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RESUMO

LOPES, B.V. “Efeito da adicao e ou suplementacao de antioxidante no
processo de congelacao/descongelacdo de sémen de caes férteis e
subférteis. Botucatu, 2010. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria — Area
de Reproducdo Animal) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu. Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
— UNESP.

O objetivo desse projeto foi determinar a eficiéncia do uso de antioxidantes na
prevencao de efeitos deletérios da congelagdo de sémen em cées férteis e subférteis.
Para isso foram executados dois experimentos: O primeiro teve como objetivo
comparar os resultados da congelagcdo do sémen de cdes férteis e subférteis,
utilizando meio diluente a base de TRIS/gema de ovo/glicerol, com a adigdo ou ndo de
antioxidantes (Catalase, Superdxido Dismutase e suas associagdes, acido ascorbico,
tocoferol e suas associagbes). O segundo experimento teve como objetivo comparar
os resultados da congelagdo do sémen de caes férteis e subférteis, suplementados
com 500mg de vitamina C e E, por via oral, durante 60 dias. Foram utilizados 13 caes,
sendo 7 considerados férteis e 6 classificados com subférteis. Os caes férteis
apresentavam exame androlégico dentro dos padrées recomendados pelo CBRA; os
subférteis apresentavam baixa concentragédo espermatica (< 20x10 ° sptz/mL) e/ ou
alto indice de patologias espermaticas (> 30%). O sémen foi congelado em trés
momentos, antes do inicio da suplementagdo (M1), 30 (M2) e 60 dias (M3) apos o
inicio da suplementagéo oral. O sémen foi coletado por manipulagao digital do pénis e
analisado para: motilidade, vigor, concentragdo e morfologia espermatica. A
congelacédo do sémen foi realizada pelo método descrito por Chirinéa et al. (2006). A
descongelagao foi realizada a 70°C por 8 segundos. Logo apds as amostras foram
avaliadas na analise computadorizada (CASA) e avaliagdo de integridade de
membrana acrossomal e plasmatica. Também foi analisada a taxa de peroxidacao
lipidica e antioxidantes: SOD, catalase, vitaminas C e E no plasma seminal. Pode-se
concluir que a suplementacdo oral, no meio diluente ou a sua associacado pode trazer
beneficios para o processo de congelagdo/descongelagao de caes. Principalmente
para aqueles que possuem problemas reprodutivos, podendo inclusive, com a terapia
oral reduzir ou eliminar esta caracteristica.

Palavras-chave: Caes, criopreservacao, antioxidantes, subfertilidade, estresse

oxidativo



Abstract

LOPES, B.V. “Efeito da adicao e ou suplementacao de antioxidante no
processo de congelagcao/descongelacdao de sémen de caes férteis e
subférteis. Botucatu, 2010. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria — Area
de Reproducdo Animal) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu. Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
— UNESP.

The aim of this project was to determine the efficiency of antioxidants in preventing the
deleterious effects of freezing semen in fertile and subfertile dogs. For this purpose
two experiments were performed: The first aim was to compare the results of frozen
semen of fertile and subfertile dogs, using the TRIS diluent / egg yolk / glycerol
extender, with or without addition of antioxidants (Catalase, Superoxide dismutase and
their associations, ascorbic acid, tocopherol and their associations). The second
experiment aimed to compare the results of frozen semen of fertile and subfertile dogs
supplemented with 500mg of vitamin C and E, orally for 60 days. We used 13 dogs, 7
were considered fertile and 6 classified as subfertile. The dogs had been considered
fertile breeding soundness examination within the standards recommended by CBRA;
the subfertile had lower sperm concentration (<20x10 6 sptz / mL) and / or high rate of
sperm pathologies (> 30%). Semen was frozen in three stages, before the start of
supplementation (M1), 30 (M2) and 60 days (M3) after the initiation of
supplementation. Semen was collected by digital manipulation of the penis and
analyzed for: motility, vigor, concentration and morphology. The frozen semen was
performed by the method described by Chirinea et al. (2006). Thawing was performed
at 70 ° C for 8 seconds. Soon after the samples were evaluated in the computerized
analysis (CASA) and assessment of membrane integrity and acrosomal plasma. We
also analyzed the rate of lipid peroxidation and antioxidants: SOD, catalase, vitamins
C and E in seminal plasma. It can be conclude that oral supplementation, in the
extender or your association can benefit the process of freezing / thawing of dogs.
Especially for those with reproductive problems and may even, with oral therapy to
reduce or eliminate this feature.
Key words: Dogs, cryopreservation, antioxidants, subfertile, oxidative stress

oxidativo



Introducio

1. Introducgao:

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a populagado mundial
de cées ultrapassa 600 milhdes, numero que deve dobrar em 10 anos. Esta
populagdo gerou o crescimento do chamado mercado pet, uma rede de
servigos e produtos especializados nos animais de companhia, principalmente
para os caes. Assim, da mesma forma, cresceu a procura pela criacado e
reproducdo canina, impulsionando a pesquisa e o desenvolvimento das
biotécnicas reprodutivas para esta espécie. Nesse contexto, a criopreservagéo
de sémen recebeu atencido especial, pois se torna possivel preservar o
material genético de um animal de alto valor zootécnico ou grande valor afetivo,
O estudo da espécie canina também se faz necessario pelo fato de que ela
serve como modelo experimental para os canideos silvestres, ja que muitas
espécies encontram-se em risco de extingao.

Porém, até os dias de hoje ndo se tem resultados satisfatérios e
homogéneos na pds descongelacdo do sémen de cao. Por este motivo, muitos
estudos vém sendo realizados com o objetivo de incrementar os parametros
seminais e os indices de fertilidade pdés descongelagdo. O conhecimento da(s)
causa(s) pelo qual o sémen dos caes nao responde bem ao processo de
congelagédo/descongelacéo ainda € motivo de muitas pesquisas.

Uma das hipéteses mais aceitas e estudadas na atualidade é a de que o
estresse oxidativo € o grande causador da perda da capacidade fertilizante do
espermatozoide. Esta hipétese tem sido muito considerada levando-se em
conta que o espermatozdide tem na composicdo de sua membrana uma
grande quantidade de acidos graxos poliinsaturados e de perder boa parte do
seu citoplasma durante a espermatogénese, o que o torna particularmente
susceptivel ao processo de estresse oxidativo.

O estresse oxidativo é causado por um desbalango entre a concentragcao
de antioxidante e das espécies reativas de oxigénio (ROS) (Sikka, 2004).
Quando essa situagédo ocorre em grandes propor¢des, pode levar a perda da
capacidade fertilizante do espermatozoéide ou até mesmo a morte celular.

Estudos em humanos concluiram que pacientes com problemas
reprodutivos apresentam grandes quantidades de ROS no sémen, o0 que causa

uma grande concentracdo de espermatozoides com alteragdo estrutural e



Introducio

oligozoospermia, provavelmente por aumentar a taxa de apoptose ainda
durante a espermatogénese.

Desta maneira, acredita-se que diminuindo a concentracdo de ROS ou
aumentando o sistema antioxidante, pode-se diminuir o estresse oxidativo e os
danos causados por ela; dessa forma, seria possivel aumentar os parametros
seminais pos descongelacgao.

Diante do exposto, acredita-se que a adicdo de moléculas antioxidantes
no meio diluente pode minimizar os danos causados pelo processo de
congelagao/descongelacéo e a suplementacao diaria na dieta, por um periodo
minimo de 60 dias, melhora as condicbes do sémen a fresco, permitindo
melhores resultados no processo de congelagao/descongelagao.

O objetivo deste experimento foi verificar se a adicdo de antioxidantes
(enzimaticos e nao enzimaticos) no diluente para congelacdo ou se a
suplementacgao, por via oral durante 60 dias, seria capaz de diminuir o estresse
oxidativo, aumentar os niveis de antioxidantes e assim melhorar as

7

caracteristicas seminais pos descongelagao.
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2. Revisao de Literatura

21 Congelagao

A criopreservagao espermatica visa a suspensdo do metabolismo, mas
com a preservagao de sua funcionalidade. Para a célula espermatica isso
significa manter sua capacidade fertilizante apds o processo de
congelacao/descongelacdo (HAMMERSTED et al., 1990).

O maior problema com relagdo a criopreservagdo do sémen €& que
mesmo utilizando técnicas adequadas, a sobrevivéncia dos espermatozoides
pos-descongelagao € reduzida, representando aproximadamente 50% da
populagao total (WATSON, 1995). Isto se deve ao fato de que a
criopreservacao espermatica envolve muitas etapas, como a centrifugagao,
diluigao, refrigeracao, congelagao e descongelacao (LUVONI, 2006). Cada uma
dessas etapas tem relacdo com a estrutura funcional do espermatozdide e seu
metabolismo, mas também podem causar danos, levando a perda de sua
capacidade fertilizante (AMANN e PICKETT et al., 1987; HAMMERSTED et al.,
1990). Métodos de criopreservagao especificos devem ser desenvolvidos para
cada uma das espécies, pois cada uma dessas etapas tem um impacto unico
sobre a sobrevivéncia da célula no processo de criopreservacao
(HAMMERSTED et al., 1990). As principais causas de danos causados na
criopreservacdo podem ser classificadas como: estresse osmético e choque
térmico (WATSON, 2000) e estresse oxidativo (AITKEN e KRAUSZ, 2001;
SIKKA, 2004, AGARWAL et al., 2003).

Muitos estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo induz dano as
membranas espermaticas e ao DNA, fato que ja foi comprovado em diversas
espécies, como a humana (AITKEN, 1999; AGARWAL et al., 2003), equina
(BAUMBER et al., 2000; BAUMBER et al., 2003), ovina (PERIS et al., 2007),
suina (JEONG et al, 2009), canina (MICHAEL et al, 2007) felina (THUWANUT
et al, 2008) e bovina (BILODEAU et al., 2002). Assim, torna-se importante o
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estudo e o conhecimento dos oxidantes para que seja possivel combaté-los de

maneira adequada.
2.2 Estresse Oxidativo e Peroxidagao Lipidica

As células, quando em condicbes aerdbicas enfrentam constantemente um
paradoxo: O oxigénio € necessario para sua sobrevivéncia, mas seus
metabdlitos podem modificar o funcionamento das células, colocando a vida
celular em risco (de LAMIRANDE e GAGNON, 1992a). Dependendo da
concentragao dos metabdlitos provenientes da respiragdo aerobica, a célula
sofre o estresse oxidativo. Geralmente este termo é usado quando a

concentragao de oxidantes ultrapassa o de antioxidantes (AITKEN et al., 1994).

Os oxidantes sdo conhecidos como radicais livres ou espécies reativas de
oxigénio (ROS). Os radicais livres sado definidos como um atomo, grupo de
atomos ou molécula que possuem um elétron ndo pareado, ocupando uma
orbita externa. Pode-se citar como exemplo: o anion superoxido (O;) e o radical
hidroxila (OH). As ROS sé&o igualmente reativas, mas nao possuem elétron
nao-pareado em sua Ultima camada. Como exemplo de ROS, podemos citar o
peréxido de hidrogénio (H202) (DROGE, 2002). As duas principais fontes de
ROS do espermatozoide sao: o proprio espermatozoide (IWASAKI e GAGNON,
1992) e leucadcitos no ejaculado (AITKEN et al., 1994). Conforme o consumo de
oxigénio aumenta pelo metabolismo celular, aumenta-se também, o nivel de
radicais livres e ROS produzidos (GIL-GUZMAN et al., 2001).

Os espermatozoides maturos e as células germinativas imaturas produzem
menos ROS do que os espermatozoides imaturos (KRUGER et al., 1987).
Agarwal et al. (2003) relataram que o espermatozoide maturo de pacientes
inférteis apresentavam altos niveis de apoptose, comparada com

espermatozoides maturos de pacientes sem problemas de fertilidade.

A funcdo das mitocondrias € a producado de ATP, necessaria para a funcéo
fisiologica. Porém, os elétrons que deixam o ciclo respiratorio mitocondrial,

contribuem para a producdo do anion superoxido, um potente radical livre no
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espermatozodide (KOPPERS et al., 2008). Foi relatada uma correlagéo positiva
entre o nivel de apoptose e a concentragdo de ROS no sémen. A hipdtese
sugerida pelos autores é que uma alta concentragdo de ROS pode romper as
membranas interna e externa da mitocdndria, resultando na liberacdo do
citocromo-C, ativando as caspases e assim induzindo a apoptose (AGARWAL
et al., 2003).

O espermatozoéide de mamiferos € particularmente sensivel a peroxidagao
lipidica por possuirem grande quantidade de acidos graxos polinsaturados na
composi¢ao de suas membranas (WATSON, 1981). A acéo dos radicais livres
nos acidos graxos poli-insaturados € maior do que nos monoinsaturados. As
moléculas reativas, como o O,, extraem com mais facilidade um atomo de
hidrogénio dos poliinsaturados e permanecem com um elétron n&o pareado,
formacgéo de radical livre, do que dos acidos graxos monoinsaturados. Depois
que as moléculas reativas extraem um elétron, as rea¢cdes se propagam em
cadeia. As mitocéndrias também produzem perdxido de hidrogénio durante o

metabolismo espermatico, o que induz a peroxidacéao lipidica na membrana.

No espermatozéide essa reacdo ocorre devido a ligacdo do perdxido de
hidrogénio com os acidos graxos insaturados, principalmente com o acido
docosahexandico, que parece ser particularmente sensivel a peroxidacao
lipidica. Como este acido representa cerca de 67% dos lipidios presentes na
membrana acrossomal, o edema e desintegracdo do acrossoma sao
comumente observados em espermatozoides armazenados. A peroxidagao
lipidica também ocorre em outras estruturas do espermatozdide, resultando no
aumento da permeabilidade da membrana plasmatica, perda da integridade
dessas membranas, diminuicdo da motilidade e viabilidade espermatica
(AMANN e GRAHAN, 1993). O dano causado pela peroxidagao lipidica leva a
perda de fluidez e integridade da membrana plasmatica, tendo como
consequéncia a perda da capacidade de fertilizacdo (AITKEN et al., 1994,
GRIVEAU e LE LANNOU, 1997).

A capacidade do estresse oxidativo/peroxidagao lipidica de romper as

membranas espermaticas foi primeiro relatada por MacLeod, em 1943 quando
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reconheceu o impacto negativo de altas tensées de oxigénio na motilidade
espermatica (Revisado por AITKEN et al., 1998). Hoje ja se sabe que as ROS
podem reduzir a motilidade espermatica através da diminuicao da fosforilagcao
da proteina do axonema, assim como pela peroxidacéao lipidica (DESAI et al.,
2010)

O estresse oxidativo pode causar danos, na maioria das vezes irreversiveis,
em todos os componentes celulares, como os lipidios, proteinas, acidos
nucléicos e agucares (Figura 1). A extensao dos danos causados, depende da
natureza, da quantidade, do momento e da duragcéo da exposicdo ao ROS.
Também depende de fatores extracelulares, como temperatura, tensao de O, e
da composi¢ao do meio (AGARWAL et al., 2003).

Eliminadares de radicais Feradores de radicais
livres: livres:
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Figura 1 - Mecanismo de geragédo de estresse oxidativo levando a

infertilidade. (Adaptado de SIKKA, 2004)
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A relacao entre ROS e a diminuigao da motilidade espermatica é devido a
uma cascata de eventos que resulta em um decréscimo na fosforilagcdo de
proteinas do axonema e na imobilizacao espermatica, ambos associados com
a reducao da fluidez da membrana (de LAMIRANDE e GAGNON, 1992b).
Outra hipdtese é que ao H,O, pode atravessar a membrana das células e inibir
a atividade de algumas enzimas como a GgPA. (AGARWAL e SALEH, 2002).
Esta enzima controla a taxa de influxo de glicose através de uma derivagao da
hexose-monofosfato, que regula a disponibilidade de NADPH intracelular. Este
mecanismo também é usado como fonte de elétrons para o espermatozoéide
gerar ROS (AITKEN, 1997).

Altas concentragdes de ROS sao prejudiciais ao espermatozéide, porém
uma concentragao fisioldgica deve existir, uma vez que os subprodutos da
peroxidacgao lipidica sdo necessarios para os processos fisioldégicos pelos quais
o espermatozoide deve se submeter (AITKEN et al., 1994). O anion superoxido
€ responsavel pela hiperativacdo da motilidade espermatica e pelo aumento da
afinidade do espermatozoide aos receptores da zona pelucida (ZP), enquanto
que o peroxido de hidrogénio parece ser um fator controlador da capacitagao
através da ativagdo de fosfoquinase (PKA) especifica do espermatozéide
(LECLERC et al., 1997; AITKEN et al., 1994), auxiliando na fosforilagdo da
tirosina (LE CLERC et al., 1997). Esta fosforilagdo da tirosina sensibiliza os
canais de calcio levando a capacitagao espermatica e reagdo de acrossoma
(De LAMIRANDE e GAGNON, 1992a; GRIVEAU e LE LANNOU, 1997).

Outra fonte de ROS para os espermatozéides sido os leucécitos. A
leucocitoespermia é relacionada a baixa qualidade espermatica, diminuindo a
hiperativacédo (WOLFF, 1995). Esta situagdo pode ocorrer em resposta a uma
variedade de estimulos inflamatérios e infecciosos (PASQUALOTTO et al.,
2000). As alteragbes decorrentes da leucocitoespermia ocorrem quando os
leucécitos estdo em concentragdo muito elevada ou quando o plasma seminal
é retirado (OCHSENDORF, 1999). O plasma seminal proporciona prote¢gao ao
espermatozoéide contra o estresse oxidativo (LENZI et al., 1993; BALERCIA et

al.,, 2003), envolvendo as células espermaticas com um sistema antioxidante
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altamente especializado, que protege as membranas espermaticas (KIM e
PARTHASARATHY, 1998). O plasma seminal contém antioxidantes
enzimaticos, como a SOD (NISSEN e KREYSEL, 1983; KOBAYASHI et al.,
1991) e a catalase (LAHNSTEINER et al., 2010) , e ndo enzimaticos como a
vitamina C (THIELE et al., 1995), vitamina E (THEROND et al., 1996), acido
urico (RONQUIST e NIKLASSON, 1984; THIELE et al., 1995) e a Glutationa
(AYDEMIR et al., 2007). Porém durante os processos de conservagao
espermatica, o plasma seminal é geralmente removido, tornando o
espermatozoide mais susceptivel aos processos de peroxidacao lipidica e
estresse oxidativo. (JEULIN et al., 1988; VILLEGAS et al., 2003). Além disto, o
armazenamento in vitro, a congelagdo e descongelacdo do espermatozodide,
aumentam a concentragdo de perédxidos, indicando uma geragdo de ROS
(LAHNSTEINER et al., 2010).

2.3 Antioxidantes

Para se proteger dos efeitos nocivos dos radicais livres formados
durante o metabolismo, os organismos vivos desenvolveram mecanismos
capazes de neutraliza-los. As substancias capazes de neutralizar os radicais
livres/ROS sdo os antioxidantes. Antioxidantes sdo, portanto, substancias que
quando presentes em concentracbes mais altas, comparadas com o0s
substratos oxidaveis, diminuem/retardam ou previnem significativamente a
oxidagéo do substrato (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Para cada “alvo” do estresse oxidativo, existe um antioxidante adequado
para sua defesa, por exemplo: o ascorbato € o melhor agente antioxidante para
proteger o plasma sangliineo contra a agressao causada pelo fumo, porém,
este mesmo antioxidante ndo protege as proteinas plasmaticas contra esse
mesmo agente agressor (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Os antioxidantes se ligam ao elétron livre dos radicais livres ou das
ROS, impedindo sua ligagdo com os acidos graxos. Os antioxidantes
restabelecem o equilibrio entre as moléculas oxidantes e antioxidantes no

organismo, mantendo assim a integridade das membranas celulares e
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prevenindo danos ao DNA (AGARWAL e SALEH, 2002). A participacdo do
antioxidante na manutengéo da integridade dos &cidos insaturados é realizada
em trés etapas: o acido graxo que perdeu o hidrogénio recebe o hidrogénio do
antioxidante que se oxida. O antioxidante sofre rearranjo em sua molécula e,
oxidado, se reduz, recebendo um novo hidrogénio e voltando a sua estrutura
normal (ISLABAO,1990).

Os antioxidantes podem ser classificados em dois tipos: os enzimaticos

e 0s nao-enzimaticos.

2.4 Antioxidantes enzimaticos

241 Superéxido Dismutase (SOD)

Inativa o anion superoxido e é considerada a primeira linha de defesa
contra o ROS. Sendo assim considerada como o principal mecanismo de
protecao contra a peroxidagao lipidica (BENDICH, 1990). Sua reagao pode ser

resumida na férmula:

02- + 02-+ 2H+ ﬂ; H,0, + O

Existem dois tipos de SOD: mitocondrial que tem no manganés seu sitio
ativo; e citosol, que tem o cobre e o zinco como seu sitio ativo. O cobre
funciona como um agente catalisador e 0 zinco como estabilizador da estrutura
protéica (BENDICH, 1990). O SOD protege contra a toxicidade espontanea do
O, e da peroxidagao lipidica, sendo capaz de reduzir seus efeitos (HATAMOTO
et al., 2006). Remove o O, gerado pela NADPH-oxidase em neutréfilos e
podem proteger os espermatozodides durante processos inflamatérios genito
urinarios (BAKER et al., 1996).

Aitken et al., (1996), observaram uma correlagdo negativa entre a
concentracdo de SOD e as taxas de motilidade espermatica e sua capacidade
de fusdo com o o6cito; esses autores atribuiram essa correlagéo ao fato de que
a célula espermatica é altamente susceptivel a acdo do perdxido de hidrogénio

(H202 - que é gerado pela sua reagdo com o anion superoxido). Um estudo
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realizado por Tavilani et al., (2008) comprovou que ao eliminar o anion

superoxido, a SOD protege o espermatozdide contra a peroxidagao lipidica.

De acordo com Taylor (2001), o SOD extracelular se liga a regiao do
colo dos espermatozéides, os quais mantém a motilidade por mais tempo.
Cerolini et al.; (2001) relataram que amostras com niveis altos de
espermatozodides viaveis apos o0 processo de congelagdo/descongelagéo,

apresentavam uma maior atividade de SOD.
2.4.2 Catalase

A catalase é uma das enzimas mais eficientes e se localiza
principalmente nos peroxissomos das células de mamiferos. Ela atua como
catalisador da reacdo que transforma duas moléculas de H,O, em duas de
agua (H20) e uma de oxigénio (O2) (BENDICH, 1990).

2H,0, <, 2H,0 + 0,

Assim como a SOD, a catalase remove o O, gerado pela NADPH-
oxidase em neutrofilos e pode proteger os espermatozoides durante processos
inflamatdrios genito urinarios (BAKER et al., 1996). Sua principal vantagem é o
fato de nao ser saturada por concentracées do seu substrato, por este motivo,
embora ndo esteja presente em todos os tipos celulares, exerce um papel
fundamental na tolerancia ao estresse oxidativo (MATES e SANCHES-
JIMENEZ, 2000).

2.5 Antioxidantes nao-enzimaticos

2.5.1 Vitamina E

Existem quatro isoformas do tocoferol (do grego: tocos = nascimento de
criangas e fero= promover) e tocotrienol, sendo: a, 3, y € 8, de acordo com a
posicao do grupo metila no anel cromatico. Os tocoferdis e tocotriendis se
diferenciam pela saturacdo de sua cadeia lateral, sendo os tocoferdis com

cadeia totalmente saturada e os tocotriendis com ligagées duplas nas posigdes
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3, 7', 11°. Desta forma, o termo vitamina E representa oito compostos quimicos

isdbmeros e que exercem a mesma funcao (BLATT et al., 2001).

A vitamina E é o maior antioxidante de membrana lipossoluvel
encontrado em células, ele protege a dupla ligacado de &cidos graxos
insaturados da oxidagao, doando elétrons para os radicais livres (BENDICH,
1990). A peroxidagao lipidica € uma reagdo em cadeia, onde radical gera
radical, entdo o principal € quebrar essa reagdo em cadeia pela formagao de
produtos n&o — radicais (SIES, 1993). A vitamina E é o melhor antioxidante,
se ndo o unico, a quebrar essa cadeia membranas, sendo, assim, um dos
antioxidantes mais eficientes, reagindo cerca de 200 vezes mais rapido com
o radical peroxil do que um antioxidante sintético como o Butilhidroxitolueno
(BHT). Velocidade suficiente para impedir a reagdo deste radical com outro

acido graxo insaturado (BURTON et al., 1985) e assim quebrar a cadeia.

A vitamina E, tambem tem a vantagem de agir mesmo em
concentragdo muito pequena (BUETTNER, 1993) e de ser um agente
biolédgico modificador, trabalhando sinergicamente com a vitamina C. Sendo,
inclusive, mais eficiente quando usadas em associacgao, ja que a vitamina C
recicla a vitamina E (ROLF et al.,, 1999). A vitamina E também forma
complexos com os fosfolipidios da membrana, estabilizando-as através de
ligagdes Van der Waals (BRADFORD et al., 2003).

2.5.2 Vitamina C

A vitamina C é insoluvel na maior parte dos solventes organicos, porém,
€ hidrosoluvel e pode doar elétrons para os radicais livres, neutralizando sua
reatividade e, desta forma, protegendo as células (PADH, 1991). E capaz de
reduzir as acoes de radicais livres tanto em meio intra ou extracelular
(BENDICH, 1990).

A vitamina C ainda ndo tem fungéo fisioldgica precisa na reprodugao.
Mas possui trés funcdes que parecem estar relacionadas, uma vez que esta

vitamina parece ser necessaria para a biossintese de colageno, de
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esterdides e horménios peptideos, além de prevenir ou diminuir a oxidacao
de biomoléculas (LUCK et al., 1995). Acredita-se que a vitamina C elimine o
anion superodxido e o oxigénio singlet, protegendo assim, as lipoproteinas
dos danos oxidativos (DONNELLY et al., 1999).

Alem disso, sabe-se que ela auxilia na manutengdo da integridade
genética e que o excesso e/ou deficiéncia da vitamina C pode causar
problemas reprodutivos. A diminuicdo de acido ascorbico no sémen de
homens causa uma diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes,
como a SOD, Glutationa Peroxidase e catalase, também aumenta os niveis
de peroxido de hidrogénio e de peroxidacdo lipidica no espermatozoide
epididimario (POTTS et al., 1999). Uma alta concentragdo de vitamina C foi
encontrada no fluido epididimario e no plasma seminal, sendo assim
considerada como uma vitamina protetora do epididimo (DAWSON et al.,
1987). Uma alta concentragao (entre 1,9 e 12mg/g) de vitamina C também
esta presente em testiculos de animais adultos saudaveis (SONMEZ et al.,
2005).

2.6 Suplementacgao oral com antioxidantes

O principal objetivo da suplementagdo com antioxidantes oral, na dieta, &
aumentar a concentracdo espermatica, uma vez que os antioxidantes podem
diminuir a apoptose durante a espermatogénese, o0 armazenamento

espermatico e no transito do trato genital (SIKKA, 2004).

Em um estudo com caes submetidos a um tratamento com dexametasona,
observou-se uma diminuicdo na qualidade seminal. Porém, quando estes
animais receberam uma dieta suplementada com vitamina E (500mg/dia, por 8
semanas), obteve-se melhora na concentragdo espermatica (127,92 x 10° no
grupo suplementado e 73,2x 10° sptz/mL no grupo nao suplementado). Neste
experimento observou-se também um aumento da motilidade espermatica em
animais que nao foram submetidos ao tratamento com dexametasona, mas que
foram suplementados com vitamina E (67,7% para os animais suplementados e

54, 6% para os animais ndo suplementados), no volume da segunda-fragdo do
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ejaculado (2,92mL e 2,76 mL, respectivamente), da concentragdo espermatica
(78,78 x 10° sptz/mL e 61,25 x 10° sptz/mL, respectivamente) e uma diminuicéo
do numero de espermatozoéides anormais (10% e 18,14%, respectivamente).
Os autores atribuiram seus resultados ao fato de que a suplementacao oral
com vitamina E diminui a peroxidagao lipidica protegendo a célula espermatica
contra os efeitos deletérios da peroxidagao lipidica (HATAMOTO et al., 2006)

A suplementacao da dieta de céaes, por 60 dias, com Omega-3, Omega-6
e vitamina E aumentou o volume da segunda-fracdo do ejaculado, de 1,89
para 2,15mL, da concentragcdo espermatica de 205,9 para 234 x 108
sptz/mL, além de diminuir a porcentagem de espermatozéides anormais, de
12,9% para 7%. Os autores atribuiram seus resultados ao fato de que estes
acidos graxos aumentaram a capacidade de producdo espermatica pelas
células testiculares (ROCHA et al., 2009).

Em coelhos a suplementagdo na dieta com vitamina C e/ou E por 12
semanas diminuiu a taxa de peroxidacao lipidica, aumentou a libido, o
numero de espermatozoides com defeitos, o volume do ejaculado, a
concentragao e motilidade espermatica, o pH e a concentragao inicial de
frutose no sémen, sendo que estes efeitos foram mais pronunciados no
grupo suplementado com vitamina C e E conjuntamente (YOUSEF et al.
2003).

Quando a dieta de coelhos foi suplementada com 6leo de peixe e/ou
vitamina E (a e & — tocoferol) houve uma alteragdo na composicéo lipidica
das membranas espermaticas, porém nao houve alteracido da qualidade
seminal, nem melhora da susceptibilidade do sémen a peroxidagao lipidica,
mas foi observado um aumento da concentragéo espermatica (GLIOZI et al.,
2008).

A suplementacao de vitamina A ou C na dieta de coelhos, ndo afetou os
parametros seminais, mas a suplementacdo com as vitaminas A e C
combinadas, aumentou a viabilidade e a cinética espermatica, associada
com uma melhora na taxa de fertilizacdo (CASTELLINI et al, 2000).
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Em suinos, a suplementacdo com 6leo de peixe, aumentou a viabilidade,
a motilidade espermatica progressiva, assim como O numero
espermatozdéides com acrossoma intacto (ROOKE et al., 2001). A
suplementacdo da dieta de suinos com acidos graxos poliinsaturados
aumentou a atividade de SOD, o que esta associado com uma alta
porcentagem de espermatozdides viaveis (STRZEZEK et al., 2004). Estes
autores observaram que a suplementacdo da dieta com acidos graxos
poliinsaturados mudou as caracteristicas bioquimicas do espermatozéide

suino, o que trouxe um efeito positivo na preservacao espermatica.

Para a verificagdo da eficacia de suplementagao com antioxidantes na
dieta de suinos, um grupo de animais foi submetido a um periodo de colheita
seminal intensa. Este grupo foi entdo separado em trés subgrupos: 1. Os
que nao receberam qualquer tipo de suplementacao, 2. Os que receberam
suplementagdo com antioxidantes hidrossoluveis e 3. Os que receberam
suplementagdo com antioxidantes lipossoluveis. Como resultado, observou-
se que no grupo onde a suplementacdo foi feita com antioxidantes
hidrossoluveis houve uma maior produgao espermatica, quando comparada
com o grupo controle. No grupo 2, dos antioxidantes lipossoluveis, houve
apenas uma tendéncia de aumento na concentragdo espermatica. O mesmo
resultado foi observado na motilidade espermatica, mas ndo na morfologia
espermatica e nem no teste de termoresisténcia. Os autores concluiram que
a suplementagcdo com vitaminas pode ser necessaria quando ha um
aumento na freqiéncia das coletas seminais. Os autores alegaram que a
estas vitaminas estao envolvidas no processo de espermatogénese (AUDET
et al., 2004).

Em ratos Wistar, suplementados com vitamina C, tanto na dose de 500
quanto na de 250mg/kg/dia por 8 semanas, observou-se uma queda na taxa
de peroxidacgao lipidica, além de um aumento na concentragdo espermatica
e na testosterona plasmatica (SONMEZ et al. 2005). Estes autores
acreditam que a vitamina C ative a secrecdo de LH, beneficiando a

espermatogénese.
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Ratos nascidos de fémeas que tiveram uma dieta deficiente de selénio,
foram divididos em dois grupos, ambos suplementados com vitamina E, mas
com a adicdo ou nao de selénio. Observou-se que apesar de todos os
animais apresentarem uma espermatogénese ativa em seus tubulos
seminiferos, apenas o0s animais com a suplementagdo de vitamina E e
selénio apresentaram alta motilidade espermatica e baixo numero de
espermatozoides anormais. Esses autores levantaram a hipdtese de que o
selénio é fundamental para a formagao do flagelo na espermatogénese ou
na qualidade da membrana que envolve o flagelo. Estes mesmos autores
suplementaram a dieta dos animais com diferentes antioxidantes (acido
ascorbico, BHT, N,N’-Difenil-n-fenil-diamina e azul de metileno) mas
deixaram o selénio deficiente na dieta e concluiram que o selenio exerce
uma fungdo especifica no testiculo, provavelmente relacionada com a
espermiogénese e que ndo pode ser substituida por nenhum outro
antioxidante, j& que nenhum preveniu as disfungbes causadas por sua
deficiencia (WU et al., 1973).

Em eqiinos, a suplementacéo diaria com vitamina C, E e carnitina ndo
demonstrou efeito significativo na qualidade seminal. Os autores alegaram
gue o sémen de equinos nao é tao susceptivel ao estresse oxidativo quanto
os de outras espécies (DEICHSEL et al., 2008)

Em bodes, suplementacdo de vitamina E na dieta, em diferentes
concentragdes por 5 meses, resultou em protecdo do tecido testicular aos
danos oxidativos, no entanto, a resposta a este antioxidante nao foi

proporcional a dose utilizada na dieta (HONG et al, 2010).

2.7 Adigcao de antioxidantes na congelagdo de sémen

Utilizando sémen de cé&o e diluente a base de TRIS/gema de
ovo/glicose, Michael e colaboradores (2007) observaram que a adigdo de
catalase (300U/mL) ao meio diluente aumentou a motilidade espermatica,
quando comparado com o grupo controle (49,75% X 39%, p< 0,001), a
viabilidade espermatica (66% X 51,7%, p< 0,001) e integridade de
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membrana espermatica (61,75%X 55,65%, p< 0,001) e no numero de

espermatozodides com morfologia normal (81,1% X 77,9%, p=0,01).

Monteiro e colaboradores (2009), observaram que a adicdo de GSH no
meio diluente na concentragcdo de 1 e 5mM nao alteraram os resultados de
motilidade espermatica pds descongelagdo, quando comparados com o
grupo controle (61% e 63,5% contra 62,3%, respectivamente), mas houve
um aumento do numero de espermatozoides com a membrana plasmatica
intacta (40,1% e 42% contra 26,2%), houve também uma diminuicdo do
numero de espermatozoéides anormais quando a concentragao de 1mM foi
usada (22,2% contra 30,1%).

Baptista Sobrinho (2009) relataram que a adicdo de GSH nas
concentragbes de 1, 5 e 10mM nao diferiram entre si e entre o grupo
controle para motilidade espermatica (23,87%, 21,78% e 21,67% e 17,33%,
respectivamente), integridade de acrossoma (53,79%, 55,92%, 57,42% e
54,58%, respectivamente) e concentragado de TBARS (902,4, 1071,6, 984,46
e 893,6, respectivamente). A adigcdo de vitamina C no meio diluente, nas
concentragées de 50 e 250 yM melhorou a motilidade espermatica pos
descongelacao (72% e 72% contra 62,3%, respectivamente), mas houve um
aumento dos defeitos espermaticos poés descongelacdo (25,2%, 24,5%

contra 20,4%, respectivamente)

A adicdo de 200uL de Trolox no meio diluente de sémen bovino
aumentou a viabilidade espermatica, a taxa de blastocisto e as taxas de
gestacao (BORGES et al, 2008). A vitamina E diminui a peroxidagao lipidica
das membranas espermatica através da manutengdo dos niveis da SOD
(BECONI et al., 1991). De acordo com estes autores, em bovinos
estressados, a vitamina E adicionada ao meio diluidor evitou a perda de

motilidade espermatica.

Cérdoba et al. (2006) observaram inibicdo da capacitagédo espermatica
quando utilizaram a adicdo de SOD e/ou Catalase ao meio diluente,

confirmando que o anion superdoxido € necessario para a capacitacao
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espermatica. Na criopreservagao do sémen bovino, a mitocéndria tem um
papel importante na producdo de energia oxidativa, mantendo o estado

reduzido nas célula.

Existem fortes evidéncias indicando que a suplementacdo do meio com
eliminadores de ROS, agentes redutores ou cation quelantes divalentes séo
benéficos ao desenvolvimento embrionario in vifro. Podemos citar: um
aumento nas taxas de clivagem e uma maior tolerancia do espermatozéide a
descongelagcao, promovendo uma taxa maior blastocisto nas espécies suina
e bovina (SAWAI et al., 1997; DE MATOS et al., 1996).

Adicao de antioxidantes (Trolox e Cisteina) no meio diluente aumentou a
motilidade espermatica total e progressiva, integridade de membrana
acrossomal, e integridade de DNA, pds descongelacédo de espermatozoéides
provenientes do epididimo de gatos. Enquanto que a adi¢do de catalase ou
SOD no meio diluente ndo trouxe nenhum efeito positivo na qualidade

seminal pés descongelagao de sémen de gatos (THIANGTUN et al., 2009).

Em bode, a adicdo de acido a-lipdico ao meio diluente, resultou em um
aumento de motilidade espermatica e uma redugao aos danos ao DNA. O
acido a-lipdico, é um antioxidante capaz de reciclar a vitamina C, reduzindo
a vitamina C na presencga de Glutationa, (IBRAHIM et al., 2008).

O sémen de suinos parece ser um dos mais sensiveis ao dano
oxidativo, provavelmente devido a composi¢ao de sua membrana apresentar
uma alta concentragdo de acidos graxos poliinsaturados e ter uma baixa
capacidade antioxidante no plasma seminal (BREININGER et al, 2005). A
adicdo de vitamina E no meio diluente apresentou bons resultados nos

parametros espermaticos pos-descongelagao.

Cerolini e colaboradores (2001) demonstraram que em amostras
seminais de suinos caracterizadas por um alto indice de atividade de SOD e

uma alta proporcédo de Glutationa peroxidase selénio dependente antes da
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congelagdo, apresentam viabilidade espermatica pds-descongelagéo

superior.

A adicdo de Catalase (50ug/mL) elou Trolox (50 pM x
10%espermatozoides) foi testada em sémen de carneiros e observado que a
catalase manteve os mesmos padroes da cinética espermatica do que o
grupo controle, mas que o Trolox e a associagdo Trolox/Catalase obteve
indices inferiores. O grupo onde houve a adi¢gao de catalase também obteve
melhores indices de espermatozéides viaveis quando comparados com o
grupo controle, enquanto que os demais grupos nao diferiam do grupo
controle (MAIA et al., 2009).

Também utilizando sémen de carneiro, foi observado que a adi¢ao de
catalase, em concentragcdo de 100U/mL, no meio diluente resultou em
efeitos positivos na descongelagdo de sémen, porém, o mesmo efeito né&o
pode ser observado quando se utilizou sémen sexado. Os autores alegaram
que o sémen sexado sofre estresse oxidativo maior durante sua separacao
no citbmetro de fluxo. Outra possivel explicacdo para os resultados obtidos
foi a viabilidade maior pés descongelagao de sémen sexado gerando menor
quantidade de ROS. (de GRAAF et al, 2007).
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3. Objetivos

o Verificar a eficiéncia da adicao de antioxidantes (enzimaticos e néao
enzimaticos) no meio diluente para o procedimento da
congelagao/descongelacéo de sémen de caes férteis e subfértéis.

o Verificar o efeito da suplementagao oral de vitamina C e E associada a
adicdo de antioxidantes no meio diluente de congelagcdo sobre os
parametros espermaticos pos descongelagdo de caes férteis e
subférteis.

e Avaliar a taxa de peroxidacdo lipidica e as concentragbdes de
antioxidantes no plasma seminal de céaes férteis e subférteis

o Verificar os efeitos da suplementacdo oral com antioxidantes na taxa de
peroxidagao lipidica e nas concentragdes de antioxidantes no plasma

seminal de caes férteis e subférteis.
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4. Hipoéteses

e A adicdo de antioxidantes no meio diluente de congelacdo dos caes
subférteis promove uma melhora nos parametros espermaticos poés
descongelacao

e A suplementagédo por via oral de vitamina C e E diminui o estresse
oxidativo, melhorando os parametros espermaticos pos descongelagéo
de caes subférteis

e A associagao de suplementagdo oral com antioxidantes e sua adigdo no
meio diluente aumenta os parédmetros espermaticos pos

descongelagao
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5. Material e Métodos

Delineamento experimental:

Apods a coleta e analise de motilidade, vigor e concentracdo espermatica,
o sémen foi divido em sete aliquotas iguais, cada uma delas foi diluida no meio
controle sem glicerol usando a diluicdo de 1:1. As aliquotas foram centrifugadas a
800g por 15 minutos (CUNHA e LOPES,1999).

Apés a centrifugacdo, os sobrenadantes foram dispensados e os pellets
ressuspendido em meio (Controle, G1, G2, G3, G4, G5, G6).

O volume adicionado dos meios foi estabelecido apés a analise da
concentragao espermatica inicial, de modo a se obter uma dilui¢ao final de 30 x
10° espermatozoides/por mL. O sémen diluido foi envasado em palhetas
francesas de 0,5 mL, contendo portanto, 15 x 106 espermatozoides méveis por
palheta.

As palhetas foram levadas até o refrigerador programado a 5°C
(MINITUB) por 60 minutos. Apos este periodo foram transferidas para uma caixa
de isopor, contendo 4 cm de nitrogénio liquido, posicionadas de forma a
permanecerem numa distancia de 6 cm da superficie do nitrogénio (PENA, 1997),
por 20 minutos; em seguida foram mergulhadas em nitrogénio liquido (-196°C) e
armazenadas em botijées criogénicos.

Este procedimento foi repetido apés 30 e 60 dias da suplementacao por
via oral com as vitaminas C e E.

As amostras foram descongeladas a uma temperatura de 70°C por 8
segundo PENA e LINDE-FORSBERG (2000), sendo entdo realizadas as andlises
de motilidade espermatica (analise computadorizada), integridade de membrana e
patologia espermatica, assim como para a analise de estresse oxidativo e das

enzimas antioxidantes.
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Este presente trabalho foi aprovado sem restricbes pela Camara de
Etica em Experimentacdo Animal — CEEA - da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP Campus de Botucatu, sob o numero
62/2007. Esta aprovagdo é de fundamental importancia, pois fiscaliza a
execugcdo e a ética dos experimentos, além de garantir o bem-estar dos
animais envolvidos.

Local:

A colheita de sémen foi realizada no canil da Policia Militar de Bauru,
SP, e na residéncia dos animais provenientes de propriedade particular.

A congelacdo, descongelacao de sémen e as avaliagdes seminais foram
realizada no Departamento de Reprodugcdo Animal e Radiologia Veterinaria,
Laboratério de Reprodugédo de Pequenos Animais e Silvestres (REPAS) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” de Botucatu, estado de Sdo Paulo (UNESP -
Botucatu),

As avaliagbes de estresse oxidativo, das enzimas antioxidantes e das
vitaminas C e E foram realizadas no Laboratério de Nutrologia e Doencgas
Metabdlicas do Departamento de Clinica Médica, da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo.

Animais:

Foram utilizados treze (n=13) animais, sendo nove provenientes do canil
da Policia Militar de Bauru e quatro de propriedades particulares da cidade de
Botucatu. Para sele¢ao dos doadores foi realizada uma avaliagao clinica prévia e
exame andrologico; s6 participaram do experimento, aqueles animais que
apresentaram um bom escore corporal e se encontravam livres de doencgas
infecto-contagiosas. Todos os animais foram alimentados com ragédo comercial
(Maxi Adulto — Royal Canin) por quatro meses, sendo dois meses antes do inicio
do experimento e dois meses apos.

Cada animal foi submetido a 04 colheitas de sémen prévias para
determinagdo de uma média das variaveis motilidade, vigor, concentragdo e
morfologia espermatica. Baseado nestas médias, os animais foram divididos em
dois grupos: Cdaes férteis: (n=7) As médias necessariamente deveriam estar

dentro dos padrdes recomendados pelo Colégio Brasileiro de Reprodugao Animal



22

Material e Métodos

(CBRA, 1998). Caes subférteis: (n=6) Médias do ejaculado apresentavam-se
abaixo do padrao recomendado pelo CBRA, com baixa concentragcdo espermatica
(< 20x10° sptz/mL) e/ ou alto indice de patologias espermaticas (> 30%).

Figura 1: Quadro demonstrativo dos animais dos grupos experimentais. Raga,
idade, média dos valores obtidos para Concentracdo: concentragcao espermatica
(espermatozoides/mL), Morfologia: morfologia espermatica, expressa em
percentual de espermatozdides com morfologia normal, Grupo: grupo ao qual o

animal pertencia.

Raca do animal Idade Concentragédo | Morfologia Grupo
Beagle 2 anos 795 92 Fértil
Labrador 2 anos 290 82 Fértil
Labrador 7 anos 260 86 Fertil
Pastor Aleméo 3 anos 56 84 Fértil
Pastor Aleméo 2 anos 350 90 Fertil
Boxer 7 anos 177 86 Fertil
SRD 2 anos 383 93 Fértil
Rottweiller 7 anos 19 54 Subfértil
Pastor Alemao 2 anos 14,5 53 Subfértil
Labrador 3 anos 230 32 Subfértil
Labrador 3 anos 250 54 Subfértil
Labrador 2 anos 260 33 Subfértil
Labrador 2 anos 45 21 Subfértil

Colheita de Sémen e analise microscépica do sémen pré congelagao :
A colheita foi realizada método de estimulacido peniana descrito por
Feldman e Nelson (2004). Com a finalidade de diminuir os riscos de ferimentos,
todo o material utilizado neste procedimento foi de plastico.

Motilidade e vigor espermadtico: As avaliagbes foram realizadas segundo

método descrito por Feldman e Nelson (2004), onde uma gota de sémen foi
colocada sobre lamina aquecida (38-40°C) e recoberta por laminula. O exame foi

realizado com o auxilio de um microscépio de contraste de fase (Leica DME) e o
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resultado obtido expresso em porcentagem (0-100) para a motilidade e através de
um escore de zero a cinco (0-5) para o vigor (CBRA, 1998).
Concentracdo espermatica: Foi determinada através de contagem das

células em Camara de Neubauer, apo6s diluicdo de 1:20 em agua. e o resultado
expresso em numero de espermatozoéides por mL(sptz/mL).

Morfologia espermatica: Foram confeccionados esfregagos de sémen em

lamina limpa, fixados em solugéo salina aquecida a 37°C durante 10 minutos, e
posterior coloragdo com o Karras modificado por Papa (1989). Apds a coloragao,
os esfregacos foram avaliados em microscopia de luz com aumento de 1000x.
Foram avaliadas 200 células espermaticas em cada esfregacgo e classificadas de

acordo com o Manual para Avaliagdo Androlégica do CBRA (CBRA, 1998).

Experimento | - Efeito da adicdo de antioxidantes no meio diluente de
congelacao de cdes férteis e subférteis e andlise do estresse oxidativo e
antioxidantes no plasma seminal.

Os dois grupos considerados acima (férteis e subférteis) foram
submetidos a congelagcado de sémen com um diluidor controle (sem antioxidante) e
com os diluidores acrescidos de antioxidante: Apos a colheita e analises, 0 sémen
foi diluido (1:1) em meio TRIS/gema de ovo sem glicerol, sendo centrifugado por
15 minutos a 800g e novamente diluido nos meios testes, formando os subgrupos
descritos abaixo.

e Meio Controle: composto de 3g de TRIS; 1,7g de Acido Citrico; 1,25¢g
de Frutose; 0,020g de Sulfato de Amicacina; 8mL de Glicerol; 20mL de

Gema de Ovo; e 72mL de Agua Destilada

e G1: meio controle acrescido de 800 U/mL de Superdoxido Dismutase

(Sigma S5395)

e G2: meio controle acrescido de 300 U/mL de catalase (Sigma C9322)

e G3: meio controle acrescido de 1mM de vitamina C (Sigma A0278)

e G4: meio controle acrescido 600ug/mL de vitamina E (Sigma 238813)

e G5: meio controle acrescido de 300 U/mL de catalase (Sigma C9322) e
de 800 U/mL de Superoxido Dismutase (Sigma S5395).



24

Material e Métodos

e G6: meio controle acrescido de 1TmM de vitamina C (Sigma A0278) e
600ug de vitamina E (Sigma 238813)

> Analise microscoépica do sémen pos congelagao:
Analise_computadorizada de sémen - (Hamilton Thorn Biosciences version
IVOS 12, Sperm Analysis System), em camara de MAKLER aquecida a 37°C. O
aparelho foi ajustado para os valores: frames per sec:60Hz, number of frame: 50,

minimum contrast. 40, minimum cell size: 4 pix, progressive cells VAP = 60 um/s,
STR: 70%; slow cells: VAP cutoff: 30um/s, VSL cutoff: 6.0um/s.

Foram avaliados as seguintes variaveis da motilidade espermatica: motilidade
total (MT), motilidade progressiva total (MP), velocidade de trajeto (VAP),
velocidade progressiva (VSL), velocidade curvilinea (VCL). Para as avaliagdes,
uma gota de sémen foi colocada em camera de Makler (HTMA) aquecida e
analisada a temperatura de 38°C. Para cada amostra de sémen, trés campos

foram escolhidos aleatoriamente, avaliados e a sua média foi anotada.

Integridade de Membranas: Seguindo o protocolo descrito por Pena et al.,
(1999). Uma aliquota de 200uL de sémen foi adicionada a 45uL de FITC-PSA e

15uL de iodeto de propidio (IP), sendo entdo mantidos a 39°C por 15 minutos. Em

seguida uma amostra de 80uL foi retirada e adicionada a 240 yL de uma solugao
de citrato de sdédio a 3%. Foram contadas 200 células sob microscopia de
epifluorescéncia (NIKON — Episcopic Fluorescence Attchment “EFA”
HalogenLamp Set) com aumento de 1000x. Esta anadlise permite a divisao
espermatica em quatro classes:
e Membrana acrossomal lesada e a membrana plasmatica intacta
(PSA*IPY)
e Membrana acrossomal lesada e a membrana plasmatica lesada
(PSA*IPY)
e Membrana acrossomal intacta e a membrana plasmatica intacta
(PSAP)
e Membrana acrossomal intacta e a membrana plasmatica lesada
(PSA'IPY)
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> Avaliacao de estresse oxidativo

Taxa de peroxidacdo lipidica: Para a taxa de peroxidacgéao lipidica seguiu-se o

protocolo descrito por Buege e Aust (1978). Este método se baseia na reagao de
duas moléculas de &cido tiobarbiturico com uma de malondialdeido (MDA),
produzindo um complexo de coloragédo résea que pode ser quantificado através
de leitura em espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 532nm. Esta
reacao ocorre em pH acido e em temperaturas entre 90 e 100°C.

Uma aliquota de 100 pyL de plasma seminal foi misturada a 200 uL de
uma solugdo de acido tricloroacético (15%) - acido tiobarbiturico (0,375%) - acido
cloridrico (0,25N). Aquecido por 15 minutos em agua fervente e resfriado em
agua, centrifugado por 10 minutos 1308g

O sobrenadante foi utilizado para quantificar os TBARs em
espectrofotdmetro (SpectraMax M5, Molecular Devices) em um comprimento de
onda de 532nm. Os resultados obtidos foram comparados com uma curva padrao
de MDA. A concentragcdo dos TBARs foi determinada utilizando-se 1,56 x 105 x
M-1mL-1 como coeficiente de extincdo molar de MDA. A peroxidacéo lipidica no
plasma seminal é expressa em ng de TBARs/mL de plasma.

Antioxidantes:

Catalase: Foi determinada com comprimento de onda de 230nm a 30°C,
avaliando-se o consumo de H,O; por 8 minutos (BUETKER, 1975). O meio de
reagao continha 10uL de plasma seminal, tampdo Trisaminometano/EDTA
(concentracgéo final de 50nM e 250nM respectivamente), pH 8,0 e 900uM de H,0,
(concentracgéo final de 9,0nM).

Os calculos usam o valor 0,071M'em™ como coeficiente de extingéo
molar do H,O, A concentragdo de catalase foi expressa por ng/mL de plasma
seminal.

Superdxido dismutase (SOD): foi medida indiretamente através do indice de

inibicdo da SOD. Para isso, foi utilizado o kit comercial para dosagem de
frutosamina (Labtest), esta € uma proteina que é consumida pela SOD. Assim foi
mensurada a concentragdo de frutosamina no plasma seminal, sem inibir e
inibindo a acdo da SOD. realizada em trés tempos. A analise foi realizada em

espectrofotdbmetro  (SpectraMax M5, Molecular Devices) utilizando um
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comprimento de onda de 530nm, apds incubacao a 37°C por 10 minutos e depois
realizada duas novas analises, uma apo6s 5 e outra apdés 10 minutos.

Os valores foram determinados apds leitura da absorbancia das
amostras em trés tempos diferentes, apos 10 (A1) e 15 (A2) minutos de
incubagao a 37°C, utilizou-se o comprimento de onda de 530nm. Os resultados de
A1 foram subtraidos de A2. Os resultados obtidos sem a inibicdo da SOD foram
considerados como 100% e através de uma regra de trés obteve-se o valor, em
porcentagem, com a inibicdo da SOD.

O radical superoxido € produzido pela redugdo um unico elétron do
oxigénio molecular. Esse radical tem propriedade de redugéo e oxidagao, embora
no pH do ensaio da frutosamina, o radical € predominantemente redutor. O radical
tem meia vida curta, mas pode ser analisada pela sua capacidade de reduzir
substancias que tem sua coloragao alterada, como o nitroblue tetrazolium (NBT),
na presenca ou auséncia de SOD. A formacédo da NBT reduzida diminui com o
aumento da concentragdo da SOD. A SOD catalisa a dismutacdo do anion
superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, tendo maior capacidade
enzimatica em pH alcalino. A capacidade redutora pode ser inibida pela SOD e é
atribuida ao radical superéxido, sendo este principio usado em ensaios para
mensuragdo da SOD. Somani et al. (1999) descreveram que a adigao de 2M de
HCI na amostra e incubacdo a 37C por 10minutos eliminam o efeito da SOD na
analise de frutosamina.

Para a determinacao do valor da SOD, foi realizada uma curva padrao,
utilizando-se concentragdes pré determinadas de SOD, chegando-se a equagao:
y = 0,027x+ 44,26. Onde y € a concentragdo de SOD em ng/mL e x o valor
encontrado na porcentagem de inibigado da SOD.
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Vitamina E: Uma aliquota de 200uL de plasma seminal foi adicionado a 100uL
de etanol 100% com BHT e 100uL de NaOH. Homogeneizado em vortex por 5
segundos. Sendo entdo adicionado 400uL de n-hexano. Agitado por 2 minutos.
Centrifugados a 700 g por 5 minutos. Apos a centrifugagcdo, cada amostra foi
inserida em um novo tubo de ensaio contendo 200uL da fase hexanica.

As amostras foram secas em fluxo de nitrogénio e ressuspendidas com
200uL de fase movel. Vinte microlitros deste preparado foi injetado no aparelho de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Sendo analisado com um
comprimento de onda de excitagao e emissao de 292 e 330nm, respectivamente.

Para quantificar o valor de vitamina E, 5 injegcdes do padrao interno
(vitamina E em 5 diferentes concentragdes:2,5; 5; 10; 20 e 40 pMol/L) foram
injetados no aparelho para definir tempo de retengdo e area média obtida. Sendo
entdo obtida a curva padrao, esta curva fornece uma equacao, onde se coloca os
valores obtidos na area da amostra e se obtem os valores expressos em uMol/L.

Na nossa anadlise, obteve-se a seguinte curva:
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Vitamina C: Seguiu-se o protocolo proposto por Bessey (1960): Adicionou-se
400uL de acido tricloroacético (5%) a 100uL de plasma seminal. Centrifugacéo
refrigerada, por 10 minutos a 908g, retirou-se 60uL do sobrenadante para um
tubo de ensaio e adicionou-se 20uL do reagente de cor (DTC -
dinitrofenilhidrazina+tiouréia+sulfato de cobre). Este procedimento foi realizado
em triplicata. Apds 4 horas de reacdo em banho de agua a 37 °C adicionou-se
100uL de H2SO, 65%. A leitura foi realizada apdés 20 minutos em
espectrofotométro (SpectraMax M5, Molecular Devices), utilizando um
comprimento de onda de 520 nm. A concentragdo de vitamina C é realizada por

meio de uma curva de calibracdo.

Experimento Il - Comparar os resultados da congelagdao do sémen de caes
férteis e subférteis suplementados com substancias antioxidantes, por via
oral.

O experimento |l foi realizado na sequéncia do experimento I. Os caes,
bem como, os grupos (férteis e subférteis) foram exatamente os mesmos do
experimento |.

Nesse experimento, os 13 animais, receberam suplementagao, via oral,

de 500mg / animal de vitamina C e 500mg /animal de vitamina E, adicionados na
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racdo, uma vez ao dia, durante 60 dias. Todos os animais receberam a mesma
racao.

Trinta e sessenta dias apds o inicio da suplementacao, novas coletas de
sémen foram realizadas, analisadas e congeladas, com o meio base e os meios
acrescidos de antioxidantes (Controle, G1, G2, G3, G4, G5, G6) conforme
explicitado no experimento I.

Como sédo os mesmos animais, o resultado da analise seminal pds-colheita e
pos-descongelagdo em todos os grupos realizados no experimento |, foram

utilizados nesse experimento para comparacao.

Anadlise estatistica:

Experimento I:

Andlise dentro de cada grupo (fértil e subfértil). Foi utilizado o teste de
Friedman para comparar os diluentes, pois as condi¢cdes para teste paramétrico
nao foram atendidas.

Para a analise entre os grupos, utilizou-se o teste de MannWithney

Experimento Il:

A analise estatistica utilizada para cada momento foi:

Anova paramétrica ou Friedmam para comparar os diluentes em cada grupo
(fértil e nao fértil). Usou-se Friedmam quando as condi¢bes para o teste
paramétrico nao foram satisfeitas.

Teste t ou MannWithney para comparar os dois grupos para cada diluente
utilizado. Usou-se Mann Withney quando as condi¢cdes para o teste paramétrico

nao foram satisfeitas.
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6. Resultados do experimento |

Experimento |I: Efeito da adicdo de antioxidantes no meio diluente de
congelacdo de caes férteis e subférteis e analise do estresse oxidativo e
antioxidantes no plasma seminal.

» Analise microscopica do sémen pos congelagao
Analise computadorizada do sémen

Tabela 1: Média * desvio padrao dos resultados de motilidade total (MT - %) do
espermatozoide pos descongelagcao dos grupos analisados: Fértil e Subfeértil,
em cada subgrupo: Controle, G1: Adicao de SOD, G2: Adicdo de Catalase,
G3: Adicao de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: associagao de SOD
e Catalase, G6: associacao de Vitamina C e E. Botucatu, 2010.

B Grupo Fértil Subfértil 0

Controle 28,57 + 15,50 30,17 + 13,99° 0,945
G1 24,57 + 12,54 25,17 + 14,5078 0,836
G2 30,57 + 26,48 36,83 + 36,228 0,731
G3 19,43 + 13,11 17,67 + 17,10"8 0,138
G4 26,00 + 20,43 11,00 + 7,67"8 0,945
G5 13,71 + 11,38 17,67 + 15,74"8 0,073
G6 22,57 + 21,56 7,83 +9,75" 0,836
p 0,334 0,033

Letras diferentes na mesma coluna significam diferenga estatistica (p< 0,05)

Nao houve diferenca significativa entre os grupos. No grupo subfeértil
verificou-se que o controle foi superior ao G6; os demais subgrupos

apresentaram resultados semelhantes.
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Tabela 2: Média + desvio padréao dos resultados de motilidade progressiva (MP
- %) do espermatozoide pds descongelagdo dos grupos analisados: Fértil e
Subfértil, em cada subgrupo: Controle, G1: Adicao de SOD, G2: Adicao de
Catalase, G3: Adicao de Vitamina C, G4: Adicdo de Vitamina E, Gb5:
associacado de SOD e Catalase, G6: associacao de Vitamina C e E. Botucatu,
2010.

Subgrupo Grupo Fértil Subfértil P

CONTROLE 13,14 + 4,91 11,17 + 7,68 0,534
G1 12,86 + 5,61 1317 £ 7,14 0,932
G2 15,86 + 8,59 14,83 + 12,27 0,731
G3 13,00 + 12,49 3,83+2,32 0,101
G4 14,71 + 13,35 517 + 5,12 0,073
G5 9,43 +9,11 7,50 + 7,48 0,628
G6 15,71 £ 17,192 3,50 + 5,75° 0,022
p 0,553 0,052

Letras diferentes na mesma linha significam diferencga estatistica (p< 0,05)

Entre os grupos, houve diferenga significativa em G6, onde o grupo fértil
foi superior aos do grupo subfértil. Nao houve diferenga significativa entre os

subgrupos.

Tabela 3: Média + desvio padréao do,s resultados da analise da velocidade do
trajeto do espermatozdide (VAP - pm/s) pds descongelagdo dos grupos
analisados: Fértil e Subfértil, em cada subgrupo: Controle, G1: Adicdo de
SOD, G2: Adicao de Catalase, G3: Adicido de Vitamina C, G4: Adicdo de
Vitamina E, G5: associagao de SOD e Catalase, G6: associag¢ao de Vitamina C

e E. Botucatu 2010.

Subgrand Grupo Fértil Subfértil o
CONTROLE 67.83 £ 10,29 70,00 £ 8.89
G1 76.80 + 7,99 72.68 + 12.45
G2 77.97 +4.13 71.47 £ 7,09
G3 75,66 + 16,53 65,25 + 5,99 0,102
G4 79.93 + 14,657 63.23 615"
G5 75.99 + 12,14 78.48 + 19,69
G6 80.04 + 10,96 ° 61,30 + 18,05°
D 0.355 0,049

Letras diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica (p< 0,05)
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N&o houve diferenga significativa entre os grupos e subgrupos. Houve
interacao significativa entre grupos e subgrupos, onde se verificou diferenca
significativa em G4 e G6, com superioridade do grupo fértil.

Tabela 4: Média * desvio padrdo dos resultados de velocidade progressiva do
espermatozodide (VSL - pm/s) pos descongelagao dos grupos analisados (Fértil
e Subfértil) em cada subgrupo (Controle, G1: Adigdo de SOD, G2: Adicédo de
Catalase, G3: Adicao de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adi¢ao da
associacédo de SOD e Catalase, G6: Adicao da associagao de Vitamina C e E)
Botucatu 2010.

Subgrapd Grupo Fértil Subfértil o

CONTROLE 50,76 £ 8.13 60,10 £ 8,70
G1 68,56 + 7,16 63.40 + 11,40
G2 68,03 + 3,71 62,67 + 8,97

G3 70,53 + 13,76 50,17 + 5,75 0,073
G4 72.06 + 12,20 53,35 + 12,02
G5 67,00 + 13,18 68,30 + 15,51
G6 70,37 + 9,50 5505 + 18,73

0 0.589 0,053

N&o houve diferenga entre os grupos e entre os subgrupos. Ndo houve

interacdo entre os grupos e subgrupos.
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Tabela 5: Média + desvio padrao dos resultados de velocidade curvilinea do
espermatozodide (VCL - ym/s) pds descongelacao dos grupos analisados (Feértil
e Subfértil) em cada subgrupo (Controle, G1: Adigdo de SOD, G2: Adicéo de
Catalase, G3: Adicao de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adi¢ao da

associacédo de SOD e Catalase, G6: Adicao da associagao de Vitamina C e E)

Botucatu 2010

Subgrupfr“po Fértil Subfértil o
CONTROLE 102,50 + 16,50™° 105,87 + 10,8652
G1 104,59 + 12,5142 105,75 + 19,1652
G2 117,64 + 7,602 103,82 + 12,3182
G3 116,61 + 27,847 08,32 + 13,4280 0,263
G4 117,04 + 28,3142 97,70 + 11,14°5°
G5 112,06 + 19,98 A2 126,77 + 28,732
G6 117,83 + 15,66 2 92,93 + 15,845
D 0,152 0,009

Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferencga estatistica (p< 0,05)
Letras maiusculas diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica (p< 0,05)

Nao houve diferenga significativa entre os grupos e entre os subgrupos.
Porém, foi observada uma interagao significativa entre os grupos e subgrupos.
Verificou-se diferenga significativa entre os subgrupos G3, G4 e G6. O grupo

fértil foi superior ao grupo subfértil.

Tabela 6: Média = desvio padrdo dos resultados de espermatozdoides com
movimento rapido (RAP, %), pés descongelagéo dos grupos analisados: Fértil
e Subfértil, em cada subgrupo: Controle, G1: Adicdo de SOD, G2: Adi¢ao de
Catalase, G3: Adicdo de Vitamina C, G4: Adicdo de Vitamina E, Gb5:
associacdo de SOD e Catalase, G6: associacao de Vitamina C e E. Botucatu
2010.

SubgrupOGr“po Fértil Subfértil o
CONTROLE Média 11,43 + 7,76 8,83 + 5,78"F 0,731
G1 Média 13,43 + 5,80 14,00 + 7,40" 0,836
G2 Média 17,14 + 9,322 6,17 + 3,66"%° | 0,022
G3 Média 14,00 + 13,11 4,17 + 2,938 0,073
G4 Média 16,00 + 15,032 5,33 + 4,97%° 0,050
G5 Média 9,86 + 9,74 5,83 + 7,39° 0,366
G6 Média 17,57 + 20,562 3,67 +6,15%° 0,022
0,603 0,025

Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferencga estatistica (p< 0,05)
Letras maiusculas diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica (p< 0,05)
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Verificou-se diferenca significativa em G2, G4 e G5; em todos estes

subgrupos o grupo fértil foi superior ao grupo subfértil.

Houve diferenga no grupo subfértil. O subgrupo G1 foi superior a G3,

G4, G5 e G6, mas foi semelhante ao controle e G2.

Tabela 7: Média £ desvio padrao dos resultados de espermatozdides com a
membrana acrossomal e plasmatica integras, (%) pos descongelagao dos
grupos analisados: Fértil e Subfértil, em cada subgrupo: Controle, G1: Adicao
de SOD, G2: Adicao de Catalase, G3: Adicdo de Vitamina C, G4: Adicdo de
Vitamina E, G5: associagdo de SOD e Catalase, G6: associagao de Vitamina C
e E. Botucatu 2010.

Grupo Fértil Subfértil P
Subgrupo
CONTROLE 20,00 + 5,80 25,33 £ 9,33 0,295
G1 21,43 + 3,95 23,50 £ 10,91 0,534
G2 27,29 + 8,96 26,17 + 11,23 0,731
G3 18,71 £ 7,02 25,50 £ 16,29 0,628
G4 20,29+ 7,34 22,50 + 7,92 0,628
G5 21,71 £ 9,43 23,50 + 8,96 0,836
G6 21,57 £ 12,18 17,00 + 8,41 0,731
D 0,781 0,715

N&o houve diferenga significativa entre os grupos e entre subgrupos.

> Avaliagao de estresse oxidativo
Taxa de peroxidacao lipidica
Tabela 8: Média + desvio padrdo dos resultados de concentracdo de MDA no

plasma seminal dos animais pertencentes aos grupos analisados: Fértil e
Subfértil. Botucatu 2010.

Grupo Concentragdo de MDA (ng/mL)
Fértil 735,20 + 153,80"
Subfértil 507,96 + 161,13°
p 0,041

Letras diferentes significam diferenca estatistica (p< 0,05)

Houve diferenca significativa entre os grupos. O grupo fértil foi superior

ao grupo subfértil.
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Antioxidantes

Catalase

Nao foi detectada uma concentracao suficiente para a leitura de catalase
no plasma seminal dos animais avaliados neste experimento.
Superoxido Dismutase

Tabela 9: Média * desvio padrdo nos resultados de concentragcdo de
Superoxido Dismutase (SOD) no plasma seminal dos animais pertencentes aos
grupos: Fértil e Subfértil. Botucatu, 2010.

Grupo Concentracdo de SOD (U/mL)
Fértil 1303,93 + 595,33
Subfértil 1292,90 + 322,74
p 1,000

Nao houve diferenca significativa entre os grupos para a concentragao

de SOD no plasma seminal dos caes.

Vitamina E

Tabela 10: Média + desvio padrao dos resultados obtidos da concentracido de
vitamina E (uMol/L) no plasma seminal dos animais pertencentes aos grupos:
Fértil e Subfértil. Botucatu, 2010.

Grupo Concentracao de vitamina E uMol/L
Fértil 12,63 + 6,43
Subfértil 11,85 + 5,81
p 0,836

N&o houve diferenca significativa entre os grupos para a concentragao

de vitamina E no plasma seminal dos caes do experimento.

Vitamina C

Tabela 11: Média * desvio padrdo obtidos da concentragdo de vitamina C
(micromol/mL) no plasma seminal dos animais pertencentes aos grupos (Fértil
e Subfértil)

Grupo Concentracao de vitamina C (micromol/mL)
Fértil 106,40 + 25,97
Subfértil 133,58 + 58,78
p 0,589
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Nao houve diferenga significativa entre os grupos para a concentragao

de vitamina C no plasma seminal dos caes do experimento.

Em relagcado a avaliagdo do estresse oxidativo, o grupo de céaes férteis
apresentou maior concentracdo de MDA no plasma seminal em relagdo aos
subférteis. Quanto aos antioxidantes no plasma seminal de caes férteis e

subférteis nao houve diferenca entre 0s grupos.
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7. Discussao experimento |

O grupo fértil ndo sofreu influéncia da adigao de antioxidantes no meio
diluente, uma vez que nenhuma diferenga significativa foi verificada entre os
subgrupos nas variaveis analisadas. A concentragdo usada dos antioxidantes
pode ndo ter sido suficiente para fornecer uma protegdo adicional as
membranas espermaticas ou a manutencao da motilidade espermatica pds

descongelagao.

Considerando o grupo de animais férteis, Chirinéa (2004) e Hatamoto
(2004) observaram valores mais altos de motilidade espermatica pods
descongelacao (61% vs 59,54 vs 28,57%). As diferengcas observadas podem
ter sido ocasionadas pelas metodologia utilizada na analise de motilidade
espermatica; os autores utilizaram uma analise subjetiva, enquanto no presente
experimento foi utilizado o CASA, uma forma mais segura e sensivel de
avaliacdo da cinética espermatica. A concentracdo utilizada no presente
experimento foi de apenas 15 x 10° espermatozoides por palheta, o que pode
ter causado o chamado “efeito diluicdo”. Este efeito ocorre quando ha uma
diluicdo excessiva, o0 que pode levar a uma perda irreversivel da motilidade, do
metabolismo e da capacidade fertilizante do espermatozoide (MANN, 1964).
Outra possibilidade é que o sistema CASA subestime os valores de motilidade
em amostra diluida (RIJSSELAERE et al., 2003). Outro fator a ser considerado
€ que os indices de TBARS encontrados neste experimento foram superiores
aos de Hatamoto (2004) em cées da raga Rottweiller (735,20 vs 293,24 ng/mL)
0 que pode reforgcar os baixos resultados de motilidade espermatica. Um alto
indice de estresse oxidativo ja foi relatado no ejaculado de homens com baixa
motilidade espermatica (KAO et al., 2008).

No subgrupo G1 (adicao de SOD) n&o houve diferenga significativa entre
0s grupos, entretanto, no grupo subfértil G1, foi igual a G2 (adigdo de catalase)
e ao controle, e superiores aos demais, referente ao percentual de
espermatozoides rapidos (RAP), demonstrando que o peréxido de hidrogénio
nao prejudicou o percentual de espermatozoides rapidos da amostra, uma vez

que a maior parte da geragéo de peroxido de hidrogénio vem da agdo da SOD
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contra o radical peroxido, produzido pelo espermatozoide (ALVAREZ e
STOREY, 1989).

No sémen de bovino criopreservado com meio TRIS/gema de ovo
observou-se que o peréxido de hidrogénio € a maior ROS responsavel pela
diminuicdo da motilidade espermatica. Assim a adicdo de SOD ao meio de
congelagdo nédo demonstrou efeito benéfico. J& com a adicdo de catalase
houve melhora na motilidade espermatica (BILODEAU et al., 2002). Em
experimento com sémen de equinos, Baumber e colaboradores (2000)
observaram que espermatozdides incubados com um sistema gerador ROS, a
adicdo de catalase auxiliou na manutengcdo da motilidade espermatica. O

mesmo nao foi observado com a adi¢ao de SOD.

Na presente pesquisa, o subgrupo G2 (adigdo de catalase), nao
apresentou diferencga significativa quando comparado com o subgrupo controle,
em relagdo aos valores de motilidade e integridade de membrana plasmatica
do espermatozoide. Michael e colaboradores (2007) utilizando o mesmo meio
de congelacdo acrescido de Catalase (300U/mL) observaram superioridade
deste meio em relagdo ao controle. Talvez esta discordancia seja devida a
diferenca de concentracdo espermatica por palhetas (15 x10° vs 66,66 x10°
espermatozodides), o que levaria a uma maior propor¢gdo de antioxidante por
amostra de sémen. Maia e colaboradores (2009) ndo observaram beneficio na
adicdo de catalase em nenhum dos parametros de motilidade espermatica
analisados (MT, MP, VSL, VCL, RAP) do sémen descongelado de ovinos. Mas,
observaram que o0 meio acrescido de catalase proporcionou uma maior
protecdo a membrana plasmatica. Os autores atribuiram esta proteg¢ao ao fato
de que a catalase remove o H,O, do meio, prevenindo assim a capacitacéo e

reacido de acrossoma prematuras, que ocasionam a morte espermatica.

A adicao de 1,0 mM de vitamina C no meio diluente de congelagao, nao
apresentou beneficios na pods descongelagcdo do sémen dos animais
estudados. Monteiro e colaboradores (2009) trabalhando com concentragdes
de vitamina C (0, 50 e 250uM) no meio diluente de congelagao de sémen caes,

observaram melhora na motilidade espermatica pés descongelagao (62,3% vs
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72% e 72%, p< 0,05). Utilizando concentragao superior (1,5mM), Michael e
colaboradores (2007) nado observaram diferenga significativa em nenhum dos
parametros avaliados. A adigdo de concentragdes altas de vitamina C (6,8;
13,0 e 27,0 mM) foram prejudicais a motilidade espermatica e integridade de
membranas espermaticas pos descongelacdo em sémen de caes.
(EULENBERGER et al., 2009). Assim, acredita-se que a concentragdo de
vitamina C utilizada em nosso experimento seja intermediaria entre o seu
potencial antioxidante e pro-oxidante, desta maneira nao interferindo nos

resultados.

A adicdo de 6 mM de vitamina C no meio diluente diminuiu a produgao
de radicais livres e aumentou a qualidade do sémen bovino pds descongelagao
em relacdo a motilidade espermatica e ao niumero de espermatozéides com
membrana plasmatica intacta. A concentragédo de 8,5mg/mL de acido ascérbico
no meio diluente, ao contrario, resultou em efeito deletério sobre o sémen
bovino (ZAN et al., 2008).

Michael e colaboradores (2007) utilizaram uma concentragdo menor de
Vitamina E (0,3mM) no meio de congelagdo e nado observaram diferenca
significativa na motilidade total do sémen descongelado de caes férteis quando
comparado com o grupo controle confirmando os resultados obtidos no

presente experimento.

Baptista Sobrinho, (2009) avaliaram a motilidade espermatica,
integridade de acrossoma e a concentragdo de TBARS em sémen de céaes
utilizando a adigao de trés concentragdes de vitamina E no meio diluente (1,0;
5,0 e 10,0 mM). Os resultados obtidos n&o diferiram entre si e entre o grupo
controle. No presente trabalho, o meio diluente acrescido de vitamina E (G4),
mostrou resultados superiores aos de Baptista Sobrinho, (2009), Desta maneira
pode-se hipotetizar que a concentracdo de 0,6mM, utilizada no presente
experimento foi mais eficaz na conservagao da motilidade espermatica e da

membrana acrossomal pods descongelagao.

A adigao de Trolox (versao hidrossoluvel da vitamina E) demonstrou um

efeito positivo na motilidade e no potencial de membrana mitocondrial de
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espermatozodides de suinos, pos-descongelagdo. Um aumento da motilidade,
viabilidade, integridade acrossomal e susceptibilidade a peroxidagao lipidica do
espermatozoide suino, também foram observados quando se utilizou a versao

lipossoluvel da vitamina E (a-tocoferol) (PENA et al., 2003).

Em experimento utilizando espermatozéide felino proveniente do
epididimo, observou-se uma melhora na motilidade total, progressiva e de
integridade de membrana plasmatica de espermatozdide pos descongelagao,
quando foi utilizado um meio diluente acrescido de 5mM de Trolox. Os autores
ndo observaram melhora nos indices de integridade da membrana acrossomal
(THUWANUT, 2007).

Na literatura consultada nao foi encontrado referéncias utilizando caes
subférteis e meios de congelacdo com antioxidantes, impossibilitando uma

comparacao efetiva de resultados.

O espermatozoide de caes subférteis foi mais sensivel a vitamina E do
que dos caes férteis, uma vez que nos meios acrescidos de vitamina E (G4 e
G6 - vitamina E associada a vitamina C) os espermatozodides apresentaram-se
mais lentos (menores valores de VAP e VCL) e com menor percentual de
espermatozodides rapidos (RAP). Talvez a concentragdo de vitamina E usada
neste experimento tenha sido prejudicial as células espermaticas de animais
subférteis. Sabe-se que a vitamina E quando em altas concentragbes pode
apresentar um efeito oxidante (ROLF et al., 1999, HALIWELL 1999).

A vitamina E é considerada um eliminador de radicais peroxil, um dos
radicais mais potentes (BENDICH et al., 1990) e que participa da fase de
propagacao da peroxidagao lipidica (SILVA, 2006). Por isso a vitamina E € um
dos unicos antioxidantes capazes de quebrar a cadeia da peroxidacéo lipidica
(BURTON et al., 1985). Talvez o radical peroxil esteja envolvido na aquisicao
da velocidade espermatica e que para isso seja necessario uma determinada
taxa de peroxidagao lipidica. Assim, o uso de vitamina E pode ter quebrado o
ciclo da peroxidagéo lipidica, diminuindo a peroxidacdo e desta maneira

interferindo na velocidade espermatica.
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O uso da vitamina C ou E no meio de congelacdo nao diferiu do
subgrupo controle, mas a sua associagao reduziu a motilidade total da amostra,
demonstrando que a interacdo destas duas vitaminas prejudica ndo sé a
velocidade (VAP, VCL) como a motilidade dos espermatozéides. A vitamina C
tem como uma de suas propriedades o fato de reciclar a vitamina E (ROLF et
al., 1999; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999), mantendo desta maneira uma
alta concentragdo de vitamina E no meio. Talvez isto tenha causado um
excesso de antioxidantes, levando a um desequilibrio oxidantes/antioxidantes e

consequentemente ao estresse oxidativo.

Neste experimento associou-se a SOD e a catalase ao meio diluente,
com o intuito de que a catalase neutraliza-se a geragdo de peréxido de
hidrogénio pela SOD, e assim aumentar as taxas de motilidade espermatica e
integridade de membrana. Nao foi verificada diferenga significativa na
integridade das membranas plasmatica e acrossomal. Além disto, o percentual
de espermatozoides rapidos da amostra foi inferior ao observado com o meio
G1, adicao de SOD.

Kawakami e colaboradores (2007) também observaram que a SOD é um
antioxidante mais efetivo que a catalase na manutencdo da motilidade
espermatica dos caes. Ja em espermatozoéide de equino, observou-se que o
peréxido de hidrogénio foi a ROS mais importante para a queda de motilidade
espermatica e desta maneira o uso de SOD n&o preveniu a queda (BAUMBER
et al., 2000). Assim, aparentemente o espermatozoide de cdo é mais resistente
a agao do peroxido de hidrogénio do que de outras espécies. Provavelmente
existem diferencas de susceptibilidade a um determinado RL/ROS entre
espermatozoides de diversas espécies ou pode existir diferengcas na

capacidade antioxidante dos espematozéides (BAUMBER et al., 2000).

O aumento da concentragdo de ROS no plasma seminal foi relatado
como uma das causas da baixa qualidade do sémen de humanos (AITKEN et
al., 1989), hamster (CHEN et al.,, 2003) e caes (KAWAKAMI et al., 2007).
Porém em nosso experimento o grupo de animais com boa qualidade

espermatica (grupo fértil) apresentou maiores indices de peroxidagéo lipidica e
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a mesma concentracado de antioxidantes do que os animais do grupo subfértil.
Essa situagao indica um maior indice de estresse oxidativo no plasma seminal

dos animais do grupo fértil.

Uma condi¢cdo importante a ser discutida € a possibilidade dessa maior
concentragcdo de TBARS observada no plasma seminal do grupo fértil ser
devida a uma concentragdo espermatica também maior nesse grupo; assim
quanto maior o numero de espermatozdoide, maior a concentracido de ROS e
maior concentragao de TBARS. Existe também a possibilidade de que outros
antioxidantes, ndo mensurados neste experimento, como a glutationa
peroxidase estejam em concentragbes mais baixas no grupo fértil, contribuindo
assim para um desequilibrio das concentragdes de oxidantes/antioxidantes.
Este fato pode ser o motivo pelo qual, na maioria das variaveis analisados, nao
verificou-se diferenga entre os resultados na pds descongelagdo entre os

grupos.

Em estudo realizado com homens férteis e subférteis, também foi
observado, na pré-congelagdo, uma maior taxa de peroxidagao lipidica no
sémen de homens férteis (SCHUFFER et al., 2001). Os autores concluiram que
o processo de congelacdo/descongelagdo espermatica ndo aumenta a
peroxidagao lipidica, mas esta associado a translocacido de fosfatidilserina da

membrana plasmatica, o que provocaria a queda na motilidade espermatica.

Nao foi possivel detectar a concentragao de catalase do plasma seminal
dos animais avaliados, corroborando com os resultados de Hatamoto (2004),
que também nao encontraram catalase no plasma seminal de caes da raca
Rottweiller. Kawakami e colaboradores (2007) detectaram a presenga desta
enzima no plasma seminal de caes e observaram uma concentracdo mais
baixa em animais com ejaculado abaixo do padrdo desejado do que em
animais considerados férteis (0,48 x 2,18 u/mg de proteina, respectivamente).
A catalase é uma enzima intracelular, por isso ndo deve estar presente em
altas concentragdes no plasma seminal (BALL et al., 2001; CALAMERA et al.,
2001). Talvez o equipamento usado em nosso experimento n&o tenha

sensibilidade suficiente para detectar pequenas concentragdes de catalase.
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N&o houve diferencga entre os grupos (Fértil e Subfértil) na concentragao

dos antioxidantes avaliados (SOD, Vitamina C e E) no plasma seminal.

Ao contrario dos resultados de Kawakami e colaboradores (2007) que
relataram uma concentragdo de SOD significativamente mais baixa no plasma
seminal de cdes com problemas reprodutivos do que naqueles sem problemas
reprodutivos. Estes autores correlacionaram este resultado com a baixa
motilidade espermatica encontrada no ejaculado daqueles animais. Em nosso
experimento, os caes subférteis ndo apresentavam problema da motilidade
espermatica, mas sim de concentragdo e morfologia espermatica. Talvez por
isso néo foi observado diferenga na concentragdo de SOD entre os grupos

experimentais.

Em experimento realizado em suinos, Cerolini e colaboradores, (2001)
dividiram seus animais em trés categorias, de acordo com as caracteristicas
seminais (bons, médios, ruins) e apesar das diferengas encontradas na
concentragao e motilidade pré congelagcdo e pos descongelagdo nenhuma
diferenca significativa na atividade dos antioxidantes enzimaticos foi observada.
Em humanos, também nao observou-se diferenga significativa na concentragao
de SOD e catalase no plasma seminal de homens normospérmicos e
oligospérmicos (HSIEH et al., 2002).

A metodologia utilizada para a mensuragao das enzimas antioxidantes e
as unidades de medidas sdo muito variadas na literatura consultada o que
dificulta a interpretacdo dos resultados e a realizacdo de uma comparacao

segura.

Baseado no exposto, pode-se perceber que a adigdo de antioxidantes no
meio de congelagdo de sémen dos animais férteis n&o foi eficiente. Nos
animais subférteis observou-se diferenga significativa quando testou-se a
adicdao de SOD, aumentando os valores de RAP e a associagdo de SOD e
catalase, aumentando os valores de VCL. A adigédo de vitamina C, E e a sua
associagao, promoveu redugao dos valores de MT (associagao de vitamina C e
E), VCL (Vitamina C e E) e RAP (vitamina C, E e associagdo).
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8. Resultados do Experimento Il

Experimento Il - Efeito da suplementacdo com substancias antioxidantes, por via

oral e no meio diluente, sobre a congelacdo de sémen de caes férteis e subférteis.

Optou-se por apresentar os resultados comparando - se inicialmente os
grupos: Feértil x Subfértil (Tabela de 12 a 25) e em seguida, a comparagao entre
os momentos (M1 x M2 x M3) Tabela de 26 a 44.

Tabela 12: Média + desvio padrédo dos resultados de motilidade total (MT - %)
pos descongelacdo dos grupos experimentais: Fértil e Subférti em cada
subgrupo Controle, G1: Adicdo de SOD, G2: Adicao de Catalase, G3: Adicao
de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adigdo da associagao de SOD e
Catalase, G6: Adigdo da associagdo de Vitamina C e E no Momento 2.
Botucatu 2010

Subgrand Grupo Férti Subférti 0

CONTROLE 7,86 £ 5,98 21,67 £ 21,72 0,534
G1 8.14 + 6,18 21.17 + 17.61 0,234
G2 19.43 + 12,93 21.67 +17.78 0.945
G3 16.43 + 14.98 23.83 + 17.92 0,445
G4 9,29 + 8,98 2317 + 7,67 0,295
G5 9,71+ 8,01 9,83 + 15,74 0,945
G6 10,14 + 7,10 16,33 + 9.75 0,731
o 0,219 0,020

M2 — 30 dias de suplementacéao

Nao houve diferenga significativa entre os grupos. No grupo Subfértil,
houve diferenga entre os subgrupos, porém, pelo teste de comparagéo multipla
nao foi possivel determinar qual subgrupo foi diferente.
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Tabela 13: Média + desvio padréo dos resultados de motilidade total (MT - %)
pos descongelacdo dos grupos experimentais: Fértil e Subfértii em cada
subgrupo Controle, G1: Adicdo de SOD, G2: Adicao de Catalase, G3: Adi¢cao
de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adicdo da associacdo de SOD e
Catalase, G6: Adicdo da associacdao de Vitamina C e E no Momento 3.
Botucatu, 2010

Subgraps Grupo Fértil Subfértil b
CONTROLE 12,71+ 4,46 ¢ 20,83 + 15,20 0,445
G1 20,57 + 9,50"® 23,67 + 16,82 0,945
G2 24,29 + 9,208 28,5+21,14 0,628
G3 22,71 +7,59° 30,33+ 21,57 0,445
G4 19,86 + 10,76"8 25,33 + 17,21 0,628
G5 11,00 + 6,32* 9,67 + 6,19 0,836
G6 21,57 + 7,098 25,5+ 17,51 0,945
p 0,001 0,083

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna significam diferencga estatistica
M3 — 60 dias de suplementagao oral com vitamina C e E

Nao houve diferenga entre os grupos. No grupo Fértil, G3 e G2 foram

superiores a G5; os demais subgrupos foram semelhantes.

Tabela 14: Média £ desvio padrao dos resultados de motilidade progressiva
(MP - %) p6s descongelagao dos grupos experimentais: Fértil e Subfértil em
cada subgrupo Controle, G1: Adicao de SOD, G2: Adicao de Catalase, G3:
Adicéo de Vitamina C, G4: Adigao de Vitamina E, G5: Adicdo da associagao de
SOD e Catalase, G6: Adicao da associagao de Vitamina C e E no Momento 2.
Botucatu, 2010

i Grupo Fértil Subfértil o

CONTROLE 3,28 £ 2,69 12,33+ 13,28 0,534
G1 471+ 4,54 13.83 + 12,51 0,295
G2 11,71 + 8,36 14.83 + 12,89 0.628
G3 10,71 £ 10,08 14.50 + 10,82 0,445
G4 5,71 + 6,60 16.50 + 17,46 0,295
G5 3.85 + 3,02 433 + 4,89 0,945
G6 5,85 + 5 55 11.83 + 13,91 0,731
o 0,111 0,054

M2 — 30 dias de suplementacgéao oral com vitamina C e E

Nao houve diferenga significativa entre os momentos em nenhum

subgrupo.



46

Resultados do-experimento 11

Tabela 15: Média £ desvio padréo dos resultados de motilidade progressiva
(MP - %) pds descongelagcdo dos grupos experimentais: Fértil e Subfértil em
cada subgrupo Controle, G1: Adicdao de SOD, G2: Adicdo de Catalase, G3:
Adicéo de Vitamina C, G4: Adicdo de Vitamina E, G5: Adicao da associagao de
SOD e Catalase, G6: Adicdo da associacao de Vitamina C e E Momento 3.
Botucatu, 2010

Subgrans Grupo Fértil Subfértil o

CONTROLE 3,14 + 2,348 12,67 + 12,89% 0,234
G1 9,14 + 460" 15,67 + 11,50* 0,295
G2 12,71 + 6,34" 20,0 + 15,728 0,534
G3 11,86 + 6,878 23,50 + 17,958 0,295
G4 12,71 £ 6,10" 17,50 + 13,50"® 0,534
G5 4,14 + 3,988 4.8+ 2,64° 0,836
G6 12,43 + 5,86" 18,50 + 13,95"8 0,534
P 0,001 0,037

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna significam diferencga estatistica
M3 - 60 dias de suplementagao oral com vitamina C e E

Nao houve diferengca entre os grupos. No grupo Fértil, G2, G4 e G6
foram semelhantes e superiores a G5 e G6. Os demais subgrupos foram
semelhantes. No grupo Subfértil: G5 foi menor que G1. G1= Controle = G4 e
G6< G2=G3=G4 = G6.
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Tabela 16: Média + desvio padrdo dos resultados da velocidade do trajeto do
espermatozodide (VAP - ym/s) pos descongelacdo dos grupos experimentais:
Fértil e Subfértil em cada subgrupo Controle, G1: Adicao de SOD, G2: Adigao
de Catalase, G3: Adicao de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adicao
da associag¢ao de SOD e Catalase, G6: Adicdo da associacdo de Vitamina C e
E no Momento 2. Botucatu, 2010

Subgrans Grupo Fértil Subfértil o
CONTROLE 52,81 + 25,36" 61,13 + 31,32 0,366
G1 59,17 + 27,83 "8 62,35 + 33,24 0,534
G2 69,00 + 30,75° 62,23 + 31,20 0,234
G3 68,71 + 31,878 80,15 + 8,25 0,534
G4 59,40 + 27,90"8 64,38 + 32,27 0,534
G5 57,26 + 26,42"8 55,30 + 31,17 0,945
G6 56,92 + 26,2118 55,75 + 30,31 0,945
0,036 0,181

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna significam diferencga estatistica
M2 — 30 dias de suplementagao oral com vitamina C e E

Nao houve diferenga entre os grupos. No grupo Fértil, houve diferenca
em G2 e G3, que foram superiores ao Controle. Os demais subgrupos foram
semelhantes.

Tabela 17: Média + desvio padrao dos resultados da velocidade do trajeto do
espermatozoide (VAP - ym/s) pos descongelagao dos grupos experimentais:
Fértil e Subfértil em cada subgrupo Controle, G1: Adicao de SOD, G2: Adigao
de Catalase, G3: Adicado de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adi¢ao
da associag¢ao de SOD e Catalase, G6: Adicdo da associacdo de Vitamina C e
E no Momento 3. Botucatu, 2010

Subgrand Grupo Fértil Subférti 0
CONTROLE 58,26 + 13,862 72,17 + 17,60"°°
G1 70,44 + 5,64"® 77,22 + 6,98"8
G2 69,94 + 8,08"° 81,13 + 8,47"
G3 71,29 + 13,0748 86,25 + 10,70% | 0,207
G4 80,53 + 8,93" 70,48 + 11,5178
G5 64,93 + 22,85° 62,40 + 14,095
G6 69,80 + 7,56"® 78,65 + 3,97"8
p <0,001 0,012

Letras mailsculas diferentes significam que os grupos séao diferentes.
Letras mindsculas diferentes significam que os diluentes sao diferentes

M3 — 60 dias de suplementagao oral com vitamina C e E
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Entre os grupos, nao houve diferenga. No grupo Fértil, G4 foi superior ao
G5 e ao Controle. Os demais subgrupos foram diferentes entre si. No grupo

Subfértil, G5 foi inferior a G2 e G3, os demais subgrupos foram semelhantes.
Houve interagéo entre grupos e subgrupos.

Tabela 18: Média + desvio padrao dos resultados da velocidade progressiva
do espermatozdoide (VSL - pml/s) pos descongelagcdo dos grupos
experimentais: Fértil e Subfértii em cada subgrupo Controle, G1: Adigao de
SOD, G2: Adicao de Catalase, G3: Adicdo de Vitamina C, G4: Adicao de
Vitamina E, G5: Adicdo da associacdo de SOD e Catalase, G6: Adicdo da
associacao de Vitamina C e E no Momento 2. Botucatu, 2010

Subgrand Grupo Fértil Subfértil 0

CONTROLE 54,03 + 28,01 4524 £2210 | 0,181
G1 54,57 + 28.66 50,71+ 2451 | 0.799
G2 55,32 + 28.13 59.20 + 26.40 | 0628
G3 71,53 + 8,74 60.89 + 2841 | 0,836
G4 56,75 + 29,18 5137+2472 | 0731
G5 50,08 + 30.16 5049 + 2424 | 0979
G6 50,80 + 27,97 50.31+23.69 | 0,945
0 0,029 0,169

M2 — 30 dias de suplementagao oral com vitamina C e E

N&o houve diferenga significativa entre os grupos. Houve diferenga no
grupo Fértil, porém, pelo teste de comparagdo multipla nédo foi possivel
identificar qual subgrupo foi diferente.
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Tabela 19: Média + desvio padréo dos resultados da velocidade progressiva do
espermatozodide (VSL - uym/s) pds descongelagdo dos grupos experimentais:
Fértil e Subfértil em cada subgrupo Controle, G1: Adicao de SOD, G2: Adigao
de Catalase, G3: Adicao de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adicao
da associag¢ao de SOD e Catalase, G6: Adicdo da associacdo de Vitamina C e
E no Momento 3. Botucatu, 2010

Fértil Subfértil p

CONTROLE 65,12 + 18,0452 48,90 + 10,73"°P

G1 66,87 + 6,64"° 59,40 + 3,85

G2 70,82 + 8,42 "B 61,96 + 8,38 8

G3 78,33 + 9,93/ 63,71 + 10 59" 0,073

G4 64,25 + 9,748 72,14 + 9,36 AB

G5 56,28 + 11,908 55,34 + 18,918

G6 70,47 + 3,68 "B 61,89 + 5538

P <0,001 0,026

Letras maiusculas diferentes significam que os grupos séao diferentes.
M3 - 60 dias de suplementagao oral com vitamina C e E

Nao houve diferenca significativa entre os grupos. No grupo Feértil, G3 foi

superior ao Controle, a G4 e a G5, os demais subgrupos foram semelhantes.

No grupo Subfértil, G3 foi superior a G5, os demais subgrupos foram

semelhantes.

Houve interagao significativa entre grupo e subgrupo. Os subgrupos G3

e G4 foram superiores ao Controle e G5, os demais subgrupos foram

semelhantes. O grupo Fértil foi superior no Controle e G3.
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Tabela 20: Média = desvio padrao dos resultados da velocidade curvilinea do
espermatozodide (VCL - pm/s) pds descongelagdo dos grupos experimentais:
Fértil e Subfértil em cada subgrupo Controle, G1: Adicao de SOD, G2: Adigao
de Catalase, G3: Adicao de Vitamina C, G4: Adi¢ao de Vitamina E, G5: Adicao
da associag¢ao de SOD e Catalase, G6: Adicdo da associacdo de Vitamina C e
E no Momento 2. Botucatu, 2010.

Subgrand Grupo Fértil Subfértil o
CONTROLE 85,23 + 40,76 93554722 | 0534
G1 96,27 + 44,72 87,15+46,66 | 0,628
G2 104,47 + 47,02 89,57 +4431 | 0,051
G3 102,83 + 47,74 12473+1910 | 0,628
G4 93,342 + 45,34 98,48 +5046 | 0,445
G5 89,30 + 40,81 84,37 +4197 | 0445
G6 87,74 + 39,85 79,25 +4249 | 0,534
o 0,042 0,051

M2 — 30 dias de suplementagao oral com vitamina C e E

N&o houve diferenga entre os grupos. Observou-se diferenga entre os
subgrupos no grupo Fértil, porém n&o foi possivel identificar pelo teste de

comparagao multipla qual subgrupo foi diferente.

Tabela 21: Média = desvio padrao dos resultados da velocidade curvilinea do
espermatozodide (VCL - pm/s) pds descongelagdo dos grupos experimentais:
Fértil e Subfértil em cada subgrupo Controle, G1: Adicao de SOD, G2: Adigao
de Catalase, G3: Adi¢cao de Vitamina C, G4: Adi¢cao de Vitamina E, G5: Adicao
da associag¢ao de SOD e Catalase, G6: Adicdo da associacdo de Vitamina C e
E no Momento 3. Botucatu, 2010.

Subgrli)r:po Fértil Subfértil o
CONTROLE 98,66 + 25,22 104,90 + 10,1178
G1 108,47 + 11,63" 91,58 + 38,595
G2 103,43 + 16,06" 115,72 + 11,98"B
G3 107,70 + 21,13 116,62 + 19,417 0,803
G4 119,27 + 17,9172 97,77 + 20,35"BP
G5 107,69 + 27,05" 95,55 + 23,528
G6 108,29 + 16,05~ 116,40 + 8,928
P 0,168 0,017

M3 — 60 dias de suplementagao oral com vitamina C e E
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Nao houve diferenga significativa entre os grupos e subgrupos. Houve
interacdo significativa entre grupo e subgrupo. Verificou-se diferenga entre os
grupos em G4, sendo o grupo Fértil superior ao Subfértil. No grupo Fértil
observou-se diferenca entre G1 e G4, sendo G4 superior a G1. Os demais

subgrupos foram semelhantes.

Tabela 22: Média + desvio padrdo dos resultados de espermatozdides com
movimento rapido (RAP, %), pés descongelagao dos grupos experimentais:
Fértil e Subfértil em cada subgrupo Controle, G1: Adicao de SOD, G2: Adigao
de Catalase, G3: Adi¢cao de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adicéo
da associagao de SOD e Catalase, G6: Adicdo da associacéo de Vitamina C e
E no Momento 2. Botucatu, 2010.

Subgrans Grupo Fértil Subfértil o

CONTROLE 3,43 + 2,94 14,00 + 15,03* 0,534
G1 529 + 4,79 15,33 + 13,048 0,366
G2 13,29 + 9,52 16,50 + 14,258 0,731
G3 10,43 + 11,41 17,33 + 14,848 0,366
G4 6,29 + 6,73 17,67 + 18,15° 0,295
G5 4,29 + 3,86 5,00 + 5,29 1,000
G6 6,00 + 5,74 12,33 + 14,62% 0,731
P 0,166 0,037

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna significam diferencga estatistica
M2 — 30 dias de suplementagéao oral com vitamina C e E

Nao houve diferenga significativa entre os grupos. No grupo subfértil,
verificou-se uma superioridade de G3 e G4 em relagdo ao Controle e G6. Os
subgrupos G1 e G2 foram semelhantes ao Controle, a G3, a G4 e a G6. G5 foi

inferior a todos os outros subgrupos.
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Tabela 23: Média + desvio padrao dos resultados de espermatozdides com
movimento rapido (RAP, %), pés descongelagao dos grupos experimentais:
Fértil e Subfértil em cada subgrupo Controle, G1: Adicao de SOD, G2: Adigao
de Catalase, G3: Adicao de Vitamina C, G4: Adi¢ao de Vitamina E, G5: Adicao
da associag¢ao de SOD e Catalase, G6: Adicdo da associacdo de Vitamina C e
E no Momento 3. Botucatu, 2010.

Subgrans Grupo Fértil Subfértil b

CONTROLE 3,57 +2,76" 13,67 + 14,14 °F 0,234
G1 11,14 + 5,938 17,50 + 13,198 0,534
G2 13,71+ 6,528 22,17 + 17,688 0,534
G3 12,43 +6,80° 25,00 + 18,55° 0,234
G4 12,86 + 8,76 15,67 + 13,578 0,534
G5 5,00+ 5,10" 4,83 +2,64" 0,945
G6 13,29 + 6,16 ® 20,00 + 14,6318 0,731
P 0,000 0,048

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna significam diferencga estatistica
M3 - 60 dias de suplementagao oral com vitamina C e E

N&o houve diferenga significativa entre os grupos. Verificou-se diferenca
entre os subgrupos. No grupo Fértil, G5 e Controle foram inferiores aos demais
subgrupos. No grupo Subfértil, G2 e G3 foram superiores a G5. Os demais

subgrupos foram semelhantes.

Tabela 24: Média + desvio padrdo dos resultados de espermatozdides com
integridade de membrana acrossomal e plasmatica (%), pés descongelagédo dos
grupos experimentais: Fértil e Subfértil em cada subgrupo Controle, G1: Adigao
de SOD, G2: Adicdo de Catalase, G3: Adicao de Vitamina C, G4: Adigao de
Vitamina E, Gb5: Adicdo da associacdo de SOD e Catalase, G6: Adicdo da

associacao de Vitamina C e E no Momento 2. Botucatu, 2010

Subgrans Grupo Fértil Subfértil o

CONTROLE 13.71 % 2,69 19,00 7,16 0,181
G1 17.71 £ 7.67 18.83 + 9,52 0.836
G2 19.71 % 11,38 14.33 + 8,57 0.445
G3 17.43 10,53 19,50 + 6,57 0.731
G4 18,57 + 8,30 21,17 + 12,02 0.731
G5 11.57 + 8,70 19,00 + 7,04 0.101
G6 12.71 + 5.96 15.50 + 3,02 0.445
P 0,230 0,261

M2 — 30 dias de suplementagao oral com vitamina C e E
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Ndo houve diferenga significativa entre os momentos em nenhum

subgrupo.

Tabela 25: Média + desvio padrdo dos resultados de espermatozdides com
integridade de membrana acrossomal e plasmatica (%), pds descongelacao
dos grupos experimentais: Fértil e Subfértii em cada subgrupo Controle, G1:
Adicdo de SOD, G2: Adicdo de Catalase, G3: Adicdo de Vitamina C, G4:
Adicao de Vitamina E, G5: Adicdo da associacido de SOD e Catalase, G6:
Adicao da associagao de Vitamina C e E no Momento 3. Botucatu, 2010.

Subgrand Grupo Fértil Subfértil o
CONTROLE 2643+ 9,74 27.83£8.18 0.731
G1 25.71 + 5,77 27.50 + 7,99 0.534
G2 22,43 + 5,83 24,33 + 871 0.836
G3 25.86 + 6,31 24.67 + 9,65 0.731
G4 24,86 + 8,99 25.67 + 9,63 0.836
G5 23.71 + 8,26 32.67 + 8,26 0.138
G6 28,57 + 10,06 26,17 + 10,23 0.731
o 0,492 0,392

M3 — 60 dias de suplementagao oral com vitamina C e E

Ndo houve diferenga significativa entre os momentos em nenhum

subgrupo.

Tabela 26: Média + desvio padréo dos resultados de motilidade total (MT - %)
pos descongelagcéo do grupo Fértil em cada subgrupo Controle, G1: Adigao de
SOD, G2: Adicao de Catalase, G3: Adicao de Vitamina C, G4: Adicao de
Vitamina E, G5: Adigdo da associacdo de SOD e Catalase, G6: Adi¢cao da
associacado de Vitamina C e E nos trés momentos analisados: M1, M2 e M3.
Botucatu, 2010.

Momento 1 Momento 2 Momento 3
Controle 28,57 + 15,507 7,86 + 5,98° 12,71 + 4,46° 0,007
G1 24,57 + 12,54 8,14 + 6,18 20,57 + 9,50 0,066
G2 30,57 + 26,48 19,43 + 12,93 24,29 + 9,20 0,707
G3 19,43 + 13,11 16,43 + 14,98 22,71 +7,59 0,964
G4 26,00 + 20,43 9,29 + 8,98 19,86 + 10,76 | 0,163
G5 13,71 + 11,38 9,71 + 8,01 11,00 + 6,32 0,867
G6 22,57 + 21,56 10,14 £ 7,10 21,57 + 7,09 0,276

Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferenga estatistica
M1: antes da suplementagao oral com vitaminaC e E

M2: apés 30 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e

M3 com 60 dias de suplementacao por via oral com vitaminaC e E
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No subgrupo Controle, houve diferenga entre os momentos: M1 foi

superior a M2 e M3.

Tabela 27: Média + desvio padréo dos resultados de motilidade total (MT - %)
pos descongelagcdao do grupo Subférti em cada subgrupo (Controle, G1:
Adicdo de SOD, G2: Adicao de Catalase, G3: Adicdo de Vitamina C, G4:
Adicdo de Vitamina E, G5: Adicdo da associagdo de SOD e Catalase, G6:
Adicédo da associagédo de Vitamina C e E) nos trés momentos analisados: M1,
M2 e M3. Botucatu, 2010.

Momento 1 Momento 2 Momento 3 p
Controle 30,17 £ 13,99 21,67 £21,72 20,83 + 15,20 0,052
G1 25,17 £ 14,50 21,17 £ 17,61 23,67 + 16,82 0,311
G2 36,83 + 36,22 21,67 £17,78 28,50 £ 21,14 0,309
G3 17,67 £ 17,10 23,83 £17,92 30,33 + 21,57 0,957
G4 11,00 + 7,67 23,17 £ 21,16 25,33+ 17,21 0,607
G5 17,67 £ 15,74 9,83 +9,79 9,67 £6,19 0,119
G6 7,83 9,75 16,33 + 17,85 25,50 + 17,51 0,840

M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E
M2: apos 30 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e
M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e E

Ndo houve diferenga significativa entre os momentos em nenhum
subgrupo.

Tabela 28: Média + desvio padréo dos resultados de motilidade progressiva
(MP - %) pés descongelagéo do grupo Fértil em cada subgrupo Controle, G1:
Adicdo de SOD, G2: Adicdo de Catalase, G3: Adicdo de Vitamina C, G4:
Adicdo de Vitamina E, G5: Adi¢cdo da associagdo de SOD e Catalase, G6:
Adicédo da associacédo de Vitamina C e E nos trés momentos analisados: M1,
M2 e M3. Botucatu, 2010.

Momento 1 Momento 2 Momento 3 p
Controle 13,14 + 4,912 3,29 + 2,69° 3,14 + 2,34° 0,004
G1 12,86 + 5,61 4,71+ 4,54 9,14 + 4,60 0,066
G2 15,86 + 8,59 11,71 + 8,36 12,71+6,34 | 0,772
G3 13,00 + 12,49 10,71 + 10,08 11,86 + 6,87 0,867
G4 14,71 + 13,35 5,71 + 6,60 12,71 £ 6,10 0,368
G5 9,43 + 9,11 3,86 + 3,02 4,14 + 3,98 0,651
G6 15,71 + 17,19 5,86 + 5,55 12,43 + 5,86 0,236

Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferenga estatistica
M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E

M2: apos 30 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e

M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitaminaC e E

Houve diferenga significativa entre os momentos analisados no subgrupo

Controle, onde M1 foi superior a M2 e M3.
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Tabela 29: Média t+ desvio padrado dos resultados de motilidade progressiva
(MP - %) po6s descongelacao do grupo Subfértil em cada subgrupo (Controle,
G1: Adicao de SOD, G2: Adicao de Catalase, G3: Adicao de Vitamina C, G4:
Adicdo de Vitamina E, G5: Adicdo da associagdo de SOD e Catalase, G6:
Adicédo da associagédo de Vitamina C e E) nos trés momentos analisados: M1,
M2 e M3. Botucatu, 2010.

Momento 1 Momento 2 Momento 3 p
Controle 11,17 £ 7,68 12,33+ 13,28 12,67 + 12,89 0,738
G1 13,17+ 7,14 13,83 £ 12,51 15,67 + 11,50 0,311
G2 14,83 + 12,27 14,83 + 12,89 20,00 £ 15,72 0,321
G3 3,83 +2,32 14,50 + 10,82 23,50 £ 17,95 0,183
G4 517 £5,12 16,50 + 17,46 17,50 £ 13,50 0,568
G5 7,50 + 7,48 4,33 £4,89 4,83 £ 2,64 0,156
G6 3,50 + 5,75° 11,83 + 13,91° 18,50 + 13,95° | 0,032

Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferenga estatistica
M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E

M2: apos 30 dias de suplementacgao por via oral com vitamina C e

M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitaminaC e E

Nao houve diferenga significativa entre os momentos em nenhum
subgrupo.

Tabela 30: Média + desvio padrao dos resultados da analise da velocidade do
trajeto (VAP - pm/s) pdés descongelagcdo do grupo Fértil em cada subgrupo
Controle, G1: Adicdo de SOD, G2: Adicdo de Catalase, G3: Adicdo de
Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adigao da associagao de SOD e
Catalase, G6: Adigao da associagcao de Vitamina C e E nos trés momentos
analisados: M1, M2 e M3. Botucatu, 2010.

Momento 1 Momento 2 Momento 3 p
Controle 67,83 + 10,29 52,81 + 25,36 58,26 + 13,86 0,513
G1 76,80 £ 7,99 59,17 + 27,83 70,44 + 5,64 0,135
G2 77,97 +4,13° 69,00 £30,75° 69,94 + 8,98" 0,030
G3 75,66 + 16,53 68,71 + 31,87 71,29 + 13,07 0,607
G4 79,93 + 14,65 59,40 + 27,90 80,53 + 8,93 0,311
G5 75,99 + 12,14 57,26 + 26,42 64,93 + 22,85 0,607
G6 80,04 + 10,96 56,92 + 26,21 69,80 + 7,56 0,513

Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferenga estatistica
M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E
M2: apos 30 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e
M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitaminaC e E

Houve diferengca entre os momentos apenas no subgrupo G2, onde M1

foi superior a M2 e M3.
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Tabela 31: Média = desvio padrao dos resultados da andlise da velocidade do
trajeto (VAP - ym/s) p6s descongelacdo do grupo Subfértil em cada subgrupo
(Controle, G1: Adicao de SOD, G2: Adicdo de Catalase, G3: Adicdo de
Vitamina C, G4: Adicdo de Vitamina E, G5: Adi¢cdo da associagao de SOD e
Catalase, G6: Adicdo da associagao de Vitamina C e E) nos trés momentos
analisados: M1, M2 e M3. Botucatu, 2010.

omento
Subgrup M1 M2 M3 p

Controle 70,00+8,89 61,13 + 31,32 72,17 + 17,60 0,311
G1 72,68 +12,45 62,35+ 33,24 77,22 + 6,98 0,135
G2 71,47 +7,09 62,23 + 31,20 81,13 + 8,47 0,052
G3 65,25+5,99° 80,15+ 8,25° 86,25 + 10,70° 0,009
G4 63,23+6,15 64,38 + 32,27 70,48 + 11,51 0,223
G5 78,48+ 19,69 55,30 + 31,17 62,40 + 14,09 0,311
G6 61,30+ 18,05 55,75 + 30,31 78,65 + 3,97 0,115

Letras mindsculas diferentes na mesma linha significam diferenga estatistica
M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E

M2: apos 30 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e

M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitaminaC e E

Houve diferengca entre os momentos apenas no subgrupo G3, onde M1
foi superior a M2 e M3.

Tabela 32: Média + desvio padrao dos resultados de velocidade progressiva
(VSL - pym/s) pos descongelagdo do grupo Fértil em cada subgrupo Controle,
G1: Adicao de SOD, G2: Adicao de Catalase, G3: Adicao de Vitamina C, G4:
Adicao de Vitamina E, G5: Adicdo da associacido de SOD e Catalase, G6:
Adicao da associacdo de Vitamina C e E nos trés momentos analisados: M1,
M2 e M3. Botucatu, 2010.

M1 M2 M3
Controle 60,10 £ 8,70 54,03 + 28,01 65,12 £ 18,04 0,050
G1 63,40 £ 11,40 54,57 + 28,66 66,87 * 6,64 0,180
G2 62,67 * 8,97 55,32 £ 28,13 70,82 + 8,42 0,276
G3 59,17 £ 5,75 71,53 £ 8,74 78,33 + 9,93 0,368
G4 53,35+ 12,02 56,75 + 29,18 64,25 £ 9,74 0,156
G5 68,30 + 15,51 50,08 * 30,16 56,28 £ 11,90 0,651
G6 55,05 + 18,73 50,80 + 27,97 70,47 + 3,68 0,276

Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferencga estatistica
M1: antes da suplementagéo oral com vitamina C e E
M2: apos 30 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e
M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e E

Nao houve diferenca entre os momentos.
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Tabela 33: Média + desvio padrdo dos resultados de velocidade progressiva
(VSL - pum/s) pos descongelacdo do grupo Subférti em cada subgrupo:
Controle, G1: Adicdo de SOD, G2: Adicdo de Catalase, G3: Adicdo de
Vitamina C, G4: Adicdo de Vitamina E, G5: Adi¢gdo da associagao de SOD e
Catalase, G6: Adigcao da associagcao de Vitamina C e E nos trés momentos

analisados: M1, M2 e M3. Botucatu, 2010.

omento
Subgrup M1 M2 M3 p

Controle 59,76 £ 8,13 45,24 + 22,10 48,90 £ 10,73 0,115
G1 68,56 + 7,16 50,71 + 24,51 59,40 + 3,85 0,846
G2 68,03 + 3,71 59,20 + 26,40 61,96 * 8,38 0,280
G3 70,53 + 13,76° 60,89 + 28,41b 63,71 % 10,59b 0,009
G4 72,06 £ 12,20 51,37 £ 24,72 72,14 £ 9,36 0,311
G5 67,00 £ 13,18 50,49 + 24,24 55,34 + 18,91 0,311
G6 70,37 £ 9,50 50,31 + 23,69 61,89 + 5,53 0,115

Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferenga estatistica
M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E
M2: apos 30 dias de suplementacgao por via oral com vitamina C e

M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e E

No subgrupo G3, houve diferenga entre os momentos, onde M1 foi

superior a M2 e a M3.

Tabela 34: Média + desvio padrdao dos resultados de velocidade curvilinea
(VCL - pm/s) pos descongelagao do grupo Fértil em cada subgrupo: Controle,
G1: Adicao de SOD, G2: Adicao de Catalase, G3: Adi¢ao de Vitamina C, G4:
Adicao de Vitamina E, G5: Adicdo da associacido de SOD e Catalase, G6:
Adicao da associacdo de Vitamina C e E nos trés momentos analisados: M1,

M2 e M3. Botucatu, 2010.

omento

s M1 M2 M3 p
ubgrup
Controle | 102,50+ 16,50 85,23 + 40,76 98,66 + 25,22 0,565
G1 104,59 + 12,51 96,27 £ 44,72 108,47 £ 11,63 0,867
G2 117,64 £ 7,60 104,47 + 47,02 103,43 + 16,06 0,156
G3 116,61 + 27,84 102,83 £47,74 107,70 £ 21,13 0,867
G4 117,04 + 28,31 93,342 £ 45,34 119,27 + 17,91 0,368
G5 112,06 £ 19,98 89,30 + 40,81 107,69 + 27,05 0,368
G6 117,83 + 15,66 87,74 + 39,85 108,29 + 16,05 0,050

M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E
M2: apés 30 dias de suplementagéao por via oral com vitamina C e
M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitaminaC e E

N&o houve diferencga significativa entre os momentos.
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Tabela 35: Média + desvio padrao dos resultados de velocidade curvilinea
(VCL - pm/s) pés descongelacdo do grupo Subférti em cada subgrupo:
Controle, G1: Adicdo de SOD, G2: Adicdo de Catalase, G3: Adicdo de
Vitamina C, G4: Adicdo de Vitamina E, G5: Adi¢cao da associagao de SOD e
Catalase, G6: Adigcao da associagcao de Vitamina C e E nos trés momentos
analisados: M1, M2 e M3. Botucatu 2010

omento
Subgrup M1 M2 M3 p

Controle 105,87 £ 10,86 93,55 + 47,22 104,90 + 10,11 0,846
G1 105,75+ 19,16 87,15 + 46,66 91,58 £ 38,59 0,513
G2 103,82 + 12,31 89,57 + 44,31 115,72 + 11,98 0,135
G3 98,32 £ 13,42 124,73 £ 19,10 116,62 + 19,41 0,520
G4 97,70 £ 11,14 98,48 + 50,46 97,77 + 20,35 0,223
G5 126,77 £ 28,73 84,37 + 41,97 95,55 + 23,52 0,311
G6 92,93 £ 15,84 79,25 + 42,49 116,40 + 8,92 0,135

M1: antes da suplementagéo oral com vitamina C e E
M2: apos 30 dias de suplementacgao por via oral com vitamina C e
M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitaminaC e E

N&o houve diferenga significativa entre os momentos.

Tabela 36: Média + desvio padrao dos resultados de Espermatozoides com
movimento rapido (RAP, %), pés descongelagcao do grupo Fértii em cada
subgrupo: Controle, G1: Adicdo de SOD, G2: Adi¢cao de Catalase, G3: Adi¢cao
de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adicdo da associacdo de SOD e
Catalase, G6: Adicao da associacdo de Vitamina C e E nos trés momentos
analisados: M1, M2 e M3. Botucatu, 2010.

omento
Subgrup M1 M2 M3 p

Controle 11,43 + 7,762 3,43 2,94b 3,57 ¢ 2,76b 0,028
G1 13,43 £ 5,80 5,29+4,79 11,14 £ 5,93 0,062
G2 17,14 £ 9,32 13,29 £ 9,52 13,71 £ 6,52 0,867
G3 14,00 + 13,11 10,43 + 11,41 12,43 + 6,80 0,565
G4 16,00 £ 15,03 6,29 £6,73 12,86 + 8,76 0,459
G5 9,86 £ 9,74 4,29 + 3,86 5,00+£5,10 0,651
G6 17,57 + 20,56 6,00 £ 5,74 13,29 + 6,16 0,156

Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferenga estatistica
M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E

M2: ap6s 30 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e

M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitaminaC e E

Houve diferenga significativa no subgrupo Controle, onde M1 foi superior
a M2 e M3.



59

Resultados do-experimento 11

Tabela 37: Média = desvio padrao dos resultados de Espermatozéides com
movimento rapido (RAP, %), pés descongelagdo do grupo Subfértil em cada
subgrupo: Controle, G1: Adicdo de SOD, G2: Adi¢cao de Catalase, G3: Adicao
de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adicdo da associagao de SOD e
Catalase, G6: Adigcao da associagcao de Vitamina C e E nos trés momentos

analisados: M1, M2 e M3. Botucatu, 2010.

omento
Subgrup M1 M2 M3 p

Controle 8,83+5,78 14,00 + 15,03 13,67 £ 14,14 0,873
G1 14,00 + 7,40 15,33+ 13,94 17,50 + 13,19 0,311
G2 6,17 + 3,66 16,50 £ 14,25 2217 £ 17,68 0,260
G3 417 +£2,93 17,33+ 14,84 25,00 + 18,55 0,135
G4 5,33 +4,97 17,67 £ 18,15 15,67 + 13,57 0,568
G5 5,83 +7,39 5,00 + 5,29 483 +2,64 0,861
G6 3,67 +6,15° 12,33 + 14,62° 20,00 + 14,63 0,032

Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferenga estatistica
M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E

M2: apos 30 dias de suplementacgao por via oral com vitamina C e

M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e E

Houve diferenca significativa em G6, onde M3 foi superior a M1 e M2.

Tabela 38: Média + desvio padrdo dos resultados de espermatozoides com
integridade de membrana acrossomal e plasmatica (%), pdés descongelagédo do
grupo Fértil em cada subgrupo: Controle, G1: Adicdo de SOD, G2: Adigédo de
Catalase, G3: Adicdo de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adi¢ao da
associacado de SOD e Catalase, G6: Adigao da associagao de Vitamina C e E
nos trés momentos analisados: M1, M2 e M3. Botucatu, 2010.

omento
Subgrup M1 M2 M3 p

Controle 20,00 + 5,80 13,71+ 2,69 26,43 + 9,74 0,120
G1 21,43 + 3,95 17,71 £+ 7,67 25,71 £5,77 0,050
G2 27,29 + 8,96 19,71 + 11,38 22,43 + 5,83 0,565
G3 18,71 £ 7,02 17,43 + 10,53 25,86 + 6,31 0,368
G4 20,29 + 7,34 18,57 + 8,30 24,86 + 8,99 0,618
G5 21,71 +£9,43 11,57 + 8,70 23,71 + 8,26 0,066
G6 21,57 +12,18 12,71 + 5,96 28,57 + 10,06 0,156

M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E
M2: ap6s 30 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e
M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitaminaC e E

N&o houve diferenga significativa entre os momentos.
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Tabela 39: Média + desvio padrdao dos resultados de espermatozéides com
integridade de membrana acrossomal e plasmatica (%), pés descongelagao do
grupo Subfértil em cada subgrupo: Controle, G1: Adicado de SOD, G2: Adicao
de Catalase, G3: Adicao de Vitamina C, G4: Adicao de Vitamina E, G5: Adicao
da associagao de SOD e Catalase, G6: Adicao da associacéo de Vitamina C e
E nos trés momentos analisados: M1, M2 e M3. Botucatu 2010

omento
Subgrup M1 M2 M3 p

Controle 25,33 £ 9,33 19,00 £ 7,16 27,83 + 8,18 0,311
G1 23,50 £ 10,91 18,83 + 9,52 27,50 £ 7,99 0,438
G2 26,17 + 11,23 14,33 + 8,57 24,33 + 8,71 0,607
G3 25,50 £ 16,29 19,50 £ 6,57 24,67 £ 9,65 0,607
G4 22,50 + 7,92 21,17 £ 12,02 25,67 £ 9,63 0,568
G5 23,50 = 8,96 19,00 £ 7,04 32,67 * 8,26 0,069
G6 17,00 £ 8,41 15,50 + 3,02 26,17 £ 10,23 0,311

M1: antes da suplementagéo oral com vitamina C e E
M2: apos 30 dias de suplementacgao por via oral com vitamina C e
M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitaminaC e E

Ndo houve diferenga significativa entre os momentos em nenhum

subgrupo.

Tabela 40: Média + desvio padréo dos resultados da analise da morfologia
espermatica pré congelagdo nos trés momentos analisados: M1, M2 e M3.
Botucatu, 2010.

o omento M1 M2 M3 D
rupo
Fértil 82,86 + 9,21" 85,14 + 5,90" 87,57 +5,03" | 0,276
Subfértii | 44,50 + 18,35%% 59,50 + 8,76%%  81,83+5,42"° | 0,006
P 0,005 0,001 0,138

Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferenga estatistica

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna significam diferencga estatistica
M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E
M2: apos 30 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e
M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e E

Para a morfologia espermatica, no grupo Fértil, ndo houve diferenca
significativa entre os momentos. No grupo Subfértil, entretanto, houve diferenca

entre os momentos, sendo M3 superior a M1 e M2.

Entre os grupos, foi verificado diferencga significativa em M1 e M2, com
superioridade do grupo fértil. Em M3, ndo houve diferenga entre os grupos.
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» Avaliacao de estresse oxidativo
Taxa de peroxidacao lipidica

Tabela 41: Média + desvio padrdo obtidos da concentragdo substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (MDA — ng/mL) no plasma seminal dos animais
pertencentes aos grupos (Fértil e Subfértil) nos trés momentos analisados: M1,
M2 e M3. Botucatu, 2010.

mento
Grupo M1 M2 M3 p

Fértil 735,20 + 153,80" 554,70 + 154.50 531,60 + 158.90 | 0,162
Subfértil | 507,96 + 161.13° 499,11 + 142.47 461,97 + 136.51 | 0,683

P 0,041 0,516 0,419

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna significam diferencga estatistica
M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E

M2: apés 30 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e

M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e E

Entre os grupos, houve diferengca em M1. O grupo Fértil foi superior ao
Subfértil. Nao houve diferenga entre os momentos.

Antioxidantes

Catalase

Com o teste utilizado ndo foi possivel detectar concentracdes minimas
de Catalase no plasma seminal dos animais avaliados neste experimento.

Superéxido Dismutase

Tabela 42: Média + desvio padrdo obtidos da concentracdo de Superdxido
Dismutase (SOD — ng/mL) no plasma seminal dos animais pertencentes aos
grupos (Fértil e Subfértil) nos trés momentos analisados: M1, M2 e M3.
Botucatu, 2010.

mento
Grupo M1 M2 M3 p
Fértil 1303,93 + 595,33 1287,08 +866,38 1060,95 +623,45 | 1,000
Subfértil 1292,90 £ 322,74 724,34 + 712,06 956,84 + 560,69 | 0,472
P 1,000 0,366 0,945

M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E
M2: apos 30 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e
M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitaminaC e E

N&o se verificou diferenga significativa entre os grupos ou entre os
momentos, para a concentracido de SOD.
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Vitamina E

Tabela 43: Média + desvio padrdo obtidos da concentracdo de vitamina E
(micromol/L) no plasma seminal dos animais pertencentes aos grupos (Fértil e
Subfértil) nos trés momentos analisados: M1, M2 e M3. Botucatu, 2010.

mento
Grupo M1 M2 M3 p
Fértil 12,63 +6,43 17,57 £ 1,90 13,23 £ 2,30 0,180
Subfértil 11,85 + 5,81 13,03 + 5,85 11,92 £ 2,94 0,607
P 0,836 0,073 0,234

Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferenga estatistica
M1: antes da suplementagéo oral com vitamina C e E

M2: apos 30 dias de suplementacgao por via oral com vitamina C e

M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitaminaC e E

Para a concentragédo de vitamina E no plasma seminal, verificou-se
diferenca no grupo Fértil, onde M2 foi superior a M1 e M3.

Vitamina C

Tabela 44: Média + desvio padrdo obtidos da concentracdo de vitamina C
(micromol/mL) no plasma seminal dos animais pertencentes aos grupos (Fértil
e Subfértil) nos trés momentos analisados: M1, M2 e M3. Botucatu, 2010.

omento
Grupo M1 M2 M3 p
Fértil 106,40 + 25,97 133,10 + 45,16 112,04 + 16,52 0,607
Subfértil 133,68 + 58,78 192,93 + 210,03 105,09 + 34,56 0,311
P 0,589 0,836 0,534

M1: antes da suplementagao oral com vitamina C e E
M2: apés 30 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e
M3 com 60 dias de suplementagao por via oral com vitamina C e E

N&o se verificou diferenga significativa entre os grupos ou entre os
momentos, para a concentracdo de vitamina C no plasma seminal.



63

Discussio-do-experimento 11

9. Discussao Experimento Il

Neste experimento avaliou-se a suplementagdo com antioxidantes, por
via oral e no meio diluente sobre o procedimento da congelagdo de sémen de
caes férteis e subférteis e andlise do estresse oxidativo e antioxidante no

plasma seminal.

Apds cerca de 60 dias do inicio da suplementagédo oral (M3) pode-se
verificar a associagdo da suplementacéo e a adigdo de antioxidantes ao meio
diluente de congelagdo. O meio diluente com a associagao de SOD e catalase
promoveu os piores resultados pos descongelagao tanto no grupo fértil quanto
no grupo subfértil. Estes animais estavam recebendo uma suplementagao oral
de vitamina C e E ha 60 dias. A associagao de todos estes antioxidantes
agindo de diferentes formas e contra diferentes ROS, talvez tenha diminuido as
concentragées de ROS o suficiente para que elas tenham atingindo uma
concentragao minima insuficiente. Para que o espermatozoéide tenha motilidade
uma concentracao basal de ROS deve existir (DE LAMIRANDE e GAGNON,
1994, AITKEN et al., 1995, DE LAMIRANDE et al., 1997). Pequenas
quantidades de ROS sao produzidas continuamente no espermatozoéide e
desempenham um papel importante na capacitacao, hiperativacdo, motilidade,
reagcao de acrossoma e desta maneira da fertilizagdo. (AITKEN et al. 1989,
AGARWAL et al., 2006). Analisando o resultado da associagdo de SOD e
catalase no meio diluente (G5), em M1 e M2 néao foi verificada diferenga em
relacdo ao controle, ou seja, a piora da cinética espermatica pos

descongelagao em G5 deve ter sido causada por um excesso de antioxidantes.

A vitamina C pode se tornar uma substancia oxidante, quando em
excesso, ou quando na presencga de ferro (AITKEN et al., 1993; HALLIWELL e
GUTTRIDGE, 1999). Quando se associou a suplementacéo oral de vitamina C,
com a adigao de vitamina C no meio diluente o qual continha gema de ovo e,
portanto, uma fonte expressiva de ferro, nenhum efeito deletério foi observado.

Ao contrario, o subgrupo G3, em M3, obteve os maiores valores para
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motilidade total, VSL e RAP no grupo fértil e motilidade progressiva, VAP, VSL,
VCL e RAP no grupo subfértil.

Durante o processo de congelagdo/descongelacdo espermatica ha
producao de ROS (WATSON, 2000). Segundo Lahnsteiner et al. (2010) o
armazenamento in vitro de espermatozoide de truta, aumentou a concentracio
de peroxidos tanto no plasma seminal quanto nos espermatozéides, indicando
geracado de ROS. Uma das razbes para a geragcao de ROS é a presenga de
crioprotetor no meio diluente. Os crioprotetores apresentam uma osmolaridade
muito alta e a exposigdo dos espermatozoides a uma solugdo hiperosmaotica
aumenta a produgdo de anion superoxido (BURNAUGH et al., 2010). Estes
fatores podem levar a um aumento da peroxidacao lipidica e, portanto, do

estresse oxidativo.

Em sémen de humanos observou-se que a adicao de SOD (100U/mL) e
catalase (100U/mL) no meio diluente de congelagdo (TRIS/gema de ovo)
aumentou a motilidade espermatica e a funcionalidade da membrana
espermatica na descongelagdo. Quando se utilizou apenas uma dessas
enzimas antioxidantes, nenhuma diferencga significativa foi observada (ROSSI
et al., 2001). Os autores atribuiram seus resultados a agéo conjunta da SOD e
da catalase contra o anion superéxido e peroxido de hidrogénio. Em sémen de
suinos a associagao de SOD e da catalase também foi benéfica aumentando a

sobrevivéncia do sémen descongelado (PURSEL et al., 1978).

A adicdo de catalase (G2) no meio diluente no M3, promoveu um
aumento da motilidade total, motilidade progressiva e RAP nos animais do
grupo fértil. Talvez isto tenha ocorrido pela diminuicdo do perdxido de
hidrogénio, uma vez que na oxidagcdo do acido ascoérbico para acido
dihidroascérbico é gerado peroxido de hidrogénio (LANZAFAME et al., 2009).
Talvez também por este motivo nenhum efeito tenha sido encontrado com a

adicao de SOD (G1) no meio diluente.

A adi¢ao de catalase (G2) no meio diluente promoveu um aumento da
motilidade progressiva, VAP e RAP dos animais subférteis. Neste grupo, a

remogao do peréxido de hidrogénio auxiliou também na melhora da velocidade
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do espermatozéide, indicando que a catalase exerce efeito distinto nos animais
subférteis, talvez pelos espermatozdides desses animais apresentarem uma
sensibilidade diferente ao perdoxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio &
uma molécula que se difunde pelas membranas espermaticas (SILVA et al.,
2006). Assim, qualquer diferenga na composigdo da membrana espermatica

pode gerar uma sensibilidade diferente a esta ROS.

A adigao de vitamina E (G4) no meio diluente apresentou, no grupo fértil,
melhores resultados na manutencdo de motilidade progressiva, VAP e RAP e
resultados inferiores de VSL. Nenhuma diferenga foi obtida com este meio no
grupo subfértil, demonstrando mais uma vez uma diferenga de sensibilidade

dos espermatozoide aos ROS, entre os grupos.

Um fator que pode ter sido determinante para os baixos resultados
obtidos na analise da cinética espermatica, pelo sistema CASA, é a baixa
concentracdo espermatica das amostras conforme discutido no experimento I.
Rijsselaere et al., (2003) testaram a avaliagdo pelo CASA utilizando trés
diferentes concentragdes espermaticas (25, 50 e 100 x 10° sptz/mL) e
observaram que quanto maior a concentracdo da amostra, melhores eram os
resultados obtidos em VAP, VSL, VCL e RAP. No presente estudo, nao foi
possivel utilizar maiores concentracdes por palheta, uma vez que os animais
do grupo subfértil necessariamente teriam que apresentar baixa concentragao
espermatica, pré requisito para ser incluido no experimento. Assim, como o
objetivo era padronizar e evitar que a diferenga de concentragcdo impedisse
uma comparagao efetiva entre grupos, optou-se por manter em 15 x 10°

sptz/palheta em todas as amostras.

Em relagcdo a variavel integridade de membrana acrossomal e
plasmatica néo foi evidenciada diferenga significativa entre os grupos ou entre
0s momentos, ou seja, ndo houve influéncia da suplementagao oral, nem da
adicdo de antioxidante ao meio diluente sobre essa caracteristica seminal.
Corroborando com os resultados deste experimento, Baptista Sobrinho (2009)

nao observou diferenga significativa na integridade das membranas plasmatica
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e acrossomal, com a adi¢ao de vitamina E ou glutationa no meio de congelacao

de caes.

Em bovinos, ao contrario, a adigcdo de 4,5 mg/mL de vitamina C no meio
de congelacdo reduziu a producdo de ROS e melhorou a conservagédo da
membrana plasmatica e acrossomal (HU et al., 2010). Rodello (2010) adicionou
catalase ao meio diluente de congelacdo de espermatozoides de carneiros e
verificou uma melhora na integridade de membrana acrossomal e plasmatica.

O mesmo foi observado por Maxwell e Stojanov (1996) em carneiros.

Avaliando o efeito da suplementacédo (diferengca entre momentos),
observou-se diferenga significativa apenas nos subgrupos controle e G2 no
grupo fértil e G3 e G6 no subfértil e houve diferengca no padrao da resposta

entre os grupos.

Em relagdo aos momentos avaliados a suplementagao oral foi prejudicial
no grupo fértil, ou seja, a suplementagdo ndao aumentou a cinética espermatica
como se esperava, no intervalo entre M1 a M3. A suplementagdo oral
influenciou negativamente os resultados quando foi utilizado o meio diluente
controle (MT, MP, RAP) ou com a adicdo e catalase (VAP) (G2).
Aparentemente o peroxido de hidrogénio se faz necessario para a manutengao

da velocidade quando ha uma suplementacgao oral com vitaminas C e E.

Adicionando-se vitamina C (1g/L) e E (200mg/kg) e sua associagao
(200mg/kg de vitamina E e 1g/L de vitamina C) na agua de coelhos por 2
meses, observou-se que a adi¢do de vitamina E e a associagdo das vitaminas
aumentou a motilidade espermatica (CASTELLINI et al., 2000).

A suplementacéo oral apresentou efeito benéfico na conservagdo da
motilidade espermatica progressiva e percentual de espermatozoides rapidos
pos descongelagcado dos animais subférteis, quando se utilizou meio com adigao
de vitamina C e E. A vitamina C e a vitamina E devem funcionar
sinergicamente in vivo para reduzir o dano peroxidativo no espermatozdide,
através da juncgao de suas propriedades lipofilicas e hidrofilicas. Quando estao

associadas elas agem diretamente no espermatozoide para impedir danos
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causados pelas ROS, esta melhora pode ser rapida, tanto no espermatozdide
que ja foi ejaculado (suplementagdo do meio diluente) quanto no que ainda
estdo no epididimo (suplementagao oral) (LANZAFAME et al., 2009).

Quando se utilizou meio com adigéo apenas da vitamina C, observou-se
que a velocidade do trajeto (VAP) aumentou com a suplementagcédo oral
enquanto que a velocidade progressiva diminuiu (VSL). Ou seja, apesar da
velocidade média ter aumentado, a trajetoria destes espermatozoides néo foi
retilinea. Desta forma parece ser recomendavel a associagcéo das vitaminas C

e E do que apenas a adicio de vitamina C.

A suplementagdo por via oral com vitamina C e E diminuiu a
porcentagem de espermatozdides com patologias dos animais subférteis.
Esses efeitos comegaram a ser percebidos apdés 30 dias do inicio da
suplementacdo e aos 60 dias os resultados ja foram semelhantes aos dos
animais férteis. Corroborando com Hatamoto (2004) que observou uma
reducdo das patologias espermaticas em caes estressados, mas que
receberam suplementacao oral com vitamina E (500mg/dia). Marin-Guzman e
colaboradores (1997) alegaram que o decréscimo da patologia espermatica
que ocorre devido a suplementagdo oral seria provocado pela ligagcdo das

vitaminas com os endoperéxidos.

A capacidade de gerar ROS é maior nos espermatozoides com defeitos
(IWASAKI e GAGNON, 1992), principalmente aqueles que possuem gota
citoplasmatica (GOMEZ et al, 1996). Estes espermatozdides possuem maior
quantidade de enzimas citoplasmaticas, inclusive a glicose-6-fosfato-
desidrogenase. Esta enzima é responsavel pelo fluxo de glicose e esta
associada a geragao de NADPH. Esta geracdo de NADPH funciona como uma
grande fonte de elétrons, responsaveis pela produgao de anion superoxido pelo
espermatozoide (BAUMBER et al., 2000).

Este fato pode ser verificado neste experimento com um dos animais
pertencentes ao grupo subfértil. Ele apresentava, antes da suplementagao oral,
aproximadamente 67% de espermatozdides com patologia espermatica, sendo

53% de gota citoplasmatica (31% distais e 22% proximais) e 705,17 ng/mL de
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MDA (indice de peroxidacao lipidica). Apés 60 dias de suplementagéo oral,
este animal apresentou apenas 18% de espermatozoides com defeitos (4% de

gota citoplasmatica) e 500,54 ng/mL de MDA.

A suplementacao de antioxidante por via oral ndo alterou o percentual de
patologia espermatica dos animais do grupo fértil. Estes animais também nao
sofreram alteragcdo na concentracdao de TBARS do plasma seminal nos trés
momentos analisados. Acredita-se que no grupo fértil a porcentagem de células
com defeitos totais (aproximadamente 15%) néo se deva ao estresse oxidativo,
Nao foi levado em consideracido nesse caso, o tipo de defeito apresentado por

esses animais.

Hatamoto, (2004) observou uma diminuicdo do percentual de
espermatozoides com defeitos em cées, quando os animais foram

suplementados com vitamina E por 60 dias.

A suplementagcdo a dieta de coelhos com vitamina C, E e sua
associagdo, ocasionou uma diminuicdo da patologia espermatica de animais
sem problemas reprodutivos. Observou-se uma diminuicido da formacido de
TBRAS, indicando que a suplementagdo oral de antioxidante reduziu a

peroxidagao lipidica no plasma seminal desses coelhos (YOUSEF et al., 2003).

Administracdo de vitamina C (10 mg/kg de peso vivo) reduziu a
concentracdo de MDA testicular e o percentual de espermatozéides com
defeitos em ratos. A vitamina E (100 mg/kg peso vivo) apresentou efeito
semelhante. A associacdo das duas vitaminas, nas mesmas dosagens,
levaram a uma redugdo mais significativa da concentragdo de MDA e do
percentual de espermatozoéides patologicos (MISHRA e ACHARYA, 2004).

O plasma seminal é a principal fonte de defesa antioxidante para o
espermatozoide. A avaliagdo de TBARS no plasma seminal reflete o indice de
estresse oxidativo ao qual este espermatozdide esta exposto, podendo ser
usado como um indicativo da necessidade ou ndo de uma suplementacéo oral
com antioxidantes. O grupo dos animais férteis mostrou uma concentragéo de

TBARS superior ao do grupo subfértil, antes da suplementagédo, entretanto,
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ap6s a adicao das vitaminas C e E na racio essa diferenca nao se manteve em
M2 e M3.

Nao houve diferenga significativa, entre os grupos, na concentragao de
SOD no plasma seminal, em nenhum momento analisado. Corroborando com
os resultados aqui apresentados, ndo foi observada nenhuma diferenca
significativa na atividade da SOD no plasma seminal de humanos sem e com
problemas reprodutivos (HSIEH et al., 2002; KHOSROWBEYGI e ZARGHAMI,
2007). Ao contrario, Kawakami e colaboradores (2007) observaram menor
atividade de SOD em cées com problemas reprodutivos (astenozoospérmicos)
do que nos considerados normais. Siciliano e colaboradores (2001) também
observaram menor atividade de SOD em homens com problemas reprodutivos.
Sanocka et al. (1997) observou maiores concentragdes de SOD em homens
com problemas reprodutivos (oligozoospermia, teratozoospermia,
astenozoospermia) do que naqueles com ejaculado dentro do padrao

fisiologico. O mesmo foi observado por Zini et al. (2000) em homens inférteis.

Discordando destes resultados, ja foi relatado que humanos com
ejaculado abaixo do padrdo de motilidade, patologia e concentracéo
espermatica tém uma menor capacidade antioxidantes total no plasma seminal
(antioxidantes nao enzimaticos) do que o0s com normozoospermia
(KHOSROWBEYGI e ZARGHAMI, 2007).

N&do observou-se diferenga entre os momentos e entre grupos, na
concentracao dos antioxidantes ndo enzimaticos ( vitaminas C e E) no plasma
seminal dos cées, indicando que a dosagem utilizada na suplementagao oral
nao foi suficiente para atingir o plasma seminal. Mas deve ter colaborado para
um maior equilibrio oxidante/antioxidante do organismo como um todo. Desta

maneira contribuindo para melhora de alguns parametros espermaticos.

Baseado no exposto percebe-se que a suplementagdo oral, no meio
diluente ou a sua associagdo pode trazer beneficios para o processo de
congelagao/descongelacédo de sémen céaes. Principalmente para aqueles que
possuem problemas reprodutivos, podendo inclusive, com a terapia oral reduzir

ou eliminar esta caracteristica.
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e A adicao de antioxidante no meio diluente nao influenciou os resultados
de descongelacado de sémen de caes do grupo fértil. No grupo de caes
subférteis houve efeito positivo da SOD e da associagdo de SOD e
catalase sobre as caracteristicas de velocidade do sémen.

e A taxa de peroxidagao lipidica do grupo fértil foi superior ao do grupo
subfértil. As concentragbes de antioxidantes no plasma seminal, de
cées férteis e subférteis foram iguais.

e No grupo fértili a suplementacdo oral de 500mg de vitamina C e E
durante 60 dias influenciou negativamente a motilidade total,
progressiva, VAP e RAP pdés descongelacdo. No grupo subfértil a
suplementacdo oral de 500mg de vitamina C e E durante 60 dias
influenciou positivamente as caracteristicas de motilidade progressiva e
RAP, quando se associou vitamina C e E no meio diluente para
congelagéo.

e A suplementacdo oral de vitamina C e E influenciou positivamente a
morfologia espermatica dos caes do grupo subfértil.

e A taxa de peroxidagao lipidica e as concentragdes de antioxidantes no
plasma seminal ndo sofreram influéncia da suplementagdo oral de

vitamina C e E nos grupos fértil e subfértil.
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12. Anexo |

Meio TRIS/Gema de ovo/Glicerol, utilizado como meio controle

TRIS 244

Acido Citrico 149

Frutose 0,89

OEP 1 mL

Sulfato de Amicacina 0,02¢g

Glicerol 8 mL

Gema de Ovo 20 mL

Agua Destilada Completar para 100 mL
pH=+6,8

Osmolaridade = + 300 mOsmol
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Anexo Il

Valores do “setup” estabelecido para avaliagcdo do sémen de cio no sistema
CASA (Computer-Assisted Semen Analyzer, HTR-IVOS 10 Analyzer, Hamilton
Thorne Research, Beverly, MA, USA).

VARIAVEL VALOR
Frames por segundo 60 Hz
Numero de frames 50
Contraste minimo 40
Tamanho celular minimo 4 pixel
Tamanho celular 5 pixel
Default
Intensidade celular 45
_ VAP 60 ym/s
Células progressivas
STR 70%
VAP — Cutoff 30 um/s
Células lentas
VSL - Cutoff 6,0 um/s
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Anexo lll

FITC-PSA (L-0770, SIGMA)

Diluicdo 1 — Solugéo de Azida de Na

Azida de Na

200 mg

PBS

20 mL

Diluicdo 2 — Solugéo Trabalho (100ug/mL)

Solucdo de Azida de Na 20 mL
FITC-PSA 2 mg
lodeto de Propidio (P-4170, SIGMA)

Solugéo Trabalho (500ug/mL)

lodeto de Propidio 5 mg

PBS

10 mL
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Resumo

Os espermatozoides sdo células altamente susceptivel ao estresse oxidativo devido a
grande concentracdo de acidos graxos na composi¢do de suas membranas. O estresse
oxidativo ocorre devido a um desequilibrio entre as concentracdes de substancias
antioxidantes e oxidantes, o que pode levar a perda da capacidade fertilizante do
espermatozodide. O objetivo deste trabalho foi avaliar as taxas de peroxidagdo lipidica e a
concentracdo das substincias antioxidantes do plasma seminal: Superéxido Dismutase
(SOD), catalase, vitaminas C e E de caes férteis e subférteis apds uma suplementacdo oral
de vitamina C e E por 60 dias. Para isto, foram utilizados 13 caes de diferentes racas e
idades que receberam racdo comercial (Max Adulto — Royal Canin) por quatro meses. Nos
ultimos 60 dias, os animais receberam uma suplementacdo oral de 500mg de vitamina C e
E por 60 dias, a qual foi adicionada a rag¢do. O sémen foi coletado por manipulagdo digital
do pénis em trés momentos, antes (M1), apos 30 (M2) e 60 dias (M3) de suplementagdo. O
plasma seminal foi obtido apos centrifugacdo (18000g) do ejaculado e armazenado em
tubos tipo eppendorf em congelador a -20°C. Foram mensurados no plasma seminal o
indice de peroxidagdo lipidica, através da andlise das substincias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS), e as concentragdes de SOD, catalase, vitamina C e E. A analise de
peroxidagdo lipidica, das concentracdes de SOD, catalase e vitamina C foram realizadas
em espectrofotometro em diferentes comprimentos de onda (532, 530, 230 e 520
respectivamente) sendo que para a avaliagdo da SOD utilizou-se um kit comercial
(Frutosamina — Labtest®). A concentragdo da vitamina E foi realizada em aparelho de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Os resultados mostraram diferenca
significativa entre os grupos de caes férteis e inférteis apenas no M1 (antes da
suplementagdo oral). Nao foi verificado diferenga entre os grupos nos demais momentos.
Em relagdo a concentragdo dos antioxidantes, ndo foi observado diferenga significativa
entre 0s grupos e entre os momentos. Baseado no exposto a suplementagdo oral com
vitamina C ¢ E nas dosagens de 500mg/dia por 60 dias nao interferiu nas taxas de
peroxidagao lipidica (TBARS) e nas concentra¢des dos antioxidantes.

Palavras-chave: Caes, subfertilidade, estresse oxidativo, suplementagdo oral.

Abstract
Sperm cells are highly susceptible to oxidative stress due to high concentration of fatty

acid in the composition of their membranes. Oxidative stress occurs due to an imbalance
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between the concentrations of antioxidants and oxidants, which can lead to the loss of
sperm fertilizing ability. The aim of this study was to evaluate the rates of lipid
peroxidation and concentration of antioxidants in seminal plasma: Superoxide Dismutase
(SOD), catalase, vitamins C and E, from fertile and subfertile dogs after an oral
supplementation of vitamin C and E for 60 days. For that, it was used 13 dogs of different
breeds and ages that were fed with commercial food (Max Adulto - Royal Canin) for four
months. Over the past 60 days, animals received a diet added to oral supplementation of
500 mg vitamin C and E for 60 days. Semen was collected by penis digital manipulation in
three times before (M1), 30 (M2) and 60 days (M3) of supplementation. Seminal plasma
was obtained after centrifugation (18000g) of the ejaculate and stored in Eppendorff tubes
in a freezer at -20 ° C. It was measured in seminal plasma the index of lipid peroxidation,
by analysis of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), and the concentrations of
SOD, catalase, vitamin C and E. Analysis of lipid peroxidation, the concentrations of SOD,
catalase and vitamin C were performed on a spectrophotometer at different wavelengths
(532, 530, 230 and 520 respectively) and for the evaluation of SOD it was used a
commercial kit (Fructosamine - Labtest ®). The concentration of vitamin E was performed
using a high-performance liquid chromatography (HPLC). The results showed significant
differences between groups of fertile and infertile dogs only at M1 (before oral
supplementation). There was no difference between groups in other moments. Regarding
the concentration of antioxidants, there was no significant difference between groups and
between moments. Based on the foregoing oral supplementation with vitamin C and E in
dosages of 500 mg / day for 60 days did not affect the rates of lipid peroxidation (TBARS)
and concentrations of antioxidants.

Keywords: Dogs, subfertility, oxidative stress, oral supplementation.

Resumen

Los espermatozoides son muy sensibles al estrés oxidativo debido a la gran concentracion
de acidos grasos presentes en sus membranas. El estrés oxidativo se produce debido al
desequilibrio entre las concentraciones de las sustancias antioxidantes y oxidantes, lo que
puede generar pérdida en la capacidad fértil de los espermatozoides. El objetivo de este
estudio fue evaluar las tasas de peroxidacion de lipidos y la concentracion de antioxidantes
en el plasma seminal: superoxido dismutasa (SOD), catalasa, vitaminas C y E, en perros
fertiles y subfértiles después de la suplementacion oral de vitamina C y E durante 60 dias.

Para ello, hemos utilizado 13 perros de diferentes razas y edades que fueron alimentados
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con una dieta comercial (Max Adultos - Royal Canin) durante cuatro meses. Durante los
ultimos 60 dias, los animales recibieron la dieta comercial en conjunto con una
suplementacion oral de 500 mg de vitamina C y E durante 60 dias. El semen fue colectado
3 vezes la manipulacion digital del pene en tres veces antes (M1), 30 (M2) y 60 dias (M3)
de la suplementacion. El plasma seminal se obtuvo a partir de la centrifugacion (18000g)
del eyaculado y se almaceno en tubos Eppendorff en un congelador a -20°C. En el plasma
se midieron la peroxidacion lipidica mediante analisis de sustancias reactivas al acido
tiobarbitirico (TBARS), y las concentraciones de SOD, catalasa, vitamina C y E. Los
analisis de peroxidacion lipidica, las concentraciones de SOD, catalasa y la vitamina C se
realizaron en un espectrofotometro en diferentes longitudes de onda (532, 530, 230 y 520,
respectivamente) y para la evaluacion de la SOD utilizé un kit comercial (fructosamina -
Labtest ®). La determinacion de vitamina E se realiz6 mediante una cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC). Los resultados mostraron diferencias significativas entre los
grupos de perros fértiles e infértiles s6lo en M1 (antes de la suplementacion oral). No hubo
diferencias entre los grupos en otros momentos. En cuanto a la concentracion de
antioxidantes, no hubo diferencias significativas entre los grupos y entre los tiempos. Con
base en lo anterior la suplementacion oral con vitamina C y E en dosis de 500 mg / dia
durante 60 dias no afectdé los indices de peroxidacion lipidica (TBARS) ni las
concentraciones de antioxidantes.

Palabras-clave: Perros, Subfertilidade, estrés oxidativo, suplementacion oral.
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Introdugdo

O espermatozoide possui na composi¢do de sua membrana uma grande quantidade
de 4cidos graxos poli-insaturados, fato que o torna particularmente susceptivel ao processo
de estresse oxidativo. O estresse oxidativo € causado por um desequilibrio entre a
concentracdo de substancias antioxidantes e das oxidantes, reconhecidas como espécies
reativas de oxigénio (ROS) (1). Quando este desequilibrio ocorre em grandes proporgdes, o
espermatozodide perde sua capacidade fertilizante. O plasma seminal contem moléculas de
alto e baixo peso molecular, incluindo antioxidantes enzimaticos como a Superoxido
Dismutase (SOD) (2, 3) e a catalase (4) e ndo enzimaticos como a vitamina C (5) e
vitamina E (6).0 plasma seminal ¢ considerado, portanto, a principal defesa contra a
toxicidade das ROS (7, 8), resguardando o espermatozdide com um sistema antioxidante
capaz de preservar sua capacidade fertilizante (9).

A diminuic¢ao da concentracdo de ROS ou o aumento do sistema antioxidante reduz
o estresse oxidativo e os danos causados por ele. A suplementagdo oral com moléculas
antioxidantes aumenta a concentragdo dessas substancias no plasma seminal reduzindo o
estresse oxidativo durante a espermatogénese. A analise das substancias antioxidantes e a
avaliacdo da peroxidacdo lipidica poderdo indicar a taxa de estresse oxidativo ao qual as
células espermaticas estdo sendo submetidas.

O objetivo dessa pesquisa ¢ avaliar as taxas de peroxidagdo lipidica e a
concentragdo das substancias antioxidante do plasma seminal: SOD, catalase, vitaminas C
e E de caes férteis e subférteis apds uma suplementacao oral de vitamina C e E por 60 dias.
Material e Método

Foram utilizados treze (n=13) caes de ragas ¢ idades variadas. Nove animais eram
provenientes do canil da Policia Militar de Bauru e quatro de propriedades particulares da

cidade de Botucatu. Todos os animais foram alimentados com rag¢do comercial (Maxi
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Adulto — Royal Canin) por quatro meses. Apos dois meses do inicio do fornecimento desta
racdo, os animais receberam uma suplementacao oral de 500mg de vitamina C e 500mg de
vitamina E por 60 dias. Antes da suplementagdo, apos 30 dias e 60 dias o sémen foi
coletado e avaliado (M1, M2 e M3, respectivamente). A colheita de sémen foi realizada
pelo método de estimulagdo peniana descrito por Feldman & Nelson (10). Os animais
foram divididos em dois grupos de acordo com o padrdo de seu ejaculado: em férteis e
subférteis. Cdes férteis: (n=7) ejaculado com concentracdo e morfologia espermatica
dentro dos padrdes recomendados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (11).
Caes subférteis: (n=0) Ejaculado com padrio abaixo do recomendado pelo CBRA, baixa
concentragdo espermatica (< 20x10° sptz/mL) e/ ou alto indice de patologias espermaticas
(> 30%).

O sémen foi centrifugado a 18.000g por 20 minutos para obtencdo do plasma
seminal. Em seguida as amostras de plasma seminal foram transferidas para tubo tipo
eppendorff e congeladas a -20°C até o momento de sua analise. No momento das analises
(M1, M2 e M3) as amostras de plasma seminal foram descongeladas e submetidas as
seguintes avaliagoes:

Taxa de peroxidacao lipidica: foi avaliada através da mensuragdo das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Para esta analise seguiu-se o protocolo descrito
por Buege & Aust (12). Este método se baseia na reacdo de duas moléculas de acido
tiobarbitirico com uma de malondialdeido (MDA), produzindo um complexo de coloragdo
rosea que pode ser quantificado através de leitura em espectrofotometro em um
comprimento de onda de 532nm. Esta reacdo ocorre em pH acido e em temperaturas entre
90 e 100°C.

Uma aliquota de 100 puL. de plasma seminal foi misturada a 200 uL. de uma

solucdo de acido tricloroacético (15%) - acido tiobarbittrico (0,375%) - acido cloridrico
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(0,25N). Aquecido por 15 minutos em agua fervente e resfriado em agua, centrifugado por
10 minutos 1300g .O sobrenadante foi utilizado para quantificar os TBARS em
espectrofotometro (SpectraMax M5, Molecular Devices) em um comprimento de onda de
532nm. Os resultados obtidos foram comparados com uma curva padrdo de MDA. A
concentracdo dos TBARS foi determinada utilizando-se 1,56 x 105 x M-ImL-1 como
coeficiente de extingdo molar de MDA. Os valores foram expressos em ng de TBARs/mL
de plasma.

Mensuracio das substancias antioxidantes:

Superoxido_dismutase (SOD): foi medida indiretamente através do indice de inibi¢do da

SOD. Foi utilizado um kit comercial para dosagem de frutosamina (Labtest), proteina
consumida pela SOD. A SOD foi portanto, mensurada a partir da concentragao de
frutosamina no plasma seminal, sem inibi¢ao e com inibi¢ao da acdo da SOD. A analise foi
realizada em espectrofotometro (SpectraMax M5, Molecular Devices) utilizando um
comprimento de onda de 530nm, apo6s incubacdo da amostra a 37°C por 10 minutos e
depois realizada duas novas analises, uma apds 5 minutos e outra ap6és 10 minutos.

Os resultados obtidos sem a inibicdo da SOD foram considerados como 100%.
Para a determinacao do valor da SOD, foi realizada uma curva padriao, utilizando-se
concentragdes pré determinadas de SOD, utilizando a equagdo: y = 0,027x+ 44,26. Onde y
¢ a concentracdo de SOD em ng/mL e x o valor encontrado na porcentagem de inibi¢ao da
SOD.

Catalase: Foi determinada em aparelho de espectrofotometria com comprimento
de onda de 230nm a 30°C, avaliando-se o consumo de H,O; por 8 minutos (13). O meio de
reacdo continha 10uL de plasma seminal, tampao Trisaminometano/EDTA (concentragio
final de 50nM e 250nM respectivamente), pH 8,0 e 900uM de H,O, (concentragao final de

9,0nM).
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Para os calculos de concentracdo, utilizou-se o valor 0,071M-lcm-1 como
coeficiente de extingdo molar do H,O,. A concentragdo de catalase foi expressa por ng/mL
de plasma seminal.

Vitamina E: Uma aliquota de 200uL de plasma seminal foi adicionado a 100uL de
etanol 100% com Butilhdroxitolueno (BHT) e 100uL de NaOH e homogeneizado em
vortex por 5 segundos. Em seguida adicionou-se 400uL de n-hexano e¢ a mistura foi
agitada por 2 minutos. A amostra foi centrifugada a 700 g por 5 minutos e em seguida cada
amostra foi inserida em um novo tubo de ensaio contendo 200uL da fase hexanica.

As amostras foram secas em fluxo de nitrogénio e ressuspendidas em 200uL de
fase movel. Vinte microlitros deste preparado foi injetado no aparelho de cromatografia
liquida de alta performance (HPLC). O comprimento de onda de excitagdo e emissao foi de
292 e 330nm, respectivamente.

Para quantificar o valor de vitamina E, 5 inje¢des do padrdo interno (vitamina E
em 5 diferentes concentragdes:2,5; 5; 10; 20 e 40 uMol/L) foram introduzidas no aparelho
para definir o tempo de retencdo e a area média obtida. Foi entdo obtida a curva padrio que
forneceu uma equagdo, y= 0.0003x + 0,660. onde x representa o valor encontrado na area
obtida e y a concentragdo de vitamina E, expresso em pMol/L.

Vitamina C: Seguiu-se o protocolo proposto por Bessey (14): Adicionou-se 400uL de
acido tricloroacético (5%) em 100puL de plasma seminal. Essa amostra foi centrifugada a 4°
C, por 10 minutos a 908g. Em seguida retirou-se 60puL do sobrenadante transferindo essa
aliquota para um tubo de ensaio onde adicionou-se 20uL do reagente de cor (DTC —
dinitrofenilhidrazina+tiouréia+sulfato de cobre). Este procedimento foi realizado em
triplicata. Apds 4 horas de reagdo em banho de dgua a 37 °C adicionou-se 100uL de H>SO4

65%. A leitura foi realizada apos 20 minutos em espectrofotometro (SpectraMax MS5,
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Molecular Devices), utilizando um comprimento de onda de 520 nm. A concentragdo de

vitamina C foi realizada por meio de uma curva de calibragao.

Resultados

Discussdo

O plasma seminal ¢ a principal fonte de defesa antioxidante para o
espermatozoide (7, 8). A avaliagdo de TBARS no plasma seminal reflete o indice de
estresse oxidativo ao qual este espermatozoide esta exposto, podendo ser usado como
um indicativo da necessidade ou ndo de uma suplementagdo oral com antioxidantes.
Assim, objetivou-se neste experimento verificar eventuais diferencas existentes nos
niveis de estresse oxidativo entre os animais férteis ¢ subférteis. A hipotese era que no
plasma seminal de cdes subférteis existia uma maior concentragdo de TBARS e/ou uma

menor concentracdo de substancias antioxidantes.

Antes da suplementagdo oral, o grupo dos animais férteis mostrou uma
concentracdo de TBARS superior (735,20 £ 153,80) ao do grupo subfértil (507,96 +
161.13), demonstrando que o ejaculado de caes com padrdo normal apresenta uma taxa
maior de peroxidagdo lipidica. A adi¢do das vitaminas C e E na ragdo desses animais
modificou esses resultados aumentando talvez a concentragdo de substancias
antioxidantes no plasma seminal o que foi suficiente para diminuir o TBARS no grupo

fértil (Tabela 1).

A suplementacdo da dieta de coelhos com vitamina C, E e a sua associacao,
promoveu uma diminui¢do da formag¢do de TBARS, indicando que a suplementacdo
oral de antioxidante reduziu o estresse oxidativo no plasma seminal desses coelhos (15).

A mesma situacdo foi observada em ratos suicos (16). Uma redugdo da taxa de
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peroxidacdo lipidica também foi observada em ratos Wistar quando suplementados

apenas com a vitamina C (17).

Uma condi¢do importante a ser discutida ¢ a possibilidade dessa maior
concentracdo de TBARS observada no plasma seminal do grupo fértil ser devida a uma
concentragdo espermatica também maior nesse grupo; assim quando maior o numero de
espermatozodide, maior a concentragdo de ROS e maior concentragdo de TBARS. Existe
também a possibilidade de que outros antioxidantes, ndo mensurados neste
experimento, como a glutationa peroxidase estejam em concentragdes mais baixas no
grupo fértil, contribuindo assim para um desequilibrio das concentracdes de

oxidantes/antioxidantes.

Em estudo realizado com homens férteis e subférteis, também foi observado,
uma maior taxa de peroxidagao lipidica no sémen de homens férteis (18). Ao contrario,
um aumento da concentragdo de ROS no plasma seminal foi relatado como uma das

causas da baixa qualidade do sémen de humanos (19), hamster (20) e caes (21).

Nao foi possivel detectar a concentracdo de catalase do plasma seminal dos
animais avaliados, corroborando com os resultados de Hatamoto et al. (22), que também
ndo encontraram catalase no plasma seminal de caes da ragca Rottweiller. Kawakami et
al. (21) detectaram a presenca desta enzima no plasma seminal de cades e observaram
uma concentragdo mais baixa em animais com ejaculado abaixo do padrao desejado do
que em animais considerados férteis (0,48 x 2,18 u/mg de proteina, respectivamente). A
catalase ¢ uma enzima intracelular, por isso ndo deve estar presente em altas
concentracdes no plasma seminal (23, 24). Talvez o equipamento usado em nosso
experimento ndo tenha sensibilidade suficiente para detectar pequenas concentracdes de

catalase.
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Nao houve diferenca significativa entre os grupos fértil e subfértil na
concentracdo dos antioxidantes avaliados (SOD, Vitamina C e E) no plasma seminal
(Tabelas 2, 3 e 4, respectivamente). Ao contrario dos resultados de Kawakami et al. (21)
que relataram uma concentragdo de SOD significativamente mais baixa no plasma
seminal de cdes com alteracdes seminais do que naqueles sem alteragdes. Estes autores
relacionaram a baixa motilidade espermatica observada no ejaculado desses animais
com a concentracdo reduzida de SOD. No presente experimento, os cdes subférteis ndo
apresentavam alteragdo de motilidade espermdtica, mas sim de concentracdo e
morfologia espermatica; talvez por isso ndo tenha sido observado diferenga significativa

na concentragdo de SOD entre os grupos experimentais (Tabela 2).

Nao houve diferenca significativa, entre os grupos, na concentracdo dos
antioxidantes mensurados (SOD, vitamina C e vitamina E) no plasma seminal, em
nenhum momento analisado, indicando, talvez, que a concentragdo dos antioxidantes
utilizados na suplementag@o oral ndo tenha sido suficiente para alterar a concentragdo
destas substancias no plasma seminal. Ao contrario, Kawakami et al. (21) observaram
menor atividade de SOD em cdes astenozoospérmicos do que nos considerados
normais. Siciliano et al. (25) também observaram menor atividade de SOD em homens

com problemas reprodutivos.

Corroborando com os resultados aqui apresentados, ndo foi observada nenhuma
diferenca significativa na atividade da SOD no plasma seminal de homens com ¢ sem

problemas reprodutivos (26, 27).

Em um estudo com cdes submetidos a tratamentos com dexametasona e
suplementagdo oral de vitamina E observou-se uma diminuicdo da concentracdo de

TBARS. Os autores atribuiram seus resultados ao fato de que a suplementacdo oral com
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vitamina E diminuiu a peroxidag¢ao lipidica protegendo a célula contra os efeitos deletérios

da peroxidagao lipidica (22).

Baseado no exposto observou-se que a suplementacdo oral com vitamina C e E
nas dosagens de 500mg/dia por 60 dias ndo modificou o indice de peroxidagdo lipidica
(TBARS) e nas concentragdes dos antioxidantes avaliados nos dois grupos estudados e

nos tres momentos avaliados (antes, durante e apds a suplementacao).
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