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

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

sémen.

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

antioxidantes.



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

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

concentrations was beneficial to the cryopreservation of semen

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



1. INTRODUCAO

A criopreservacao dos espermatozoides oriundos do epididimo visa manter a
disponibilidade, a longo prazo, do material genético. Isto € particularmente importante
para a conservagdo de espécies ameagadas de extingdo e para a geragédo de
descendentes de individuos de alto valor genético que vieram a o6bito ou ainda que
sofreram orquiectomia com intuito terapéutico.

Com a criopreservagao, ha a ocorre maior producédo das espécies reativas de
oxigénio (ROS) e estas, em pequena quantidade, auxiliam o processo de capacitagéo
espermatica e fecundacgao; ja em excesso, as ROS resultam em danos irreversiveis
as células espermaticas, provocando a queda da motilidade, ruptura da membrana
plasmatica, desorganizagao da cromatina e até mesmo morte celular.

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

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

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

descongelagao.
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8. CONCLUSOES

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

se que:

e Todos os antioxidantes associados ou nao, atuaram preservando as células
espermaticas apos 48 horas de refrigeracdo, com destaque para as
concentracdes de 0,175mM de Trolox; 0,25mM de NAC e Trolox e 0,35mM de
NAC.

e O Trolox e a NAC juntos ou isolados, conferiram maior manutengcdo dos
espermatozoides apos o processo de congelagdo/descongelacdo nas
concentracdes 0,25 e 0,35mM.

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

e Ha correlacao entre a quantidade de ROS observada no fluido epididimario e a
viabilidade espermatica.
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ANEXO A

Protocolo Anestésico:

-  MPA:
o Clorpromazina 0,5mg/kg

o Cloridrato de Tramadol 2mg/kg

Inducgéo:

o Propofol 2mg/kg

Manutencao
o Isofluorano
Antibidtico
o Benzilpenicilina 40.000 Ul/kg

ANEXO B

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

- Frutose 0,99
- Citrato Trisddico 0,49¢g
- Agua destilada (g.s.p.) 100 mL
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ANEXO C

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

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

Solugéo IV - 960uL
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ANEXO D

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

ANEXO E

Solugao de TBA para a realizagao do teste de lipoperoxidagao:

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