o método de colheita por lavagem retrégrada foi descrito
em suinos e equinos (HEISE et al., 2010) e a técnica de fatiamento em caprinos,
cervideos, felinos, bovinos e caninos (FERNANDEZ-SANTOS et al., 2007; GANAN;
GOMENDIO; ROLDAN, 2009; MARTINS et al., 2009; MARTINS et al., 2012).
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Em pequenos animais as técnicas mais utilizadas para a recuperacédo de
células espermaticas sdo o método de flutuacéo e o método de compressao por pingas
hemostéticas (YU; LEIBO, 2002; MARTINS et al., 2012).

O método de flutuacdo consiste no fatiamento ou perfuracdo da cauda do
epididimo e imersdo em um meio gelatinoso. Em condicdes ideais (37°C, 5% de CO2,
95% de O2, por 10 minutos), os espermatozoides migram para o meio e, ato continuo,
sao recuperados por meio de filtracdo (KAWAKAMI et al., 1993; YU; LEIBO, 2002).

Com relagcéo a técnica de compressao por meio de pincas hemostéticas, ela
tem sido utilizada com bons resultados, entretanto, exige maior habilidade, visto que
o rompimento do ducto deferente, com perda do material espermético, é uma
intercorréncia comum. Neste sentido, a modificacdo desta técnica proposta por Savi
et al. (2015), na qual a pinca hemostatica € substituida pela Iamina de vidro, resultou

em maior facilidade na execuc¢do da técnica e menor perda de material espermaético.

2.3. A avaliacdo espermatica

A avaliacdo das células espermaticas tem como objetivo prever a sua
capacidade de fecundacdo para as técnicas de reproducdo assistida (PENA et al.,
2004). Compreender a etiologia dos espermatozoides defeituosos € uma tarefa
complexa, multifacetada, que engloba ndo somente a capacidade dos
espermatozoides em fecundar o odécito, mas também a sua competéncia para iniciar
e sustentar o crescimento embrionario normal (RICE et al, 2000; ROBERTSON et al,
2009; LIU et al, 2012).

Um elemento central na capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides € o
teor de lipidios presentes na membrana plasmatica (CEROLINI et al., 1997), que é
rica em acidos graxos poli-insaturados (PUFAS); além disso, sabe-se que a membrana
plasmatica de espermatozoides epididimarios € menos fluida devido ao fato de nao
entrar em contato com o plasma seminal, provocando, assim, menor resisténcia ao

procedimento de congelacdo-descongelacao (JIMENEZ et al., 2013).
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2.4. Funcéo do plasma seminal

Diversos antioxidantes estdo presentes no plasma seminal (MORETTI et al.,
2004). A prostata € o Unico 6rgéo acessorio do sistema reprodutivo canino que secreta
um fluido rico em &cido citrico, calcio, enzimas, proteinas e antioxidantes que
protegem o0s espermatozoides, auxiliando na sua motilidade, sobrevivéncia e
capacidade de fecundacédo (SIRIVAIDYAPONG et al., 2001). Por esta razdo, muitos
estudos indicam que a congelabilidade dos espermatozoides oriundos do epididimo
canino € menor do que a dos espermatozoides provenientes do ejaculado (HORI et
al., 2005; NOTHLING et al., 2007; PONGLOWHAPAN; CHATDARONG, 2008).

Apesar dos beneficios do fluido prostatico, pesquisadores indicam que a sua
adicdo aos espermatozoides tem efeito negativo sobre a integridade da cromatina
(KOROCHKINA et al, 2014). Segundo Sirivaidyapon (2002), o acréscimo de fluido
prostatico na propor¢cédo de 1:1 apos descongelacdo aumentou significativamente a
motilidade espermética no primeiro momento de avaliacdo; no entanto, observou-se
dréastico declinio apds trés horas de incubacao. Deste modo, ainda sdo necessarias
pesquisas para afirmar se a presenca do fluido prostatico na criopreservacdo das

células espermaticas € benéfica ou deletéria.

2.5 Andlise espermatica

A analise de apenas uma variavel espermatica é considerada insuficiente para
a associacdo com a fertilidade, assim, a agregacéo de testes, como 0 hiposmatico,
eosina, teste de termo resisténcia, dentre outros, permite obter resultados mais
confiaveis (PEREZ et al., 1997; LARSSON; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000).

Um dos parametros a ser considerado na avaliacdo espermética € o estudo da
sua viabilidade (PINTADO; FUENTE; ROLDAN, 2000), que pode ser mensurada por

meio de testes que avaliam a integridade da membrana plasmatica, como o teste
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hiposmatico, o supra vital e o de utilizacdo de corantes fluorescentes (BRITO et al.,
2003).

O teste hiposmotico avalia a atividade bioquimica da membrana plasmatica em
condicbes de hiposmolaridade. O espermatozoide € incubado em solucdo
hiposmoética, onde ocorrem trocas de fluidos através da membrana plasmatica, até
que o equilibrio osmotico seja atingido. O influxo de liquido promove a expanséo da
membrana plasmatica, que resulta em aumento do volume celular e o enrolamento da
cauda; todavia células espermaticas com membrana lesionada ndo sofrem expansao
do volume celular mantendo, portanto, a cauda reta (CORREA; ZAVOS, 1994; ROTA
et al., 2000).

Outro teste € o supra vital onde o corante (eosina) ao penetrar na membrana
plasmatica lesada, liga-se aos acidos nucléicos, e confere uma coloracdo rosa ao
espermatozoide lesado, diferentemente dos que possuem membrana integra que néo
séo corados (BRITO et al., 2003; BRITO, 2007).

Semelhantemente ao teste supra vital, a técnica de fluorescéncia avalia a
membrana lesada por meio da associacao de dois fluorocromos: o iodeto de propideo,
que atravessa a membrana plasméatica lesada ligando-se ao DNA da célula e
conferindo-a coloracdo avermelhada; e o diacetato de 6-carboxifluoresceina, que
penetra através da membrana integra e é hidrolisado por esterases ndo especificas,
produzindo a fluoresceina, a qual fica retida por mais tempo dentro da célula e colore-
a de verde (BRITO et al., 2003).

Estes dois ultimos testes sdo indicadores de integridade da membrana
plasmatica, e devem estar atrelados ao teste hiposmaético, que demonstra pela
atividade bioguimica espermatica (BRITO et al., 2003). A avaliacédo da integridade de
membrana juntamente com a atividade bioquimica espermatica é de fundamental
importancia, pois se a membrana estiver intacta, porém bioquimicamente inativa, ndo
ocorrera fecundacao (TARTAGLIONE; RITTA, 2004).

Além dessas avalia¢Oes, € importante verificar outras qualidades necessérias
a fecundagdo, como a motilidade e o vigor espermaticos pois sem estas, 0
espermatozoide nao consegue percorrer o trato genital feminino para ligar-se ao
o6cito (JANUSKAUSKAS et al., 2000; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005).
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A motilidade espermatica € gerada pelo movimento flagelar da cauda, que por
sua vez, resulta em alto gasto energético. A desfosforilagdo do adenosina tri-fosfato
(ATP) é a principal fonte de energia consumida durante este processo e a quantidade
de ATP necessaria para garantir a motilidade, € produzida pelas mitocondrias
presentes na peca intermediaria do espermatozoide (AITKEN, 1998).

Gragas a esses dados, Hrudka (1987) desenvolveu um ensaio citoquimico apto
a quantificar e qualificar a atividade da enzima Citocromo C-Oxidase (CCO) — enzima
da cadeia respiratéria responsavel pela producdo de ATP na célula espermatica —

através da 3,3’diaminobenzidina (DAB).

2.6. Métodos de Criopreservacdo Espermatica

A criopreservacao tem como estratégia a utilizacdo de baixas temperaturas
para privacao de energia e consequente preservacao, de forma eficiente, da estrutura
e funcdo de células e tecidos vivos (BAUST, 2008). Este processo permite o
armazenamento de espermatozoides caninos de racas raras e geneticamente
valiosas, assim como de canideos ameacados de extingdo (ENGLAND, 1993;
FARSTAD, 2000).

A criopreservacdo de espermatozoides € um processo complexo e envolve
muitos fatores que devem ser equilibrados para obter resultados satisfatérios,
(PURDY, 2006) que permitam que as membranas plasmaticas sejam preservadas
durante o periodo de estresse causado por alteracdes fisicas e quimicas que ocorrem
durante o processo de criopreservacdao (GUERRA; EVANS; MAXWELL, 2004).
Alguns fatores de estresse sédo a diluicdo do sémen (MORETTI et al., 2004), a
toxicidade do crioprotetor, meio diluidor e sua composi¢cédo (HOLT, 2000), e, por fim, a
diminuicao da temperatura (WATSON, 2000).

De acordo com Peiia et al. (2011), os espermatozoides sofrem lesées moleculares
durante o processo de congelacdo/descongelacdo que podem levar a apoptose e
comprometer 0 seu uso na inseminacgao artificial. Entretanto, a utilizacdode sémen

refrigerado ou descongelado na inseminacao artificial elimina custos, tempo e riscos
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de transporte dos animais, assim como permite a utilizacdo do sémen de reprodutores
geneticamente superiores, tanto em ambito nacional como internacional (ENGLAND;
PONZIO, 1996).

A capacidade fertilizante dos espermatozoides oriundos de epididimo de céaes
€ mantida mesmo apés o processo de congelacdo-descongelacdo (MARKS et al.,
1994; HORI et al.,, 2004; KLINC et al., 2005), contudo, a criopreservacao de
espermatozoides esta associada a reducao da viabilidade celular e a capacidade de
fertilizacdo (PUKAZHENTHI et al., 2000). Ainda, a inseminacdo artificial com
espermatozoides oriundos do epididimo apés a congelacao/ descongelacéo resultou
em baixas taxas de concepcdo (MARKS et al., 1994; HORI et al., 2004; HORI et al.,
2011).

A reducado da viabilidade espermatica esta correlacionada as alteracdes na
membrana plasmatica do espermatozoide (WATSON, 1995) e esses danos ocorrem
devido a lavagens ou diluicdes que podem remover proteinas da membrana
plasmatica, alterando assim a composicdo da mesma (HAMMERSTEDT; FRAHAM,;
NOLAN, 1990; COLLIN; BAILEY, 1999). As proteinas, quando removidas, modificam
a relacao dos lipidios impedindo o processo de reac¢do acrossomal, sendo que a
estabilidade de lipidios na membrana plasmética € fundamental para manter a fungéo
esperméatica (WATSON, 1995).

Atualmente, consideram-se valores minimos de 70% de motilidade e trés de
vigor para iniciar o processo de refrigeracdo e congelacao; além disso, o meio de
diluicdo deve possuir componentes e crioprotetores especificos, o processo deve
apresentar curva de refrigeracdo, congelacdo/descongelacdo e armazenamento

adequado, de forma a manter a viabilidade esperméatica (JOHNSTON et al., 2001).

2.7. Meio diluidor

Pesquisas tém sido realizadas na tentativa de desenvolver um meio diluidor
gque mantenha a qualidade dos espermatozoides durante o processo de
criopreservacédo (ENGLAND, 1993; PONGLOWHAPAN et al., 2004; MARTINS et al.,
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2009). O diluidor ideal deve atender a todas as necessidades das células
esperméticas, como preservar a motilidade e a integridade da membrana plasmatica,
estabilizar o pH, neutralizar produtos toxicos produzidos, proteger contra o choque
térmico, manter o equilibrio eletrolitico e a pressdo osmotica; atuar como fonte
energética, estabilizar sistemas enzimaticos, e inibir o crescimento bacteriano
(ENGLAND, 1993).

O meio Tris-gema vem sendo estudado como um diluidor eficiente para
conservacdo do espermatozoide epididimario canino (HEWITT et al. 2001,
PONGLOWHAPAN et al. 2006). Sua principal caracteristica € a utilizacdo da gema de
ovo, que contém principalmente fosfolipidios, proteinas, vitaminas, glicose e
antioxidantes, que sao Uteis para proteger a integridade da membrana (MALO et al.,
2011).

Espermatozoides de mamiferos precisam otimizar o consumo de energia para
aumentar a contratilidade flagelar e assim assegurar a motilidade adequada. Ac¢Ucares
tém sido incluidos nos diluentes como substratos energéticos e agentes de
manutencdo osmoticos (WATSON, 1979). A Frutose e a glicose sao conhecidas por
serem a principal fonte de energia para espermatozoides, além de serem encontradas
naturalmente no plasma seminal (PONGLOWHAPAN et al., 2004).

Sendo assim, a escolha de meio diluidor com propriedades ideais para
preservar a morfologia e funcdo espermatica pode ser a chave para o sucesso da
criopreservacdo de espermatozoides (MARTINS et al., 2009). Devido aos efeitos
deletérios dos radicais livres produzidos com a criopreservagao, os antioxidantes tém
sido adicionados ao meio diluidor, com intuito de conservar a qualidade destas células
durante a criopreservacdo (MONTEIRO et al., 2009). Entretanto, as concentragoes,
tipos e combinacgdes de antioxidantes sao ainda controversas, necessitando assim da
realizacdo de mais estudos (BECCAGLI; ANASTASI; CHIGIONI, 2008).

2.8. Estresse oxidativo e Espécies Reativas de Oxigénio
Define-se como estresse oxidativo o desequilibrio entre moléculas oxidantes

(radicais livres) e antioxidantes que resulta em danos celulares. Os radicais livres, ou

também denominados espécies reativas de oxigénio (ROS), sdo moléculas orgéanicas
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e inorganicas eletricamente instaveis, que contém um ou mais elétrons
desemparelhados nos atomos de oxigénio ou nitrogénio e tendem a se ligar a outro
elétron para atingir a estabilidade (HALLIWELL, 1994).

Atualmente, o termo radical livre ndo € o mais adequado, pois nem todas as
ROS séo oxidantes (MAIA, 2006). As espécies oxidantes agem como receptoras de
elétrons, e outra classe das ROS sao os agentes redutores, que atuam como doadores
de elétrons (AGARWAL et al., 2005).

As ROS séo produzidas principalmente nas mitocondrias, pois nesta organela
€ gerada a energia necessaria para manutencao celular através da fosforilagdo
oxidativa (BARJA, 2007). Este processo de producdo energética ocorre através de
cinco complexos enzimaticos (BLIER; DUFRESNE; BURTON, 2001). Os complexos
de | a IV (cadeia de transporte de elétrons) transportam o elétron por diversas
proteinas até o oxigénio, este transporte € chamado de reducéo oxidativa. Dentro da
normalidade, no fim do complexo IV, o oxigénio é convertido em agua e a energia é
reservada para utilizacao no complexo V, onde ocorrera a producao de ATP. Contudo,
uma pequena fracdo do oxigénio consumido pela mitocéndria no complexo 1V, é
transformada em radicais livres (DOWNLING; SIMMONS, 2009).

Dentre as principais ROS esta o radical superoxido (Oz2" que € formado, quase
que espontaneamente, em todas as células aerodbicas, principalmente na membrana
plasmatica, pela adicdo de um elétron a molécula de oxigénio. Este radical possui
baixa capacidade de oxidacdo (ANDERSON, 1996; FERREIRA; MATSUBARA, 1997,
NORDBERG; ARNER, 2001).

O OH-, radical hidroxila, é produzido a partir da catalisacdo do peréxido de
hidrogénio pela reacdo de Feton, este radical apresenta pequena capacidade de
difuséo, todavia, é o mais reativo na inducéo de lesdes celulares e, ainda, pode iniciar
a oxidacao dos acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares, podendo
causar mais danos do que qualguer outra ROS (ANDERSON, 1996; FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; NORDBERG; ARNER, 2001; MAIA, 2006).

Por fim, o H202, denominado peréxido de hidrogénio, ndo € considerado um
radical livre verdadeiro, e sim um metabdlito do oxigénio, extremamente deletério,

capaz de atravessar a membrana nuclear e danificar o DNA por meio de reacdes
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enzimaticas (ANDERSON, 1996; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; NORDBERG;
ARNER, 2001; MAIA, 2006).

Apesar de toda a acdo deletéria supracitada, as ROS exercem um papel
importante no funcionamento do organismo, transportando elétrons na cadeia
respiratoria e atuando como moléculas sinalizadoras, quando em baixas
concentracbes (DOWNLING; SIMMONS, 2009).

2.9. ROS e funcédo espermaética

Desde a década de 1980 estuda-se a producdo das ROS nas mitocondrias
presentes na peca intermediaria da célula esperméatica (STOREY, 2008). Sabe-se que
esta génese indica a ativacdo de uma cascata apoptética intrinseca (KOPPERS et al.,
2011). Além disso, a producdo destes radicais também pode estar presente devido
aos leucdcitos presentes no ejaculado (AITKEN; WEST; BUCKINGHAM, 1994;
KRAUSZ et al., 1994; SHARMA et al., 2001) e a alta producdo de ROS pode estar
correlacionada as alteracdes morfologicas dos espermatozoides, uma vez que,
células anormais sao maiores produtoras de ROS do que as normais (AITKEN et al.,
1994).

Esses radicais livres produzidos pelas células esperméticas resultam nos
principais danos durante o processo de criopreservacao, que € responsavel pela
deplecdo da adenosina trifosfato (ATP); dessa forma, ha uma diminuicdo da
motilidade, ocorréncia de lesdes e ruptura na membrana e cromatina espermaticas
por meio da peroxidacao lipidica (PERIS et al., 2007; WAKAMATSU et al., 2013). Os
danos ocasionados pelas ROS foram primeiramente observados por MaclLeod e
colaboradores (1943), que incubaram espermatozoides humanos sob condi¢des de
alta tensdo de oxigénio, fazendo-os perder rapidamente a mobilidade.

E sabido que espermatozoides de cdes com diminuicdo significativa da
motilidade e da integridade da membrana plasmatica e porcentagem maior de células
anormais, produzem maior quantidade de ROS em comparacéo aos espermatozoides

morfologicamente normais (TSELKAS et al., 2000).
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Contudo, apesar da acdo deletéria anteriormente citada, o estresse oxidativo
possui importante fator de regulagdo da vitalidade e funcionalidade dos
espermatozoides dos mamiferos (AITKEN; CURRY, 2011). Dentre esses fatores,
destaca-se a habilidade de adquirir capacidade de fecundacédo e contribuir para a
condensacao da cromatina, remodelacdo da membrana intracelular e ativagcéo de vias
de sinalizacdo (KODAMA et al., 1996; DE LAMIRANDE et al., 1997; PONS-REJRAJI
et al., 2009).

Os espermatozoides dos mamiferos tém um sistema antioxidante enzimatico
que mantém o equilibrio da producdo das ROS e protege contra o estresse oxidativo.
A guantidade de cada enzima é diferente entre as espécies, estando presente tanto
no plasma seminal, quanto nos espermatozoides (CASSANI et al., 2005). A protecao
enzimatica intracelular é restrita, devido ao espaco citoplasmatico limitado dos
espermatozoides. Ele restringe a concentracdo e distribuicdo das enzimas
antioxidantes intracelulares (SAWYER et al., 2003).

No trato genital masculino, os espermatozoides sdo menos vulneraveis as
lesbes das ROS, devido a presenca de uma matriz extracelular altamente
especializada em enzimas antioxidantes e baixa tensdo de oxigénio (AITKEN;
CURRY, 2011). Fora do trato genital masculino, o0os espermatozoides sao
extremamente sensiveis a peroxidacéo lipidica, e este processo pode ser prevenido
ou revertido por meio de antioxidantes naturais ou artificiais adicionados ao meio de
criopreservacédo (STOREY, 1997).

2.10. Antioxidantes

Os antioxidantes sé@o substancias capazes de equilibrar a producdo das ROS,
na tentativa de evitar o estresse oxidativo; atuando em diferentes niveis na prote¢céo
dos organismos. Primeiramente, impedem a sua formacao, depois, interceptam os
radicais livres gerados, inibindo o ataque sobre lipidios, aminoacidos das proteinas,
dupla ligacdo dos acidos graxos poli-insaturados e bases do DNA, evitando a

formacéo de lesdes e perda da integridade celular. O terceiro e Gltimo mecanismo de
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protecdo € o reparo das lesbes causadas pelos radicais, que esta interligado com a
reparacdo de danos da molécula de DNA e com a reconstituicAo das membranas
celulares danificadas (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Uma gama de antioxidantes € produzida no organismo vivo para minimizar 0s
efeitos das ROS (SHI et al., 2013). No entanto, durante a criopreservagao, o papel da
suplementacdo com antioxidantes para proteger os espermatozoides dos danos
oxidativos ainda esta sob investigacao (VARESI, 2014).

Muitos antioxidantes vém sendo estudados para a preservacdo da célula
espermatica, dentre eles, a vitamina E e a N-acetilcisteina (NAC). Ambos tém
demonstrado efeitos significativos na protecdo dos espermatozoides durante a
criopreservacado (MICHAEL et al., 2007; THUWANUT et al., 2008; TUNCER et al.,
2010).

2.10.1. Trolox e Vitamina E

A vitamina E é considerada o principal componente do sistema antioxidante de
espermatozoides e € um composto exdégeno que pode ser obtido a partir da ingestédo
de alimentos, ou por meio da suplementacdo do meio diluidor (LENZI et al., 1996).
Desempenha papel no sistema celular endégeno de defesa contra o estresse
oxidativo, interrompendo a reacdo em cadeia que leva a peroxidacdo de lipidios
presentes em membranas celulares e lipoproteinas plasmaticas (HELLER et al.,
2004). Porém, quando em excesso, pode exercer efeito negativo através de atividade
sequestradora excessiva, bloqueando assim a funcéo fisioldgica das ROS (AITKEN,
1995; O'FLAHERTY; DE LAMIRANDE; GAGNON, 2006). Pesquisas utilizando altas
concentracbes de vitamina E demonstraram que ela foi incapaz de preservar a
qualidade do esperma ap6s descongelacdo (FERNANDEZ-SANTOS et al., 2007).

O Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) € um
analogo da vitamina E hidrossoltvel, com grande capacidade em capturar as ROS
(MICKLE; WEISEL, 1993). A suplementagédo com Trolox do meio diluidor melhorou a

qualidade de espermatozoides de javali durante o processo de refrigeracdo (PENA et



22

al., 2003) e congelacdo/descongelacdo de sémen de cdo (PENA et al., 2004), de
sémen de garanhdo, apos a refrigeracao (BALL et al., 2001), de células espermaticas
de cervos vermelhos, ap6s a descongelacdo (DOMINGUEZ-REBOLLEDO et al.,
2009; MARTINEZ- PASTOR et al., 2008), de sémen bovino apds a descongelacéo
(BORGES, 2008) e também em espermatozoides felinos (THUWANUT et al. 2008).

2.10.2. N-acetilcisteina (NAC)

Muitas propriedades da NAC foram observadas e utilizadas até os dias de hoje.
No inicio da década de 60, sua propriedade mucolitica foi amplamente empregada
(PIRIE; HELE, 1933). Em seguida, descobriu-se que a capacidade de reduzir a
viscosidade do muco néo era sua principal habilidade, pois ela atua como antagonista
direto das espécies reativas de oxigénio e, especialmente, aumenta 0s niveis de
cisteina intracelular (DE VIRIES; DE FLORA, 1993).

Com acdao diferente do antioxidante anterior, a cisteina elimina os radicais livres
através de interagdes quimicas diretas com eles (BILODEAU et al., 2001). A N-
acetilcisteina (NAC) é um importante precursor para a biossintese de cisteina e
glutationa intracelular (MAGNES; LI, 1980).

A suplementacdo de meios diluidores com cisteina ou 0 seu precursor tem
demonstrado melhoras nas fun¢des dos espermatozoides caninos, como motilidade e
capacidade de fecundacdo (MICHAEL et al., 2007), assim como em felinos
(THUWANUT et al., 2008), ovinos (BUCAK et al., 2007) e bovinos (BILODEAU et al.,
2001, SARIOZKAN et al., 2009; TUNCER et al., 2010) apo6s a criopreservacao.
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3. HIPOTESE

A adicdo de pequenas concentracdes de N-acetilcisteina e Trolox, isolados ou
associados, ao meio diluente Tris-gema, auxiliam durante a criopreservacdo das

células esperméticas oriundas de epididimo canino.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Verificar como a adicdo de NAC e Trolox ao meio diluente Tris-gema, atuam na

preservacao das células espermaticas oriundas de epididimo canino.

4.2. Objetivos Especificos

Averiguar dentre as concentra¢fes 0,15, 0,25 e 0,35mM de N-acetilcisteina
elou Trolox, qual é a mais indicada na criopreservacdo das células esperméaticas
oriundas de epididimo canino, e se a associacdo destes antioxidantes é benéfico ou
deletério em relacdo ao seu uso individual.

Investigar o efeito da N-acetilcisteina e/ou Trolox em diferentes concentragdes
sobre as células espermaticas submetidas a refrigeracdo por 48 horas e apds
descongelacao.

Verificar se adicdo de N-acetilcisteina e/ou Trolox no meio diluente atua

diminuindo a producédo de ROS.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais

O presente estudo foi conduzido de acordo com 0s principios éticos para
experimentacdo animal (Comissdo de Etica no Uso de Animais- CEUA, Protocolo
018813/09). Os animais foram provenientes da rotina do setor de Obstetricia e
Reproducado Animal do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, campus de Jaboticabal — UNESP. Setenta e cinco
machos da espécie canina, sem predilecdo de raca, com idades entre um e cinco
anos, considerados higidos pela avaliagcéo clinica, hematolégica e bioquimica foram
submetidos a orquiectomia eletiva (ANEXO A). Imediatamente apds a retirada das
gbnadas, estas foram imersas em solucao salina de NaCl 0,9% contidas em um frasco
de vidro devidamente identificado e transportado para o laboratério em temperatura

ambiente.

5.2. Obtencao do recuperado espermatico

A obtencéao das células espermaticas foi realizada por meio da técnica descrita
por Savi et al.(2015). Dessa forma a cauda do epididimo e o ducto deferente foram
dissecados do testiculo e plexo pampiniforme e mantidos com as extremidades
ocluidas por meio de pincas hemostaticas. Uma gota (250uL) de ringer simples foi
colocada na borda de uma placa de Petri de vidro estéril sob angulacéao de 45°.

O complexo cauda do epididimo-ducto deferente foi posicionado na placa com
extremidade do ducto deferente no interior da gota. Para obtencdo das células
espermaticas comprimiu-se (trés vezes) a cauda do epididimo em direcdo a
extremidade livre do ducto deferente com auxilio de uma lamina de vidro. A gota com

espermatozoides foi recuperada e acondicionada no interior de um tubo plastico de
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15mL para posterior analise. Procedeu-se nova lavagem da placa com mais 250uL de
ringer simples, o qual também foi acrescido ao mesmo tubo plastico contendo

recuperado espermatico.

5.3. Unidades experimentais

Os 75 céaes foram divididos em 15 unidades experimentais (UES) e cada uma
delas (UEs) foi composta por um “pool” de células esperméticas provenientes do ducto
deferente e epididimo de cinco cdes orquiectomizados. Os espermatozoides
recuperados dos cinco animais foram armazenados em um tubo de 15mL, para

posterior processamento e andlise (Figura 1).

25 1 UE
- 5 UE
CAES >
— - N “ 5 CAES
CAES 2> 5 UEs
CAES
'a Y g ™
25
= J S S

Figura 1. Diagrama da formagé&o das unidades experimentais (UES).
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5.4. Grupos Experimentais

Cada grupo experimental (GE) foi composto por cinco unidades experimentais.
Em cada GE, uma concentracdo de N-acetilcisteina e/ou Trolox (0,15, 0,25 ou
0,35mM) foi avaliada. Em todos os grupos, o antioxidante foi acrescentado para uma
concentracdo de 80x10° espermatozoides/mL.

O conteudo de cada UE foi fracionado em 12 partes, em seguida, estas partes
foram centrifugadas a 800g por 10 minutos. Apés este periodo, o sobrenadante (fluido
epididimario) foi congelado para posterior andlises e o sedimento ressuspendido em
meio Tris-gema, onde trés das aliquotas receberam Trolox (TR), outras trés foram
acrescidas de N-acetil-cisteina (NAC), outras trés receberam a associacao da Trolox
com a N-acetil-cisteina (NT), e as trés ultimas ndo receberam antioxidante (Controle).
Uma aliquota de cada tipo foi avaliada in natura, 10 minutos apés a diluicdo, outra
apos 48 horas de refrigeracdo a 4°C, e a terceira ap0s congelacao/descongelacéo
(Figura 2).

5UEs—-GEI 5UEs—-GEl 5UEs-GE Il

v v v

[ Subgrupos — CAOs — ] [ Subgrupos — CAOs — ] [ Subgrupos — CAOs — ]
0.35ImM O.Z?mM 0 15ImM

Figura 2. Diagrama da diviséo das 15 unidades experimentais (UES), nos grupos
experimentais (GE), e suas subdivisbes, com adicdo de 0,35, 0,25 e 0,15mM de

antioxidantes. CAOs: Concentracdo de antioxidantes adicionados ao meio diluidor para cada

80x10° por mL espermatozoides; T: Meio diluidor TRIS; SP: Espermatozoides; TR: Antioxidante Trolox;
NAC: Antioxidante N-acetilcisteina.
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5.5. Refrigeracéo e congelacéao

Uma amostra de cada subgrupo foi avaliada in natura, outra apés as 48 horas
de refrigeracdo a 4°C em container de transporte (Botutainer®) e a terceira apés a
descongelacédo. Para o processo de congelacédo, a amostra foi envasada em palhetas
de 0,5 mL, com concentracdo de 40x10° espermatozoides cada uma, que foram
transferidas para um refrigerador programado a 4°C durante 60 minutos. Transcorrido
o periodo de equilibrio, as palhetas foram transferidas a uma distancia de 5cm do
vapor de nitrogénio liquido por 20 minutos e entdo mergulhadas e armazenadas.
Todas as amostras foram descongeladas a 70°C por oito segundos conforme descrito

por Pefia e Lindep-Forsberg (2000) (Figura 2).

SUBGRUPOS - DIFERENTES CONCENTRAGOES
(0,35 0U 0,25 OU 0,15)

v

Diluicdo: TRIS COM OU SEM ANTIOXIDANTE

v

| 3 ALIQUOTAS |

v v v

IN NATURA REFRIGERAGAO - Botutainer® CONGELAGAO Palhetas 0,5ml

v

Descongelacdo 70°C
48h 5°C 8s

v
Avaliagdo Espermatica: MOT, VIG, HIPO, VITAL, FLUO, TBARS, DAB, TAC

Figura 3. Fluxograma do delineamento experimental. MOT: motilidade progressiva; VIG: vigor; HIPO: teste
hiposmético; VITAL: teste supra vital; FLUO: teste de fluorescéncia; TBARS: mensuragao da lipoperoxidacao;

DAB: indice de atividade citoquimica; TAC: mensuracao total de ROS.

5.6. Meio Diluidor

Utilizou-se como meio diluidor o Tris-gema, composto por: acido citrico (1,7g),

Hidroximetilaminometano — Tris (3g), frutose (1,25g), gema de ovo (20mL), amicacina
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(0,02g), OEP (0,02%), glicerol (7 mL), utilizado apenas no meio destinado a
congelacdo dos espermatozoides, e &gua destilada (100mL). Cada grupo
experimental recebeu uma concentracdo de antioxidante utilizando o mesmo diluidor.

O meio diluidor foi totalmente preparado em uma partida, aliquotados em
fracbes de 5mL, e ato continuo foram congeladas a -20°C. As amostras foram

descongeladas a temperatura ambiente para serem utilizadas.

5.7. Avaliacdo espermética

5.7.1. Concentracdo espermatica

Foi realizada uma diluicdo de 1:20, ou seja, uma parte do material espermatico
para vinte partes de agua deionizada. Em seguida, procedeu-se a leitura da amostra
diluida em camara de Neubauer. A concentracdo espermaética foi realizada antes da

ressuspensao do sedimento no meio Tris-gema com ou sem adi¢ao de antioxidante.

5.7.2. Morfologia espermatica

Uma amostra do material foi diluida em 2,9% de citrato de sddio, juntamente
com o corante descrito por POPE et al. (1991). Em seguida, incubou-se por 70
segundos, em temperatura ambiente, e logo apds foi realizado um esfregaco em
lamina de vidro, no qual realizou-se a avaliagcdo de 100 células, em microscopio de
contraste de fase em objetiva de 1000x (CBRA, 1998).
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5.7.3. Motilidade progressiva e vigor esperméticos

Uma gota de cada UE, foi colocada em lamina e coberta por laminula, pré-
aquecidas a 37°C, e em seguida avaliada sob microscopia Optica de luz em aumento
de 40 vezes. A motilidade progressiva foi mensurada, subjetivamente, sempre pelo
mesmo avaliador, pela porcentagem de células moveis, variando de zero (todas as
células imoveis) a 100 (todas as células em movimento), enquanto o vigor foi
determinado pela qualidade de movimento progressivo dos espermatozoides, em
escala de zero (henhum movimento) a cinco (movimento retilineo) (CBRA, 1998).

5.7.4. Teste hiposmotico

Este teste foi realizado de acordo com a técnica descrita por JEYENDRAN et
al. (1984), em que se utiliza 1,0mL de uma solugdo com frutose na concentragéo de
100mOsm/Kg, acrescida de 20uL dos espermatozoides no meio diluidor. Essa solu¢ao
foi incubada em banho maria a 37°C, durante 60 minutos. Apds este periodo uma
amostra foi colocada entre lamina e laminula, e entdo foram contadas 100 células em
microscopio de contraste de fase, em aumento de 400x (ANEXO B).

As células foram classificadas quanto a presenca (células integras) ou nao
(membrana plasmatica lesada) da cauda enrolada (Figura 3). O numero total de
células espermaticas que apresentaram membrana plasmatica integra foi obtido pela
subtracdo do niumero de espermatozoides com cauda enrolada patolégica do nimero

daqueles com cauda enrolada resultantes do teste hiposmatico.
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Figura 4. Fotomicrografia de contraste de fase de
espermatozoides reativos ao teste hiposmotico com membrana
plasmatica integra (seta preta) e membrana plasmatica lesada
(seta vermelha). Aumento de 400x.

5.7.5. Teste supra vital

Uma gota do material espermatico de cada UE foi colocada em lamina, em
seguida colocou-se uma gota do corante eosina amarela e, ato continuo, estas foram
homogeneizadas, e o0 esfregaco foi confeccionado. A leitura foi realizada em
microscopio de luz em aumento de 100x. Espermatozoides corados em rosa
indicaram células mortas, ja a auséncia desta coloracdo representou células vivas
(Figura 4). O resultado foi expresso em porcentagem de espermatozoides viaveis.
Foram contadas 200 células espermaticas.
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Figura 5. Fotomicrografia Optica de células espermaticas vivas
(brancas — seta preta) e mortas (rosas — seta vermelha) apos o teste

supra vital, utilizando o corante eosina amarela. Aumento de 100x.

5.7.6. Teste de Fluorescéncia

O teste de fluorescéncia foi realizado de acordo com a técnica descrita por
Harrison e Vickers (1990) e adaptada ao cao por Cunha et al. (1996) (ANEXO C). Uma
gota do material foi depositada entre a lamina e a laminula e foi analisada em
microscopia de epifluorescéncia (480-610nm) sob objetiva de 1250X. Foram contadas
100 células.

Os espermatozoides apresentaram as seguintes colorac¢des (Figura 5):

e Integros — espermatozoides com membrana plasmatica integra, células
coradas pelo DIC, apresentando-se verde fluorescente em toda sua extensao.

e Lesados - espermatozoides com membranas plasmatica e acrossomal
lesadas, células coradas pelo IP, apresentando-se vermelhas fluorescentes.
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Todas as solugcbes foram preparadas ao abrigo da luz e foram mantidas
congeladas a -20°C até o momento da analise dos espermatozoides.

Figura 6. Fotomicrografia de célula espermatica com
membrana plasmética lesada (vermelho — seta vermelha) e
membrana plasmética integra (verde — seta branca), por
meio dos corantes fluorescentes iodeto de propidio e 6-
carboxifluoresceina. Microscopio de epifluorescéncia,
aumento de 1250X.

5.7.7. Teste de Atividade Citoquimica (Coloragédo DAB)

A atividade citoquimica foi determinada pelo método descrito por HRUDKA
(1987). As avaliagdes foram realizadas em aumento de 1250X, sob 6leo de imerséao,
usando microscopia de contraste de fase. Foram classificados 200 espermatozoides
e a avaliacdo da atividade mitocondrial da peca intermediaria seguiu a escala de
guatro classes proposta por HRUDKA (1987) (ANEXO D), onde:
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. Classe 1: quase todas as mitocondrias s@o ativas, ou seja contém um
produto de reacao enegrecida dando a bainha mitocondrial a aparéncia de um cilindro
compacto e proeminente;

. Classe 2: bainha mitocondrial parece fragmentada, isto é, consiste em
segmentos ativos e inativos com predominancia dos ativos;

. Classe 3: espermatozoides com menos da metade da bainha
mitocondrial ativa e com poucas mitocéndrias ativas dispersas;

. Classe 4: espermatozoides completamente inativos (Figura 6).

Cada classe foi multiplicada por um fator de correcéo que segue 1=1,0, 2=0,5,
3=0,25, 4=0,0, atingindo assim o escore total.

Em seguida calculou-se o indice de atividade citoquimica (IAC).

Escore total
[IAC= x 100

Numero de espermatozoides classificados

Figura 7. Fotomicrografia de células esperméaticas avaliadas segundo a classificacdo da atividade
mitocondrial, onde em 1 quase todas as mitocéndrias sdo ativas, em 2, segmentos ativos e inativos
com predominancia dos ativos, em 3, menos da metade da bainha mitocondrial ativa e com poucas
mitocéndrias ativas dispersas e em 4, mitocondrias completamente inativos, observados em

microscopio com contraste de fases no aumento de 1000X.
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5.8. Espécies Reativas de Oxigénio

5.8.1. Lipoperoxidacao - radical hidroxila (OH")

A extensdo da degradacdo da desoxirribose por radicais hidroxila (OHY)
gerados neste sistema foi mensurado pelo ensaio do acido Tiobarbitirico (TBA)
descrito por Paya et al. (1992).

A mensuracao foi realizada nas amostras de fluido epididiméario e Tris-gema
acrescidos de espermatozoides acrescidos ou ndo com antioxidantes. Estas foram
adicionadas a solucéo descrita em anexo (ANEXO E). Ato continuo os tubos foram
aquecidos a 100°C por 15 minutos e, entdo foram resfriados e centrifugados por 15
minutos a 1200g formando um precipitado.

O sobrenadante foi analisado ao espectrofotometro. O cromdgeno
desenvolvido foi identificado por meio de leituras de absorbancia em um comprimento
de onda fixo de 532nm conforme metodologia descrita por Paya et al. (1992)
determinando a quantidade de lipoperoxidacdo que ocorreu na amostra.

Os resultados de mensuracéo de lipoperoxidacao foram expressos em nmol de
TBARS mediante curva padrdo de malondialdeido (MDA) realizada ao

espectrofotdmetro.

5.8.2. Total de Espécies Reativas de Oxigénio

Para a mensuracao de radicais totais no fluido epididimario, as amostras foram
previamente descongeladas em temperatura ambiente. J& em relacdo as amostras
com meio diluente Tris-gema + espermatozoide acrescidas ou ndo de NAC e Trolox,
as ROS foram mensuradas in natura, apés 48 horas de refrigeracdo e apoés

descongeladas as amostras.
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Utilizou-se o kit especifico da Sigma (Antioxidant Assay Kit CS0790), cujo
principio é a formacg&o do radical ferril mioglobina, metmioglobina e peroxido de
hidrogénio que oxida o ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)
levando a producdo de um céation ABTS+, um cromdgeno soluvel de coloracdo
esverdeada que pode ser determinado pelo espectrofotdbmetro num comprimento de
405nm.

As solucdes estoques foram preparadas de acordo com o boletim técnico que
acompanha o Kit.

O preparo foi realizado em placas de 96 pocos onde foram adicionados sobre
0 sobrenadante 10uL da solucéo trabalho de Trolox, 20uL da solugéo trabalho de
mioglobina, 150uL de solucéo trabalho de ABTS. Apdés 10 minutos, adicionou-se
100pL de solucdo STOP que se encontrava em temperatura ambiente, ato continuo
realizou-se a leitura em absorbancia de 405nm.

Para o conhecimento das concentracdes de antioxidante foi construida uma

curva padrdo com as concentracdes de Trolox conhecidas.

5.9. Analise estatistica

Os pools formandos pelos recuperado espermatico de cinco caes, foram
consideradas as unidades experimentais. Os dados obtidos foram expressos em
meédias + desvio padréo e submetidos a analise de regressao logistica utilizando-se
o Proc Glimmix. Os fatores considerados para inclusdo no modelo foram: meio
diluidor, concentracdo, métodos de conservacdo e as interacdes dos fatores. As
variaveis foram correlacionadas pelo método de Correlacdo de Pearson. O nivel de

significancia considerado foi de p<0,05.
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6. RESULTADOS

As caracteristicas morfologicas das células espermaticas recuperadas do
epididimo encontravam-se dentro dos valores de normalidade para a espécie canina
(JOHNSTON, 1991). A concentracdo média observada foi de 1024 x 10° células

espermaticas recuperadas por unidade experimental (UE).

6.1. Avaliagdo espermética

6.1.1. Motilidade e vigor

Nas avaliacdes in natura, ndo foram observadas alteracdes significativas em
relagdo a motilidade e vigor iniciais (Tabelas 1le 2).

Apbs 48 horas de refrigeracdo, destaca-se a adi¢cdo de 0,15mM de Trolox, e de
0,25mM de NAC mais Trolox, para assegurar maior percentual da motilidade e vigor
guando comparados aos demais grupos (p<0,05); ja na concentracao de 0,35mM
todos os antioxidantes juntos ou separados, foram significativos quando comparados
ao grupo controle, porém, a NAC e esta somada ao Trolox mantiveram maior
motilidade quando comparadas ao grupo enriquecido com Trolox. Observando ainda
em relagcdo ao mesmo tratamento, a adicdo de Trolox na concentracdo de 0,15mM, a
de 0,35mM de NAC e 0,25mM da associacdo de ambos, promoveram melhores
resultados quanto a manutencdo dos parametros espermaticos (p<0,05) (Tabela 1 e
2).

Por fim, apdés o processo de congelacdo/descongelacdo, a adigcdo dos
antioxidantes associados ou separados nas trés concentracdes resultaram
positivamente na preservacdo da motilidade e vigor em relagcdo ao grupo controle
(p<0,05), e néo foi observado diferenca significativa entre as concentracdes do mesmo

tratamento (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1. Média + desvio padrao da motilidade progressiva de células espermaticas, recuperadas do
epididimo de cdes em meio diluidor sem antioxidante (Controle - C) e acrescido de diferentes
concentracdes (0,35, 0,25, 0,15mM) de N-acetilcisteina (NAC), Trolox (TR) ou a associagao de
ambos (NT) apés avaliagdo in natura e apoés o periodo de refrigeracdo e
congelacdo/descongelacdo. Jaboticabal, 2016.

[ 1mM In Natura

C TR NAC NT
0,35 81 + 5,54 81 + 5,54 81+ 5,51 81 + 5,542
0,25 77 £ 8,47 77 £ 8,47 77 £ 8,47 77 £ 8,472
0,15 74 + 4,202 74 + 4,202 74 + 4,202 74 £ 4,272

Refrigerado

C TR NAC NT
0,35 44 + 5,6¢2 57 £ 7,682 68 + 6,772 58 + 12,54
0,25 38 + 10,482 49 + 9,680 53 + 12,080 64 + 6,542
0,15 45 + 16,682 62 + 7,642 46 + 12,98 47 + 8,480

Descongelado

C TR NAC NT
0,35 19 + 4,2¢a 27 + 4,482 38 + 14,472 27 + 8,382
0,25 19 + 8,282 34 + 9,612 36 + 9,612 35+ 14,672
0,15 15+ 7,982 27 £ 4,4ra 29 + 8,97 331 14,44

. "B Para valores diferentes entre os tratamentos na mesma concentragédo, na mesma linha p<0,05.

a para valores diferentes entre as concentragdes no mesmo tratamento, na mesma coluna p<0,05.
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Tabela 2. Média + desvio padréo do vigor de células espermaticas, recuperadas do epididimo de caes

em meio diluidor sem antioxidante (Controle - C) e acrescido de diferentes concentracdes
(0,35, 0,25, 0,15mM) de N-acetilcisteina (NAC), Trolox (TR) ou a associacdo de ambos (NT)

apos avaliacdo in natura e apds o periodo de refrigeracdo e congelacdo/descongelacéo.

Jaboticabal, 2016.

[ 1mM In Natura

C TR NAC NT
0,35 3,9 +0,2r 3,9+0,2r 3,9+ 0,2ra 3,9 0,27
0,25 4,0 £ 0,0% 4,0 £ 0,0%a 4,0 £ 0,0%a 4,0 £ 0,0%a
0,15 3,6 £ 0,47 3,6 £ 0,47 3,6 £ 0,4%a 3,6 £ 0,47

Refrigerado

C TR NAC NT
0,35 3,0 £ 0,282 3,0 £ 0,58 4,0 + 0,272 3,0 £ 0,682
0,25 2,7 £ 0,582 3,0 £ 0,4ABab 2,7 £ 0,748 3,1+0,4%
0,15 2,8 +0,3B2 3,3+0,3% 2,6 £ 0,280 2,8 +0,3B2

Descongelado

C TR NAC NT
0,35 2,1+0,38% 3,0 £ 0,27 3,0 £ 0,5% 2,8 +0,6"
0,25 2,5+0,782 2,8 £ 0,472 2,9 £ 0,442 2,9 £ 0,47
0,15 2,0 £0,88 3,1+0,4r 3,0£0,3% 2,9 £0,2ra

AB para valores diferentes entre os tratamentos na mesma concentragdo, na mesma linha p<0,05.

a para valores diferentes entre as concentragées no mesmo tratamento, na mesma coluna p<0,05.
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6.1.2. Avaliacdo da integridade da membrana

Em relacdo ao teste hiposmatico, apesar do percentual de espermatozoides
com membranas integras avaliadas in natura ndo obterem resultados significativos,
nas amostras enriquecidas com antioxidantes em relagdo ao grupo controle, foi
observada menor lesdo de membrana nos espermatozoides que receberam adicao
de 0,35mM de Trolox e/ou NAC, quando comparado a estes mesmos antioxidantes
nas demais concentracdes (0,15mM e 0,25mM) (Tabela 3).

Ainda, em relacdo ao teste hiposmoético, a suplementacdo com 0,35mM de
Trolox, NAC e ambos associados, e a adicdo de 0,15mM de Trolox, conservaram
maior manutencao da integridade de membrana espermética apos a refrigeracao por
48 horas, quando comparado ao grupo que nao recebeu antioxidante (p<0,05).
Quando comparadas as concentracées do mesmo antioxidante, apenas a adi¢cdo de
NAC a 0,35mM recebeu destaque em relacédo as concentracfes de 0,25 e 0,15mM.
J& entre as concentracfes de Trolox e este associado a NAC, nenhuma concentracao
foi significativa apds 48 horas de refrigeracdo na manutencao da integridade celular
(Tabela 3).

Apbs o periodo de congelacao/descongelacdo ndo houve diferenca significativa
na quantidade de células com membranas integras, entre as concentracdes
observadas dentro do mesmo tratamento. Todavia, entre estes pode se destacar na
concentracédo de 0,35mM o uso da NAC isolada ou associada ao Trolox resultados
superiores ao grupo controle na manutencao da integridade de membrana. O mesmo
efeito foi observado na adicdo dos dois antioxidantes juntos ou isolados na
concentracdo de 0,25mM. Em contrapartida, quando adicionado 0,15mM dos
antioxidantes ao meio diluidor Tris-gema, ndo se observou diferengas significativas

em relacéo ao grupo controle (p>0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3. Média *+ desvio padrédo da integridade de membrada, pelo teste hiposmético, das células
espermaticas, recuperadas do epididimo de cdes em meio diluidor sem antioxidante (Controle
- C) e acrescido de diferentes concentragdes (0,35, 0,25, 0,15mM) de N-acetilcisteina (NAC),
Trolox (TR) ou a associacdo de ambos (NT) apés avaliacdo in natura e apds o periodo de

refrigeracéo e congelacdo/descongelacdo. Jaboticabal, 2016.

[ 1mM In Natura

C TR NAC NT
0,35 85,4 + 7,74 82,2 + 5,64 85,0 + 6,942 81,4 + 4,672
0,25 71,8 £ 9,452 71,0 £ 6,940 71,4 + 5,34 71,4 + 7,450
0,15 72,8 £ 9,32 75,0 £ 7,072 68,4 + 7,2Ab 68,2 + 7,070

Refrigerado

C TR NAC NT
0,35 64,2 + 4,582 68,2 + 5,442 77,6 + 5,5 69,0 + 10,342
0,25 59,4 £ 3,2A2 62,4 + 4,87 65,2 + 6,7Ab 63,4 £ 7,772
0,15 49,8 + 15,182 66,8 £ 9,72 56,4 + 14,3A8b 58,4 + 7,0Aba

Descongelado

C TR NAC NT
0,35 27,8 £ 6,652 30,8 £ 5,54k 41,6 £ 11,34 38,4 £ 9,474
0,25 24,4 + 7,282 41,0 + 14,842 39,0 £ 10,744 38,0 £ 10,742
0,15 26,0 £ 12,5%a 28,2 £ 5,672 31,2 £ 10,744 31,0+ 12,744

AB para valores diferentes entre os tratamentos na mesma concentragdo, na mesma linha p<0,05.

a para valores diferentes entre as concentragdes no mesmo tratamento, na mesma coluna p<0,05.
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Em relagéo a avaliagdo da integridade de membrana pelo teste fluorescéncia,
nao foi observada diferencga significativa entre os tratamentos in natura, idem a adi¢éo
dos antioxidantes nas concentracdes de 0,25 e 0,15mM apos o periodo de 48horas
de refrigeracéo. No entanto, apds o mesmo periodo, o acréscimo da NAC e do Trolox,
associados ou separados, teveefeito significativo na preservagdo da integridade
espermética, na concentracdo 0,35mM, quando comparado ao grupo controle que ndo
recebeu adicdo de antioxidante (p<0,05) (Tabela 4).

Contudo, quando observamos dentro de um mesmo tratamento as diferentes
concentragdes, a adicdo de 0,35mM dos antioxidantes isolados ou associados, foi
superior as demais concentracdes (0,25 e 0,15mM) na manutencao da integridade da
membrana espermatica no periodo a in natura e apés 48 horas de refrigeracao
(p,0,05) (Tabela 4)

Apébs o periodo de congelacdo/ decongelacdo apenas a adicdo do Trolox na
concentracdo de 0,25mM foi superior na manutencdo da integridade espermatica
guando comparada ao grupo controle, além disso, essa concentracdo também foi
superior as demais concentracfes utilizadas (0,35 e 0,15mM) de Trolox (p<0,05).
Dentro dos outros tratamentos ndo houve diferenca significativa entre as

concentracOes testadas (p>0,05). (Tabela 4)
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Tabela 4. Média £ desvio padréo da integridade de membrada, pelo teste fluorescéncia, das células

espermaticas, recuperadas do epididimo de cades em meio diluidor sem antioxidante (Controle

- C) e acrescido de diferentes concentragdes (0,35, 0,25, 0,15mM) de N-acetilcisteina (NAC),

Trolox (TR) ou a associacdo de ambos (NT) apds avaliacdo in natura e apds o periodo de

refrigeracéo e congelacdo/descongelacdo. Jaboticabal, 2016..

[ 1mM In Natura

C TR NAC NT
0,35 85,8 + 7,642 80,2 + 5,842 86,0 + 6,242 84,6 + 5,072
0,25 67,2 £ 15,54 64,4 + 8,70 62,0 + 4,370 69,2 + 6,90
0,15 63,8 £ 12,042 67,2 + 11,470 65,4 + 8,70 65,8 + 9,070

Refrigerado

C TR NAC NT
0,35 64,6 + 6,552 70,2 + 5,6%a 80,8 £ 6,142 73,4 £ 11,57
0,25 56,6 + 10,542 55,0 £ 11,740 65,6 + 7,670 62,8 + 9,34
0,15 49,2 + 16,02 65,4 + 5,74 56,4 + 13,50 59,8 + 8,07P

Descongelado

C TR NAC NT
0,35 29,0 £ 6,272 32,0 + 5,84 34,4 £ 12,742 37,0 £ 12,244
0,25 30,0 £ 8,682 44,0 £ 11,942 37,2 £ 11,7ABa 36,8 + 13,9482
0,15 30,6 £+ 13,472 26,8 + 5,870 31,6 £ 14,442 27,8 £ 12,742

AB para valores diferentes entre os tratamentos na mesma concentragdo, na mesma linha p<0,05.

a para valores diferentes entre as concentragées no mesmo tratamento, na mesma coluna p<0,05.



43

6.1.3. Teste Vital

Na avaliacdo da vitalidade espermatica, nao foi observada diferenca estatistica
entre os tratamentos e nem entre as concentragdes de um mesmo antioxidante em
células espermaticas avaliadas in natura (p>0.05) (Tabela 5).

A suplementacdo com 0,15mM de Trolox conservou maior percentual de
células espermaticas vivas apos a refrigeracdo por 48 horas, quando comparado ao
grupo que nao recebeu antioxidante (p<0,05); o mesmo foi observado apés a adicao
de 0,35mM de NAC e NT; em relacdo a adicao de 0,25mM de antioxidantes, nédo
houve diferenca em relacdo ao grupo controle (p>0,05) (Tabela 5).

Ainda apoés 48 horas de refrigeracéo, observando as diferentes concentracdes
dentro de um mesmo tratamento, verificou-se que a concentracdo de 0,35mM de NAC
e esta associada ao Trolox foi superior na manutencao da vitalidade espermatica
guando comparada as concentracdes de 0,25 e 0,25mM dos antioxidantes citados
(p<0,05). Dentre as concentracdes de Trolox ndo houve diferenca significativa
(p>0,05).

Apbs a descongelacdo das células esperméticas, as amostras acrescidas de
0,25mM e 035mM de NAC; 0,25mM de Trolox, ou 0,15mM, 0,25mM e 0,35mM da
associacdo de ambos antioxidantes foram benéficas para manutencao da vitalidade
guando comparadas ao grupo controle (p<0,05). Conguanto em relacdo as
concentracbes de um mesmo antioxidantes, apenas a NAC na concentracdo de
0,35mM foi significativa em relacéo as demais concentracdes, promovendo melhores
resultados (0,25 e 0,15mM) (p<0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5. Média + desvio padrdo das células espermaticas vivas, pelo teste eosina amarela,

recuperadas do epididimo de caes em meio diluidor sem antioxidante (Controle - C) e

acrescido de diferentes concentracdes (0,35, 0,25, 0,15mM) de N-acetilcisteina (NAC),

Trolox (TR) ou a associacdo de ambos (NT) apés avaliacdo in natura e apés o periodo de

refrigeracdo e congelacao/descongelacéo. Jaboticabal, 2016.

[ 1mM In Natura

C TR NAC NT
0,35 78,2+ 7,77 77,4 + 6,2°2 78,2 + 6,342 78,0 + 3,442
0,25 72,8 £ 7,772 68,4 £ 6,972 70,2 £ 4,172 72,8 £ 8,174
0,15 72,8 £ 6,2ra 76,6 + 4,07 67,8 + 3,742 69,6 + 4,3%a

Refrigerado

C TR NAC NT
0,35 64,8 + 5,02 65,8 + 5,38Ca 77,4 + 3,5 67,8 + 9,682
0,25 57,2 £ 6,0/ 64,4 £ 5,7A2 60,6 + 11,940 65,2 + 5,74
0,15 48,4 + 12,482 67,2 £ 9,22 54,4 + 13,580 55,6 + 6,480

Descongelado

C TR NAC NT
0,35 27,6 £ 9,4C2 29,4 + 7,98Ca 42,0 £ 12,542 38,2 £ 7,8ABa
0,25 22,6 + 5,682 37,6 + 18,272 36,0 + 10,2Aab 38,6 + 10,472
0,15 28,2 + 13,082 28,4 + 4,5A0a 29,4 + 8,97Bb 35,2 £ 13,442

AB para valores diferentes entre os tratamentos na mesma concentra¢do, na mesma linha p<0,05.

a para valores diferentes entre as concentragées no mesmo tratamento, na mesma coluna p<0,05.
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6.1.4. Lipoperoxidagao — Mensuracgéo da producgéo do radical OH"

Os resultados da mensuracao dos radicais hidroxila pelo teste TBARS foram
controversos. Sendo que nas amostras acrescidas de 0,25mM de Trolox, avaliadas in
natura, observou-se a diminuicdo da producao desse radical, quando comparado ao
grupo controle, porém nas amostras que receberam 0,15mM de Trolox ou de NAC ,
os valores de hidroxilas encontrados foram maiores do que no grupo controle (p<0,05).
Ainda, avaliando as concentracées de um mesmo antioxidante, a adicdo de 0,25mM
de Trolox, NAC e ambas associadas foi superior na manutencdo da producao de
hidroxilas quando comparado a estes nas concentracbes de 0,35 e 0,15mM em
células espermaticas avaliadas in natura (p<0,05) (Tabela 6).

ApoGs a refrigeracdo por 48 horas, ndo houve diminuicdo da producdo de
hidroxilas com adicdo dos diferentes antioxidantes (p>0,05), salvo a adicdo de
0,15mM de Trolox, que contribuiu para o aumento da producéo deste radical (p<0,05).
Entre as concentracfes utilizadas destacou-se a de 0,25mM em comparacao a adicao
de 0,15mM e 0,35mM dos antioxidantes (p<0,05) (Tabela 6).

Por fim, apdés o periodo de congelacao/descongelacdo ndo houve diferenca
entre os tratamentos nas duas maiores concentracdes (0,35 e 0,25mM) (p>0,05),
todavia a adicdo de 0,15mM dos antioxidantes juntos ou isolados aumentou a
mensuracao de hidroxilas (p<0,05),

Quando comparadas as concentragcdes de um mesmo antioxidante, a adicao
de 0,25mM de Trolox e de 0,35 e 0,25mM de NAC e NT foram superiores as demais
concentragbes na manutencdo da producdo de hidroxilas apés a

congelacao/descongelacao (p<0,05) (Tabela 6)
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Tabela 6. Média = desvio padrdo da producdo do radical hidroxila/ 40x106 espermatozoides
recuperados do epididimo de caes em meio diluidor sem antioxidante (Controle - C) e
acrescido de diferentes concentracdes (0,35, 0,25, 0,15mM) de N-acetilcisteina (NAC),
Trolox (TR) ou a associacdo de ambos (NT) apés avaliacdo in natura e apés o periodo de

refrigeracdo e congelacao/descongelacéo. Jaboticabal, 2016.

[ 1mM In Natura
C TR NAC NT
0,35 1,22 £ 0,354 1,08 + 0,344b 1,18 + 0,364P 0,93 £ 0,24Arab
0,25 0,42 +0,1982 0,22 + 0,0442 0,38 + 0,158 0,66 + 0,2282
0,15 1,63+ 0,214 1,64 + 0,088 1,56 +0,318b 1,47 £ 0,1348b
Refrigerado
C TR NAC NT
0,35 0,80 + 0,161 1,10 £ 0,220 0,82 + 0,18Aav 0,88 + 0,25A%
0,25 0,34 £ 0,19%2 0,37 £ 0,16%2 0,36 + 0,094a 0,32 £ 0,144a
0,15 1,08 + 0,344a 1,22 +0,318b 1,17 £ 0,334 1,05 £ 0,3140
Congelado
C TR NAC NT
0,35 1,13 + 0,804 1,38 £ 0,897 1,09 £ 0,68A2 0,87 £ 0,894a
0,25 0,51 + 0,237 0,50 + 0,07A2 0,67 + 0,46”2 0,59 + 0,252
0,15 1,11 + 0,462 1,98 + 0,608¢P 2,36 + 0,95¢° 1,49 + 1,238b

AB para valores diferentes entre os tratamentos na mesma concentragdo, na mesma linha p<0,05.

a para valores diferentes entre as concentragdes no mesmo tratamento, na mesma coluna p<0,05.

6.1.5. Mensuracéao Total das ROS - TAC

Na quantificagéo da producdao total de ROS, a adicdo de NAC, Trolox, e ambos
associados nao diferiram quando mensurados a In Natura ROS (p>0,05) (Tabela 7).

Apé6s 48 horas de refrigeracdo, a adicdo dos antioxidantes isolados ou
associados nas trés concentragbes mantiveram menor producdo de ROS quando
comparadas ao grupo controle que nao recebeu antioxidante (p<0,05), destacando-
se ainda a associagao da NAC com o Trolox na concentragéo de 0,25mM e de 0,15mM
do Trolox isoladamente. Entre as concentracdes apenas a adicdo de 0,25mM de NAC
e NT foi mais eficaz do que os mesmos antioxidantes nas concentracfes de 0,15 e
0,35mM (p<0,05) (Tabela 7).
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Semelhantemente ao observado apos o periodo de refrigeracdo, ao congelar e
descongelar, as amostras acrescidas de 0,35 e 0,25mM de Trolox, NAC e sua
associacdo, mantiveram a producdo total das ROS, inferior ao grupo controle (p<0,05).
Ademais, a associacdo dos dois antioxidantes na concentracdo de 0,25mM foi
superior na manutengédo da producdo das ROS quando comparada ao uso destes
antioxidantes de forma isolada (p<0,05). No entanto, a utilizacdo somente de 0,15mM
de NAC, ou deste antioxidante acrescido do Trolox, promoveram aumento na
producado total de ROS quando comparado ao controle, e ao grupo que recebeu
0,15mM de Trolox (p<0,05) (Tabela 7).

Quando comparada as concentragcbes de um mesmo antioxidante apos a
congelacéo/descongelacao a adicdo de 0,15mM de Trolox, 0,25 e 0,35mM de NAC e
de NT foram significativamente superior, na manutencdo da producdo das ROS

comparadas as demais concentracdes (p<0,05) (Tabela 7).

Tabela 7. Média + desvio padrdo da producdo das ROS, pelo teste TAC, dos espermatozoides
recuperados do epididimo de cdes em meio diluidor sem antioxidante (Controle - C) e
acrescido de diferentes concentra¢des (0,35, 0,25, 0,15mM) de N-acetilcisteina (NAC),
Trolox (TR) ou a associacdo de ambos (NT) apés avaliagcdo in natura e apds o periodo de
refrigeracdo e congelacio/descongelagéo. Jaboticabal, 2016.

[ 1mM In Natura
C TR NAC NT
0,35 0,89 £ 0,03%2 0,89 £ 0,05%a 0,89 £ 0,024a 0,82 £ 0,074a
0,25 0,78 £ 0,1742 0,88 + 0,024a 0,88 + 0,024a 0,80 £ 0,014a
0,15 0,88 £ 0,067 0,81 £ 0,194a 0,88 £ 0,1642 0,82 £ 0,044a
Refrigerado
C TR NAC NT
0,35 1,02 + 0,0982 0,88 + 0,0442 0,90 + 0,017° 0,80 + 0,09%°
0,25 1,07 £ 0,102 0,85 + 0,018 0,82 + 0,111Ba 0,70 + 0,05%2
0,15 0,99 + 0,09¢a 0,91 + 0,067 0,90 + 0,0348b 0,99 + 0,128¢¢
Congelado
C TR NAC NT
0,35 0,85 £ 0,0982 0,79 + 0,0240 0,77 £ 0,044a 0,76 £ 0,194a
0,25 0,96 £ 0,11¢a 0,77 £ 0,0682 0,77 £ 0,115a 0,69 £ 0,014a
0,15 0,93 £+ 0,0982 0,85 + 0,1878b 1,02 £ 0,21¢0 1,01 +£0,13¢0

AB para valores diferentes entre os tratamentos na mesma concentragdo, na mesma linha p<0,05.

a para valores diferentes entre as concentragdes no mesmo tratamento, na mesma coluna p<0,05.
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6.1.6. indice de Atividade Citoquimica - DAB

O indice de atividade citoquimica € quantificado, como anteriormente explicado,
pela mensuragao da atividade mitocondrial. Quando avaliado a In Natura, a adigao
de 0,35mM do Trolox associado com a NAC preservou esta atividade quando
comparada ao grupo controle e ao Trolox separadamente. Ja na concentracdo de
0,15mM a adicdo desses antioxidantes associados, e do Trolox isolado foram
superiores ao grupo controle. Em contrapartida a adicdo de 0,25mM dos antioxidantes
foi prejudicial na manutencédo da atividade mitocondrial (p<0,05) (Tabela 8).

Ainda observando a atividade mitocondrial a In Natura, comparando as
concentragbes de um mesmo tratamento, destacou-se como as mais eficazes na
manutencgao desta atividade 0,15mM de Trolox; 0,35mM de NAC; e 0,35 e 0,15mM de
NAC com Trolox (p<0,05) (Tabela 8).

ApoOs o periodo de refrigeracdo por 48 horas, o Trolox, a NAC e ambos
associados, nas trés concentracfes foram superiores na manutencao da atividade
mitocondrial quando comparado ao grupo controle que nao recebeu adicdo de
antioxidante (p<0,05). Destacando ainda na concentracdo de 0,15mM, a NAC foi
superior a sua associacao com o Trolox. Ao se comparar as diferentes concentracdes
de Trolox e NT, ndo foram observadas diferencas significativas entre elas. Ja adi¢éao
de 0,15mM de NAC foi superior a adi¢do de 0,25mM do mesmo antioxidante (p<0,05)
(Tabela 8).

Diferencas significativas foram observadas apds a congelacao/descongelacao,
onde a adicao de 0,35mM de Trolox, foi superior aos demais grupos, e a de 0,35mM
de NAC manteve maior o indice de atividade mitocondrial que o grupo controle e o
grupo que recebeu adi¢cdo dos dois antioxidantes na mesma concentracao (p<0,05).
Ja na concentracao intermediaria (0,25), em ordem crescente de manutencao dessa
atividade destacou-se o Trolox, a NAC e por fim a associagdo de ambos (p<0,05).
Ainda, ambos os antioxidantes associados ou n&o, foram eficazes na preservacéo do
indice citoquimico quando adicionados na concentracéo de 0,15mM (p<0,05) (Tabela
8).
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Em relacdo as concentragfes utilizadas do mesmo antioxidante, observou-se
uma superioridade de 0,25mM do Trolox; 0,35 e 0,25mM da NAC; e ainda de 0,25 e
0,15mM da associacdo de ambos antioxidantes apés a congelacédo/ descongelacéo
(p<0,05) (Tabela 8).

Tabela 8. Média * desvio padrao da mensuracéo do indice de atividade citoquimica, pelo método de
coloracdo de DAB, dos espermatozoides recuperados do epididimo de cdes em meio
diluidor sem antioxidante (Controle - C) e acrescido de diferentes concentra¢des (0,35, 0,25,
0,15mM) de N-acetilcisteina (NAC), Trolox (TR) ou a associacdo de ambos (NT) apoés
avaliacdo in natura e apOs o periodo de refrigeracdo e congelacdo/descongelacéo.
Jaboticabal, 2016.

[ 1mM In Natura
C TR NAC NT
0,35 89,2 + 2,582 90,1 + 5,58b 92,8 + 2.5ABa 96,4 £ 0,972
0,25 89,8 + 3,2%a 87,4 + 4,980 85,8 + 4,98Cb 82,0 £1,9¢b
0,15 93,5 + 3,482 95,8 + 0,9%a 90,9 + 2,048 92,0 + 2,0402
Refrigerado
C TR NAC NT
0,35 73,5 + 10,682 86,5 + 2,8%a 86,8 + 3,1Aab 87,2 £ 5,74
0,25 69,8 + 1,88 84,6 + 3,9 83,7 £ 2,3% 86,4 + 2,62
0,15 72,9 £ 1,5Ca 85,4 + 1,9A0a 89,8 + 2,442 83,6 £ 4,182
Congelado
C TR NAC NT
0,35 35,7 + 3,5¢ 52,4 + 3,0°¢ 66,0 £ 6,582 39,2 +1,7¢
0,25 40,5 + 5,4ba 71,8 £ 4,872 69,1 £ 6,482 61,9 +1,9C2
0,15 29,9 £ 3,182 63,7 + 4,17b 60,9 + 2,014° 63,2 £ 1,97

AB para valores diferentes entre os tratamentos na mesma concentragdo, na mesma linha p<0,05.

a para valores diferentes entre as concentragbes no mesmo tratamento, na mesma coluna p<0,05.

6.2. Correlagdo entre as analises espermaticas

As correlagcbes apresentadas na tabela 11 sédo referentes aos resultados
encontrados entre os testes funcionais e parametros avaliados. Considerando-se alta

correlagao r=0,70.
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Tabela 9. Coeficientes de correlagdo (significancia) entre as variaveis: motilidade (MOT); vigor (VIG));

avaliacdo da integridade de membrana pelo teste hiposmoético (HIPO) e teste de

fluorescéncia (FLUO); avaliacdo da vitalidade espermatica pela coloracdo eosina (EOS);

mensuracao do indice de atividade citoquimica pela coloracdo de DAB (IAC); dos radicais

hidroxila (TBARS) e do total de ROS (TAC), de amostras espermaticas oriundas de

epididimo canino, conservadas em meio Tris-gema, suplementado ou ndo com diferentes

concentracdes de Trolox e/ou NAC (0,15, 0,25 e 0,35mM), por 48 horas de refrigeracdo ou

apo6s congelacdo/ descongelacao. Jaboticabal, 2016.

MOT VIG HIPO EOS FLUO IAC TBARS TAC
0,79 0,91 0,91 0,85 0,83 -0,10 -0,06
MOT -
* * * * * (0,18) (0,40)
VIG 0,79 0,64 0,64 0,57 0,59 -0,03 -0,14
* * * * * (0,68) (0,06)
0,91 0,64 0,97 0,96 0,81 -0,15 -0,01
HIPO -
* x * * * (0,03) (0,89)
0,91 0,64 0,97 0,91 0,81 -0,15 -0,03
EOS -
* * * * * (0,04) (0,68)
0,85 0,57 0,96 0,91 0,76 -0,16 -0,01
FLUO -
* B * * * (0,02) (0.98)
AC 0,83 0,59 0,81 0,81 0,76 -0,02 -0,05
* * * * * (0,75) (0,56)
-0,10 -0,03 -0,15 -0,15 -0,16 -0,02 0,15
TBARS .
(0,17) (0,68) (0,03) (0.04) (0,02) (0,75) (0,04)
TAC -0.06 -0,14 -0,01 -0,03 -0,01 -0,05 0,15
(0,40) (0,06) (0,89) (0,68) (0,98) (0,56) (0,04)
* p<0,0001

6.3. Avaliacdo da producédo das ROS do fluido epididimario

Na mensuracdo do total de radicais livres do fluido epidimario observou-se
média de 1.912+0,186uM pelo teste TAC e 0,027+0,006nM de hidroxilas quantificadas

pelo teste TBARS.
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6.4. Correlacdo entre a mensuracdo de ROS no fluido epididiméario e as

analises espermaticas

As correlagdes apresentadas na tabela 12 s&o referentes aos valores
encontrados entre a mensuracdo de ROS no fluido epididimario e as analises
realizadas no recuperado espermatico a In Natura, sem adicdo de antioxidantes.

Considerando-se alta correlagao r=0,70.

Tabela 10. Coeficientes de correlacdo (significAncia) entre as varidveis esperméaticas: motilidade
(MOT); avaliacdo da integridade de membrana pelo teste hiposmético (HIPO) e teste de
fluorescéncia (FLUO); avaliacdo da vitalidade espermatica pela coloragdo eosina (EOS);
mensuracdo do indice de atividade citoquimica pela coloragdo de DAB (IAC); e a
mensuracdo dos radicais hidroxila (TBARS FE) e do total de ROS (TAC FE) no fluido
epididimario. Jaboticabal, 2016.

MOT HIPO EOS FLUO IAC TAC FE TBARS FE

0,19 -0,96 -0,11 -0,93 0,89 0,99
TAC FE -
(0,80) (0,03) (0,88) (0,06) (0,10) (0,001)
0,13 -0,62 -021 -050 0.31 0,99
TBARS FE -

(0,68) (0,02) (0,47) (0,07) (0,29) (0,001)
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7. DISCUSSAO

No presente estudo, a refrigeracdo e congelacdo/descongelacdo provocaram
gueda na motilidade e vigor, bem como ocasionou maiores danos na membrana
plasmética dos espermatozoides oriundos de epididimo canino. O efeito deletério da
criopreservacdo ha estrutura da membrana plasmatica e na fungdo do
espermatozoide de mamiferos ja foi descrito em diferentes espécies domésticas
(HOLT; HEAD; NORTHI, 1992; BAILEY; BILODEAU; CORMIER, 2000; THUWANUT
et al, 2008). Em cdes, esse efeito também foi relatado apds a criopreservacdo de
espermatozoides obtidos a partir do ejaculado (MICHAEL et al, 2007).

O declinio dos parametros seminais € resultado da ocorréncia de crio-injurias
nas células esperméticas durante o processo de criopreservagédo (WATSON, 2000).
Inimeros fatores estdo envolvidos na ocorréncia de danos aos espermatozoides
criopreservados, dentre eles, as baixas temperaturas e o0 aumento da producéo de
ROS; que por sua vez, podem ser minimizados pelo decréscimo da temperatura de
maneira controlada, assim como a utilizacdo de meios especificos (CUNHA, 2002).
Acredita-se as espécies reativas de oxigénio sejam responsaveis pelo declinio da
qualidade espermatica, pois quanto maior a concentracdo de ROS, menor o
percentual de integridade espermatica. Dessa forma, no presente estudo foram
acrescidas diferentes concentracdes de antioxidantes ao meio diluente Tris-gema com
intuito de diminuir ou controlar a producéo das ROS e minimizar danos.

Concentracfes elevadas de espécies reativas de oxigénio, assim como o alto
grau de deterioracdo espermatica foram encontradas em amostras de ejaculado
canino, apdés o processo de congelacdo/descongelacdo (TSELKAS et al.,, 2000;
MICHAEL et al, 2009). Entretanto, tais achados ndo foram observados no presente
estudo e diferentemente do aumento crescente na producdo de ROS relatado por
esses autores, a producdo de espécies reativas de oxigénio manteve-se inalterada
apos a criopreservacao. Portanto, apesar do grupo controle (meio sem antioxidantes)
apresentar maior concentracao total das ROS em relacdo as amostras acrescidas de

Trolox e/ou NAC, a adicdo desses antioxidantes ao meio foi benéfica as células
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esperméticas, uma vez que ndo houve aumento na producdo de ROS apos a
criopreservagao.

No presente estudo, apos 48 horas de refrigeracéo, foi observado que o uso
individual de Trolox e NAC nas concentra¢fes de 0,15, 0,25 e 0,35mM, assim como a
associacado de ambos nas concentragdes de 0,25mM e 0,35mM apresentaram maior
eficAcia na manutencéo da producéo total de radicais livres, quando comparados ao
grupo controle. Da mesma forma, pdde-se observar que apos o periodo de
congelacédo/descongelacao, os antioxidantes utilizados juntos ou isoladamente foram
benéficos na manutencdo da producdo das ROS nas concentracdes de 0,25 e
0,35mM, todavia a adicdo de 0,15mM de NAC e esta associada ao Trolox,
aumentaram a producéo total de ROS neste periodo, Destarte, pode-se afirmar que o
uso isolado do Trolox e da NAC, nas concentracbes de 0,25 e 0,35mM foram
suficientes para impedir a formagcdo de ROS, ou ainda neutraliza-las ap6s sua
producéao.

Desconhece-se estudos prévios sobre a associacao desses dois antioxidantes.
Deste modo, acredita-se que a adicdo de ambos na concentracdo de 0,15mM tenha
sido insuficiente para a manutencdo da formacdo das ROS, uma vez que na
concentracdo de 0,25mM esta associacdo, mostrou-se extremamente eficaz na
manutencao da producgéo das ROS, assim como na viabilidade espermatica. Este fato
nos levou a crer que uma concentracdo maior seria ainda melhor. Assim, a adi¢cao dos
antioxidantes associados na concentracdo de 0,35mM, apesar de manter em niveis
mais baixos a producéo das ROS, quando comparado ao controle, esta néo foi capaz
de manter a viabilidade esperméatica. Dessa forma, pode-se afirmar que existe uma
linha ténue entre a concentracado ideal e a concentracdo deletéria de antioxidante, uma
vez que pequenos acréscimos podem causar danos irreparaveis a funcéo
espermatica.

As espécies reativas de oxigénio, sdo classificadas em: radicais superoxido
(O2); radical hidroxila (OH’) e peroxido de hidrogénio (H202) (COHEN, 1989).
Semelhantemente ao descrito por Michael e colaboradores (2009), no presente estudo
nao foram constatadas alteracdes na producéo exclusiva do radical hidroxila (OH") nos
grupos que receberam a adicdo dos diferentes antioxidantes na concentracdo de

0,35mM em relag&o ao grupo controle. Acredita-se que este resultado tem origem no
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método utilizado para a mensuracao do radical OH-, que quantifica a producao total
de hidroxilas no meio externo a células, e de certa forma, desconsidera o fato de que
esse radical € gerado intracelularmente e possui vida util muito limitada por reagir
rapidamente com moléculas biolégicas (GRIVEAU LANNOU; LE, 1997).

Além disso, o meio Tris-gema é considerado um potente removedor de OH-
(CHATTERJEE; GAGNON, 2001) devido a atividade da catalase observada na gema
do ovo (DESJARDINS; HAFS, 1961). Essa caracteristica provavelmente impediu a
ocorréncia de alteracdes significativas entre os meios acrescidos de antioxidantes, na
concentragéo de 0,35mM e no grupo controle.

O presente estudo comprovou que a adi¢cdo de antioxidantes no meio diluidor
manteve a qualidade espermatica durante 48 horas de refrigeracdo e apds a
descongelacdo. Em patrticular, a inclusdo de 0,15mM de Trolox ao meio diluidor apos
48 horas de refrigeracdo impediu o declinio dos parametros espermaticos, mantendo
37% de motilidade, 18% de vigor, 34% de integridade de membrana e 38% de células
vivas a mais quando comparada ao grupo controle. Tais achados corroboram com os
resultados obtidos em estudos utilizando a adicdo de 0,1mMol de vitamina E ao
ejaculado canino (MICHAEL et al, 2009), de cervideos (DOMINGUEZ-REBOLLEDO
et al, 2009), e de suinos (PENA et al, 2003) ap0s refrigeracéo.

Ainda observando o efeito do Trolox, pode-se constatar que a adicdo deste
antioxidante nas trés concentracfes estudadas possui efeito positivo ha manutencao
espermatica durante o processo de congelagcado/descongelacao (p<0,05). Resultados
semelhantes aos nossos foram observados em estudo utilizando a adi¢do de 0,3mMol
de vitamina E ao meio diluidor do ejaculado canino (MICHAEL et al, 2007).

Acredita-se que a preservacédo das células esperméticas, tanto apds o periodo
de refrigeracdo quanto apos a descongelacdo mencionadas acima, se deve ao fato
do Trolox atuar igualmente a vitamina E, ou seja, rompendo a reacdo de
lipoperoxidacdo, removendo os radicais peroxil e impedindo a propagacdo dessa
reacdo (BENDICH, 1990; SILVA; GADELLA 2006). Contudo, o radical peroxil esta
envolvido na capacidade de aquisicédo de velocidade espermatica, sendo assim, uma
guantidade minima desse radical € necessaria para manutencdo da motilidade
(LOPES, 2010). Dessa forma, acreditamos que a suplementacdo com Trolox nas

concentracgdes 0,25 e 0,35mM, removeu em excesso 0s radicais peroxil, uma vez que
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ao se comparar os valores de motilidade ao grupo de 0,15mM, pode-se constatar uma
reducdo na motilidade espermética nesses grupos apos 48 horas de refrigeracao.
Sendo assim, pode-se concluir que a concentracdo minima de Trolox adicionada ao
meio diluidor foi ideal para impedir o desequilibrio da producdo desse radical, e
consequentemente manter maior motilidade e porcentagem de células espermaticas
com membranas integras ap0s o processo de congelagdo/descongelacao.

Em relacdo a N-acetilcisteina, estudos prévios descrevem, que altas
concentracfes da NAC (2,5mM, 5mM) possuem efeito deletério aos espermatozoides
caninos, uma vez que, diminuem sua viabilidade ap6s a criopreservagdo. Em
contrapartida, uma baixa concentracdo (0,5mM) de NAC é capaz de promover maior
protecdo a célula espermatica contra injarias resultantes do processo de
criopreservacdo. (MICHAEL et al, 2010; SAVI, 2012).

Visando resultados superiores, no presente estudo, optou-se pela utilizacdo de
concentracbes menores que 0,5mM e pdde-se observar que a adicdo de 0,35mMol
deste antioxidante ao meio diluidor foi 19% e 54% mais eficaz na manutencéo da
motilidade quando comparado a mesma concentracdo de Trolox e ao meio controle,
respectivamente. Ao avaliar a manutencdo do vigor na mesma concentracao
(0,35mM), a NAC foi superior a todos 0s outros tratamentos e ao grupo controle ap6s
48 horas de refrigeracdo; todavia, em relacdo a integridade de membrana,
destacamos uma diferenca significativa somente em relacdo ao grupo controle.

Semelhantemente ao nosso estudo, Michael e colaboradores (2007) utilizaram
0,3mM de NAC no meio diluidor durante a criopreservacdo de espermatozoides
oriundos do ejaculado canino e observaram um efeito positivo sobre a motilidade e
viabilidade espermética quando comparado ao grupo controle (sem antioxidante) apos
a descongelacéo. Informacdes similares foram constatadas no presente estudo,
observando maior manutencdo da motilidade, vigor, integridade de membrana e
vitalidade das células espermaticas oriundas de epididimo canino.

Supbe-se que a NAC possa ter protegido as células espermaticas apos a
refrigeracdo ou descongelacdo de forma indireta, sem eliminar completamente a
producdo das ROS, pois € sabido que a NAC atua como precursor da cisteina,
estimulando enzimas citosolicas intracelulares a participar do metabolismo da

glutationa, reparando, assim, danos ocasionados ao DNA (COCCO et al, 2005). Além
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disso, devido a similaridade de sua estrutura quimica, ela tem um efeito antioxidante
semelhante a glutationa (MICHAEL et al, 2010).

Em alguns pontos neste estudo pode-se observar superioridade de um
antioxidante em relacdo ao outro. A suplementacdo com 0,35mMol de NAC
apresentou resultados mais satisfatorios em relacdo & mesma concentracéo de Trolox
na manutencdo da Vviabilidade espermatica apdos a refrigeracdo e
congelacédo/descongelacao. Entretanto, foram observados resultados antagbnicos
qgquando os antioxidantes foram adicionados na concentracdo de 0,15mMol e
refrigerados por 48 horas.

Conhece-se gque esses dois antioxidantes atuam de formas diferentes (COCCO
et al., 2005; SILVA; GADELLA, 2006), e por este fato, acredita-se que cada um possui
uma concentracao ideal para ser adicionado ao meio diluidor. Deste modo, supfe-se
que devido a forma de atuacdo distinta, a associacdo destes é sinérgica. Essa
afirmacdo pode ser comprovada apds a refrigeracdo por 48 horas das células
espermaticas epididimarias caninas, onde amostras suplementadas com 0,25mM de
NAC e 0,25mM de Trolox, apresentaram melhores resultados quanto a viabilidade
espermatica, quando comparados a amostras que receberam a mesma concentracéo
destes antioxidantes de forma isolada.

Em relagdo a atividade mitocondrial foi demonstrado neste estudo que ambos
antioxidantes, associados ou isolados, preservaram esta atividade nas células
espermaticas, quando comparado ao grupo controle apés a refrigeracdo ou
congelacao/descongelacdo. Sabe-se que ndo ha perda do potencial mitocondrial,
mesmo que haja aumento da producéo de radicais livres (KOOPERS et al, 2011). Esta
afirmacdo, justifica a manutencéo da atividade mitocondrial neste estudo, mesmo com
0 aumento da producédo de ROS, além disso como as mitocondrias sdo responsaveis
pela formagcdo de ATP, e durante esse processo ocorre a liberagdo de ROS, a
atividade mitocondrial esta relacionada com a producéo desses radicais.

Mais uma vez afirmamos a necessidade de estudos espécie especificos dos
antioxidantes, pois Borges (2008), constatou que a adicdo de 0,2mM de Trolox ao
sémen bovino, ndo sustentou a atividade mitocondrial das células espermaticas apos
a descongelacéo. Contrariamente quando adicionado aos espermatozoides oriundos

de epididimo canino o Trolox nas concentrac¢des de 0,15mMol, 0,25mMol e 0,35mMol
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mantiveram esta atividade 106%, 77% e 67% maior do que o0 grupo controle que nao
recebeu adi¢cdo de antioxidante.

Acreditamos que devido a preservacdo da atividade mitocondrial, observada
nesse estudo, a motilidade espermatica foi conservada, pois 0 movimento flagelar
responsavel pela motilidade é dependente da utilizacdo do ATP produzido pelas
mitocdndrias presentes na peca intermediaria (AITKEN, 1998).

Kramer e colaboradores (1993) comprovaram a existéncia da relacao entre a
atividade mitocondrial e a integridade de membrana com a capacidade de fecundacéao,
as afirmacdes anteriores podem ser justificadas neste estudo pelo alto valor da
correlacdo constatada, entre o indice de atividade mitocondrial e motilidade (r=0,83)
e entre este indice e a integridade de membrana e vitalidade (r=0,81).

Os resultados do presente trabalho reafirmam os achados descritos por Brito e
colaboradores (2003), sendo que ambos descreveram correlacdo positiva entre o
teste hiposmotico e eosina (r= 0,97; r=0,55); hiposmético e fluorescéncia (r=0,95;
r=0,59); entre eosina e fluorescéncia (r=0,90; r=0,92), respectivamente. Ainda, o
presente estudo corrobora com Zuccari e colaboradores (2009), quanto a presenca
de correlacédo positiva entre a motilidade e o nimero de células com membrana integra
apos os testes hiposmoético e de fluorescéncia (r=0,90 e r=0,85), respectivamente. A
reproducdo animal, deve sempre ser vista como um todo, apenas um teste ndo é
capaz de dizer se a célula esperméatica é apta a fecundar um odcito, deste modo a
correlacéo positiva entre os testes facilita o trabalho a campo, permitindo acreditar que
se houver a possibilidade de realizagéo de poucos testes, a escolha dos que possuem
alta correlacdo com outras analises impde maior seguranca em relacdo aos
resultados.

Neste estudo também foi observado correlagéo positiva entre a quantidade total
de radicais livres mensurados encontrados no fluido epididimario, com o indice de
atividade mitocondrial (r=0,89). As mitocondrias sdo responsaveis pela formacao de
ATP e durante esta reacdo hd uma alta produgdo de ROS (AITKEN, 1998).Desse
modo, quanto maior a atividade mitocondrial, maior quantidade de ROS deve ser
encontrada no fluido epididimario e consequentemente menor o numero de
espermatozoides viaveis, uma vez que estas duas variaveis apresentam alta

correlagdo negativa com a integridade de membrana, conforme citado anteriormente.
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No presente estudo, observou-se correlacdo negativa em relagdo ao total de ROS
encontrado no fluido epididimério e os testes hiposmético e de fluorescéncia que
avaliam a integridade de membrana (r=-0,96 e r=-0,93).

Assim, observamos que os valores de radicais livres encontrados no fluido
epididimario, provém de células viaveis, que possuem alto indice de atividade
mitocondrial, resultando em grande producédo de ATP, com isso ocorre continua
liberacdo de ROS, que ocasionariam lesdo de membrana nas células espermaticas,
porém neste estudo essa injuria foi amenizada pelos antioxidantes adicionados.

Por fim, acredita-se que as baixas concentragfes de antioxidantes estudadas
sdo eficientes para manutencdo da viabilidade espermatica. Contudo, devido a
escassez de estudos na area, afirma-se ser necessaria a realizacdo de novas
pesquisas para comprovar qual a melhor dose e o melhor antioxidante associado ou

nao para a criopreservacao de células espermaticas caninas.
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8. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e os objetivos previamente delineados concluiu-

se que:

Todos os antioxidantes associados ou nao, atuaram preservando as células
espermaticas apos 48 horas de refrigeracdo, com destaque para as
concentragcdes de 0,15mM de Trolox; 0,25mM de NAC e Trolox e 0,35mM de
NAC.

O Trolox e a NAC juntos ou isolados, conferiram maior manutengdo dos
espermatozoides apés o processo de congelacdo/descongelacdo nas
concentractes 0,25 e 0,35mM.

A adicdo do Trolox e/ou da NAC ao meio diluente Tris-gema, diminuiu a
producdo total de ROS, porém ndo atuaram isoladamente na manutencao dos
indices de hidroxila.

Ha correlacao entre a quantidade de ROS observada no fluido epididimério e a
viabilidade espermaética.
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ANEXO A

Protocolo Anestésico:

- MPA:
o Clorpromazina 0,5mg/kg

o Cloridrato de Tramadol 2mg/kg

Inducéo:
o Propofol 2mg/kg

Manutencéo
o Isofluorano
Antibidtico

o Benzilpenicilina 40.000 Ul/kg

ANEXO B

Preparo da solucdo de fructose a 100 mOsm/Kg, empregado no teste Hiposmotico
(Revell e Mrode, 1994):

- Frutose 0,99
- Citrato Trisédico 0,499
- Agua destilada (g.s.p.) 100 mL
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ANEXO C

Solucédo estoque e de trabalho empregadas na técnica de fluorescéncia para
avaliacdo da integridade de membrane (ZUCCCARI, 1998):

| - Solucao estoque de DIC
DIC - 9,2mg
DMSO - 20mL
Il - Solucéo estoque de IP
IP - 10mL
NaCl 0,9% - 20mL
lll - Solucao estoque de Formaldeido
Formalina a 40% e solucdo fisioldgica, diluicdo 1:80.
VI - Solucéo estoque de citrato de sédio a 3%
Citrato de sodio - 3g
Solucéo fisiologica - 100mL
V - Solucéo de trabalho
DIC - 20pL
IP - 10pL
Formaldeido - 10pL

Solugéo IV - 960puL
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ANEXO D

Dissolver a 3,3 — diaminobenzidina (DAB) tampdo fosfato de sédio 0,15M, pH
7,2, a uma concentracao de 1mg/mL (HRUDKA , 1987).

ANEXO E

Solucéo de TBA para a realizacéo do teste de lipoperoxidacgao:

- 15% de Acido Tricloroacético
- 0,275% de Acido Tiobarbitarico
- 0,25M de Acido Cloridrico



