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RESUMO

MAIA, M.S. Viabilidade Espermatica e Geracdo de Metabdlitos Reativos do
Oxigénio (ROS) no Semen Ovino Criopreservado em Diluidor Aditivado de
Lauril Sulfato de S6dio (OEP), Trolox-C e Catalase. 2006. Tese (Doutorado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus de Botucatu, Botucatu,
2006.

O Objetivo deste estudo foi determinar o efeito da adicdo do surfactante lauril
sulfato de sédio (Orvus es Paste — OEP) e dos antioxidantes Trolox-C (6-
hidroxi-2, 5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico) e catalase ao meio
diluidor, na motilidade espermética, integridade de membrana plasmatica,
acrossomal e mitocondrial, estadio de capacitacdo e geracao de radicais livres
no espermatozoéide ovino pds-descongelacdo. Para isso, foram realizados dois
experimentos. No Experimento 1, avaliou-se o efeito da adi¢do do surfactante

ao diluidor. O sémen de 10 carneiros foi coletado por meio de vagina artificial e
diluido para uma concentracéo final de 400x10° espermatozéides/mL no meio
Tris-gema contendo OEP (0; 0,5 e 1%) ou no diluidor glicina-gema-leite
(controle). A motilidade foi determinada pelo sistema computadorizado de
analise de sémen (CASA), a integridade de membrana pela combinacdo dos
corantes fluorescente iodeto de propidio e diacetato de carboxifluoresceina
(IP+DIC) e o estadio de capacitacdo pela técnica da CTC. Houve efeito
significativo do tratamento em todos os parametros da motilidade, na
integridade de membranas e na capacitacdo espermatica. A adicao de 0,5% ou
1% de OEP ao diluidor TRIS-gema aumentou significativamente (P<0,05) a
motilidade, a integridade de membranas e o percentual de espermatozéides
nao capacitados, comparado ao controle. O diluidor TRIS 1 foi selecionado
para utilizacdo como meio base para o experimento 2. No Experimento 2, foi

determinado o efeito da adicdo dos antioxidantes ao diluidor. O sémen foi
coletado e os seguintes tratamentos foram aplicados: T1- TRIS (controle), T2-
TRO+ (diluidor T1 + Trolox, 50mM/10® espermatozéides), T3-CAT+ (diluidor T1
+ catalase, 50ng/mL), T4- TRO/CAT+ (diluidor T1 + Trolox e Catalase, nas

mesmas concentracdes utilizadas no T2 e T3). A motilidade espermatica foi



determinada pelo sistema CASA, a integridade de membrana plasmatica e
acrossomal e a funcdo mitocondrial foram avaliadas pela combinacdo das
sondas fluorescentes IP, FITC-PSA e JC-1. A lipoperoxidagéo foi medida pela
técnica dos TBARS, a geracao de superoxido pela técnica de reducédo do nitro
blue tetrazolium (NBT) e a geracao de peréxido de hidrogénio pelo método do
Phenol Red. A adicdo dos antioxidantes sozinhos ou em combinagdo nao
aumentou significativamente (P<0,05) a motilidade total ou as velocidades
espermaticas, nem o potencial de membrana mitocondrial em relacdo ao
controle. No entanto, a motilidade progressiva e o0 percentual de
espermatozoides viaveis com membrana plasmatica e acrossomal intacta
foram significativamente (P<0,05) maior no CAT+ do que no controle. Nao
houve diferenca significativa (P>0,05) nos niveis de lipoperoxidacdo
espontanea no sémen entre os tratamentos. A geracdo de superoxido foi
menor (P<0,05) no sémen congelado nos diluidores TRIS e CAT+ que no
TRO+ e TRO/CAT+, enquanto que a geracdo de perédxido de hidrogénio foi
maior no sémen congelado no TRIS e CAT+ e menor no TRO+ e TRO/CAT+.
Os resultados sugerem que o0 processo de congelacdo e descongelacdo do
espermatozoide ovino provoca alteracdes na motilidade, na integridade de
membrana plasmatica e acrossomal e induz mudancas semelhantes a
capacitacdo nas membranas espermaticas. Evidenciou-se a geracdo de
metabdlitos reativos do oxigénio durante a criopreservacao do sémen. A adicdo
de catalase ao diluidor Tris-gema melhorou a viabilidade do espermatozdide
ovino apds a congelacdo, em relacdo aos outros diluidores avaliados, podendo

ser indicado como aditivo para os meios de congelacédo do sémen ovino.

Palavras-chave: antioxidantes, surfactante, lipoperoxidagcdo, radicais livres,

catalase, trolox, criopreservagéo, sémen ovino.



ABSTRACT

MAIA, M.S. Sperm viability and reactive oxygen species (ROS) generation in
ram semen cryopreserved in extenders supplemented with sodium lauryl sulfate
(OEP), Trolox-C and catalase. 2006. Tesis (Doutorado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista — UNESP, Campus de Botucatu, Botucatu, 2006.

The aim of this study was to determine the effect of addition of surfactant
sodium lauryl sulfate (Orvus es Paste — OEP), and antioxidants, Trolox-C (6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxilic acid) and catalase to an
extender on the motility, plasmatic and acrosomal and mitochondrial membrane
integrity, capacitation status and free radicals generation of post thaw ram
spermatozoa. Two experiments were performed. In Experiment 1, the effect of
addition of surfactant was evaluated. The semen was collected from ten rams
by artificial vagina and it was diluted to a final concentration of 400x 10°
sperm/mL in egg yolk-Tris extender containing OEP (0, 0.5 and 1%) or glycin-
egg yolk-milk extender (control). The sperm motility was evaluated using a
computer-assisted sperm analysis (CASA); the membrane integrity was verified
using the fluorescent stains (propidium iodide and carboxyfluorescein diacetate)
and the capacitation status determined by CTC technique. There was a
significant treatment effect in all parameters involving sperm motility, membrane
integrity and spermatic capacitation. The addition of OEP 0.5% or 1% to the
egg yolk-Tris extender improved (P<0.05) the motility and membrane integrity
and the percentage of uncapacited spermatozoa compared to the control. Then,
the TRIS 1 extender was selected to be used at experiment 2. Experiment 2:
the Exp 2 aimmed to determine the effect of antioxidants addition to the
extender. Semen was collected and these treatments were applied: T1 - egg
yolk-Tris extender (control), T2- TRO+ (T1 extender +Trolox, 50mM/10®
spermatozoa), T3- CAT+ (T1l extender + catalase, 50ng/mL) and T4 -
TRO/CAT+ (T1 extender + trolox and catalase on the concentrations used in T2

and T3). Motility was determined by CASA system, plasmatic and acrosomal



membrane integrity and mitochondrial function were evaluated with Pl, FITC-
PSA and JC-1 association. The lipid peroxidation was measured by TBARS
technique, and superoxide content was measured by a nitro blue tetrazolium
(NBT) reduction assay and hydrogen peroxide was measured by Phenol Red
assay. The addition of antioxidants either alone or in combination did not
significantly increased (P<0,05) the following parameters: total motility,
spermatic speeds, and potential of mitochondrial membrane when compared to
the control. However, the progressive motility and the percentage of viable
spermatozoa with intact plasmatic and acrosomal membrane were, significantly
(P<0,05) greater in the CAT+ than the control. The spontaneous lipid
peroxidation in the semen was not significant difference (P>0,05) among
treatments. The superoxide content was lower (P<0,05) in the cryopreserved
semen while using TRIS and CAT+ extenders that in TRO+ and TRO/CAT+
while the hydrogen peroxide content was higher in the semen frozen with the
TRIS and CAT+ and lower when TRO+ and TRO/CAT+ were used. These
results suggest that freezing and thawing of ram spermatozoa leads to
alterations on motility, plasmatic and acrosomal membrane integrity and
induces capacitation-like membrane changes in spermatozoa. The data provide
evidence that reactive oxygen species are produced during the
cryopreservation of ram semen. The addition of catalase to the egg yolk-Tris
extender improved the viability of the frozen-thawed ovine spermatozoa when
compared to the other extenders, which supports the beneficial effect of this
additive on ovine semen freezing extenders.

Key words: antioxidants, surfactant, lipid peroxidation, free radicals, catalase,

Trolox, cryopreservation, ram semen.



1. INTRODUCAO

Desde que Lazzaro Spallanzani em 1780 provou que era possivel
ocorrer fecundagcdo depois da deposicdo do sémen, de forma artificial, no
genital feminino, as biotécnicas relacionadas a reproducao tém evoluido. No
inicio, o sémen era utilizado na sua forma “in natura” e apenas fracionado e
depositado no fundo da vagina da fémea, obtendo-se taxas de fertilidade
razoavel. Esse método ainda continua sendo adotado em larga escala, mas
requer manipulacéo rapida e uso imediato do sémen. Porém, com o passar dos
anos os estudos foram evoluindo e surgiu a necessidade de se aumentar a
capacidade fecundante dos reprodutores e de conservar o material seminal por
um maior periodo de tempo. Uma forma de alcancar o primeiro objetivo é
aumentando o volume do ejaculado por meio da utilizacdo de diluidores e para
atingir o segundo obijetivo € necessario a criopreservacao.

O grande avanco na criopreservacao do espermatozéide de mamiferos
so6 foi dado com a descoberta do efeito crioprotetor do glicerol por Polge et al.,
(1949). A partir dai, o espermatozéide de varias espécies tem sido
criopreservado com sucesso. Entretanto, o sucesso da criopreservacado de
sémen € apenas parcial, uma vez que cerca da metade dos espermatozoides
sdo destruidos ou danificados pela congelacédo e descongelacédo (baseado no
sémen bovino, que é a espécie onde se obtém os melhores resutados). Isso
ocorre porque durante o processo de criopreservacao a célula passa por uma
série de alteracdes estruturais causadas pelo gradiente osmotico gerado entre
0 meio intra e extracelular, que podem resultar em danos a membrana
plasmética e acrossomal, bem como a outras estruturas esperméticas.

Assim, para 0 sucesso da criopreservagao, a composicdao do meio de
congelacdo ou diluidor é muito importante para que se obtenha uma taxa de
sobrevivéncia adequada. Com esse objetivo, dezenas de diluidores ja foram
desenvolvidos e varios tipos de substancias crioprotetoras adicionadas a eles e
testadas. Entre essas substancias, as mais utilizadas atualmente sao a gema
de ovo e o glicerol.

Diante disso, o objetivo deste trabalho é avaliar o efeito da adicdo de
compostos que ajudem a manter a integridade de membrana e prevenir 0

estresse oxidativo ao diluente Tris-gema, que € o mais utilizado para a



congelagdo de sémen ovino e com isso, aumentar a protegdo ao
espermatozoide durante a congelacdo e descongelacao.

Para atingir nosso objetivo, foram realizados dois experimentos. O
primeiro para avaliar o efeito da adigdo de um surfactante ao meio diluidor e o
segundo avaliando o efeito da adicdo de antioxidantes sobre a geracdo de
radicais livres e a congelabilidade do sémen.

Os surfactantes, também chamados de detergentes, sdo substancias
gue atuam sobre os glébulos de gordura presentes no diluidor, dissolvendo-os
de forma a se tornarem mais disponiveis para incorporagdo na membrana
espermatica.

Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de desvendar o
mecanismo de acdo e a funcdo dos oxidantes e antioxidantes na atividade
reprodutiva. Em humanos ja estd comprovado o efeito negativo do estresse
oxidativo na fertilidade masculina, bem como a participacdo dos metabdlitos
reativos do oxigénio (ROS) nos eventos fisiolégicos da capacitacdo
espermatica. Nas diferentes espécies de animais domésticos os estudos tém
avancado, mas ainda existem dividas e contradi¢cdes a serem esclarecidas.

A adicdo de antioxidantes aos diluidores para congelacdo do sémen tem
sido utilizada em vérias espécies com o objetivo de minimizar ou reverter os
efeitos danosos causados pelos metabdlitos reativos do oxigénio (Oz, OH,
H,O,) ao espermatozdide.

No presente estudo, foram avaliados os efeitos da adicdo de dois
antioxidantes e um detergente ao diluidor. Os antioxidante utilizados foram a
catalase (enzimatico), que decompde H,O, a agua e oxigénio molecular e o
Trolox C (ndo enzimatico), analogo sintético hidrossoltvel da vitamina E, que
atua quebrando a reacdo em cadeia da lipoperoxidacdo. E o detergente OEP
(Orvus es Paste).

Espera-se que os resultados aqui obtidos possam contribuir para compor o
imenso quebra-cabeca que tem sido a busca da solucdo do problema de

fertilidade do sémen ovino criopreservado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Criopreservagao do sémen

A sobrevivéncia do espermatozdide de carneiro criopreservado é afetada
por varios fatores, incluindo a composicdo do diluidor, a concentracdo de
glicerol ou outro crioprotetor, a embalagem (palheta, minitubo, pelets), a
velocidade de congelacéo e descongelacdo, bem como, a qualidade do sémen
usado para congelacdo e a temperatura inicial de congelacdo (SALAMON &
MAXWELL, 1995; SALAMON & MAXWELL, 2000; BAG et al., 2002).

O espermatozéide do carneiro é sensivel a mudancas extremas de
temperatura durante o processo de congelacdo-descongelacdo, o que é
prejudicial a motilidade do espermatozéide e a integridade de membrana
(SALAMON & MAXWELL, 1995). Os danos causados a membrana
espermatica ocorrem numa faixa de temperatura entre -15°C e -60°C e néo
durante a estocagem em nitrogénio liquido (MAZUR, 1984) citado por Salamon
& Maxwell (2000). No caso do espermatozéide do carneiro, a maioria dos
danos ocorre entre -10°C e -25°C; regio de cristalizacdo do gelo (SALAMON &
MAXWELL, 1995). Segundo Watson (1995), o processo de desidratacao
celular que acompanha a congelacao lenta € potencialmente, benéfico para a
sobrevivéncia da célula, enquanto taxas de congelacdo rapidas sao
consideradas como a causa da morte celular. Byrne et al., (2000) avaliaram a
influéncia de duas curvas de congelacdo (rapido: 5°C / min de +5 a —25°C; e
lento: 0,5°C/min de +5 a —25°C), através dessa zona critica (-10 a —25 C),
sobre a fertilidade do espermatozéide in vivo e in vitro. Na curva de congelacao
rapida houve diferenca significativa na porcentagem de prenhez (IA uterina
60% x 40%; IA cervical 13% x 0%).

Colas (1975) e Watson & Martin (1974) observaram que a sobrevivéncia
do espermatozoide de carneiro congelado em palhetas depende da
temperatura inicial de congelacdo. Bag et al., (2002) obtiveram a melhor taxa
de sobrevivéncia (motilidade 71%) de espermatozdéides quando as palhetas
foram congeladas sob condi¢bes controladas a —125°C. Salamon (1970)
observou que a congelacéo a -79 ou -140°C produziu uma maior proporcéo de
espermatozoides moveis, que abaixo destas temperaturas. Ja Colas (1975)



relatou que a sobrevivéncia de espermatozdéides apos a descongelacdo era
pequena, quando a temperatura inicial de congelacdo era maior que -75°C.

Maxweel et al., (1995) obtiveram uma maior porcentagem de
espermatozoides moveis (45,7%) em palhetas de 0,5ml, quando a congelacéo
foi realizada a 6cm acima do nivel do Nitrogénio liquido, o que da uma
temperatura em torno de -60 a -80°C.

A viabilidade dos espermatozéides tem sido avaliada pela integridade de
sua membrana externa, uma vez que esta, serve como protecao ao gameta
masculino.

O processo de criopreservacdo causa danos as membranas
espermaticas. Geralmente, as membranas afetadas sdo a plasmatica, a
acrossomal externa e a mitocondrial. A desestabilizagdo da membrana
plasmatica apds a congelacdo assemelha-se a uma capacitacao fisiol6gica do
espermatozoide. O espermatozéide capacitado e/ou com acrossomo reagido
tem uma vida limitada, reduzindo assim a fertiidade (WATSON, 1995;
JANUSKAUSKAS et al., 1999).

As mudancas bruscas de temperatura durante os processos de
congelacdo e descongelacdo alteram a organizacdo dos componentes
estruturais da membrana plasmatica, afetando as suas propriedades. Essas
alteracdes estdo associadas a mudancas na permeabilidade e na habilidade de
sofrer fusdo. Além disso, os espermatozéides podem apresentar inchagos e
rupturas na membrana plasmatica e acrossomal externas, alteracdes na fluidez
da membrana, desregularizagdo no influxo de célcio intracelular e altera¢des na
atividade enzimética (JANUSKAUSKAS et al., 1999).

A criopreservacao pode produzir uma sub-populagdo com menor tempo
de vida in vivo, reduzindo efetivamente a eficiéncia da populacdo como um
todo. Apos a criopreservacédo, os espermatozéides sobreviventes contém mais
calcio intracelular que antes, refletindo em dano a membrana no mecanismo de
permeabilidade seletiva (BAILEY et al., 2000). Em espermatozéides humanos,
a criopreservacdo causa aumento na concentracdo de célcio intracelular e
perda de receptores de progesterona com lesdo & membrana plasmatica,
ambos contribuindo para a reducdo da fertilidade do sémen congelado
(McLAUGHLIN & FORD, 1994).



A cromatina espermatica € um material dinAmico e potencialmente
capaz de ser influenciado pela criopreservacdo (WATSON, 1995). A resisténcia
do espermatozoide a desintegracdo do DNA é um parametro importante na
fertilidade (TEJEDA et al., 1984).

O dano ao DNA pode ser investigado pelo teste de COMET ou pela
coloracao do nucleo avaliado por microscopia epifluorescente ou citometria de
fluxo (WATSON, 2000). Resultados da fluorescéncia com Acridine Orange na
coloracdo de sémen tém sido reportados como indicadores importantes do
potencial de fertilizacdo de espermatozoéides humanos. Por essa razéo, esse
teste tem sido sugerido como procedimento pratico e clinicamente significativo
para determinar a qualidade do sémen durante investigacdes de infertilidade
em homens (TEJEDA et al., 1984).

2.2 Composicao do Diluidor

O diluidor mais comumente usado para sémen ovino é o a base de TRIS
(tris -hidroximetil aminometano). Outros diluidores incluem lactose, glicose ou
rafinose, com gema de ovo ou leite de vaca desnatado. O glicerol é
acrescentado em varias concentracbes como crioprotetor (SALAMON &
MAXWELL, 2000).

A gema de ovo é considerada um crioprotetor, e por isso, € um
componente comum na composicdo de varios diluidores de sémen. Segundo
Salamon & Maxwell (2000), ela é um componente importante dos diluidores
para congelacdo de sémen de carneiro. Holt et al., (1992) observaram em
estudo crio-microscépico do espermatozéide de carneiro, que a gema de ovo
protege contra danos na membrana e perda da motilidade, induzidas abaixo do
ponto de congelagao extracelular (-20°C).

Varias pesquisas tém concluido que a adicdo de surfactantes ao diluidor
com gema de ovo melhora a motilidade do espermatozéide apds a
descongelacao, a integridade acrossomal, a sobrevivéncia e a fertilidade. El-
Alamy & Foote (2001) avaliaram o efeito da adigcdo de 0,5% do surfactante
STLS (sodium and triethanolamine lauril sulfato) ao diluidor TRIS — Citrato-
Gema, na criopreservacao do sémen de carneiros das racas Finn e Dorset. As
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taxas de sobrevivéncia foram de 71-76% e a motilidade progressiva de 41 -
47% apOs a descongelacdo do sémen, sendo que os ejaculados ndo tinham
sido selecionados antes da congelagdo. Os resultados foram considerados
satisfatorios e os autores concluiram que este diluente pode ser utilizado para a
IA cervical de ovinos.

Oliveira et al., (1988) adicionaram OEP (ovus es paste) ao diluente para
criopreservacdo de sémen de carneiros das ragas Corriedale e Ideal e
observaram um aumento significativo na integridade acrossomal apds a
descongelacéo (76,4 x 66,7% controle) e na motilidade progressiva (55x 48%
controle). Além disso, o indice de paricao na inseminacao artificial cervical, com
0 sémen criopreservado na presenca de OEP foi superior ao do grupo controle
(41,18% x 13,63% controle).

Ao adicionar 0,7% de Equex-STM, ao diluente de Fisher para
criopreservacdo do sémen de carneiros Assaf, Akourki et al., (2004)
observaram que o surfactante proporcionou um aumento significativo na
motilidade individual, na viabilidade, na integridade acrossomal e na integridade
de membrana plasmatica pelo teste hiposmaético.

Na criopreservacdo do sémen de bodes, Aboagla & Terada (2004a)
utilizaram o diluente Tris-gema (20% gema) aditivado de trealose e do
detergente dodecil sulfato de sddio (SDS), em diferentes concentragcbes (
0,035; 0,05; 0,075; 0,1; 0,15 e 0,2%) e avaliaram o efeito SDS sobre a
viabilidade do sémen descongelado, em termos de motilidade (%), motilidade
progressiva (%) e VAP (mm/s). Houve um aumento significativo tanto na
motilidade (80,0%) quanto na motilidade progressiva (65%) quando 0,1% de
SDS foi usado. No entanto, a porcentagem de acrossomo integro foi maior
guando 0,05 ou 0,075% de SDS foi usado. Alta concentragéo de SDS (>0,1%)
foi prejudicial tanto a motilidade quanto a integridade acrossomal. Em outro
estudo, Aboagla & Terada (2004b) avaliaram a Influéncia do detergente SDS
na integridade acrossomal durante a criopreservacao do sémen de bodes em
trés diluentes diferentes: TCG (tris-citrato-glicose; sem gema) TCG-Y (Tris-
gema) e TCG-YS (Tris-gema + 0,035% de SDS). O sémen foi congelado em
pellets e apds a descongelacdo, o sémen diluido nos diluentes contendo gema
(com ou sem SDS) tiveram um percentual de espermatozéide com acrossomo

intacto significativamente, mais baixo e uma perda acrossomal mais alta sem,
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no entanto diferirem entre si. O SDS néo exerceu efeito danoso ao acrossomo
comparado ao tris-gema. Portanto, a gema de ovo foi o principal fator
prejudicial ao acrossomo do espermatozoide caprino.

Na criopreservacdo do sémen de touros, Ahmad & Foote (1986)
observaram que a adicao de 0.5% STLS (Equex-STM) ao meio Tris gema, néo
foi prejudicial a motilidade espermatica e tendeu a melhorar a porcentagem de
espermatozoides méveis e com acrossomos intactos (microscopia contraste de
fase) apos a descongelacdo. Ainda no sémen de touro, Arriola & Foote (1987)
avaliaram varias concentracbes de STLS (0; 0,25; 0,50; 1,0; 1,5 e 2,0)
adicionadas ao diluente tris-gema, de acordo com o método de glicerolizagéo:
em uma etapa a 32°C, em duas etapas: a 32 e a 4°C e com a temperatura de
descongelacédo: 4, 30 e 60°C. A OGtima sobrevivéncia do espermatozdide
ocorreu entre 0,5 e 1% de STLS, independente do método de glicerolizagéo.
Houve aumento significativo na motilidade e na integridade acrossomal apds
descongelacdo, em relacdo ao controle, quando 0,5 e 1% de STLS foi
adicionado e a descongelacdao ocorreu a 30 e 60°C. A Motilidade na
descongelacédo a 30°C foi de 54% e a 60°C foi de 57% (0,5%STLS) e de 53 e
52%, respectivamente quando 1% de STLS foi utilizado. A integridade
acrossomal na descongelacéo a 30 e 60°C foi de 77,2 e 79% (0,5%STLS) e de
79,1 e 77,3% (1%STLS). A fertilidade, com base no ndo retorno ao estro apés
a inseminacao artificial, foi significativamente mais alta (70,9%) no grupo
inseminado com Tris + 0,5% STLS em relacdo ao controle (68%). Os autores
concluiram que o detergente STLS ¢é benéfico a sobrevivéncia do
espermatozoide de touro congelado quando adicionado ao diluente tris-gema
contendo 20% de gema nas concentracdes de 0,5 a 1% (v/v) e que a fertilidade
do sémen criopreservado em Tris com 0,5% STLS é normal.

No sémen de touro Foote & Arriola (1987) avaliaram a sobrevivéncia e a
fertilidade do espermatozdéide bovino criopreservado nos diluentes: Tris-gema,
leite integral e Tris-gema STLS. A adicdo de detergente ao diluente a base de
leite, sem gema, foi letal ao espermatozoide. A motilidade pds-descongelacéo
foi maior no meio Tris com 0,5% de Equex (68,7%) do que no Tris ou leite (55 e
56,5%, respectivamente). Ao adicionar gema ao diluente a base de leite (0, 10
ou 20%), a motilidade foi maior quando o detergente estava presente no meio
com gema (= 54%). A taxa de fertilidade com base no néo retorno ao estro foi



12

maior nos diluidores a base de leite (73,4%) e tris-gema STLS (73,4%) do que
nos demais: leite-gema (65,8%), leite-gema-STLS (65,6%) ou Tris-gema
(69,5%). Os resultados confirmam o efeito benéfico do detergente quando
adicionado ao Tris-gema.

2.3 - Metabdlitos Reativos do Oxigénio (ROS)

Metabdlitos reativos do oxigénio (ROS, do termo em inglés: reactive
oxygen species), radicais livres e oxidantes sao termos usados, para identificar
os intermediérios quimicos reativos do metabolismo do oxigénio (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG & ARNER, 2001). O termo radical livre
nao é considerado o mais adequado, pois nem todos os metabdlitos reativos do
oxigénio sao radicais livres. O mesmo se aplica ao termo oxidante, uma vez
gue algumas ROS (ex. O, e H,0;) podem atuar tanto como agentes oxidantes
como redutores, em sistemas diferentes. Ja o termo, metabdlitos reativos do
oxigénio (ROS) inclui todos os radicais e ndo radicais derivados do oxigénio
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Os ROS sédo encontrados em todos os sistemas bioldgicos. Em
condicOes fisiolégicas do metabolismo celular aerdbio, o O, sofre reducao
tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de
H,O. Durante esse processo, sao formados intermediarios reativos como: 0s
radicais superodxido (O), hidroperoxila (HO;") e hidroxila (OH’) e, o ndo radical,
peroxido de hidrogénio (H20). Normalmente, a redu¢do completa do O, ocorre
na mitocondria e a reatividade dos ROS é neutralizada pela entrada de quatro
elétrons (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER, 2001).

a) Radical superdxido (O5)

E um radical livre, formado a partir do oxigénio molecular pela adi¢éo de
um elétron. Sua formacdo ocorre espontaneamente, especialmente na
membrana mitocondrial, através da cadeia respiratoria. E também produzido

por flavoenzimas, lipoxigenases e cicloxigenases (NORDBERG & ARNER,
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2001). Sua formacdo ocorre em quase todas as células aerbbicas e sao
produzidos durante a ativagdo méaxima de neutrofilos, mondcitos e eosinofilos
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997). E um radical pouco reativo e n&o tem a
habilidade de penetrar membranas lipidicas, agindo, portanto, apenas no
compartimento onde € produzido (NORDBERG & ARNER, 2001).

b) Radical hidroxila (OH®)

E considerado o radical livre mais reativo em sistemas biolégicos, sendo
capaz de causar mais danos do que qualquer outro ROS. E formado a partir do
peroxido de hidrogénio em uma reacdo catalisada por ions metais (Fe™ ou
Cu®), denominada reacdo de Fenton (FERREIRA & MATSUBARA, 1997;
NORDBERG & ARNER, 2001).

O radical hidroxila também pode iniciar a oxidacdo dos acidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares (lipoperoxidacao).

c) Perdxido de hidrogénio (H20,)

O H;O, ndo é um radical livre, mas um metabdlito do oxigénio
extremamente deletério porque participa como intermediario na reacdo que
produz o OH?’; tem vida longa e € capaz de atravessar membranas bioldgicas
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER, 2001). Uma vez
produzido, o H,O, é removido por um dos trés sistemas de enzimas
antioxidantes: catalase, glutationa peroxidase e peroxiredutases (NORDBERG
& ARNER, 2001).

2.4 Antioxidantes

Segundo Halliwell & Gutteridge, (1999) antioxidante pode ser definido
como qualquer substancia que, quando presente em baixas concentracdes
comparada aquela do substrato oxidavel, retarda ou previne significativamente,

a oxidacao daquele substrato.
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Para proteger-se do efeito letal da formagéo excessiva de ROS, a célula
possui um sistema de defesa antioxidante enzimético e um ndo enzimatico. O
sistema enzimatico é composto pelas enzimas: Superéxido dismutase (SOD);
catalase (CAT), peroxiredoxinas (Prx), glutationa (GSH), glutationa redutase
(GR) e glutationa peroxidase (GPx). Fazem parte do sistema ndo enzimaticos,
um grande numero de compostos de baixo peso molecular, incluindo as
vitaminas C e E, diferentes compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q),
acido urico e acido lipico (NORDBERG & ARNER, 2001). Esse sistema pode
atuar em duas linhas: como removedor/varredor do agente antes que ele cause
lesdo (glutationa reduzida, superdxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e vitamina E) ou como reparador da lesdo ocorrida (&cido
ascorbico, GR e GPx) (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Com excecdo da vitamina E (a-tocoferol), que € um antioxidante
estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes encontra-se
no meio intracelular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

a) Catalase

A catalase € uma heme-proteina citoplasmatica que catalisa a reducdo do
peroxido de hidrogénio a agua e oxigénio molecular. Também atua na
destoxificacdo de diferentes substratos (ex. fendis e alcoois), via reducao
acoplada do peréxido de hidrogénio.

E encontrada no sangue, na medula 0ssea, nas mucosas, No rim e no
figado.

Um papel antioxidativo da catalase € diminuir o risco de formacéo do radical
hidroxila a partir do H>O, via reacdo de Fenton. Para aumentar sua eficiéncia e
protegé-la da inativacdo, a catalase se liga ao NADPH (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER, 2001).

Lapointe et al. (1998) detectaram a atividade de catalase no fluido do
oviduto de vacas, porcas e mulheres. Ao incubarem espermatozoéides bovinos
com fluido de oviduto purificado e com catalase de figado de bovino disponivel
comercialmente, observaram que somente a catalase presente no fluido

oviductual ligou-se ao capuz acrossomal do espermatozdéide. A presenca de
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catalase no trato genital feminino de mamiferos pode ser funcionalmente
relevante, uma vez que o espermatozéide dos mamiferos é deficiente em
catalase. Além disso, aminoacidos presentes no Utero e no oviduto de bovinos
estimulam a producéo de H,O, pelos espermatozoéides mortos. Como o H,0O, é
um dos principais reagentes envolvidos na reacdo em cadeia que leva a
lipoperoxidagéo, esta enzima pode ser muito importante para a sobrevivéncia
dos espermatozéides no trato reprodutivo da fémea.

Lapointe & Bilodeau (2003) observaram que os niveis de catalase no fluido
oviductual de vacas aumentam cerca de duas vezes do inicio ao fim do ciclo
estral, principalmente na regido da ampola, enfatizando a importancia da
remocé&o de H,O; no oviduto.

b) a - Tocoferol (Vitamina E)

Vitamina E € um termo nutricional que se refere a um grupo de tocoferois e
tocotriendis com atividade antioxidante. Apenas oito moléculas naturais
revelam atividade antioxidante: quatro tocoferdis (a, b, g d) e quatro
tocotriendis (a, b, g d) (BRIGELIUS-FLOHE & TRABER, 1999; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). O a-tocoferol é a forma mais abundante na natureza e
a que possui maior atividade biol6gica (BRIGELIUS-FLOHE & TRABER, 1999).

A molécula da vitamina E é dividida em duas partes: um anel cromanol,
também chamado de cabeca croman (hidrofilica) e uma cadeia ou cauda de
hidrocarbonetos (hidrofdbica), que serve para ancora-la na membrana lipidica.
O grupo —OH presente no anel cromanol é o responsavel por sua propriedade
antioxidante (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

A vitamina E € conhecida como o principal antioxidante lipofilico que
protege os acidos graxos poliinsaturados dos tecidos contra a peroxidacao. Ela
€ um potente removedor de radicais peroxil (LOO) e provavelmente, 0 mais
importante inibidor da reacdo em cadeia da lipoperoxidagdo em animais
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

O grupo hidroxila presente no grupo fendlico do anel cromanol rapidamente
reage com o radical peroxil (LOO"), transferindo para ele o seu atomo de H,
convertendo-o em hidroperdxido de lipidio - LOOH (BRIGELIUS-FLOHE &
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TRABER, 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG & ARNER,
2001) e um radical tocoferoxyl; um segundo radical peroxil se liga ao radical
antioxidante para formar outro hidroperéoxido (LOOH) que é um produto nao
radical (LIEBLER, 1993). Para cada molécula de vitamina E oxidada, dois
radicais peroxil sdo consumidos (LIEBLER, 1993).

No entanto, dependendo dos compostos presentes na reagao, a vitamina E
pode exercer efeito anti ou pré-oxidativo (BRIGELIUS-FLOHE & TRABER,
1999). Segundo Halliwell & Gutteridge, (1999) os tocoferbéis podem reduzir
Fe(lll) a Fe** e Cu*" a Cu", que por sua vez, exercem efeito pro-oxidativo. Além
disso, o radical tocoferol (a-Toc’) oriundo da reducéao do radical peroxil, pode
abstrair hidrogénio dos acidos graxos poliinsaturados, atuando entdo como um
fraco promotor de lipoperoxidagdo. Estes fendbmenos ja foram observados em
alguns sistemas in vitro.

Para Bolle et al., (2002) o uso da vitamina E como terapia antioxidante pode
ser considerada uma faca de corte duplo, dependendo rigorosamente da dose
ou da concentracéo in vitro da vitamina.

Wang et al., (2002) avaliaram o efeito dose-dependente da vitamina E
(Trolox, 100 a 800mmol) no desenvolvimento de embrides de ratos e
observaram que em altas concentracdes (600 e 800nmol) a vitamina E era

toxica aos embrides.

c) Trolox C (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico)

O 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico, posteriormente
designado com o nome de Trolox C (CORT et al.,, 1975), é um analogo
hidrossoluvel do tocoferol que foi sintetizado por Scott e sua equipe em 1974 e
indicado como antioxidante para a preservacdo de 6leos e gorduras. Esta
substancia apresenta propriedades antioxidantes e € eficaz tanto em gordura
animal quanto vegetal. Caracteristica, que o torna singular, ja que o tocoferol
tem pouca atividade na prevencédo da peroxidacdo de Oleos vegetais (SCOTT
et al., 1974). Sua atividade antioxidante em 6leos vegetais e gordura animal é

maior que a do a e g-tocoferol (CORT et al., 1975).
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O mecanismo de acéo do efeito antioxidante do Trolox € semelhante ao
da vitamina E, ou seja, envolve o OH fendlico e a remogéo de radicais peroxil
(ALBERTINI & ABUJA, 1999).

Sua estrutura € composta por um ndcleo croman, semelhante ao do a-

tocoferol, e um grupo acido carboxilico no carbono 2 (Figura 1).

HO CHy HO._ o
“
ﬁ . CHa CH, /i”a D;‘— COOH
Hye™ T g o CH
E] Trolox

Vitamin E

FIGURA 1: Estrutura molecular da Vitamina E (a - tocoferol) e do Trolox C (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetra-metil-chroman-2-acido carboxilico) Fonte: Rezk et al., (2004)

O interesse por antioxidantes hidrossolUveis origina-se da observacao
de que a maioria dos ROS (ex. anion superdxido) é gerada dentro da fase
aquosa. Apenas os radicais peroxil que ndo sao eliminados pelos antioxidantes
hidrossoluveis e que passam para dentro da fase lipidica podem desencadear
a peroxidacao dos lipidios (Frei et al. 1989 apud SAGACH et al., 2002).

Segundo Barclay et al., (1995) o Trolox tem vantagem sobre 0s outros
antioxidantes que sao apenas lipossollveis, como a vitamina E. Devido a sua
estrutura cromanol, que lhe da atividade antioxidante e ao grupo carboxila, que
tem moderado efeito hidrossoluvel, o Trolox é distribuido em ambas as fases
da bicamada de lipidios das biomembranas, tornando-se um excelente protetor
contra a lipoperoxidagéo. Alem disso, o trolox pode ser adicionado diretamente
a membrana lipidica (sistema intacto) sem a necessidade de solventes ou
outros métodos de extragdo. Isto o torna conveniente para estudos em
sistemas biol6dgicos naturais.

Wu et al. (1990) observaram que o Trolox protegeu miécitos, hepatécitos
e eritrdcitos, contra radicais de oxigénio gerados artificialmente. Usando
hepatdcitos humanos como modelo, os autores exploraram o mecanismo de

acdo do Trolox na célula e sugerem que 0 seu comportamento foi consistente
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com o esperado para um antioxidante: reduziu o nivel de dienos conjugados
(produto da lipoperoxidagdo, marcador de dano oxidativo em hepatdcitos
humanos) enquanto prolongava a sobrevivéncia da célula apesar da presenca
de radicais de oxigénio altamente reativos. Ou seja, atuou como um removedor
de radicais de oxigénio.

Sagach et al. (2002) investigaram a atividade antioxidante do Trolox na
isquemia/reperfusdo cardiaca comparada com o a-tocoferol e observaram que
o tratamento com Trolox aumentou significativamente a recuperacdo cardiaca
apos isquemia/reperfusdo, comparado ao a-tocoferol que foi menos eficaz.
Além disso, a producao de TBARS foi significativamente inibida pelo Trolox,
sugerindo que o efeito benéfico do mesmo era devido a sua atividade

antioxidante.

2.5 ROS, Antioxidantes e Funcdo Espermatica

Segundo Halliwell & Gutteridge, (1999) a primeira indicacdo de que o
estresse oxidativo pode afetar a viabilidade e a funcdo do espermatozéide foi
obtida em 1943 quando MacLeod observou que o espermatozéide humano
rapidamente perdia sua motilidade quando incubado sob elevadas
concentragdes de O, e que a adicdo de catalase oferecia alguma protecéao.

2.5.1 Producéo e degradacédo de ROS no sémen

A geracdo de ROS no sémen é evidente. No entanto, o mecanismo
bioquimico responsavel pela producédo de ROS pelo espermatozéide ainda ndo
esta elucidado. Existem evidéncias da presenca de uma oxidase na membrana
plasmatica do espermatozdide que é ativada para gerar O, (AITKEN, 1995; DE
LAMIRANDE et al., 1997). Aitken (1995) sugere que a nicotinamina adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) seja a principal fonte de elétrons responsaveis
pela producdo de O, pelo espermatozéide humano com o possivel
envolvimento do sistema NADPH oxidase como acontece em outros tipos de
células. A observacédo por Griveau et al. 1997 apud De Lamirande & Gagnon,
(1999) de que a adicao de NADPH (20mM) causa um aumento na produgéo de

O, e diminuicdo na motilidade espermatica, na hiperativacdo e na capacitacao,
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gue podem ser prevenidas pela combinacdo de SOD e CAT, sustentam essa
hipétese. Aitken et al. (2003) demonstraram que o espermatozéide humano é
uma célula redox ativa que possui diferentes sistemas de transporte de
elétrons. Um componente significante dessa atividade € localizado
superficialmente e pode ser facilmente removido das células intactas por um
simples processo de lavagem (essa atividade aparece no sobrenadante das
células lavadas), sugerindo que a atividade redox ocorre na superficie do
espermatozoide, o que € consistente com a atividade da enzima de superficie
celular NADH oxidase. Em outro estudo com espermatozéides selecionados
por gradiente Percoll e livres de contaminagdo com leucécitos, Aitken &
Clarkson (1988) observaram um alto sinal de quimiluminescéncia espontanea
que foi suprimido pela adicdo de SOD, um removedor de superéxido.

Uma segunda hipbétese para a producdo de ROS é a diaforase
espermatica (uma oxidoredutase NADH-dependente) localizada na peca
intermediaria do espermatozdide e integrada a cadeia respiratoria mitocondrial
(GAVELLA & LIPOVAC, 1992). Plante et al. (1994) observaram que apenas
um terco dos ROS produzidos pelo espermatozéide sado liberadas para fora da
célula o que os levou a sugerir a predominancia da diaforase esperméatica
como sistema gerador de ROS pelo espermatozéide. Estes autores
argumentam que se os ROS sao gerados dentro da célula, eles tém menores
chances de atingir o espaco extracelular do que se eles forem gerados por uma
NADPH oxidase na membrana plasmatica, a qual libera seus produtos no meio
extracelular, como observaram com leucaocitos.

No entanto, existe a hipotese do envolvimento de fatores de
crescimento ou horménios na estimulacdo da producdo de ROS pelo
espermatozoide (BAKER et al., 2003). De Lamirande e Gagnon, 1995, apud
Baker et al. (2003) adicionaram soro sanguineo fetal ultrafiltrado, retirado do
corddo umbilical, a espermatozéides humanos fracionados por gradiente
Percoll e observaram a estimulacéo da producao de ROS pelo espermatozdide,
sugerindo que o sistema gerador de ROS no espermatozéide pode ser ativado
por horménios ou compostos de baixo peso molecular presentes no soro.

Os ROS sao gerados durante o metabolismo celular aerébico. Os ROS
mais comuns gerados pelo espermatozoide sao: o anion superéxido (O2) que

rapidamente sofre dismutacdo enzimatica pela superdxido dismutase
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originando o peroxido de hidrogénio (H.O,) e o radical hidroxila (OH®),
formado a partir do H,O, em uma reacéo catalisada por ions metais (Fe*" ou
Cu™) denominada reagdo de Fenton (AITKEN, 1995; DE LAMIRANDE &
GAGNON, 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG & ARNER,
2001). O peroxido de hidrogénio é considerado mais téxico que o Oy, por que
€ mais estavel e rapidamente atravessa a membrana plasmética (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG & ARNER, 2001). No espermatozoéide
equino, o H,O, é a principal ROS responsavel pelos danos oxidativos, in vitro
(BALL et al., 2001).

Dentro do ejaculado existem duas fontes principais de ROS: os
espermatozoides e os leucdcitos. Ambos possuem um mecanismo similar de
geracao de ROS, a NADPH localizada na membrana celular. Os leucécitos
geram ROS durante a fagocitose e sédo capazes de gerar 100 vezes mais ROS
gue as células esperméaticas. Por isso, eles representam uma poderosa e
potencialmente, perigosa, fonte de ROS e podem ter um efeito prejudicial na
funcdo espermatica (AITKEN & CLARKSON (1987) apud BAUMBER et al.,
2002).

Baumber et al., (2002) incubaram espermatozdides de garanhdo (25 x
10° espermatozéides/ml) a 38°C por 30 minutos, com neutréfilos ativados (O;
0,5: 1; 5 e 10 x 10°%mL) e neutréfilos + catalase (10 x 10° neutréfilos/mL +
200U/mL de catalase) e avaliaram a geracdo de peréxido de hidrogénio (H,O5)
pelo espermatozéide e pelos neutréfilos ativados, bem como, a influéncia na
motilidade espermatica. Houve um aumento significativo (p<0,05) na geracéo
de H,O, com a adicdo de 5 e 10 x 10° neutréfilos/mL, associado a um
decréscimo significativo na motilidade total.

Espermatozéides anormais ou nao funcionais parecem gerar maiores
guantidades de O, do que aqueles saudaveis. Para Aitken (1995) a formacéao
excessiva de ROS no sémen pode ser uma consequéncia da infertilidade.
Grande quantidade de ROS é observada no sémen de homens inférteis.
Segundo Zini et al.,, (2000) o plasma seminal de homens inférteis ndo é
deficiente em SOD e /ou catalase. Portanto, o alto nivel de ROS presente no
sémen de alguns desses homens se deve a producdo excessiva de ROS e nao
a uma deficiéncia nas defesas antioxidantes. No garanhdo, os
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espermatozoides anormais presentes no sémen geram significativamente,
maiores quantidades de H,O, do que os normais (BALL et al., 2001a).

O espermatozéide possui um sistema intracelular de defesa antioxidante
contra os ROS, que consiste principalmente de enzimas como: superdxido
dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase e redutase, bem como
antioxidantes ndo enzimaticos como: acido ascoérbico e a-tocoferol (AITKEN,
1995) e extracelularmente, ele é protegido pelo plasma seminal que contém
véarios redutores de ROS, enzimaticos e ndo enzimaticos, contribuindo para
uma poderosa atividade antioxidante. Estes antioxidantes incluem: acido
ascorbico, acido urico, albumina e outras proteinas, catalase, SOD, glutationa e
outros tidis, taurina, hipotaurina e vitamina E (JOZWIK et al., 1997; OVERVELD
et al., 2000; ZINI et al. 2000). Recentemente, Overveld et al., (2000)
descobriram que a tirosina, também exerce um papel importante como
antioxidante no plasma seminal.

A enzima superoxido dismutase (SOD) presente no citoplasma (Cu, Zn —
SOD) e na mitocondria (Mn-SOD) € responsavel pela dismutacdo de duas
moléculas do anion superéxido em uma de perdxido de hidrogénio. Enquanto
gue enzimas como a catalase, glutationa peroxidase (GPx) e peroxiredoxinas
(Prx) catalisam a reducéo do H,O, a agua e O, (NORBERG & ARNER, 2001).
No entanto, existem paradoxos no que diz respeito a complexa relacdo entre
geracdo de ROS e sistemas antioxidantes no espermatozéide. Uma das
aparentes contradicdes € que os niveis de catalase sdo extremamente baixos
no espermatozéide enquanto que o H,O, é a ROS na maioria das vezes
responsavel pelos danos oxidativos (ARMSTRONG et al., 1999; BAUMBER et
al., 2000 e 2002; BILODEAU et al., 2001).

No sémen de homens inférteis Aitken et al., (1996) observaram uma
correlacdo negativa entre a atividade da SOD e varios aspectos da funcgéo
espermatica, incluindo capacidade de fusdo espermatozdéide-ovdcito,
morfologia e caracteristicas de movimento. Nesse estudo, a atividade da SOD
foi maior na populacao de espermatozéides defeituosos, isolada da regido de
baixa densidade do gradiente de Percoll, do que naquela isolada da regido de
alta densidade. Além disso, os espermatozdides recuperados da fracdo de
baixa densidade exibiram significativamente, mais altos niveis de

lipoperoxidagdo (9,1 nmol TBARS/10® spz) do que os da fracdo de alta
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densidade (2,1 nmol TBARS/10® spz) e surpreendentemente, a atividade da
SOD nessa populacdo de foi trés vezes maior (71,2 U/10° spz) do que a
observada nos espermatozdides funcionais (26,2 U/10° spz). Essa associagéo
entre SOD e funcdo espermatica defeituosa, segundo os autores, reflete: a)
presenca de precursores das células germinativas no sémen bem como,
citoplasma residual nas células espermaticas b) inducdo direta de
lipoperoxidacao devido a excessiva producéo de H,0O; e ¢) remocao do O, que
tem papel biol6gico importante na capacitacdo espermatica. No sémen de
homens férteis e saudaveis, submetido a estresse oxidativo induzido pela
adicao de H,0O, Misro et al., (2004), também observaram que, a categoria mais
afetada pelo estresse oxidativo (pouca resisténcia) mostrou maior atividade de
SOD e Catalase no espermatozoide e plasma seminal, enquanto que o nivel de
lipoperoxidagdo no espermatozoide, foi significativamente maior do que no
grupo de sémen com boa capacidade de resisténcia ao estresse oxidativo.

O sémen de carneiro contém grande quantidade de SOD e baixas
concentragcbes de GSH, GPx e catalase (Abu-Erreish et al., 1987 apud
MAXWELL & STOJANOV, 1996; MARTI et al., 2003) sendo que suas
concentragfes podem ser consideravelmente reduzidas pela diluicdo do
sémen. Além disso, Marti et al., (2003), observaram que a atividade da GR e
GPx, que como a catalase séo varredores de H,O, variaram significativamente
entre amostras (com o tempo de incubagao) enquanto que a atividade da SOD
permaneceu constante. No espermatozoéide de bovinos, os niveis de catalase e
GPx também séo baixos (BILODEAU et al., 2000) e a SOD parece ser o
principal antioxidante enzimético (O'FLAHERTY et al., 2003).

Segundo Aitken (1995), a capacidade biossintética do espermatozéide é
limitada, tornando dificil para ele substituir qualquer molécula que tenha sido
danificada. Além disso, as enzimas antioxidantes podem estar concentradas na
peca intermediaria, deixando grande parte da membrana que cobre a cabeca e
a cauda menos protegida. Por isso, o plasma seminal é particularmente
importante na protecdo do espermatozdide contra os danos causados pelos
ROS gerados pelo préprio espermatozdide e pelos fagocitos presentes no
ejaculado. Overveld et al., (2000) avaliando o potencial antioxidante de cinco
compostos presentes no plasma seminal, [acido ascorbico, &cido urico,

hipotaurina e tirosina (ABTS) e a-tocoferol]. Observaram um continuo e
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relativamente, lento comportamento de captura de radicais. Esses autores
especularam que a relativamente, baixa taxa de reacdo constante com radicais
ABTS exerce um papel crucial no comportamento antioxidante destes
compostos. Talvez uma complexa reacdo em cadeia pode estar envolvida,
incluindo auto-regeneracdo de antioxidantes ou formacdo de radicais
intermediarios.

Os metabdlitos reativos do oxigénio exercem um papel duplo na
fertilidade do macho. Uma producédo controlada de ROS é de vital importancia
para a sua funcdo normal enquanto que a superproducdo e/ou defesas
antioxidantes inadequadas levam a estresse oxidativo, resultando em um
impacto negativo na fertilidade (AITKEN, 1995; BLONDIN et al., 1997, apud
OVERVELD et al., 2000).

2.5.2 ROS e capacitacao espermatica

Existem evidéncias de que pequenas quantidades de ROS, como o
anion superoxido (O2) e o peroxido de hidrogénio (H,0,) sdo necessarios para
gue ocorra a capacitacao espermatica, hiperativacdo da motilidade, reacao
acrossomal e fusdo com o ovdcito no humano (DE LAMIRANDE & GAGNON,
1993; AITKEN, 1995), bovino (O'FLAHERTY et al., 2003) e eqiiino (BAUMBER
et al. 2003).

Visando avaliar o envolvimento do H;O, na capacitacdo do
espermatozoide bovino, O’Flaherty et al., (2003) determinaram sua producao
apos capacitacdo induzida por heparina e detectaram niveis significativamente
maiores que no controle. No entanto, a adicdo de catalase ao meio (10, 50 ou
100 ng/mL) ndo causou variacbes significativas na porcentagem de
espermatozoides capacitados. Isso s6 foi observado quando 0,5 mg/mL de
SOD foi adicionada na presenca de 100 ng/mL de catalase indicando que o0 Oy’
preferivelmente que o H,O, é a espécie ativa envolvida nos mecanismos
celulares que levam a capacitacéo, no espermatozéide bovino.

Baumber et al. (2003) examinaram a influéncia dos ROS na capacitagao
do espermatozéide do equino. A importancia do H,O, ou do O, para a

capacitacdo foi determinada pela adicdo de catalase (CAT) ou superdxido
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dismutase (SOD), respectivamente, contra um controle positivo onde a
producédo de ROS foi induzida pelo sistema xantina — xantina oxidase (X-XO).
Os ROS gerados exdégenamente pelo sistema X-XO promoveram a
capacitacdo do espermatozoide equino, enquanto que a adicdo de CAT ou
SOD preveniu o aumento no numero de espermatozéides vivos com
acrossomo reagido. Isso indica a participacao tanto do H,O, quanto do O, na
capacitacdo do espermatozéide equino. No espermatozoide de homens,
Villegas et al. (2003) observaram um efeito dos ROS na capacitacido
espermatica. A incubacao de espermatozoéides com leucdcitos ativados (fonte
de ROS) resultou em aumento na capacitacdo espermatica (37% x 19% no
controle). Os resultados sugerem que a capacitacdo do espermatozdide
humano pode ser induzida pelos ROS.

No sémen de bovinos, Beorlegui et al. (1997) observaram que 0 sémen
do touro que apresentou maior susceptibilidade a lipoperoxida¢cdo e menor
motilidade espermatica possuia menor capacidade de passar pela reacdo
acrossomal, induzida pelo calcio ion6foro, quando comparada com aqueles
com menores niveis de peroxidacdo dos lipidios. Revelando assim, que a
peroxidacdo de lipidios causa danos a membrana plasmatica. Maior
capacidade de passar pela reacdo acrossomal € observada naqueles
espermatozoides com maior integridade de membrana plasmatica, que

possivelmente preservaram sua regularidade funcional.

2.5.3 Danos causados ao espermatozoide pelos ROS

Embora a geracdo controlada de ROS tenha funcdes fisiolégicas em
diferentes tipos de células, altas concentracBes, sao deletérias as funcbes
celulares, podendo danificar todos os tipos de biomoléculas, incluindo DNA,
proteinas e lipidios. Para proteger-se do efeito deletério dos ROS, a célula
possui um sistema de defesa antioxidante. Distirbios no balan¢co oxidante —
antioxidante, em favor do oxidante, levam ao estresse oxidativo, que em
principio, pode ser causado por redugdo na quantidade de antioxidantes nos
sistemas de defesa celular ou por producéo elevada de ROS (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).
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A geracao de altas concentracdes de ROS no sémen esta associada ao
declinio no metabolismo de energia do espermatozdéide, na motilidade e na
viabilidade espermética e com a fragmentacdo do DNA em cavalos, touros,
carneiros, bodes e homens (ARMSTRONG et al., 1999; KRZYZOSIAK et al.,
2000; BAUMBER et al., 2002; BILODEAU et al., 2002; DURU et al., 2000).

Krzyzosiak et al., (2000) observaram um efeito deletério da exposicao ao
H,O, na motilidade e na viabilidade do espermatozéide bovino durante a
incubagcdo a temperatura ambiente por nove dias. Observaram também um
aumento na susceptibilidade a desnaturacao in situ, do DNA espermatico.

Baumber et al., (2000) examinaram a influéncia dos ROS gerados pelo
sistema xantina — xantina oxidase (X-XO) sobre a motilidade, a viabilidade, a
integridade acrossomal, o potencial de membrana mitocondrial e a peroxidacéo
dos lipidios da membrana do espermatozéide equino, incubado por 30 minutos
na presenca de catalase (150U/mL), SOD (150 U/mL) ou glutationa (1,5 mM).
Aos 30 minutos de incubacdo com o sistema X-XO houve um declinio
significativo na MT, VSL, VCL, ALH, LIN e VAP, quando comparado ao
controle. A catalase preveniu o decréscimo em todos os parametros da
motilidade, enquanto que a SOD nao. Como o sistema X-XO gera tanto H,O,
quanto O,, a habilidade da catalase, um varredor de H,O,, para prevenir 0
declinio na motilidade, indica que o H,O, é o principal ROS citotoxico para o
espermatozoide equino. A geracdo de ROS néo teve efeito significativo sobre a
viabilidade ou a integridade acrossomal, nem sobre o potencial de membrana
mitocondrial ou os niveis de lipoperoxidacédo. Sendo a motilidade esperméatica o
melhor indicador de estresse oxidativo, nessa espécie.

Baumber et al., (2002) observaram também, uma influéncia significativa
dos ROS gerados por neutréfilos ativados sobre a motilidade do
espermatozoide eqlino. Quando o sémen foi incubado na presenca de cinco e
10 x 10° neutréfilos/mL, houve um declinio significativo no total de
espermatozoides moéveis e na motilidade progressiva.

Armstrong et al., (1999) esclareceram que o H,O, é tdxico ao
espermatozoide humano e que é responsavel pela inibicdo do movimento
espermatico e da producdo de energia (ATP). Duru et al., (2000)

demonstraram que o0 estresse oxidativo, oriundo da incubagdo do
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espermatozoide de homens com 100 ou 200nM de H,O,, resultou em severa
perda de motilidade e inducdo de danos ao DNA.

Bilodeau et al., (2001) adicionaram 100 nM de H,O, ao sémen de bovino
diluido em Tris-gema e observaram um efeito negativo na motilidade
espermatica. Em estudo posterior, Bilodeau et al., (2002) observaram que o
H,O, foi o responsavel pela perda da motilidade do espermatozdéide bovino,

mas nao exerceu efeito negativo na viabilidade espermatica.

a) Lipoperoxidacéo

A peroxidagdo de lipidios € definida como “a deterioracdo oxidativa de
lipidios poliinsaturados”. Acidos graxos poliinsaturados sdo aqueles que
contém duas ou mais duplas liga¢des carbono-carbono (H,C=CH,), devido a
isso, sdo excelentes alvos para o ataque de radicais livres (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG & ARNER, 2001). E uma reacdo em
cadeia que passa pelas etapas de iniciacdo, propagacdo e terminacdo. A
iniciacdo da lipoperoxidacdo é causada pelo ataque a um lipidio por qualquer
ROS que tenha reatividade suficiente para sequestrar um atomo de hidrogénio
de um grupo metileno (- CHy-). O seu término ocorre quando os radicais
lipidicos e peroxila (R—C" e —ROQ") produzidos propagam-se até destruirem a
si proprios. O radical hidroxila € reconhecido como a espécie iniciadora da
peroxidacdo (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).

A membrana que rodeia as células e as organelas celulares contém
grandes quantidades de acidos graxos poliinsaturados, por isso ela € um dos
componentes celulares mais atingidos pelos ROS, em decorréncia da
peroxidacdo dos lipidios. Esse processo acarreta alteracdes na estrutura e na
permeabilidade das membranas celulares. H& perda da seletividade ibnica,
liberacdo do conteido de organelas e formacdo de produtos citotoxicos,
culminando com a morte celular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
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A técnica mais comum usada para medir a lipoperoxidacao € o teste do
acido tiobarbitarico (TBA), que € um método espectrofotométrico que mede a
concentracdo dos produtos oriundos da peroxidacdo dos lipidios. Durante a
fase de iniciacdo da lipoperoxidacdo ocorre acumulo de hidroperéxidos de
lipidios na membrana espermatica, que se decompde formando varios
aldeidos, entre eles o malonaldeido. O produto final medido é o malonaldeido
(MDA) ou substancias reativas do &cido tiobarbitarico -TBARS (JENTZSCH et
al., 1996; SHARMA & AGARWAL, 1996; LAPENNA et al., 2001; DOTAN et al.,
2004; SANOCKA & KURPISZ, 2004).

A peroxidacdo dos lipidios parece ser uma causa particularmente,
importante de disfuncdo esperméatica. Os lipidios da membrana espermatica
sdo ricos em &cidos graxos poliinsaturados, os quais conferem a fluidez
necessaria para que ocorram os eventos de fusdo de membranas associados
com a fertilizac@o. No espermatozoéide oxidado, ocorre diminui¢do da fluidez da
membrana, aumento da permeabilidade e diminuicdo da capacidade de
fertilizacdo (AITKEN, 1995; DE LAMIRANDE & GAGNON, 1999). Além disso,
existe uma relagdo entre a lipoperoxidagdo no sémen com a motilidade e
morfologia espermética, sendo que a mesma pode ser controlada ou mesmo
revertida pelo uso de antioxidantes no meio diluidor.

No sémen de homens férteis e inférteis, os espermatozéides defeituosos
OuU menos resistentes ao estresse oxidativo apresentam niveis de
lipoperoxidagdo mais altos que o observado nos espermatozoides funcionais
(AITKEN et al., 1996; MISRO et al., 2004). Aitken et al. (1993a) mediram os
niveis de lipoperoxidagdo no sémen de homens e correlacionaram o0s
resultados com a morfologia espermatica, as caracteristicas do movimento e a
capacidade de fusdo espermatozdide-ovécito. As células espermaticas
oriundas da fracdo de baixa densidade de Percoll (espermatozéides anormais e
mortos) produziram trés vezes mais malonaldeido (MDA) que aquelas da
fracdo de alta densidade (12,8 + 2,1 versus 4,4+ 1,1nmol MDA/10® spz). A alta
producdo de MDA pela populacdo espermatica recuperada da fracdo de baixa
densidade foi associada a uma reducao na porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais e de células méveis. A geracdo de malonaldeido foi
negativamente correlacionada com diversos parametros da motilidade

espermatica, entre eles: porcentagem de células rapidas; porcentagem de
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células moveis; VAP, VSL e VCL e com a habilidade do espermatozéide de
passar pela fusdo esperma-ovOcito. Engel et al.,, (1999) mediram a
lipoperoxidagdo espontanea e induzida por ferro em amostras de sémen de
homens andrologicamente normais e observaram que os espermatozoéides que
apresentam uma baixa capacidade de manutencdo da motilidade progressiva
sdo mais susceptiveis ao processo de lipoperoxidacdo (46,9 x 72,0 nmol
MDA/10° células, grupo normal x baixa SEM).

Griveau et al. (1995) observaram que o sistema xantina-xantina oxidase
induz lipoperoxidagdo da membrana dos espermatozéides de homens, uma
vez que os niveis de hidroperoxidos de lipidios e a degradacdo de PUFAS
foram maior em relagdo ao controle. Concluiram ainda, que tanto o H,O;
guanto o O, estavam envolvidos na iniciacédo da lipoperoxidacéo, desde que a
adicdo de catalase ou SOD ao sistema evitou a degradacdo dos PUFAS da
membrana.

No sémen de touros, Beorlegui et al., (1997) observaram uma alta
correlacdo negativa entre a producdo de TBARS e a motilidade esperméatica.
As amostras de sémen com menor motilidade e vigor apresentaram maior
susceptibilidade a lipoperoxidacdo (4,95 + 0,31 nmol TBARS/10°
espermatozoides e 0,34 + 0,81 nmol TBARS, respectivamente). Além disso, 0s
espermatozoides que apresentaram maior susceptibilidade a lipoperoxidacéo e
menor motilidade apresentaram também menor capacidade de passar pela
reacdo acrossomal, induzida pelo célcio ion6foro. Demonstrando assim, que a
peroxidacdo de lipidios causa danos a membrana plasmatica, uma vez que
maior capacidade de passar pela reacdo acrossomal é observada naqueles
com maior integridade de membrana plasmatica, que possivelmente
preservaram sua regularidade funcional.

Kasimanickam et al. (2006) avaliaram os niveis de lipoperoxidacdo no
espermatozoide e no plasma seminal de cordeiros com exame androldgico
satisfatério, questionavel e insatisfatério. No grupo de animais com exame
androldgico insatisfatério, a producado de MDA tanto no plasma seminal quanto
no espermatozoéide foi significativamente maior do que nos outros grupos,
enquanto que a porcentagem de células morfologicamente normais e com

motilidade progressiva foi menor. O nivel de MDA no plasma e no
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espermatozoide foi negativamente correlacionado com a motilidade e a
morfologia espermatica.

No sémen de carneiros incubados a 37°C por 120 minutos, no meio Tris-
gema com ou sem antioxidantes, Sarlos et al. (2002) observaram um aumento
na concentracdo de MDA nas amostras controle (sem antioxidante) durante o
periodo de incubacdo, enquanto que nas amostras com antioxidante, exceto
para a vitamina E, os niveis de MDA se mantiveram mais baixos e
semelhantes, no mesmo periodo. No grupo controle, a concentracdo de MDA
foi de 25,89; 36,91 e 49,57 nmol MDA/10° espermatozéides, aos 30, 60 e 120
minutos de incubacao, respectivamente. Nas amostras contendo o antioxidante
Resveratrol, os niveis de MDA foram: 3,69; 3,74 e 3,74 nmol MDA/ 10°
espermatozoides, nos tempos acima mencionados. Ainda no sémen de
carneiros, Aisen et al. (2005) determinaram os niveis de lipoperoxidacao no
espermatozoide criopreservado em diluente Tris (isotdnico) e Tris+trealose
(hipertbnico) e observaram que imediatamente apdés a descongelacdo nédo
houve diferenca significativa nos niveis de TBARS entre as células
espermaticas criopreservadas nos dois diluidores. No entanto, ap6s 3h de
incubacao a 37°C os niveis de peroxidos de lipidios foram mais baixos nos
espermatozoides criopreservados no diluidor com trealose. Ao avaliarem
apenas o diluente, os niveis de TBARS também foram maiores no diluidor Tris
(2,14 nmol TBARS/mL) do que no Tris+trealose (1,61 nmol TBARS/mL).

No sémen de varrdo incubado por cinco dias em meio com ou sem
vitamina E (a-tocoferol), Ceroline et al., (2000) observaram que houve
incorporagdo do a-tocoferol a membrana espermética e sua relagdo com uma
grande reducdo na susceptibilidade a lipoperoxidacdo. No quinto dia de
incubacéo, a quantidade de MDA no grupo controle foi de 28,6 mg MDA/10°
espermatozoides, significativamente maior que do no grupo tratado (6,5 ng
MDA/10° spz).

Neild et al. (2002) avaliaram a peroxidacdo dos lipidios da membrana
plasmatica do espermatozéide de garanhdes utilizando a sonda fluorescente
C11B-FA, que produz fluorescéncia verde na membrana apés a peroxidacdo e
observaram que a lipoperoxidacdo ocorreu principalmente na peca

intermediaria.
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2.5.4 Uso de antioxidantes no diluidor e seu efeito na viabilidade

espermatica

A adicdo de antioxidantes ao diluente tem sido avaliada quanto a sua
capacidade de proteger o espermatozdide do efeito toxico dos metabdlitos
reativos do oxigénio.

Os antioxidantes presentes no plasma seminal normalmente ajudam a
proteger o espermatozdide dos danos oxidativos, mas a lavagem do sémen
pode remover esta capacidade protetora, principalmente se houver
contaminacdo com ions de metais de transi¢cdo (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1999). Além disso, os niveis de antioxidantes presentes normalmente no
sémen ainda séo parcialmente removidos com a diluicdo do sémen o que pode
reduzir consideravelmente o efeito benéfico do antioxidante natural. Assim, a
adicdo destes agentes, mesmo em pequenas concentracdes, pode melhorar a
funcdo esperméatica do sémen manipulado.

Existem relatos de que a adicdo de antioxidantes ao diluente melhora a
motilidade e a viabilidade do espermatozéide bovino (KRZYZOSIAK et al.,
2000; BILODEAU et al.,, 2002), equino (BAUMBER et al., 2002), ovino
(MAXWELL & STOJANOQV, 1996; UPERTI et al., 1998) e ainda, a capacidade
fertilizante (in vitro) do espermatozoéide ovino (MAXWELL & STOJANOV, 1996).
Sendo que a maioria dos estudos acima relacionada foi feita com sémen
armazenado na forma liquida e o estresse oxidativo € muito maior apos a
criopreservacao. Portanto, vale conferir os efeitos desse antioxidante na
preservacao da funcdo espermatica apos o processo de criopreservacao.

Aurich et al., (1997) trabalhando com sémen de garanhao diluido em
leite desnatado ou glicina e resfriado a 5°C, avaliaram o efeito da catalase e do
acido ascorbico na motilidade e na integridade da membrana do
espermatozoide. A adicdo de &cido ascorbico resultou em um aumento na
porcentagem de espermatozoides com membrana integra, nos dois diluidores,
enquanto que a catalase nao exerceu nenhuma influéncia nesse parametro nos
dois diluidores. A motilidade também néo foi influenciada pelos dois

antioxidantes em qualquer dos diluidores. Ainda no sémen de garanhdes,
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resfriado a 5°C, Ball et al., (2001), avaliaram o efeito da catalase, BHT,
Vitamina E, Vitamina C, tempo?, trolox* e BSA* na manutencdo da motilidade
espermatica. Nao foi observada nenhuma melhora significativa na motilidade
com a adicao desses antioxidantes. Ja Baumber et al. (2002) observaram um
efeito benéfico da adicdo de catalase ao diluidor, no sémen de equinos. A
catalase reduziu significativamente (P<0,05), a geracdo de H,O, pelos
neutrofilos ativados e preveniu o declinio no total de espermatozéides moveis.
No entanto, ndo exerceu nenhuma influéncia no declinio da motilidade
progressiva. Os autores concluiram que em garanhfes com uma capacidade
antioxidante do plasma seminal reduzida ou com alta contaminagdo por
neutréfilos, as defesas antioxidantes podem ser melhoradas com a adi¢cédo de
catalase. Por outro lado, as observacgfes clinicas sugerem que raramente, sao
observados neutréfilos nestas concentracdes (5x10°/mL) em amostras de
sémen, consequientemente a infiltracdo normal de neutréfilos parece nao
possuir um perigo para a funcdo espermatica de garanhdes.

Krzyzosiak et al., (2000) também observaram um efeito benéfico da
adicao de catalase ao diluente, na sobrevivéncia, na motilidade e na viabilidade
do espermatozdide bovino. Bilodeau et al., (2002) observaram que a adi¢do de
pequenas quantidades de catalase (1 a 5 U/mL) era suficiente para proteger o
espermatozoide bovino dos danos causados pelo H,O, a sua motilidade.

Bilodeau et al., (2001) avaliaram o efeito dos tidis: glutationa, cisteina e
2-mercaptoetanol, na prevencdo da perda de motilidade do espermatozdide
bovino, criopreservado em diluidor a base de tris-gema, na presenca ou
auséncia de estresse oxidativo (100 mM de H,0,). Todos os tidis, em
concentracdes acima de 0,5 mM, mantiveram a motilidade esperméatica alta por
seis horas na auséncia de fonte externa de H,O,. Entretanto, quando foi
adicionado ao diluente 100 nM de H,O,, foi necesséario 1mM de cada tiol para
proteger efetivamente a motilidade espermatica por 6 horas. Esses
pesquisadores concluiram entdo, que o efeito deletério da criopreservacéo
utilizando Tris-gema na motilidade espermatica pode ser controlado pela
adicdo desses tidis ao diluidor em concentragdes de 1mM.

! Hidroxitolueno Butilatado
2 2,2,6,6-tetrametil peperidina-1-oxil
% 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-4cido carboxilico (andlogo hidrosolvel da vitamina E)
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Foote et al., (2002) avaliaram o efeito da adicdo de glutationa,
superdxido dismutase, acido ascorbico, hipotaurina, tempo e tempol® ao
diluente a base de leite integral e glicerol, sobre a motilidade e a fertilidade do
espermatozoide bovino. Esses antioxidantes ndo exerceram nenhum efeito
benéfico na motilidade ou na fertilidade, o que foi atribuido a presenca de um
antioxidante natural abundante no leite, a caseina, que ja exerce essa funcao
no diluente estudado.

Trabalhando com sémen de carneiros na forma liquida, Sarlos et al.,
(2002) avaliaram o efeito dos antioxidantes: acetato de a-tocoferol, glutationa
peroxidase, aromex’, resveratrol’ e da associagdo de resveratrol + vitamina E
ou resveratrol + aromex, na motilidade e integridade das membranas
espermaticas. Estes autores observaram que a adicdo de antioxidantes
prolonga o periodo de conservagdo do sémen, melhora a motilidade do
espermatozoide e reduz o grau de danos celulares. Maxwell & Stojanov (1996)
também observaram efeito semelhante da adicdo de antioxidantes ao sémen
ovino diluido em Tris®. Eles avaliaram o efeito da adicdo de catalase,
superoxido dismutase, citocromo c e glutationa peroxidase ao diluidor, sobre a
viabilidade espermatica. Todos os antioxidantes foram habeis em melhorar
tanto a sobrevivéncia quanto a integridade acrossomal do espermatozdide
durante a estocagem do sémen na forma liquida. Ja Uperti et al., (1997) ndo
observaram nenhum efeito benéfico da adigdo de antioxidantes (vitamina E,

BHA®, n-propil galato, Desferal*

e catalase) ao diluidor na manutencédo da
motilidade do espermatozdide de carneiros incubados a 38 °C, atribuindo o
resultado a um efeito antioxidante do proprio diluente utilizado, que foi o RSD-
1(diluente quimicamente definido para sémen ovino).

No sémen ovino congelado com diluente a base de Tris—gema, com e
sem glicerol, Sanchez-Partida et al., (1997) avaliaram o efeito de compostos
oriundos do epididimo (taurina, hipotaurina e inositol) e antioxidantes

(carnosina e acido ascorbico) na motilidade e na fertilidade do espermatozdide.

4 Albumina Sérica Bovina

*4-hidroxi- 2,2,6,6,-tetrametil peperidina
6 antioxidante sintético

73,4 5-trihidroxi-estilbeno

8 Tris (hidroximetil) aminometano

® hidroxianisole butilatado
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Somente a taurina exerceu efeito positivo na motilidade espermatica, tanto na
presenca quanto na auséncia de glicerol. No entanto, apesar da melhora na
motilidade espermética, a fertiidade do sémen congelado na presenca de
taurina (50 mM) néo diferiu da observada no sémen congelado sem taurina.
Isso indica que outros fatores além da motilidade estdo envolvidos na
capacidade fertilizante e na funcéo do espermatozdide criopreservado.

No sémen congelado de bodes, Sinha et al., (1996) observaram um
efeito benéfico da adicdo de glutationa ao diluente a base de Tris. Houve
aumento na motilidade e na diminuicdo da porcentagem de anormalidades
acrossomicas no sémen descongelado. A taxa de fertilidade do sémen
congelado na presenca de glutationa foi maior, mas nao significativamente, do

gue aquela observada para o sémen congelado apenas em Tris.

2.6 Avaliagédo da Fertilidade do Sémen

Tradicionalmente, o diagnostico de fertilidade de um macho era feito de
acordo com a avaliacdo descritiva do sémen, com énfase no numero de
espermatozoides presentes no ejaculado, sua motilidade e sua morfologia. No
entanto, muitos estudos tém demonstrado que esse conceito € falho e, na
realidade, ndo é o numero de espermatozdides mdéveis ou morfologicamente
normais que determina a fertilidade e sim, sua competéncia funcional. Com
base nessa visdo, tem sido desenvolvido um grande numero de testes para
avaliar varios aspectos da funcdo espermatica e predizer a capacidade
fertilizante do espermatozdide in vitro e in vivo, com certo grau de precisao.
Dentre esses testes podemos incluir os que avaliam as caracteristicas do
movimento espermatico, o potencial de membrana mitocondrial, a integridade
de membrana plasmética e acrossomal, a capacidade de penetragdo no muco
cervical, a capacitacdo e reacdo acrossomal, o reconhecimento da zona
pellcia, a fusdo espermatozoide-ovécito, o grau de estresse oxidativo sofrido
pelo espermatozdide e a integridade do seu DNA.

Esta claro que somente a motilidade esperméatica ndo é adequada para
explicar as diferengas entre a fertilidade dos machos. Em adicéo a este teste,

1 mesilato de deferoxamina
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0 espermatozdide deve também ser capaz de se ligar a zona pellcida, sofrer a
reacao acrossomal, penetrar na zona pellcida, ligar-se a membrana do ovécito,
ativa-lo e iniciar o seu desenvolvimento. A deficiéncia em alguma dessas
etapas reduz a fertilidade (CORREA et al., 1997; MILLER et al., 1998).

Vérios ensaios sao desenvolvidos para avaliar diferentes parametros
funcionais do espermatozéide, como: quantidade de ATP, penetracdo no muco
cervical, penetracdo no ovocito, integridade da membrana e atividade da
acrosina. Porém, estes testes, geralmente consomem tempo, requerem mais
equipamentos e tem limitacbes na aplicagdo a campo. Os problemas de
aplicabilidade das provas estdo relacionados a repetibilidade do teste de
qualidade do sémen, relacdo entre as caracteristicas quantitativas e
gualitativas na dose inseminante, manipulacao do sémen e sua possivel injuria,
viabilidade no trato genital feminino, fertilizacdo e desenvolvimento embrionério
(CORREA et al., 1997).

Ainda falta um consenso dos testes laboratoriais para avaliar a
verdadeira fertilidade do espermatozoide. Porém, encontrar um método de
acurdcia para predizer a fertilidade no macho esta perto de sua realizacdo. Os
testes de volume, motilidade, concentracdo e morfologia espermatica tém
valores limitados para a fertilizacdo. As provas de capacitacdo, reacao
acrossomal e fertilizacdo in vitro, tém melhores consideracdes na correlacéo
para a fertilidade (WHITHFIELD & PARKINSON, 1995; MILLER et al., 1998).

A morfologia espermética normal tem sido demonstrada ser um bom
indicador da fertilidade, entretanto os métodos para a realizacdo destas
analises tém sido baseados na avaliagdo subjetiva e a variagdo entre técnicos
e laboratoristas na porcentagem de espermatozéides normais € alta (BAKER &
CLARKE, 1987). Este tipo de variacao faz com que a acuracia na interpretacao
dos dados se torne extremamente dificil.

Para reduzir a variacdo introduzida por metodos analiticos, o
desenvolvimento de acuracia, objetividade e repetibilidade sdo importantes.
Nesse sentido, foi desenvolvido um meétodo de andalises da morfometria da
cabeca do espermatozéide, automatizado por computador (ASMA). Este
sistema realiza a mensuracdo da morfometria da geometria da cabeca do
espermatozoide, através da andalise computadorizada de imagens de
espermatozoides. O sistema se mostra acurado, preciso e com repetibilidade.
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Além disso, o sistema ASMA é totalmente automatizado, permitindo assim a
objetividade na anéalise (GRAVANCE et al., 1995).

A avaliacdo automatizada da motilidade dos espermatozdides também é
de grande importancia, devido ao fato da cinética espermatica ser relevante na
determinacdo do potencial de fertilidade do espermatozoide. Dentre esses
parametros, a velocidade progressiva e os padroes de movimentacao celular
tém sido correlacionados com a penetragdo no muco cervical, penetragdo em
ovocitos de hamster e resultados de fertilizagédo in vitro (JANUSKAUSKAS et
al., 1999).

Kolibianakis et al., (1992) estudaram a relacdo entre a motilidade
espermatica analisada por computador e a forma convencional. A analise
computadorizada mostrou-se altamente correlacionada com o método
convencional. Sendo que, a faixa de concentracdo espermatica 6tima das
amostras para analise foi de 50 x 10° células/mL. Concluindo, que a anélise
computadorizada da motilidade pode ser uma alternativa rapida, objetiva e
confiavel para a avaliagdo rotineira de amostras de sémen.

A integridade acrossomal € um parametro importante na morfologia
espermatica e no processo de criobiologia. Por isso, varios testes foram
desenvolvidos visando a avaliacdo conjunta da viabilidade espermética e da
integridade acrossomal (GRAHAM et al., 1990; TAO et al., 1993; MAXWELL &
JOHNSON, 1997; MAXWELL et al., 1997).

Provas rapidas e exatas sdo importantes no estudo da viabilidade
espermatica para determinar a qualidade do sémen. Podem ser utilizadas as
coloragbes supra-vitais, também conhecidas como coloragdo de vivos e
mortos, como a eosina, nigrosina ou azul de anilina, que consistem na
habilidade discriminatéria das células com membranas funcionalmente intactas,
de excluir os corantes dos compartimentos nucleares do espermatozdide
(GARNER et al., 1986). Mais recentemente, colorac¢des fluorescentes tem sido
utilizadas individualmente ou em combinacgéo para estudar algumas fungdes da
célula espermatica (HARRISON & VICKERS, 1990; GARNER & JOHNSON,
1995; MAXWELL et al., 1997; SUKARDI et al., 1997; VALCARCEL et al., 1997;
JANUSKAUSKAS et al., 1999).

Os corantes fluorescentes proporcionam avaliacbes mais objetivas das

células espermaticas em relacdo aos métodos classicos com microscopia 6tica
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(GRAHAM et al., 1990). As células espermaticas coradas com fluorescéncia
podem ser avaliadas tanto quanto aos aspectos morfolégicos como os
funcionais, sem interferéncia do meio extracelular (ERICSSON et al., 1989) e a
combinacdo de varios corantes possibilita a avaliacdo de diversos parametros
celulares simultaneamente (GRAHAM et al., 1990; ERICSSON et al., 1993;
TAO et al., 1993; MAXWELL et al., 1997).

Segundo Januskauskas et al.,, (1999), a integridade da membrana
plasmatica pode ser avaliada com a coloracdo dupla de membrana com o
corante &cido nucléico permanente (SYBR -14), combinado com o corante
iodeto de propidio (IP), pela técnica de citometria de fluxo ou microscopia
epifluorescente. Esses pesquisadores avaliaram a integridade de membrana
pelas duas técnicas e ndo encontraram diferenca significativa entre os dois
métodos e concluiram que, esta é uma técnica rapida e precisa de avaliacdo do
estado funcional do espermatozdide.

Ainda, a fluoresceina conjugada a lecitina (Pissum sativum agglutin -
FITC/PSA) pode mostrar a coloragao seletiva do acrossomo no bovino em
guatro padrdes: vivo com 0 acrossomo intacto, morto com o acrossomo intacto,
vivo com reagdo acrossomal e morto com reagdo acrossomal
(JANUSKAUSKAS et al., 1999).

Sukardi et al., (1997) utilizaram, em sémen ovino pela primeira vez, a
combinacdo dos fluor6foros FITC-PSA e o IP para testar sua eficiéncia na
avaliacdo da integridade do acrossomo e na viabilidade de espermatozéides
tratados com célcio ionéforo A23187 para a inducdo da reacdo de acrossomo.
Segundo os autores, ao microscopio de fluorescéncia, essa combinacdo de
duas sondas fluorescentes possibilitou a facil visualizacdo da integridade do
acrossomo e da viabilidade espermatica. Os resultados mostraram quatro
categorias de células: 1 - PSA positivo e IP negativo (acrossomo intacto em
célula viva); 2 - PSA positivo e IP positivo (acrossomo intacto em célula morta);
3 - PSA negativo e IP negativo (acrossomo danificado em célula viva); 4 - PSA
negativo e IP positivo (acrossomo danificado em célula morta). Concluiram
entdo, que essa combinacdo € adequada para avaliar simultaneamente,
integridade acrossomal e viabilidade espermatica, porque ambos os fluoréforos
séo excitados a um mesmo comprimento de onda (488nm), tornando o exame

simples em um microscépio de fluorescéncia comum.
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Com o objetivo de avaliar o efeito da congelacdo sobre a viabilidade
espermatica e a integridade do acrossomo de carneiro, Valcarcel et al., (1997)
compararam a eficiéncia de trés lecitinas fluorescinadas associadas ao corante
H258. As lecitinas fluorescinadas utilizadas foram: as aglutininas do Pisum
sativum (PSA), do Arachis hypogea (PNA) e do Triticum vulgaris (WGA). A
avaliacdo foi realizada em microscopia de epifluorescéncia e os resultados
foram comparados com o0s encontrados em microscopia de contraste de
interferéncia diferencial (DIC). As coloragdes foram facilmente identificadas por
seus padrdes distintos de distribuicdo. Espermatozéides intactos corados com
PSA ou PNA apresentaram fluorescéncia no segmento equatorial, nao
fluorescendo na regido da cabeca. Na coloracdo com WGA, os
espermatozoides com acrossomo intacto apresentaram-se de duas formas:
fluorescéncia em toda a regidao da cabeca, sendo mais intensa na porgao
anterior, ou fraca fluorescéncia apenas na regido acrossomal. Os
espermatozoides com perda do acrossomo nao apresentaram fluorescéncia
nessa regido, sendo observada fraca fluorescéncia somente na regido
posterior. Ndo houve diferenca significativa (P> 0,001) entre os procedimentos
de coloracdo avaliados, indicando que 0s mesmos sao eficientes na
monitoracdo da integridade acrossomal ap0s a criopreservacdo em
espermatozoides de carneiro.

Para avaliacdo da integridade da membrana em espermatozoéides de
ovinos e suinos com o auxilio de microscopia de epifluorescéncia, Harrison e
Vickers (1990) utilizaram diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e IP como
sondas fluorescentes e obtiveram o0s seguintes resultados: para cada 100
espermatozoides de suinos contados, 76,5 £ 5,5 foram considerados intactos
pela utilizagdo do CFDA isoladamente, 80,3 + 5,7 foram tidos como intactos
usando apenas o IP e 78,3 + 4,6 pelo uso dos dois corantes associados. O
mesmo procedimento foi realizado em amostras de espermatozoides de
ovinos, com resultados similares, indicando a repetibilidade do processo. No
geral foram encontradas duas populacdes de células: intactas (coradas com
CFDA e néo coradas com PI) ou danificadas (parcialmente coradas, ou néo
coradas com CFDA e coradas com PI).
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O diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) possui baixo peso molecular,
0 que possibilita sua passagem através da membrana plasmatica celular. Esta
substancia é hidrolisada por esterases, resultando em carboxifluoresceina livre,
a qual permanece retida no interior da célula quando a membrana plasméatica
esta intacta, fluorescendo em verde. O IP é um analogo do brometo de etidio, o
gual passa através da membrana celular danificada e se liga ao DNA e RNA,
produzindo fluorescéncia vermelha no nucleo de células mortas. O IP é
excluido de células intactas e mostra-se muito efetivo na identificacdo de
células nao viaveis (JONES & SENFT, 1985).

Garner & Johnson (1995) conduziram um experimento com a finalidade
de testar os fluocromos SYBR-14 e o IP para diferenciar os espermatozoides
vivos dos mortos em uma variedade de mamiferos (bovinos, suinos, ovinos,
rato, coelho e homem). Trés populagdes celulares foram identificadas:
espermatozoides vivos (corados com SYBR-14, exibindo fluorescéncia verde);
espermatozoides mortos (corados com IP, fluorescendo em vermelho) e
espermatozoides danificados (com dupla coloracao).

Logo que o espermatozoéide atravessa a barreira cervical e penetra na
cavidade uterina ele inicia o processo de capacitacdo. Em termos bioldgicos, a
capacitacdo pode ser vista como um processo pelo qual o espermatozdide
atinge um nivel de elevada susceptibilidade aos sinais provenientes do
complexo cummulus-ovocito (AITKEN, 2006).

A ligacédo do espermatozoéide a zona pelucida do ovdcito, desencadeia a
reacdo acrossomal (AR), um processo de exocitose que resulta na liberacéo de
enzimas proteoliticas que facilitam tanto a penetracdo do espermatozdide na
zona pelucida quanto remodelam a superficie do espermatozéide em
preparacdo para a fusdo com o ovécito (AITKEN, 2006). E possivel medir a
condicdo do acrossomo do espermatozdéide usando lecitinas fluorescentes que
se ligam a membrana acrossomal externa (Arachis hypogaea aglutinina) ou ao
contetdo acrossomal (Pisum sativum aglutinina). Estas sondas produzem uma
marcacao uniforme do capuz acrossomal nas células ndo AR e uma banda
fluorescente ao redor do segmento equatorial da cabeca do espermatozdide,
guando ocorreu reagao acrossomal (AITKEN, 2006).
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A coloragdo do espermatozoéide com clortetraciclina fluorescente (CTC) é
utilizada para visualizar o processo de capacitacao e a reacao acrossomal apos
a resfrigeracgdo e congelagéo (JANUSKAUSKAS et al., 1999).

O ATP produzido pelas mitocondrias, localizadas na peca intermediaria,
serve como suplemento energético para os batimentos flagelares, sendo,
portanto, indispensavel para que haja motilidade espermatica (JONES, 1998).

Uma das formas de se medir a funcdo mitocondrial é detectando o
potencial de membrana mitocondrial. Essa avaliagcdo pode ser realizada
através do uso de sondas fluorescentes. A Rodamina 123 (R123), um corante
fluorescente catidnico que tem sido usado em varios tipos de células incluindo
os espermatozoides de carneiro (WINDSOR & WHITE, 1995; WINDSOR, 1997;
GILLAN & MAXWELL, 1999) para indicar o potencial de membrana
mitocondrial, no entanto, ela ndo é adequada para distinguir entre mitocondrias
com alto e baixo potencial de membrana. J& o corante lipofilico catidénico, JC-1
(iodeto de 5,5, 6,6-tetracloro-1,1’,3,3-tetraetilbenzimidazolil-carbocianina)
possui a habilidade de diferenciar as mitocondrias coradas com alto ou baixo
potencial de membrana. Na mitocondria com alto potencial de membrana, o
JC-1 forma multimeros de J-agregados que emitem fluorescéncia vermelho-
alaranjada. Enquanto que nas mitocondrias com baixo potencial de membrana,
o JC-1 forma mondmeros que emitem fluorescéncia verde (REERS et al.,
1991).

Usando o fluocromo rodamina 123 (R123) que se acumula na
mitocdndria de espermatozoides com atividade respiratéria, Gillan & Maxwell
(1999) observaram que a respiracdo mitocondrial do espermatozéide
descongelado de carneiros diminui mais rapidamente do que em
espermatozoide fresco sobre um periodo de incubacdo de 6 horas a 37°C.
Windsor & White (1995) observaram que o0 processo de congelacdo e
descongelacdo provocou uma reducdo na captacdo de R123 pelo
espermatozoide de carneiros, indicando baixa atividade mitocondrial, que
parece ter sido causada por lise na membrana mitocondrial. Isto é aparente na
rapida liberacdo da R123 previamente acumulada pelo espermatozoide
descongelado, comparada com a liberagdo mais lenta observada no
espermatozoide submetido ao choque térmico (resfriamento rapido a 5 ou
10°C). O dano & membrana mitocondrial ocorreu como consequiéncia da
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congelacdo/descongelacdo e ndo do resfriamento lento de 30 a 5°C, em
aproximadamente 2,5 horas. Também usando R123, Windsor (1997)
observaram o efeito da crioinjaria na respiracdo mitocondrial e demonstraram
gue a respiracdo mitocondrial € importante para o espermatozdéide ovino ser
capaz de atravessar a cérvice.

Usando o JC-1 para avaliar, por meio da citometria de fluxo, a funcao
mitocondrial do espermatozéide ovino descongelado, Martinez-Pastor (2004)
obtiveram um percentual de células com alto potencial de membrana
mitocondrial que variou de 17,4 a 31,4%, havendo diferenca significativa entre
os carneiros (P<0,01).

Para atender aos objetivos do trabalho, foram delineados dois
experimentos, sendo o primeiro para avaliar o efeito da adicdo de um
surfactante ao diluidor, sobre a viabilidade esperméatica in vitro, durante o
processo de criopreservacdo e eleger o de melhor desempenho para ser
utilizado no segundo experimento. O experimento 2 foi delineado para avaliar o
efeito da adicdo de dois antioxidantes ao meio diluidor, sobre a geracédo de
radicais livres e viabilidade do sémen ovino criopreservado.

Para melhor compreensdo do leitor, cada um dos experimentos sera
descrito em um capitulo, incluindo o material e métodos, os resultados, a

discussao, e as conclusoes.
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3. HIPOTESE

A adicdo de surfactantes e antioxidantes ao diluente, em baixas
concentracdes, ndo prejudicara o processo de capacitacdo espermatica e

acarretara melhora na viabilidade do sémen ovino criopreservado.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar o efeito de diluentes de diferentes composicoes sobre a
congelagdo de sémen ovino, buscando dar uma melhor protegcdo ao
espermatozoide contra o choque térmico, bem como, melhorar a viabilidade

espermatica pés criopreservacao.

4.2 Especificos

Avaliar o efeito da adicdo de surfactantes e antioxidantes ao diluidor na
sobrevivéncia, motilidade espermatica e integridade de membranas do
espermatozoide ovino criopreservado;

Avaliar a integridade da membrana plasmética, acrossomal e
mitocondrial e o estadio de capacitacdo do espermatozoide de carneiro, no
sémen descongelado, por meio de sondas fluorescentes;

Quantificar a producdo de perdxido de hidrogénio e de superdxido e 0s
niveis de lipoperoxidacdo no sémen ovino criopreservado e nos diluentes
estudados;

Correlacionar os dados de producao de radicais livres, com a integridade
da membrana plasmatica e acrossomal, e andalise computadorizada da

motilidade.
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5- EXPERIMENTO 1

EFEITO DA ADICAO DE LAURIL SULFATO DE SODIO (OEP) AO DILUIDOR
SOBRE A CINETICA E A INTEGRIDADE DOS ESPERMATOZOIDES EM
SEMEN OVINO CONGELADO

5.1 Materiais e Métodos

5.1.1 Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de Estudos em Biotecnologia
Aplicada a Reproducdo de Ovinos e Caprinos e no Laboratério do Centro de
Diagnostico e Biotecnologia em Reproducdo Animal (CERAN), instalac6es do
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), situados no municipio de Botucatu, Estado de Sdo Paulo.

5.1.2 Animais Experimentais e Colheita do sémen

Foram utilizados dez carneiros da raca Santa Inés, com idade entre 12
e 32 meses e androlégicamente aptos, conforme proposto por Fonseca et al.
(1992). De cada carneiro foram coletados dois ejaculados, por meio de vagina
artificial.

5.1.3 Avaliacdes do Sémen Pré-Criopreservacao

Apds a colheita, o sémen era mantido em banho-maria a 32°C e
imediatamente avaliado quanto ao aspecto, volume, concentracédo e motilidade
espermatica. Eram também retiradas amostras para posterior avaliagdo da
integridade das membranas plasmatica e acrossomal. O aspecto e o volume
foram avaliados diretamente no copo coletor; a concentracdo espermatica foi
avaliada em camera de Neubauer; a motilidade espermética foi avaliada pelo
sistema de avaliacdo computadorizada da cinética espermatica (CASA); a



analise de integridade das membranas espermaticas pelo método de
fluorescéncia e a analise da morfologia espermatica em microscopia 6ptica de

contraste de fase, sob imersdo (aumento de 1000x).

Avaliacdo da concentracdo espermatica

Para avaliacdo da concentracdo espermatica, o sémen foi diluido na
proporcdo de 1:400. Para isso, uma aliquota de 10nL. de sémen era diluida em
4mL de agua e em seguida, procedia-se a leitura em camera de Neubauer, sob

microscopia Optica comum em aumento de 200x.

Avaliacdo computadorizada da motilidade espermatica

Uma aliquota de sémen (10nl) diluida em 500nL de tampao Tris foi
submetida a avaliagdo computadorizada da motilidade espermética (CASA)
(Hamilton Thorn Motility Analyser — IVOS 10), em camara de MAKLER (Makler
Counting Chamber) aquecida a 37°C, usando para ajuste do aparelho os
valores: frame rate: 60Hz, frame acquire: 30; minimum contrast: 56, minimum
cell size: 5, médium VAP: 80, low VAP: 30, low VSL:20, non motile head size:
3, non motile head intensity: 50. Em cada amostra foram avaliados trés
campos escolhidos aleatoriamente e medidos 0s seguintes parametros da
motilidade: motilidade total (MT, %); motilidade progressiva (MP, %);
velocidade de trajeto (VAP, mm/s); velocidade curvilinear (VCL, nm/s),
velocidade progressiva (VSL, nmm/s), linearidade (LIN, %) e amplitude de

deslocamento lateral da cabega (ALH, nm).

Avaliacdo das membranas plasmatica e acrossomal

A Integridade das membranas plasmatica e acrossomal foi avaliada
através de coloracdo fluorescente utilizando-se a mistura de corantes: iodeto
de propidio™ (IP) e diacetato de carboxifluoresceina®® (DIC) segundo
HARRISON & VICKERS (1990). Aliquotas de 10nmL de sémen diluido em

1 |P (SIGMA-ALDRICH 28,707-5)
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tampédo Tris, era adicionado a 40nL do meio de coloragdo (20 de formol
salina tamponada, 20nL de DIC e 10ni de IP em 1mL de citrato de sodio a
2,94%) e incubado, por no minimo, 15 minutos a temperatura ambiente. Para a
analise, 10nL dessa suspensdo era depositado entre lamina/laminula e
observado em microscépio de epifluorescéncia®?, com o filtro de excitacéo (BP)
450-490nm, espelho dicromatico 510nm e filtro de supressédo (LP) 515nm no
aumento 40x. Foram avaliadas 200 células/lamina. Os espermatozoides
corados foram classificados em quatro grupos (Tabela 1):

TABELA 1: Classificacdo dos espermatozoéides de acordo com a coloracao
fluorescente emitida na combinacdo das sondas: iodeto de propidio (IP) e
diacetato de carboxifluoresceina (DIC)

CATEGORIA DESCRICAO SIGLA

Acumulo de DIC (fluorescéncia verde) ao longo
1 da cabeca e flagelo, sem aciumulo de IP IM1

(fluorescéncia vermelha);

Acumulo de DIC (fluorescéncia verde) na regido
2 acrossomal e na peca intermediaria e de IP na IM2
cabeca

Acumulo de DIC (fluorescéncia verde) somente
3 na peca intermediaria e acumulo de IP IM3

(fluorescéncia vermelha) na cabeca;

Sem acumulo de DIC em qualquer parte e
4 acumulo de IP na cabeca e flagelo IM4

Fonte: Harrison & Vickers (1990). IM: integridade de membrana

Avaliacéao da integridade acrossomal

A integridade acrossomal foi determinada por meio de microscopia de
contraste de fase em camara Uumida. Uma aliquota de sémen (10nl.) era fixada

em 500niL de citrato de sédio com formol (96mL de citrato de sédio 2,94% com

2DIC (SIGMA Chemical — P4170 USA)
3 LeicaDM LB, Germany.
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4mL de formol comercial). Uma gota da suspenséao era colocada entre lamina e
laminula e avaliada em microscopio de contraste de fase (1000x) sob imerséo.
Em cada amostra eram avaliadas 200 células.

5.1.4 Diluicao e Criopreservagcao do Sémen

Apés as avaliacdes, os ejaculados com no minimo 70% de motilidade
eram processados para a criopreservacao. Para isso, 0 ejaculado foi dividido
em quatro frac6es e diluido com os seguintes meios (ANEXO 1):

TRIS - TRIS-glicose-gema (pH: 7,15, Osmolaridade: 365mOsm)

TRIS 0,5 - TRIS aditivado com 0,5% de OEP™ (pH: 7,18; Osmolaridade:

360mOsm).

TRIS 1- TRIS aditivado com 1,0% de OEP (pH: 7,18; Osmolaridade:

371mOsm).

GGL - glicina gema leite (pH: 7,08; Osmolaridade: 301mOsm).

A diluicdo foi feita a 32°C em duas etapas, de forma a se obter uma
concentracdo de 400x10° espermatozéides/mL. Na primeira diluicdo,
acrescentou-se a fracdo nao glicerolizada de cada diluente e em seguida a
fracédo glicerolizada, de modo que a concentracao final de glicerol foi a metade
daquela encontrada no meio Il de cada diluente. O sémen era cuidadosamente
misturado e envasado, a temperatura ambiente e em seguida, submetido a
refrigeracéo e congelagéo. O envase foi feito em palhetas' de 0,25mL lacradas
com alcool polivinilico.

A congelagéo foi realizada em uma maquina com sistema automatizado
de refrigeracéo e congelacdo (modelo TetakonO -TK 3000,TK Tecnologia em
congelacao Ltda), composto de uma unidade de monitoramento e refrigeracéo,
um cilindro porta-palhetas e uma caixa plastica térmica, recipiente de NL.

As palhetas foram acondicionadas no cilindro porta-palhetas em posicao
vertical, conforme instru¢cbes do fabricante, e submetidas ao processo de
refrigeragdo e congelacdo na curva P3.S2. Nessa curva, a refrigeracdo do
sémen de 32°C a 5°C ocorreu a uma taxa de 0,5°C/min atingindo os 5°C apés

% Orvusa Es Paste (sodium lauryl sulfate), Procter & Gamble.
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58 minutos de refrigeracdo, sendo mantido nessa temperatura até completar 90
minutos de processamento.

A partir dai, o cilindro era colocado na caixa contendo nitrogénio liquido,
no volume indicado pelo fabricante e iniciava-se o processo de congelacéo, o
qual foi realizado em duas fases: a primeira, de 5°C a - 85°C, a uma taxa de -
15°C/min e a segunda, de - 85°C a —120°C, a -10°C/min.

Apés atingir os -120°C, as palhetas eram retiradas da maquina e
colocadas diretamente no nitrogénio liquido (- 196°C), distribuidas em raques e

armazenadas em botijao criobiol6gico, até a avaliacao.

FIGURA 2: Sistema automatizado de refrigeracéo e congelacédo de sémen - (a)
partes integrantes do sistema, (b) acondicionamento das palhetas no cilindro,
(c) fase de refrigeracéo e (d) fase de congelagéo.

1> pgillette 0,25mL- TOP BULL STRAW, Transparente — IMV Technologies (REF: 017011)
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5.1.5 Avaliacdes do Sémen Pds-descongelacéo

Para avaliacdo do sémen criopreservado, foram descongeladas, em
banho-maria a 40°C por 20 segundos, duas palhetas de sémen de cada
carneiro e tratamento, sendo uma de cada repeticéo.

Ap6s a descongelacdo, o sémen era depositado em um micro tubo®® e
uma aliqouta de 15nL de sémen era diluida em 100nmL de tampdo TRIS e
mantida em banho-maria a 32°C por 5 minutos. Em seguida procedia-se a
avaliacdo computadorizada da motilidade, integridade de membranas e
integridade acrossomal, como descrito para o sémen fresco. Foi também

retirada uma amostra para a avaliacdo do estadio de capacitacao espermatica.

Avaliacdo do estadio de capacitacdo espermatica

Amostras de sémen contendo 24 x 10° espermatozéides foram diluidas
em 1,0mL de PBS pré-aquecido a 37°C e submetidas a centrifugacédo (900xg)
por 4 minutos para remocgdo do plasma seminal ou do meio diluidor. Apés
remocao cuidadosa do sobrenadante, o pellet foi re-suspenso com 150 ni de
PBS e uma aliquota de 10 nL foi misturada a 10nL de solucdo recém
preparada de CTC'" (1mM), composta de 20mM de Tris, 130mM de NaCl e
5mM de L-Cisteina’®. A mistura foi homogeneizada vagarosamente por 20
segundos e foi adicionado 10ni de solugdo com 1% de glutaraldeido,
preparada em 2M de Tris e corrigida com HCI para pH 7.8. Uma amostra de 10
nL desta suspenséo foi colocada sobre lamina aquecida a 37°C misturando-se
sobre a mesma 10 nL de solugdo com 0,22 M de 1,4-diazabicyclo [2 2 2]
octano (DABCO)' preparada em meio composto de PBS e Glicerol na
proporcdo de 1:9. A mistura foi coberta com laminula, comprimida firmemente
com papel absorvente para remover o excesso de fluido, selada com esmalte

incolor e mantida a 4°C protegida da luz para ser realizada a leitura até 1 hora

16 Microtubes MCT-150-C, 1,5mL Clear, Axygen Scientific INC
' CTC (SIGMA —C4881)

18| -Cistefna (SIGMA —C7352)

¥ DABCO - SIGMA, D2522
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depois. A contagem das células foi realizada sob 6leo de imersdo e aumento
de 1000x em microscopio com iluminacao epifluorescente (Excitacdo BP 450-
490 e Supressao LP515). Um total de 100 células por cada lamina foi contado
sendo os espermatozéides classificados em 3 categorias: F - espermatozoides
ndo capacitados com acrossomo intacto; B — espermatozéides capacitados

com acrossomo intacto; AR — espermatozdides com acrossomo reagido.

5.1.6 Taxa de Degradagéo da Motilidade (TDM)

A perda de motilidade causada pela criopreservacado foi estimada
tomando-se como base a média da motilidade total observada no sémen fresco
(motilidade inicial - MI), partindo-se de todas as amostras que foram
processadas e a motilidade média obtida em cada tratamento apos a
descongelacao (motilidade final — MF), conforme a equacao:

TDM = (Ml — MF x 100) x MI™*

5.1.7 Anélise Estatistica

Os dados foram analisados em um delineamento de blocos ao acaso,
com cinco tratamentos (fresco, congelado em 4 diluentes) e 10 blocos
(carneiros). Foram processados dois ejaculados de cada carneiro. Para analise
dos dados utilizou-se a média dos valores obtidos nas duas amostras
avaliadas. O efeito dos tratamentos sobre os parametros da motilidade
espermatica, integridade de membranas e integridade acrossomal foi avaliado
através da andlise de variancia (ANOVA) e a comparacdo de meédias foi
realizada pelo teste de Duncan a P<0,05. Para a andlise de capacitacdo
espermatica, foi avaliado apenas o efeito do sémen criopreservado nos quatro
diluidores (4 tratamentos) sobre as categorias da capacitacdo. Sera realizada
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também a analise de correlacdo linear entre os estadios de capacitacdo e a

motilidade espermética e integridade de membranas plasmatica e acrossomal.

TABELA 2: Esquema da Andlise de Variancia — Experimento 1

FONTE DE VARIACAO GL
TOTAL 49
TRATAMENTO 4

BLOCO
RESIDUO 36
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5.2 Resultados

Os resultados da avaliagdo do sémen ovino congelado nos diferentes
diluidores serdo apresentados nas Tabelas 3 a 6.

Os valores de F da andlise de variancia e seus respectivos niveis de
significancia, referentes aos parametros da cinética espermatica, integridade de
membranas (IM) e integridade acrossomal (ACROS) sédo apresentados nos
Anexos 2.1 e 2.2. Observou-se um efeito significativo dos blocos,
representados aqui pelos carneiros doadores de sémen, na motilidade
espermatica total e progressiva, nos parametros da cinética esperméatica (VAP,
VCL, VSL) e na integridade acrossomal. De um modo geral, alguns carneiros
foram superiores a outros em quase todos o0s parametros espermaticos
analisados, demonstrando diferencas individuais na congelabilidade do sémen.
Essas diferencas refletiram a heterogeneidade do grupo de animais escolhidos
de forma aleat6ria sem prévia selecdo quanto a congelabilidade do sémen. Foi
observado efeito significativo dos tratamentos em todos os parametros da

cinética espermatica e na integridade de membrana plasmatica.

5.2.1 Avaliacdo Computadorizada da Motilidade Espermatica

A motilidade espermatica avaliada pelo sistema computadorizado
(CASA) foi negativamente afetada pela criopreservacdo, com o sémen fresco
apresentando uma motilidade total (93,7+0,7%) significativamente maior
(P<0,05) do que apds a criopreservacao. A motilidade espermatica total (MT)
no sémen criopreservado foi significativamente maior (P< 0,05) nas amostras
congeladas no meio Tris aditivado com OEP: TRIS 1 e TRIS 0,5 (69,9 e 64,9%,
respectivamente) que nas amostras congeladas em TRIS (34,3%) e GGL
(35,8%, Tabela 3, Figura 3).

A preservacdo da motilidade total foi melhor (P< 0,05) nos diluidores
TRIS com 1 e 0,5% de OEP, do que nos outros dois. O percentual de perda da
motilidade apds a criopreservacdo, denominado taxa de degradacdo da
motilidade (TDM) foi de 25,4% no diluidor TRIS 1; 30,7% no TRIS 0,5; 62,0%
no GGL e 63,5% no TRIS (Figura 3).
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TABELA 3- Médias + erro padréo dos parametros da cinética espermatica: motilidade
total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade de trajeto (VAP), velocidade
progressiva (VSL), velocidade curvilinear (VCL), amplitude de deslocamento lateral da
cabeca (ALH) e linearidade (LIN) obtidos pelo sistema de andalises computadorizada
da motilidade espermatica (CASA) no sémen ovino fresco e congelado nos diluidores
GGL, TRIS, TRIS 0,5 e TRIS 1.

PARAMETRO SEMEN DESCONGELADO

SF GGL TRIS TRIS 0,5 TRIS 1
MT (%) 93,7+0,72 35,843,8° 34,3+25° 64,9+3,7° 69,9+5,0°
MP (%) 55,4+2,0° 232+28° 244+19° 389+26° 39,1+36"

VAP (mm/s) 158,0+6,0° 126,6+3,5° 116,1+3,6° 121,3+3,7°° 120,4+3,4"™
VSL (mm/s) 115,2+#4,4*  111,3#3,6® 102,5¢3,4™  96,6%#3,1°  92,0£3,3°
VCL (nm/s) 286,5+12,1* 192,7+4,5° 187,545,0° 214,6+7,1° 210,9+6,5"
ALH ((mm) 10,4+0,4° 6,8+0,2° 6,6+0,2° 8,6+0,2° 8,1+0,3"
LIN (%) 41,2+1,1° 59,4+1,4*  56,1+0,7°  46,8+0,8°  45,3+0,5°

Média seguida de letras diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste Duncan.
SF: sémen fresco; GGL: diluidor glicina-gema-leite; TRIS: diluidor Tris-glicose-gema; TRIS 0,5: diluidor Tris-glicose-
gema com 0,5% de OEP; TRIS 1: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP.

100- a oMT
90 71 TDM
80+ b
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o 60+
T 50
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= 40 B
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SF GGL TRIS TRIS 0.5 TRIS 1

FIGURA 3 - Motilidade Total (MT, média * ep) estimada pelo sistema CASA e
Taxa de Degradacédo da Motilidade (TDM), para o sémen ovino fresco (SF) e
criopreservado com os diluidores: GGL, TRIS, TRIS0,5e TRIS 1
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A motilidade progressiva (MP) comportou-se de maneira semelhante a
motilidade total, sendo significativamente maior (P<0,05) no sémen congelado
nos meios TRIS 1 (39,1%) e TRIS 0,5 (38,9%) que nas amostras congeladas
no TRIS (24,4%) e GGL (23,2%, Tabela 3).

Os resultados das velocidades espermaticas analisadas pelo sistema
CASA, também sdo apresentados na Tabela 1. Das trés velocidades (VAP,
VSL e VCL), os espermatozoéides congelados no diluidor GGL apresentaram
valores mais altos de VAP e VSL do que nos demais diluidores. A velocidade
de trajeto (VAP) foi significativamente maior (P<0,05) nas amostras congeladas
no meio GGL (126,6 nmm/s) e menor no meio TRIS (116,1 nmm/s). Ja nos
diluidores TRIS 1 e TRIS 0,5, os espermatozdides apresentaram velocidades
intermediarias (120,4 e 121,2 nm/s, respectivamente) semelhantes tanto ao
maior quanto ao menor valor observado. A velocidade progressiva (VSL)
também foi maior (P<0,05) nos espermatozéides congelados no meio GGL
(111,3 mm/s). No entanto, foi menor no meio TRIS 1 (92,0 nm/s) que nos
demais. Ja na velocidade curvilinear (VCL), o0s espermatozoides
criopreservados nos meios TRIS 1 e TRIS 0,5 foram os que apresentaram 0s
maiores valores (211,0 e 214,6 mm/s, respectivamente) enquanto que o menor
valor foi observado no TRIS e semelhante ao GGL (P<0,05).

A amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH) foi maior (P<0,05)
nos espermatozoéides recém colhidos (10,4nm) que apds a criopreservacao.
ApOs a descongelacdo, o ALH foi maior nos espermatozoides criopreservados
nos meios TRIS 0,5 e TRIS 1 (8,6 e 8,1nm, respectivamente) do que naqueles
congelados no TRIS (6,6nm) e GGL (6,8nm, Tabela 3).

A linearidade (LIN) dos espermatozoides no sémen fresco (41,2%) foi
inferior (P<0,05) aquela observada no sémen criopreservado em qualquer um
dos diluidores. No sémen criopreservado, a linearidade foi significativamente
maior (P<0,05) nos espermatozoides congelados no diluidor GGL (59,4%) que
naqueles congelados nos diluidores com Tris. Os diluidores TRIS 1 e TRIS 0,5
foram os que apresentaram o0s menores valores de linearidade, sendo de
46,8% para o TRIS 0,5 e de 45,3% para o TRIS 1 (Tabela 3).



5.2.2 Avaliacéo da Integridade de Membrana Plasmatica e Acrossomal

Os percentuais de espermatozdides com acrossomos intactos foram de
95,2% para o sémen fresco e variou de 88,2 a 90,7% no sémen descongelado
(Tabela 4) havendo influéncia significativa da criopreservacdo sobre esta
caracteristica. No sémen criopreservado, ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) entre diluidores, no percentual de células com acrossomo intacto.

Os percentuais de membrana plasmatica intacta detectada pela
associacao das sondas fluorescentes iodeto de propidio (IP) e diacetato de
carboxifluoresceina (DIC) sao apresentados na Tabela 4 e Figura 4 e a
ilustracdo das categorias observadas é apresentada na Figura 5. Pode-se
observar que houve efeito significativo da criopreservacdo sobre as
membranas espermaticas. O percentual de células apresentando membrana
plasmética intacta (IM1) no sémen fresco foi de 70,0+2,3% e caiu para 20,5;
13,9; 28,8 e 32,4% no sémen criopreservado em GGL, TRIS, TRIS 0,5 e TRIS
1, respectivamente (Figura 4). A queda no percentual de células com
membrana intacta em relacdo ao sémen fresco foi de 70,7% (GGL), 80,2%
(TRIS), 58,9% (TRIS 0,5) e 54,3% (TRIS 1).

N&o foram observados espermatozoéides na categoria IM4 (sem acumulo

de DIC em qualquer parte e acumulo de IP na cabeca e flagelo).

TABELA 4 — Média + erro padrdo da porcentagem de espermatozoéides ovino com acrossomo
integro (ACROS) em microscopia de contraste de fase e Integridade de membrana plasmatica
e acrossomal em microscopia de fluorescéncia usando a combinacdo das sondas iodeto de
propidio (IP) e diacetato de carboxifluoresceina (DIC) - IM1: membrana plasmatica e
acrossomal integras; IM2: membrana plasmatica danificada e membrana acrossomal intacta;
IM3: membrana plasmatica e acrossomal danificada, no sémen fresco e congelado nos
diluidores GGL, TRIS, TRIS 0,5 e TRIS 1.

PARAMETRO DILUIDOR

SF GGL TRIS TRIS 0,5 TRIS 1
ACROS (%) 95,2+#1,3°  90,7#1,3°  90,3+1,3° 88,2+1,3° 90,2+1,3"
IM1 (%) 70,04¢2,3%  20,5+2,3°  13,9+2,3°  28,8+2,3°  32,4+2,3°
IM2 (%) 16,9+1,7  40,4+1,7%°  38,0#1,7°  29,8+1,7°  22,8+1,7°
IM3 (%) 13,042,4°  39,1+2,4°  48,1#2,4*  41,4+24% 44,942 4%

Média seguida de letras diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste Duncan.
SF: sémen fresco; GGL: diluidor glicina-gema-leite; TRIS: diluidor Tris-glicose-gema; TRIS 0,5: diluidor Tris-glicose-
gema com 0,5% de OEP; TRIS 1: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP.
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FIGURA 4 - Integridade de membrana plasmética (IM1, média + ep) estimada
pelo método de fluorescéncia (IP + DIC), para o sémen ovino fresco (SF) e
criopreservado com os diluidores GGL, TRIS, TRIS 0,5 e TRIS 1.

FIGURA 5 - Integridade de membrana plasmética e acrossomal pela
associacao das sondas fluorescentes IP + DIC: (a) espermatozéide com
membrana plasméatica, acrossomal e mitocondrial intactas, (b) espermatozoide
com membrana plasmatica e acrossomal lesadas e mitocondrial intacta, (c)
espermatozoide com membrana plasmética lesada e membrana acrossomal e
mitocondrial intacta.
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5.2.3 Avaliacao do Estadio de Capacitacdo Espermatica

Os percentuais de células ndo capacitadas, capacitadas com acrossomo
intacto e capacitadas com acrossomo reagido no sémen criopreservado,
detectadas pela técnica da clortetraciclina (CTC), sdo apresentados na Tabela
5. Nota-se que o percentual de espermatozéides ndo capacitados (categoria F)
foi significativamente maior (P<0,05; Anexo 2.3) no sémen criopreservado nos
diluidores a base de Tris (TRIS, TRIS 0,5 e TRIS 1) que no GGL. Ja o
percentual de espermatozoéides capacitados com acrossomo intacto (B) foi
maior (P<0,05) no GGL que nos demais diluidores, sendo que no diluidor TRIS
e TRIS 1 foram observados os menores percentuais de células nessa
categoria. No que diz respeito as células com acrossomo reagido (AR), 0
sémen criopreservado no diluidor TRIS 1 apresentou resultado
significativamente maior (P<0,05) que os observados nos demais diluidores, e
GGL, TRIS e TRIS 0,5 foram semelhantes entre si.

TABELA 5: Percentual de espermatozéides (xtep) ovinos ndo capacitados (F),
capacitados com acrossomo intacto (B) e acrossomo reagidos (AR) apoés
criopreservacdo nos diluidores GGL, TRIS, TRIS 0,5 e TRIS 1.

"~ CATEGORIAS  GGL TRIS  TRIS05  TRIS1
28,0+4,6° 44,3+4,6° 40,8+4,6° 45,8+4,6°
B 63,2+4,6° 46,7+4,6" 50,5+4,6" 40,3+4,6°
AR 10,5+1,7" 9,8+1,7° 9,8+1,7° 15,0+1,7°

Média seguida de letras diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste Duncan.
SF: sémen fresco; GGL: diluidor glicina-gema-leite; TRIS: diluidor Tris-glicose-gema; TRIS 0,5: diluidor Tris-glicose-
gema com 0,5% de OEP; TRIS 1: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP.

Os parametros da motilidade espermatica: MT, MP, VCL, VSL, ALH e
LIN correlacionaram-se positivamente com o percentual de espermatozdéides
ndo capacitados (F) e negativamente com o percentual de espermatozéides
capacitados com acrossomo intacto (B). Nao foi observada nenhuma
correlagcd@o entre a porcentagem de espermatozéides com acrossomo reagido e
os parametros da motilidade espermatica.

O percentual de espermatozéides ndo capacitados (F) mostrou uma

correlacdo positiva com o percentual de espermatozéides com membrana
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plasmatica e acrossomal intactas (IM1) e uma alta correlacdo negativa com o
percentual de espermatozoides com membrana plasmética danificada e
membrana acrossomal e mitocondrial intactas (IM2). Enquanto que o
percentual de espermatozéides capacitados com acrossomo intacto (B)
correlacionou-se positivamente com o percentual de espermatozoides com
membrana plasmatica danificada e membrana acrossomal e mitocondrial
intactas (IM2), ou seja, quanto maior o percentual de espermatozéides
capacitados com acrossomo intacto, maior o percentual de espermatozoides na
categoria IM1 de integridade de membrana.

Os espermatozoides na categoria AR (capacitados com acrossomo
reagido) apresentaram uma correlacdo significativa apenas com IM1 e IM2
(Tabela 6).

TABELA 6: Coeficiente de correlacdo linear (r) entre os estadios de capacitacao
espermatica: F (ndo capacitados), B (capacitado com acrossomo intacto) e AR
(acrossomo reagidos) e os parametros da motilidade espermatica (CASA) e

integridade de membrana (IP+DIC) do espermatozdide ovino criopreservado.

VARIAVEIS F B AR
MT 0,42" -0,46" 0,28
MP 0,487 -0,517 0,24

VCL 0,42" -0,40” 0,03
VSL 0,47" -0,40” -0,04
ALH 0,45~ -0,507 0,22
LIN 0,417 0,33 -0,07
STR 0,27 -0,15 -0,17
IM1 0,34 -0,43" 0,36**
IM2 -0,637 0,66 0,36
IM3 0,24 -0,15 -0,11

P<0,05 P<0,01 P<0,001
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5.3 Discusséao

A criopreservagao provocou diminuigdo na motilidade e nas velocidades
espermaticas avaliadas pelo sistema computadorizado, bem como, danos na
membrana plasmatica e na membrana acrossomal do espermatozéide ovino,
guando comparado com o sémen fresco. O efeito deletério da criopreservacao
na estrutura da membrana plasméatica e na funcdo do espermatozoide de
mamiferos ja foi relatado nas mais diferentes espécies (HOLT et al., 1992;
PARKS & GRAHAM, 1992; MAXWELL & WATSON, 1996; BAILEY et al., 2000;
WATSON, 2000). Enquanto que seu efeito deletério sobre a motilidade e
velocidades do espermatozéide ovino, avaliadas pelo sistema
computadorizado, foi observado por Moses et al., (1995).

O declinio na motilidade € uma caracteristica do espermatozéide
criopreservado (Watson, 2000) e é decorrente do estresse da criopreservacao.
Para proteger o espermatozoéide do efeito danoso da criopreservacao, recorre-
se a adicdo de crioprotetores ao diluente. Os crioprotetores comumente
utilizados nos diluidores para congelacdo de sémen ovino sao o glicerol e a
gema de ovo. A gema de ovo protege espermatozoide de carneiro contra a
perda de motilidade durante a criopreservacdo (Holt et al., 1992 apud Holt,
2000) e ocorre uma ampla variagao nas concentracdes utilizadas nos diluentes
para congelagcdo de sémen ovino. No entanto, alta concentragéo de gema néo
necessariamente resulta em uma maior preservacdo da motilidade. Gil et al.,
(2003) observaram que o aumento na concentracédo de gema (acima de 5%) no
diluidor & base de Leite ndo melhorou a motilidade pos-descongelagéo.

Segundo Salamon & Maxwell (2000) o nivel de glicerol adicionado aos
diluentes para criopreservacdo do sémen de carneiro € limitado devido a sua
toxicidade e a concentragdo que proporciona uma melhor taxa de
sobrevivéncia pds-descongelacdo esta entre 4-6%. Concentracfes acima de
6% sdo prejudiciais a sobrevivéncia, porque o glicerol penetra mais facilmente
no espermatozoide do carneiro. Véarios estudos demonstram que a adicdo de
glicerol nas concentracdes de 3 a 7% em diluidores contendo de 5 a 20% de
gema de ovo proporciona boa taxa de recuperacdo da motilidade (44 a 85%)
pés-descongelacdo do espermatozoide ovino (MOSES et al., 1995; GIL et al.,
2000; EL-ALAMY & FOOTE 2001; ANEL et al., 2003; GIL et al., 2003).
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A motilidade total (MT) e a motilidade progressiva (MP) dos
espermatozoides criopreservados nos diluentes contendo detergente, TRIS 0,5
e TRIS 1, foi superior & observada no TRIS ou no GGL. O efeito benéfico da
adicdo de detergente ao diluente para criopreservacdo de sémen sobre a
motilidade do espermatozéide, apés a descongelacdo é relatado na espécie
ovina (OLIVEIRA et al., 1988; EL-ALAMY & FOOTE 2001; AKOURKI et al.,
2004), bovina (AHMAD & FOOTE, 1986; ARRIOLA & FOOTE, 1987; FOOTE &
ARRIOLA, 1987) e caprina (ABOAGLA & TERADA, 2004a). A causa da
diferenca na crio-susceptibilidade do espermatozoide no GGL em relagdo ao
TRIS 0,5 e TRIS 1 pode ser atribuida a pouca protecdo conferida pela gema de
ovo a célula espermatica durante a congelacdo no GGL, uma vez que os trés
diluidores: contém detergente; a concentracdo de gema € igual (20%); a
concentracdo de glicerol estd dentro dos limites recomendados para o sémen
ovino (5% no GGL ) e acima dos niveis maximos recomendados, nos diluidores
TRIS 0,5 e TRIS 1 (7%); o método de glicerolizacao (a 32°C) foi 0 mesmo em
todos os diluidores, portanto o tempo de exposi¢cdo ao glicerol antes da
congelagdo, que pode aumentar o seu efeito citotoxico sobre os
espermatozoides, foi igual para todos. Restando supor que a gema de ovo nao
conferiu uma protecdo adequada a célula espermatica durante a congelacdo no
GGL. Salamon & Maxwell (2000) relatam que a gema de ovo tem um efeito
maior sobre o espermatozoéide bovino que sobre o espermatozoide ovino.
Somando-se a essa caracteristica da espécie, mais uma causa para o baixo
efeito da gema de ovo sobre os espermatozéides criopreservados no GGL,
pode ser atribuida a menor concentracdo de detergente utilizada nesse diluidor.
Isso pode ter causado uma menor solubilizagcdo dos componentes ativos da
gema no GGL levando a uma menor capacidade de protecéo contra a perda de
motilidade durante a criopreservacao e de maneira semelhante, a auséncia de
detergente no caso do TRIS sem OEP.

A MT dos espermatozoides criopreservados nos diluentes TRIS 0,5 e
TRIS 1 também foi superior aquela observada para espermatozéide ovino
criopreservado no diluidor glicina gema-leite (RODELO, 2006) e no Tris-gema,
sem detergente (SALAMON & MAXWELL, 1995), porém inferior a obtida por
Gil et al. (2003) em um diluente a base de leite.
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Os valores obtidos para as velocidades esperméticas (VAP, VCL e VSL)
em todos os tratamentos foram superiores aos obtidos por Moses et al., (1994),
Bag et al., (2002a, b) e Anel et al., (2003) e inferiores aos obtidos por Gil et al.,
(2003), todos para sémen ovino congelado. Possivelmente, essa diferenca
entre os resultados se deva a variagdo observada nos parametros utilizados
para o ajuste do aparelho, ou a influéncia dos meios diluidores utilizados,
diferentes em cada um deles.

Apbés a criopreservacdo do sémen, observou-se um aumento na
linearidade (LIN) do espermatozéide criopreservado em todos os diluidores.
Uma possivel explicacdo para esse aumento na linearidade seria que a
criopreservacao causou danos a estrutura flagelar fazendo com que a célula
perdesse seu padrao tipico de movimento. Segundo Watson (1995) durante a
criopreservacao ocorre a ruptura entre os elementos do axonema da cauda do
espermatozoide e isso pode ndo sO reduzir o nimero de espermatozoides
moveis, mas também afetar o tipo de motilidade. No entanto, esta explicacédo
nao justifica o resultado semelhante relatado por Sousa (2002) para o sémen
fresco de carneiros, o qual observou um aumento na linearidade logo apés a
diluicao do sémen com o diluidor glicina gema leite (GGL) que foi atribuida &
presenca da glicina no diluidor. No entanto, esse comportamento foi observado
no espermatozoide criopreservado em todos os diluidores avaliados nesse
estudo. Assim, pode-se dizer que outros fatores alheios ao meio diluidor
interferiram nessa varidvel ou que pode ser uma caracteristica do
espermatozoide ovino.

O processo de criopreservacdo causou um efeito deletério a integridade
da membrana plasmatica e acrossomal do espermatozéide ovino, quando
comparado com o sémen fresco. O percentual de células vidveis (membrana
plasmatica e acrossomal intactas — IM1) no sémen fresco foi superior ao
observado por Marti et al. (2006) e semelhante ao observado por Harrison &
Vickers (1990) e Sousa (2002) no sémen fresco diluido em GGL. No entanto,
apos a criopreservacdo houve uma queda significativa no percentual de
espermatozoides nessa categoria, em todos os tratamentos, demonstrando que

a membrana plasmética do espermatozoéide ovino é susceptivel a crioinjaria.
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Notou-se também um aumento no percentual de espermatozoides com
membrana acrossomal e mitocondrial intacta e membrana plasmatica
danificada (IM2), fato também observado por Medina (1995), porém em menor
proporgéo (5,6% no sémen fresco e 7,04% no sémen congelado) e a auséncia
de espermatozoides com membrana mitocondrial lesada (IM4) demonstrando
gue a membrana plasmatica do espermatozéide ovino € mais fragil, ou mais
susceptivel, a crioinjuria do que a membrana acrossomal externa e a
membrana mitocondrial. Observou-se ainda, uma alta correlacdo positiva entre
o percentual de espermatozéides na categoria IM2 com o percentual de
espermatozoides capacitados com acrossomo intacto (B), fato que nos chamou
a atencdo para a possibilidade da classificacdo IM2 pela associacao IP+DIC,
ser um indicativo da populacdo de espermatozéides capacitados, ao invés de
apenas espermatozoides mortos sem degeneracao acrossomal. Essa hipétese
baseia-se no fato de que durante a capacitacdo ocorre uma permeabilizacdo da
membrana plasmatica, devido a eventos como efluxo de colesterol e remocao
de fatores decapacitantes (YANAGIMACHI, 1994; GILLAN et al., 2004), o que
pode ter proporcionado a penetracédo do IP na célula.

Um dos fatores responsaveis pela ocorréncia da crioinjaria € a alteracao
de volume pelo qual a célula passa durante o processo de congelacdo e
descongelacéo. A desidratacao excessiva da célula durante a congelacéo ou o
aumento excessivo de volume na descongelacdo danifica as membranas
espermaticas e isso depende tanto da curva de refrigeracdo, congelacédo e
descongelacdo utilizada quanto da permeabilidade da membrana ao
crioprotetor (MAZUR, 1984; HAMMERSTEDT et al., 1990; HOLT, 2000).

ApOs a criopreservagdo, a integridade de membrana plasmatica e
acrossomal foi maior nos espermatozéides congelados nos diluidores TRIS
contendo o detergente OEP (TRIS 0,5 e TRIS 1) que no TRIS (sem OEP) ou
no GGL (0,4% de OEP). Foi também superior aos achados de Medina (1995)
no espermatozoide ovino criopreservado em diluidor Tris e de Rodelo (2006)
para sémen ovino criopreservado em GGL, demonstrando que a adi¢do de
OEP ao diluidor Tris proporcionou um aumento na integridade da membrana
plasmatica. Esse diferencial nos meios Tris-gema aditivado de detergente pode
ser atribuido a um efeito direto do detergente sobre as membranas

espermaticas, bem como a maior solubilizacdo dos componentes ativos da
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gema pelo detergente, uma vez que todos os tratamentos foram submetidos a
mesma curva de refrigeracdo, congelacao e descongelacao. El-Alamy & Foote
(2001) relataram que o surfactante lauril sulfato de so6dio adicionado ao diluidor
Tris-glicose-gema (semelhante ao utilizado no presente estudo) pode atuar
diretamente nas membranas espermaticas, produzindo mudancas na sua
permeabilidade, ou sobre a gema de ovo, alterando a estrutura dos
fosfolipidios. Sendo assim, isso pode ter reduzido o efeito deletério do estresse
osmotico, responsavel pela crioinjuria, durante a congelacdo e a
descongelagdo. No entanto, era de se esperar que 0 mesmo ocorresse com 0s
espermatozoides criopreservados no diluidor GGL, que também contém OEP e
20% de gema de ovo como os diluidores TRIS 0,5 e TRIS 1. Essa diferenga
entre os diluidores contendo detergente, pode ser consequéncia da menor
concentracao de OEP usada no diluidor GGL. Estudos realizados com bovinos
demonstraram que a concentracao ideal de detergente a ser adicionada ao
diluidor depende da concentragcdo de gema de ovo utilizada (ARIOLA &
FOOTE, 1987). Esses autores observaram também que no diluidor com 20%
de gema de ovo, a concentracdo ideal de detergente a ser usada é de 0,5 a
1%. Provavelmente, a concentracdo mais baixa (0,4%) de detergente utilizada
no GGL néo tenha sido suficiente para produzir as alteracfes desejaveis nos
fosfolipidios da gema presente no diluidor e/ou nas membranas espermaticas.
O efeito benéfico da adicdo de detergente ao diluidor para criopreservacéao de
sémen ovino, sobre a integridade de membrana plasmatica e acrossomal
também foi observado por Akourki et al., (2004) utilizando 0,7% de Equex-STM
e por Oliveira et al., (1988) que usaram 0,5% de OEP.

A integridade acrossomal ndo diferiu entre os meios diluentes utilizados.
Provavelmente, o efeito benéfico da adicdo de detergente a integridade
acrossomal, observada em outros estudos com ovinos (OLIVEIRA et al., 1988,
AKOURKI et al., 2004), caprinos (ABOAGLA & TERADA, 2004a) e bovinos
(AHMAD & FOOTE, 1986; ARRIOLA & FOOTE, 1987), tenha sido sobreposto
pelo processo de resfriamento e congelagdo do sémen adotado nesse estudo.
Segundo Watson (1981) o espermatozoide ovino, € muito afetado pelo choque
térmico, em particular o acrossomo. Sendo que o choque térmico se inicia logo
gue o sémen atinge a temperatura ambiente, embora seja mais critica para o
sémen de carneiro a temperatura abaixo de 15°C (MAXWELL & WATSON,
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1996; WATSON, 2000). No protocolo utilizado, a glicerolizagdo aconteceu
antes de se iniciar o resfriamento. Assim, quando o espermatozéide atravessou
essa faixa critica de temperatura, ja se encontrava na presenca do crioprotetor,
0 que pode ter diminuido o efeito danoso do choque térmico & membrana
acrossomal. Além disso, varios estudos tém demonstrado que o processo de
congelagéo, também causa danos a membrana acrossomal do espermatozoide
ovino (AISEN et al., 2000; BYRNE et al. 2000; BAG et al., 2002a). Segundo
Salamon & Maxwell (1995), os principais danos as membranas do
espermatozoide do carneiro, ocorrem na faixa de temperatura entre —10°C e
- 25°C, quando ocorre a formacao dos cristais de gelo extracelular. O’'Neill 1988
apud Byrne et al., (2000) observou que a curva de congelacédo a uma taxa de —
25°C/min causa menos dano acrossomal do que a —10°C. Possivelmente,
nossa curva de congelacdo tenha proporcionado condicBes 6timas para a
congelacdo do sémen, uma vez que a reducao de temperatura na faixa critica
ocorreu a uma taxa de - 15°C/min, o que pode estar bem proximo do 6timo
para a espécie ovina.

Apbs a congelagéo e descongelacdo do sémen, o espermatozoéide ovino
exibe os padrdes de coloracao produzidos pela clortetraciclina (CTC) tipicos do
espermatozoide capacitado. De acordo com os padrées da CTC, ocorre uma
diminuicdo na porcentagem de espermatozéides ndo capacitados (F) e
aumento na porcentagem de espermatozoéides capacitados (B e AR) com o
acrossomo reagido ou nao (Pérez et al., 1996; Gillan et al., 1997; Maxwell et
al., 1999; Gil et al., 2003). Assim, para avaliar se o processo de congelagao e
descongelacdo induziu mudancas semelhantes a capacitacdo, no
espermatozoide ovino no presente estudo, foi realizado o teste de capacitacao
pelo método da clortetraciclina (CTC). Usando esse método, Marti et al. (2006)
observaram que no sémen fresco de ovinos apenas metade dos
espermatozoides (55,5%) ndo estava capacitada, enquanto 26% estavam
capacitados e 18,5% com acrossomo reagido. Tomando esses dados como
base, pode-se dizer que a criopreservacdo induziu a capacitagcdo prematura
nos espermatozoides criopreservados em todos os diluidores avaliados.

No presente estudo, o percentual de espermatozéides ndo capacitados
(F) no sémen criopreservado em todos os diluidores foi superior ao observado
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por Gillan et al., (1997) e o de espermatozéides capacitados com acrossomo
intacto (B) ou reagido (AR) foram menores do que o relatado por eles.

No entanto, ao se comparar 0s estadios de capacitacdo entre o0s
tratamentos, observou-se que a porcentagem de espermatozoides capacitados
(Padrdo B) foi maior no sémen congelado no diluidor GGL que nos outros
diluidores avaliados. Varios fatores podem ter causado essa diferenca entre o
GGL e os outros diluidores, inclusive a composicao do diluidor. A gema de ovo
€ tida como fator capacitante para o espermatozoide bovino (IJAZ & HUNTER,
1989). No sémen ovino criopreservado, Gil et al., (2003) observaram que o
percentual de espermatozdides capacitados (Padrdo B) aumentou com o
aumento na concentracdo de gema no diluidor (44, 51, 53 e 52% de
capacitados para 5, 10, 15 e 20% de gema). O efeito capacitante da gema de
ovo nao explica totalmente esse alto percentual de espermatozoides
capacitados no GGL, uma vez que, as concentracbes de gema nos trés
diluidores a base de TRIS foram iguais ou ligeiramente inferiores & do GGL,
possivelmente houve a interacdo de varios fatores na determinacdo desse
resultado.

Sabe-se que a criopreservacao induz alteragcbes nas membranas do
espermatozoide ovino semelhante as observadas na capacitacdo. No entanto
segundo Green & Watson (2001) e Thomas et al. (2006) as rotas ativadas
durante ambos os processos sao diferentes, mesmo que o produto final pareca
0 mesmo, com o espermatozoide chegando ao final da criopreservacao com a
um grau de desorganizacdo das membranas que daria a impressao de que
passou pelo processo de capacitacdo. Sendo assim, pode-se supor que a
composicdo do diluidor GGL, pode ter tido sua contribuicdo na reducdo da
viabilidade espermatica pos-descongelacdo em comparacao com os diluidores
a base de Tris. A associagdo de varios crioprotetores ndo penetrantes (glicina,
proteinas do leite e gema) ao glicerol, no GGL pode ter produzido um gradiente
osmoético maior, causando uma maior desidratacdo da célula durante a
criopreservacdo e acarretando maiores danos a membrana plasmatica (fato
observado nesse estudo) e, consequentemente, uma diminuicdo nos
parametros da motilidade e aumento nos padrées de coloracdo pela CTC,
semelhantes a capacitagéo.
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A incluséo do detergente lauril sulfato de sodio (OEP) ao diluente Tris-
gema melhorou a motilidade, a motilidade progressiva e a integridade de
membrana do espermatozdide ovino apés a descongelacdo. O mecanismo de
acdo do detergente, ainda ndo esta totalmente esclarecido. Para Ariola & Foote
(1987) parte do efeito do detergente é exercido por meio do diluidor. Eles
observaram uma relacdo positiva entre a concentracdo de detergente e a
concentragdo de gema a ser adicionada ao diluidor. Em estudo subsequente,
Foote & Ariola (1987) observaram que a adicdo de detergente ao diluente a
base de leite, sem gema, foi letal aos espermatozéides e quando a gema de
ovo estava presente no meio nas concentragdes de 10 ou 20% houve um efeito
benéfico da adicdo do detergente sobre a motilidade espermatica,
demonstrando claramente que o detergente interage com 0s componentes da
gema de ovo, provavelmente os fosfolipidios, que estdo presentes em alta
concentragao.

Em todos os parametros avaliados da viabilidade espermatica, os
resultados obtidos para o diluente Tris-gema aditivado com 0,5 e 1% de OEP
foram semelhantes entre si e significativamente superiores ao controle (0,4%
de OEP) ou ao diluente Tris (0% de OEP). Isso indica que, provavelmente,
estas sejam as concentracdes ideais de OEP para o sémen ovino o que esta
de acordo com os achados de Arriola & Foote, (1987) os quais recomendam as
mesmas concentracbes (0,5 a 1%) como ideais para o sémen bovino. Além
disso, Aboagla & Terada (2004a) especulam que quando uma alta
concentracdo de detergente é adicionada ao diluente, ocorre um aumento nas
suas moléculas livres, as quais podem se ligar diretamente a membrana

espermatica causando lesdes.
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5.4 Conclusdes

A criopreservacdo teve um efeito deletério sobre a motilidade e
integridade de membranas do espermatozoide ovino;

A criopreservacao induziu, alteracdes na membrana semelhantes &
capacitacdo espermatica, avaliada pelo método da Clortetraciclina,;

A adicao do detergente lauril sulfato de sédio (OEP) nas concentracfes
de 0,5 ou 1%, ao diluente TRIS, contendo 20% de gema de ovo, melhorou a
congelabilidade do espermatozéide ovino.

O meio Tris-gema aditivado de OEP (0,5 ou 1%), avaliado nesse estudo,

podera ser utilizado para a congelacdo do sémen de carneiros.
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6 - EXPERIMENTO 2

GERACAO DE METABOLITOS REATIVOS DO OXIGENIO E VIABILIDADE
ESPERMATICA DO SEMEN OVINO CRIOPRESERVADO EM DILUIDORES
COM ANTIOXIDANTES

6.1 Materiais e Metédos

6.1.1 Animais Experimentais e Colheita do sémen

Foram utilizados, 23 carneiros da raca Santa Inés, andrologicamente
aptos, conforme proposto por Fonseca et al. (1992). De cada carneiro foi
coletado e processado um ejaculado. A colheita foi feita por meio de vagina
artificial.

6.1.2 Avaliacdes do Sémen Pré-Criopreservacao

Apdés a colheita o sémen era mantido em banho-maria a 32°C e
imediatamente avaliado quanto ao aspecto, volume, concentracédo e motilidade
subjetiva. Eram também retiradas amostras para posterior avaliacdo da
morfologia espermatica. Foram processados apenas 0s ejaculados com
motilidade 3 70%.

Avaliacdo da concentracdo espermatica

Para avaliacdo da concentracdo espermatica, o sémen foi diluido na
proporcdo de 1:400. Para isso, uma aliquota de 10n. de sémen era diluida em
4mL de agua e em seguida, procedia-se a leitura em camera de Neubauer, sob

microscopia Optica comum em um aumento de 200x.
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Avaliacao subjetiva da motilidade espermética

A avaliacdo subjetiva da motilidade espermatica foi realizada em
microscopia de contraste de fase (aumento de 200x). Uma aliquota de sémen
contendo 12x10° espermatozéides foi diluida em 250n de X-Cell, em seguida,
uma gota do sémen diluido foi colocada entre lamina e laminula, previamente
aquecidas a 37 °C e avaliada. Os resultados foram expressos em
porcentagem.

Diluicdo e criopreservacao do sémen

Apbs as avaliacOes, o ejaculado foi dividido em quatro fracfes e diluido
com um dos meios diluidores (tratamentos) descritos abaixo. Foram
processadas, no minimo cinco e no maximo oito palhetas de sémen para cada

tratamento.

Tratamentos:

TRIS:TRIS com 1,0% OEP (pH 6,91; Osmolaridade 308 mOsm, ANEXO 1-B);
TRO+: TRIS aditivado com Trolox?°, 50mMol/100x10° spz;

CAT+: TRIS aditivado com Catalase?, 50ng/mL (0,0935 U/mL);

TRO/CAT+: TRIS aditivado com Trolox e Catalase, nas concentracdes acima.

A diluicdo foi feita a 32°C em duas etapas, de forma a se obter a
concentracdo de 400x10° espermatozéides/mL. Na primeira diluicdo,
acrescentou-se a fracdo nao glicerolizada do diluente e, em seguida, a fracéo
glicerolizada. Inicialmente o sémen era diluido no meio TRIS com 1% OEP e
somente apds a segunda diluicdo era acrescentada a quantidade necessaria
dos aditivos (Trolox e/ou Catalase) para se obter a concentracdo desejada em
cada tratamento. Para isso, preparou-se uma solucdo Estoque de Trolox a
10mM: (0,0125g de Trolox em 5mL de Tampéao Tris) e uma Solugao Estoque
de catalase a 12,5mg/mL (0,0125g de catalase em 1,0mL de Tamp&o Tris).

% 6.Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl chroman-2 carboxilic acid, ALDRICH (CAT: 23,881-3)
2 Catalase from bovine liver, SIGMA (C-9322) ¢/ 1,87U/mg
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Essas solucdes foram armazenadas em mini tubos? e mantidas a —20°C. No
momento do processamento do sémen as mesmas eram descongeladas e
mantidas a 37°C até a adicdo ao sémen diluido. O volume do aditivo a ser
acrescentado era calculado de acordo com o niumero de palhetas processadas
em cada tratamento e era subtraido do volume calculado para o meio I.

Apés a diluicdo e suave homogeneizacdo, o sémen era envasado em
palhetas de 0,25mL lacradas com alcool polivinilico e em seguida submetido a
refrigeracdo e congelacdo em sistema automatizado (TetakonO -TK 3000, TK
Tecnologia em congelacéo Ltda).

Na curva de refrigeracdo e congelacao utilizada (P3.S1), a refrigeracao
do sémen de 32°C a 5°C ocorreu a uma taxa de 0,25°C/min, atingindo os 5°C
apos cerca de 90 minutos de refrigeracédo, sendo mantido nessa temperatura
até completar 120 minutos. Em seguida, o cilindro era colocado na caixa
contendo nitrogénio liquido, no volume indicado pelo fabricante e iniciava-se a
curva de congelacao, a qual ocorreu a uma taxa de queda de temperatura de
-20° C/min até atingir —120°C.

ApOs atingir os -120°C, as palhetas eram retiradas da maquina e
colocadas diretamente no nitrogénio liquido (- 196°C), distribuidas em raques e

armazenadas em botijao criobioldgico, até a avaliacao.

6.1.3 Avaliacdes do SEémen Pds-descongelacéo

Para avaliacdo do sémen criopreservado, duas palhetas de sémen de
cada carneiro e tratamento foram descongeladas, em banho-maria a 40°C por

20 segundos. Apos a descongelacao, o sémen foi depositado em um microtubo

e mantido a 37°C até a realizacao das avaliacdes.

Avaliacdo computadorizada da motilidade espermatica

Uma aliquota de 33nL de sémen (13,2x10° spz) descongelado era diluida

em 250nL de X-CELL e mantido a 37°C por 5 minutos e em seguida

22 Microtubes MCT-060-C - 0,6mL clear, Axygen Scientific INC
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submetido a avaliagdo computadorizada da motilidade (Hamilton Thorn
Biosciences version IVOS 12, Sperm Analysis System), em camara de
MAKLER aquecida a 37°C, usando para ajuste do aparelho os valores: frames
per sec:60Hz, number of frame: 30, minimum contrast: 60, minimum cell size:
5 pix, progressive cells VAP = 75 nm/s, VAP cutoff: 21.9mm/s, progressive cells
STR: 80%; VSL cutoff: 6.0mm/s. Em cada amostra foram avaliados trés
campos escolhidos aleatoriamente e medidos 0s seguintes parametros da
motilidade: motilidade total (MT, %); motilidade progressiva (MP, %);
velocidade de trajeto (VAP, mm/s); velocidade curvilinear (VCL, nm/s),
velocidade progressiva (VSL, nm/s), amplitude de deslocamento lateral da
cabeca (ALH, mm), frequéncia de batimentos do flagelo (BCF, Hz),
retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %), espermatozéides com
movimento rapido (RAP, %) e espermatozéides estaticos (STATIC, %).

Avaliacdo das membranas plasméatica, acrossomal e potencial de

membrana mitocondrial

A integridade das membranas plasmatica e acrossomal e a funcao
mitocondrial foram avaliadas pela associacédo das sondas fluorescentes: iodeto
de propidio (IP), aglutinina de Pisum sativum conjugada ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC-PSA®) e iodeto de 5,5',6,6' tetracloro-1,1,3,3' - tetraetil
benzimidazolil carbocianina (JC-1?%). Para isso, 60nL de sémen foram diluidos
em 450nL de X-CELL ao qual foram adicionados 1,5nL de IP (0,5mg/mL em
solucdo salina), 1,5mL de JC-1 (153nmM em DMSO®) e 25nL da solucdo de
FITC-PSA (100ng/mL em PBS). A amostra foi incubada por 5 a 8 minutos a
37°C e em seguida uma gota foi colocada entre lamina e laminula e 100
espermatozoides foram avaliados sob microscopia de epifluorescéncia
(Microscopio de Epifluorescéncia Leica DM LB), usando o filtro I3 (excitagdo BP
450-490nm e supressao LP 515nm), com aumento de 1000x e classificados

guanto ao padrao de coloracado (Tabela 7).

2 F|ITC-PSA (SIGMA, L-0770)
24 JC-1 (Molecular Probes, T-3168)
% DMSO (SIGMA- D2650)
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TABELA 7: Classificacdo das células em categorias de acordo com a
integridade da membrana plasmatica e acrossomal e a funcdo mitocondrial,
detectada pelas sondas fluorescentes: iodeto de propidio (IP), aglutinina de
Pisum sativum conjugada a isotiocianato de fluoresceina (FITC-PSA) e iodeto
de 5,5',6,6’ tetracloro- 1,1,3,3'- tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1)

CATEGORIA DESCRICAO

Membrana Plasmatica Intacta (IP-), Acrossomo Intacto
F1 (FITC/ PSA -) e com alto potencial de membrana
mitocondrial (JC-1 vermelho/alaranjado).

Membrana Plasmatica Intacta (IP-), Acrossomo Intacto
F2 (FITC/ PSA -) e com Baixo Potencial de Membrana
Mitocondrial (JC-1 verde).

Membrana Plasmatica Intacta (IP-), Acrossomo Lesado
F3 (FITC/ PSA +) e com Alto Potencial de Membrana
Mitocondrial (JC-1 vermelho/alaranjado).

Membrana Plasmatica Intacta (IP-), Acrossomo Lesado
F4 (FITC/ PSA +) e com Baixo Potencial de Membrana
Mitocondrial (JC-1 verde).

Membrana Plasmatica Lesada (IP+), Acrossomo Intacto
F5 (FITC/ PSA -) e com Alto Potencial de Membrana
Mitocondrial (JC-1 vermelho/alaranjado).

Membrana Plasmatica Lesada (IP+), Acrossomo Intacto
F6 (FITC/ PSA -) e com Baixo Potencial de Membrana
Mitocondrial (JC-1 verde).

Membrana Plasmatica Lesada (IP+), Acrossomo Lesado
F7 (FITC/ PSA +) e com Alto Potencial de Membrana
Mitocondrial (JC-1 vermelho/alaranjado).

Membrana Plasmatica Lesada (IP+), Acrossomo Lesado
F8 (FITC/ PSA +) e com Baixo Potencial de Membrana
Mitocondrial (JC-1 verde).

Nas células IP positivas (+), o nucleo apresenta fluorescéncia em
vermelho; nas FITC/PSA positivo (+), a regido acrossomal apresenta
fluorescéncia verde amarelado; nas células com alto potencial de membrana

mitocondrial, o JC-1 cora a regido da peca intermediaria em vermelho ou
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alaranjado e naquelas com baixo potencial de membrana mitocondrial essa
regido esta corada em verde. De acordo com a fluorescéncia emitida por cada
sonda, as células foram classificadas nas oito categorias relacionadas na
Tabela 7.

Quantificacdo da lipoperoxidacdo da membrana espermatica

A peroxidacdo dos lipidios da membrana plasmatica dos
espermatozoides foi determinada pelo método espectrofotométrico dos TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitlrico), descrito por Buege & Aust (1978),
o qual baseia-se na quantificacdo do complexo formado pela reacdo de duas
moléculas de &cido tiobarbitirico com uma de malonaldeido (MDA), formando
um cromégeno de coloracado résea, o qual é quantificado num comprimento de
onda de 532 nm (Anexo 3).

Para a determinacdo dos niveis de lipoperoxidacdo no sémen
criopreservado, foram descongeladas duas palhetas de sémen (com 10°
espermatozoides) de cada carneiro e cada tratamento. A dosagem da
concentragdo de TBARS na amostra de sémen foi determinada da seguinte
maneira: em um tubo falcon depositou-se 0,5 mL da amostra (sémen: uma
palheta com volume aproximado de 200nL + Tampé&o Tris-acido citrico, pH 7,4
recém-preparado, até completar o volume para 0,5mL). Em seguida, adicionou-
se 1mL do reagente TBA (15% de &cido tricloroacético®®; 0,25N de &cido
cloridrico®” e 0,375% de &cido tiobarbitirico®®) e 1% (v/iv) de BHT?® 50mM
usado para evitar a autoxidacdo dos lipidios, catalisada por ions de metais,
durante o aquecimento (LAPENNA et al., 2001) com o reagente tiobarbiturico.
Os tubos contendo esta mistura foram incubados em banho fervente por 15
minutos e em seguida, resfriados em um recipiente com gelo triturado. Apés o
resfriamento, as amostras foram centrifugadas a 1200xg por 15 minutos e o
sobrenadante, mantido em banho de gelo, foi utilizado para a analise
espectrofotométrica. O ensaio foi realizado em duplicata e a absorbéancia da

% Trichloroacetic acid AR — Mallinc Krodt Baker — 2928-08
2" Hydrochloric acid — JT Baker, 9535-02
2 2-Thiobarbituric acid — FLUKA, 88481
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amostra foi determinada a 532nm contra um branco composto por 1mL de
reagente TBA e 0,5mL de tampé&o Tris. Todas as andlises foram realizadas em
espectrofotdbmetro UV-VIS (Perkin Elmer - Lambda 25) a 25°C.

A segunda amostra (500 de sémen + tamp&o Tris) foi adicionado 0,24mM
de sulfato ferroso heptahidratado® (2,4mM) para induzir a lipoperoxidacéo e as
amostras foram incubadas em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Apés a
incubacao, adicionou-se a cada amostra 1mL do reagente TBA e 15ni de BHT
e procedeu-se o protocolo igual ao da mensuracédo de TBARS na amostra. Este
segundo procedimento é conhecido como lipoperoxidacdo induzida ou
catalisada por ferro e tem por objetivo medir todo o potencial que a amostra
teria de gerar o radical em questdo, sendo, portanto, considerado o controle
positivo da reagao.

A dosagem da concentracdo de TBARS nas amostras dos quatro diluidores
foi determinada diretamente no diluente livre de espermatozéide. As amostras
dos diluidores foram descongeladas e uma aliquota de 100ni foi utilizada para
a determinacéo da lipoperoxidacdo dos lipidios da gema de ovo presente no
diluidor, seguindo o mesmo protocolo utilizado para a amostra de sémen.

Para o calculo das concentracdes de TBARS geradas nas amostras, 0s
resultados obtidos em ambas as amostras (sémen ou diluidor) foram
comparados com uma curva de calibracdo feita diariamente com malonaldeido
(MDA) como padrao, nas concentragdes de 1 a 20mmol. Foi preparada uma
solucdo estoque de MDA 10mM pela hidrélise de 17 de malonaldehyde bis
(dimetil acetal)® em 10mL de HCI 2N por 10 minutos a temperatura ambiente.
Para cada 1mL de reagente TBA era adicionada a quantidade necessaria da
solucédo estoque de MDA para resultar em uma concentracao final de MDA de
1,2,4,6, 8, 10, 15, 20, 25 e 30nMol/mL. A curva e o Branco foram tratados da
mesma maneira que a amostra.

Os resultados sdo dados em nmol de TBARS/10® espermatozéides ou
nmol de TBARS/mL de diluidor.

2 Butylated hydroxytoluene (ALDRICH, A-06107TC)
% |ron (I1) Sufate heptahydrate (Fe0,S-7H,0) — FLUKA , 44970
3 1,1,3,3-tetrametoxopropano (Mal onaldehyde bis (dimetil acetal) — ALDRICH — 10,838-3
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Mensuracao do anion superoéxido (O3)

A mensuragdo da producdo de O, no sémen e no diluidor foi realizada
em espectrofotdmetro pelo método da reducdo do NBT>? (nitro blue tetrazolium)
a qual baseia-se na habilidade do O, para reduzir o NBT (corante amarelo) a
um produto azul chamado diformazan (Anexo 4). O sistema hipoxantina-xantina
oxidase foi empregado como gerador continuo de O;". A velocidade de redugéo
do NBT foi medida no comprimento de onda de 560nm de absorbéancia,
conforme metodologia descrita por Aruoma et al. (1989).

Para a mensuracdo da geracdo de O, na amostra, procedeu-se da
seguinte maneira: em uma cubeta de 1cm de caminho 6ptico com capacidade
para um volume final de mistura reacional de 700nL, adicionou-se: 460nL de
solucdo tampé&o Tris-acido citrico (pH 7,4), 70nL de EDTA* (10mM) e 100nL
da amostra de sémen ou diluidor. Em seguida, a mistura era homogeneizada
suavemente e levada ao espectrofotbmetro programado para uma reacao
cinética em 3 minutos. A reacgédo foi iniciada com a injecdo de 70mL de NBT
(ImM) na cubeta. Apos o termino da reagéo, calculou-se a taxa de mudanca na
absorbancia por minuto (DAsge/min), durante os trés minutos de reacao.

Em uma segunda aliquota (sistema gerador de O, - HXO), injetou-se na
cubeta os seguintes reagentes: 383nL de tampéo Tris acido citrico (pH 7,4),
70l de EDTA (10mM), 70nL de NBT (ImM), 7nL de hipoxantina® (10mM) e
100 da amostra (sémen ou diluidor). Homogeneizou-se a mistura e levou-se
ao espectrofotdbmetro programado para uma reacdo cinética em 3 minutos. A
reacao foi iniciada pela adicdo de 0,0666U de xantina oxidase® recém-diluida
em 70nL de tampéo Tris (pH 7,4). A taxa de reducdo do NBT foi medida a
560nm em espectrofotdbmetro UV-VIS, duplo feixe (Lambda 25 — Perkin Elmer),
cujo compartimento da cubeta era termostatizado a 25°C.

Célculo da concentracédo de O, na amostra:

O valor correspondente da taxa de variacdo da absorbancia ao tempo de

1 minuto (DAsgo/min) foi convertido em nanomoles de NBT reduzido,

32 Nitrotetrazolium Blue chloride, FLUKA- Biochemika, 74030
33 Ethylenediminetetraacetic acid (SIGMA, E9884)

% Hypoxanthine — FLUKA — Chemika, 56700

% Xanthine oxidase, Grade | from buttermilk — SIGMA, X 1875



75

multiplicando-se o valor encontrado pela constante 27,56 e considerando-se
qgue 1 mol de Oy reduz 1 mol de NBT. Essa constante representa o valor da
densidade 6tica (DO) da mistura reacional obtida a 560nm, para 0,7mL de
mistura reacional, em uma cubeta com 1lcm de caminho 6&tico, onde a
densidade 6tica observada representa a absorbancia apenas do NBT reduzido
(na forma de Formazan), adotando-se para isso um coeficiente de extingédo
molar para o formazan em pH bésico de E = 25400 M*cm™ determinado por
Bielski et al., (1980).

Os resultados da mensuracdo de O, foram expressos em nMol Oy
/140x10° espermatozoéides.

Mensuracao do peréxido de hidrogénio (H,O,)

O pero6xido de hidrogénio contido no sémen e no diluidor foi medido pelo
método colorimétrico do phenol red (Anexo 5). O ensaio baseia-se na oxidagao
do phenol red pelo H,O,, mediada pela horseradish peroxidase (HRPO), a qual
resulta na formagdo de um composto com alta absorbéncia a 610nm. Na
presenca de HRPO exdgena, o phenol red muda de cor, do vermelho para o
amarelo, sempre que grande quantidade de H,O, é produzida no meio.
Elevando o pH para 12,5 a cor amarela torna-se plrpura e permanece
inalterada por um longo periodo de tempo e sua absorbancia pode ser lida a
610nm (PICK & KEISARI, 1980).

Para a dosagem da quantidade de H;O, liberada pelos
espermatozéides, tomou-se uma amostra de 100 nL de sémen (40x10°
espermatozoides) a qual foi colocada em minitubo e mantida a 37°C. Ao sémen
foi adicionado 1,0mL do reagente phenol red (140mMol NaCl, 10 mmol de
fosfato de potassio pH 7,0 ; 5,5mmol de glicose; 0,28mmol de phenol red*® e
8,5 U/mL de horseradish peroxidase®). O phenol red e a peroxidase foram
acrescentados imediatamente antes da realizacdo do ensaio. Assim,
primeiramente era adicionada a amostra 975nL da solu¢cao Tampéo phenol red

(todos os reagentes, menos o phenol red e a peroxidase), 10nL da solucao de

%6 phenol Red — SIGMA, P3532
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phenol red 10mg/mL e 15nL da solucdo de horseradish peroxidase 5mg/mL
(8,5U/mL). A amostra foi incubada a 37°C por 30 minutos e em seguida,
centrifugada a 4000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e a
reacao foi finalizada pela adicao de 10ni de hidréxido de sédio (NaOH) a 1N. O
ensaio foi realizado em duplicata e as leituras foram feitas a 610nm contra um
Branco composto por 1mL do reagente phenol red (completo) e 10nL de NaOH.
As andlises foram realizadas em espectrofotdmetro UV-VIS, com duplo feixe
(Lambda 25 — Perkin Elmer), cujo compartimento da cubeta foi mantida a 25°C.
Utilizou-se cubetas de 1cm de caminho 6tico com capacidade para 0,7mL.

A uma segunda aliquota de sémen, além dos reagentes do ensaio,
adicionou-se 100 mmol de peréxido de hidrogénio (H,O, exdgeno) e procedeu-
se 0 processamento e analises da mesma forma que a amostra. Esse
procedimento foi denominado sistema gerador e tem 0 mesmo objetivo do
sistema gerador da lipo peroxidacéo.

O ensaio foi padronizado com concentragbes conhecidas de H;O.,
obtidas de uma solucéo cuja concentragao era conhecida. Para isso, elaborou-
se uma curva padrdo com concentracdes de 1 a 60 nmol de H,O;, (1 a 60
nmol/mL). Inicialmente, preparou-se uma solucao estoque de H,O,, diluindo-se
102nL de peréxido de hidrogénio 30%*® em 100mL de &gua destilada
(ultrapura), o que teoricamente resultaria em uma concentracdo de 10 mmol,
no entanto, a concentracdo real da solugcéo foi determinada medindo-se a
absorbancia da mesma a 230nm e usando o coeficiente de absor¢cédo molar E =
81M*cm™, o que nos deu uma concentracdo de 7,8 mmol. A solucdo foi
armazenada em geladeira, em frasco de vidro ambar, envolto com papel
aluminio, até a utilizacdo. Para cada 1mL de reagente fenol red, foram
acrescentados volumes diversos da solucao estoque de H,O,, de modo a obter
as concentrag0es finais de 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 nmol de H,0,.
Apés 5 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, adicionou-se 10ni de
NaOH a 1N e mediu-se a absorbéncia a 610nm.

Os resultados da mensuragdo de H,O, foram expressos em nmol de
H,0,/40x10° espermatozdides/30 min.

37 peroxidase from horse radish (113U/mg)- FLUKA, Biochemika 77330
3 perhydrol 30% H,0, PA- Merck, 7209.1000
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6.1.4 Anélise estatistica

Os dados foram analisados em um delineamento de blocos ao acaso,
com 23 blocos (carneiros) e quatro tratamentos (diluentes). Foram avaliadas
duas palhetas de cada ejaculado/tratamento, perfazendo um total de 184. O
efeito dos tratamentos sobre os parametros da motilidade espermatica,
integridade de membranas e integridade acrossomal foi avaliado através da
analise de variancia (ANOVA) e a comparacdao de médias foi realizada pelo
teste de Duncan a P<0,05. O esquema da analise de variancia é apresentado
na Tabela 8.

TABELA 8: Esquema da Analise de Variancia — Experimento 2

FONTE DE VARIACAO GL
TOTAL 183
TRATAMENTO 3
BLOCO 22

RESIDUO 158
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6.2 Resultados

Observou-se efeito do carneiro em todos os parametros espermaticos
avaliados (Anexos 5), o que demonstra a heterogeneidade do grupo de animais
utilizados. Os tratamentos influenciaram significativamente (P<0,05) quase
todos os parametros da motilidade espermatica (exceto VSL e BCF) e o
percentual de espermatozdéides nas categorias F1, F2, F6 e F8 da avaliacdo
conjunta da integridade de membrana plasmatica, membrana acrossomal e

fungé@o mitocondrial (Anexo 6.1 e 6.2).

6.2.1 Avaliacdo computadorizada da motilidade espermatica

A motilidade esperméatica do sémen criopreservado, avaliada pelo
sistema computadorizado, foi influenciada pelo meio diluidor. A motilidade total
(MT) foi significativamente maior (P<0,05) no sémen congelado no meio TRIS
(controle; 71,8 =+ 1,5%) que nas amostras congeladas com Trolox (TRO+; 64,7+
1,5%) ou com a associacao de Trolox e catalase (TRO/CAT+; 61,1 = 1,5%).
Enquanto que o sémen congelado no meio Tris com catalase (CAT+; 69,3
1,5%) apresentou resultados de MT semelhantes aos do controle (Tabela 9).

A motilidade progressiva (MP) foi significativamente maior (P<0,05) nos
espermatozoides congelados no diluidor CAT+ (30,5t 1,1%) que naqueles
congelados nos diluidores TRO+ ou TRO/CAT+ (25,5 £ 1,1 e 27,0 £ 1,1%,
respectivamente). J& o sémen congelado no diluidor TRIS apresentou
resultados semelhantes aos dois ultimos (Tabela 9).

Das velocidades esperméaticas avaliadas pelo método CASA, apenas a
velocidade progressiva (VSL) néo foi influenciada pelo diluidor (P>0,05). A
velocidade de trajeto (VAP) foi significativamente maior (P<0,05) nos
espermatozoides congelados com os diluidores TRIS e CAT+ (95,4 +1,1 e 96,0
+ 1,2%, respectivamente) que naqueles congelados no TRO/CAT+ (91,7
+1,2%), enquanto que nas amostras congeladas no TRO+ a VAP foi
semelhante (92,6 + 1,2) a observada nos outros trés grupos. A velocidade
curvilinear (VCL) também foi influenciada significativamente pelo meio diluidor
(P<0,0003). O sémen congelado nos diluidores TRIS e CAT+ apresentou
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valores maiores (169,7 + 1,6 e 168,5 + 1,6%) que os observados no TRO+ e
TRO/CAT+ (163,7+ 1,6 e 160,7 + 1,6%) e semelhantes entre si (Tabela 9).

A amplitude do deslocamento lateral da cabeca do espermatozdide
(ALH) foi maior (P<0,0420) nos espermatozéides criopreservados no meio
TRIS (7,7 £ 0,1nm) que naqueles congelados no TRO+ e CAT+ (7,4 e 7,5 £
0,1mm). Nos espermatozéides criopreservados com TRO/CAT+, o ALH foi 7,6 +

0,1mm, valor esse semelhante aos demais grupos (Tabela 9).

TABELA 9: Médias * erro padrao dos parametros da cinética espermatica: motilidade
total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade de trajeto (VAP), velocidade
progressiva (VSL), velocidade curvilinear (VCL), amplitude de deslocamento lateral da
cabeca (ALH), frequéncia de batimentos do flagelo (BCF), retilinearidade (STR),
linearidade (LIN), espermatozéides rapidos (RAP) e estaticos (STATIC) obtidos pelo
sistema de andlises computadorizada da motilidade espermética (CASA) no sémen

ovino congelado nos diluidores TRIS, TRO+, CAT+ e TRO/CAT+ .

PARAMETRO DILUIDOR

TRIS TRO+ CAT+ TRO/CAT+
MT (%) 71,8 +1,5° 64,7 + 1,5° 69,3 +1,5° 61,1+ 1,5°
MP (%) 288+1,1®  255+1,1° 30,5+1,1° 27,0+1,1
VAP (mm/s) 954+12% 926+12®  96,0+1,2° 91,7 +1,2°
VCL (mm/s) 169,7+1,6° 163,7+16° 1685+1,6* 160,7 +1,6°
VSL (mm/s) 731+1,1 723+1,1 752+1,1 724+1,1
ALH (mm) 7,7+0,1° 7.4+0,1° 7,5+0,1° 7,6 +0,1%®
BCF (Hz) 36,6 + 0,4 37,1+0,4 37,1+0,4 36,4+ 0,4
STR (%) 72,6+ 0,4° 74,7 +0,4° 74,5 +0,4° 74,3 +0,4°
LIN (%) 42,7 +0,5° 44,6 + 0,5 44,5 + 0,5 44,8 +0,5°
RAP (%) 47,1 +1,5° 40,8 +1,5° 45,9 +1,5° 39,1+1,5"
STATIC (%) 19,3 +1,5° 27,1+1,5° 21,1+1,5° 28,7 +1,5°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si a P<0,05 pelo teste Duncan.
TRIS: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP; TRO+: diluidor TRIS aditivado com Trolox, CAT+: diluidor TRIS
aditivado com catalase, TRO/CAT+: diluidor TRIS + Trolox e catalase.

A frequéncia de batimentos do flagelo (BCF) foi semelhante entre os
tratamentos (P>0,05) variando de 36,4Hz no diluidor TRO/CAT+ a 37,1Hz no

TRO+ e CAT+ (Tabela 9).
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Dos parametros que definem a progressividade dos movimentos
espermaticos, a retilinearidade (STR) e linearidade (LIN) apresentaram
comportamento semelhante entre os grupos de tratamentos. A retilinearidade
dos espermatozoides congelados no diluidor TRIS (72,6%) foi menor (P<0,05)
gue a dos espermatozéides preservados nos outros trés diluidores. A
linearidade também foi menor (P<0,05) no sémen congelado no meio TRIS
(42,7%) em relacdo aos demais (Tabela 9).

Os percentuais de espermatozéides com movimento rapido (RAP), foi
maior (P<0,05) nos tratamentos TRIS (47,1%) e CAT+ (45,9%) que nos TRO+
(40,8%) e TRO/CAT+ (39,1%). Os espermatozoides na categoria RAP
apresentaram comportamento semelhante ao da motilidade total e foram
inversamente proporcionais ao percentual de espermatozolides estaticos
(STATIC) em cada tratamento (Tabela 9).

6.2.2 Avaliacdo simultdnea da integridade das membranas plasmatica e

acrossomal e do potencial de membrana mitocondrial

Os percentuais de espermatozéides criopreservados, classificados de
acordo com a integridade das membranas plasméatica e acrossomal e com o
potencial de membrana mitocondrial, detectados pela associacdo das sondas
fluorescentes: FITC/PSA, IP e JC-1 estdo apresentados na Tabela 10 e nos
graficos das Figuras 6 e 7. As categorias de fluorescéncia observadas na
avaliacdo simultanea da integridade das membranas plasmatica e acrossomal
e do potencial de membrana mitocondrial do espermatozdide podem ser
visualizadas na Figura 8.

O percentual de células com membrana plasmética intacta, acrossomo
intacto e alto potencial de membrana mitocondrial (F1) foi baixo em todos os
diluidores, porém houve uma diferenca significativa (P<0,05) entre eles. As
médias de F1 foram 1,4% no TRIS; 0,6% no TRO+; 0,7% no CAT+ e 0,5% no
TRO/CAT+ (Tabela 10).

A categoria F2, na qual os espermatozéides apresentam membrana
plasmatica intacta, acrossomo intacto e baixo potencial de membrana

mitocondrial, também foi influenciada pelo tratamento. O maior (P<0,05)
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percentual de células nessa categoria foi observado no CAT+ (34,1%) e o
menor (27,6%) na TRO/CAT+ (Tabela 10).

TABELA 10 - Médias + erro padrdo dos parametros espermaticos relativos a
integridade das membranas plasmatica e acrossomal e potencial de membrana
mitocondrial, avaliados pela combinacdo das sondas fluorescentes: iodeto de propidio
(IP), aglutinina de Pisum sativum conjugada a isotiocianato de fluoresceina
(FITC/PSA) e iodeto de 5,5',6,6’ tetracloro- 1,1,3,3'- tetraetilbenzimidazolilcarbocianina

gJC-l! do sémen ovino congelado nos diluidores TRIS, TRO+, CAT+ e TRO/CAT+.

PARAMETRO DILUIDOR

TRIS TRO+ CAT+ TRO/CAT+
F1(%) 1,4 +0,2% 0,6 +0,2° 0,7+0,2° 0,5+0,2°
F2 (%) 284+13° 31,0+13*  341+1,3 276+1,3°
F5 (%) 0,7+0,1 0,4+0,1 0,3+0,1 0,6 +0,1
F6 (%) 27,0+0,9° 30,7+0,9° 282+0,9® 286+0,9%
F7 (%) 0,3+0,1 0,3+0,1 0,1+0,1 0,6+0,1
F8 (%) 423+15*  384+15% 35,9+ 1,5 42,2 +1,5°
MPAI (%) 29,7+1,4° 31,6+1,4% 34,0+1,4° 28,0+1,4°
PSA + (%) 42,6+15®  387+15  361+15° 43,0 +1,5°
BPM (%) 97,7+0,3 " 98,8+0,3? 98,7+0,3? 98,3+0,3%
APM (%) 2,30,3? 1,2+0,3" 1,3+0,3" 1,7+0,3%®

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si a P<0,05 pelo teste Duncan.

TRIS: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP; TRO+: diluidor TRIS aditivado com Trolox, CAT+: diluidor TRIS
aditivado com catalase, TRO/CAT+: diluidor TRIS + Trolox e catalase.

F1: membrana plasmética intacta, acrossomo intacto e alto potencial de membrana mitocondrial; F2: membrana
plasmética intacta, acrossomo intacto e baixo potencial de membrana mitocondrial; F5: membrana plasmatica lesada,
acrossomo intacto e alto potencial de membrana mitocondrial; F6: membrana plasmética lesada, acrossomo intacto e
baixo potencial de membrana mitocondrial; F7: membrana plasmatica lesada, acrossomo lesado e alto potencial de
membrana mitocondrial; F8: membrana plasmatica lesada, acrossomo lesado e baixo potencial de membrana
mitocondrial; MPAI: membrana plasmética e acrossomal intacta; PSA+: total de acrossomos corados pelo FITC/PSA,;
BPM: Baixo potencial de membrana mitocondrial; APM: alto potencial de membrana mitocondrial.

O percentual de células na categoria com membrana plasmatica lesada,
acrossomo intacto e com alto potencial de membrana mitocondrial (F5) n&o
diferiu estatisticamente (P>0,05) entre os tratamentos. Ja o percentual de
espermatozoides na categoria F6 (membrana plasméatica lesada, acrossomo
intacto e com baixo potencial de membrana mitocondrial) foi diferente entre os
diluidores. As medias de F6 foram: 27,0% no TRIS; 30,7% no TRO+, 28,2% no
CAT+ e 28,6% no TRO/CAT+ (Tabela 10).
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O percentual de espermatozéides com membrana plasmatica lesada,
acrossomo lesado e com alto potencial de membrana mitocondrial (F7) n&o
diferiu estatisticamente (P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 10). Enquanto
gue a porcentagem de espermatozoides com membrana plasméatica lesada,
acrossomo lesado e com baixo potencial de membrana mitocondrial (F8) foi
maior (P<0,05) no sémen criopreservado com os diluidores TRIS (42,3%) e
TRO/CAT+ (42,2%) que naquele congelado no diluidor CAT+ (35,9%). O
sémen criopreservado no diluidor TRO+ (38,4%) apresentou um percentual
intermediario e semelhante aos demais (Tabela 6).

N&o foram observados espermatozoéides nas categorias F3 e F4, nas
quais, a membrana plasmatica esta intacta e o acrossomo lesado, com alto e

baixo potencial de membrana mitocondrial, respectivamente.
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FIGURA 6 - Percentual de espermatozéides com membrana plasmatica e
acrossomal intactas (média * ep, categirias F1+F2) estimada pelo método de
fluorescéncia (IP, FITC-PSA), para o sémen ovino criopreservado com o0s
diluidores: TRIS, TRIS + Trolox (TRO+), TRIS + Catalase (CAT+) e TRIS +
Trolox e Catalase (TRO/CAT+).

O diluidor Tris aditivado de catalase (CAT+) preservou melhor (P<0,05) a
membrana plasmatica e acrossomal que os demais. O percentual de células
com ambas as membranas intactas (MPAI) foi de 34,0% no CAT+; 29,7% no
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TRIS, 31,6% no TRO+ e 28,0% no TRO/CAT+ (Tabela 10, Figura 6). De
maneira inversa, o percentual de espermatozdides com membrana acrossomal
danificada (PSA+) foi significativamente menor (P<0,05) naqueles
criopreservados no diluidor CAT+ (36,1%) que no TRIS (42,6%) ou no
TROI/CAT+ (43,0%), enquanto que os espermatozoéides criopreservados no
diluidor TRO+ apresentaram um percentual de células PSA+ (38,7%)
semelhante ao do CAT+ e do TRIS (Tabela 10, Figura 7).

A funcdo mitocondrial dos espermatozéides parece ter sido afetada pela
criopreservacao. O percentual de espermatozoides com baixo potencial de
membrana mitocondrial (BPM) foi elevado em todos os tratamentos. No
entanto, foi significativamente menor (P<0,05) no TRIS (97,74%) que nos
demais diluidores (Tabela 10).

Membranas Lesadas (%)

TRIS TRO + CAT+ TRO/CAT+

FIGURA 7 - Espermatozéides com membrana plasméatica e acrossomal lesada
(média * ep, categorias F7+F8) estimada pelo método de fluorescéncia (FITC-
PSA), para o sémen ovino criopreservado com os diluidores: TRIS, TRIS +

Trolox (TRO+), TRIS + Catalase (CAT+) e TRIS + Trolox e Catalase
(TRO/CATH+).



F1: membrana plasmatica intacta, acrossomo intacto e alto potencial de membrana
mitocondrial; F2: membrana plasmatica intacta, acrossomo intacto e baixo potencial de
membrana mitocondrial; F5: membrana plasmatica lesada, acrossomo intacto e alto potencial
de membrana mitocondrial; F6: membrana plasmatica lesada, acrossomo intacto e baixo
potencial de membrana mitocondrial; F7: membrana plasmatica lesada, acrossomo lesado e
alto potencial de membrana mitocondrial; F8: membrana plasmatica lesada, acrossomo

lesado e baixo potencial de membrana mitocondrial.

FIGURA 8 — Categorias de fluorescéncia observadas na avaliacdo simultanea
da integridade das membranas plasmatica e acrossomal e do potencial de
membrana mitocondrial do espermatozoéide, pela combinacdo das sondas IP,
FITC-PSA e JC-1.
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6.2.3 Quantificacéo da lipoperoxidacao

A quantificacdo de TBARS nas amostras foi feita usando uma curva
padrdo de MDA (malonaldeido bis dimetil acetal). A curva foi linear até

20nMol/mL e a leitura foi feita na parte linear da curva (Figura 9).

3,5 1 y = 0,1677x + 0,0697
R? = 0,9955

Absorbancia - 532 nm

0 T T T T
0 5 10 15 20 25

MDA uMol (nMol/mL)

FIGURA 9 - Curva de calibracdo do ensaio das TBARS, usando o
malonaldeido bis (dimetil acetal) — MDA nas concentra¢cfes de 1 a 20nMol.

A peroxidacdo dos lipidios no sémen foi determinada imediatamente
apos a descongelacdo da amostra e ndao houve diferenca significativa (P>0,05;
Anexo 6.3) nos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS)
geradas na lipoperoxidagdo esponténea, entre o sémen criopreservado nos
quatro diluidores. Os niveis de TBARS geradas foram: 1,26; 1,10; 1,29 e 1,30 +
0,12 nmol/10® espermatozéides, para 0 sémen criopreservado no diluidor TRIS,
TRO+, CAT+ e TRO/CAT+, respectivamente (Tabela 11, Figura 10). No
entanto, quando a lipoperoxidacao foi catalisada pelo FeSO,, apds um periodo
de incubagédo de 15 minutos, houve um aumento significativo (P<0,05, Anexo
6.3) na geragcdo de TBARS em todos os tratamentos. Os mais altos niveis de
TBARS foram gerados no sémen criopreservado nos diluidores TRIS e CAT+

(3,4+ 0,17 e 3,58 + 0,17 nmol/10® spz), enquanto que no sémen criopreservado
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nos diluidores contendo o antioxidante Trolox (TRO+ e TRO/CAT+), a geracéo
de TBARS foi significativamente (P<0,01) menor que nos outros dois diluidores,
sendo 2,07 + 0,17 e 2,28 + 0,17 nmol/10® spz, respectivamente (Tabela 11,
Figura 10).

TABELA 11 - Médias + erro padrdo das concentracdes de substancias reativas
do acido tiobarbitirico (TBARS) geradas no sémen ovino criopreservado
durante a lipoperoxidacdo espontanea (LE) ou catalisada por 0,24mmol de
FeSO,4-7H,0O (LC), de acordo com o tratamento. Resultados expressos em
nmol de TBARS/10° espermatozdides.

TBARS (nmol/10° spz)

Tratamento Sémen (LE) Sémen + FeSO,4 (LC)
TRIS 1,26 +0,12° 3,40 £0,17*
TRO+ 1,10 +0,12° 2,07 +0,17"*
CAT+ 1,29 £0,12° 3,58 +0,17*
TRO/CAT+ 1,30+ 0,12° 2,28 +0,17""
TOTAL 1,21 £0,39° 2,83 £ 0,01%

L______________________________________________________________________________________________________________________________]
Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha (maidsculas) ou na mesma coluna (mindsculas), diferem entre si
a P<0,05 pelo teste Duncan.

TRIS: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP; TRO+: diluidor TRIS aditivado com Trolox, CAT+: diluidor TRIS
aditivado com catalase, TRO/CAT+: diluidor TRIS + Trolox e catalase.

4, a a

3,5
~ 3
g 25. b b
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TRIS TRO+ CAT+  TROICAT+

FIGURA 10 - Lipoperoxidacdo no sémen ovino criopreservado nos diluidores
TRIS, TRO+, CAT+ e TRO/CAT+, na presenca ou nao do catalisador (FeSO,).
P < 0,05
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6.2.4 Mensuracao do anion superoéxido (Oy)

A geragdo do anion superéxido nas amostras foi realizada através do
ensaio de reducdo do NBT (nitro blue tetrazolium) a formazan, em uma reacéo

cinética cujo exemplo é mostrado na Figura 11.
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FIGURA 11 - Reacado cinética da reducao do NBT a formazan, pelo anion
superoxido gerado pelo sistema hipoxantina-xantina oxidase, durante 180

segundos.

Ao realizar-se a dosagem do radical O, gerado no sémen, observou-se
gue houve uma diferenca significativa (P<0,01; Anexo 6.3) entre o0s
tratamentos. No sémen criopreservado nos diluidores TRIS e CAT+, a geracgao
de O, foi menor (0,94 e 0,99 + 0,13 nmol/40x10°spz, respectivamente) que nas
amostras  congeladas nos diluidores TRO+ (1,45+0,13 nmol/50x10°spz) e
TRO/CAT+ (1,44 + 0,13 nmol/40x10°spz), sugerindo que houve uma influéncia

positiva do Trolox na geragao de radicais O, no sémen (Tabela 12, Figura 12).
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TABELA 12 - Médias + erro padrdo das concentracbes de anion superoxido
(O2) gerado no sémen ovino descongelado e no sémen na presenca de Oy
exogeno gerado pelo sistema hipoxantina-xantina oxidase (HXO), de acordo
com o tratamento. Resultados expressos em nmol de 0,/40 x10°

eseermatozéides.

O, (nmol/40x10°spz)

Tratamento Sémen Sémen + HXO
TRIS 0,94 + 0,13 1,43 +0,16%*
TRO+ 1,45 + 0,132 1,25 + 0,16°
CAT+ 0,99 +0,13° 1,29 +0,16°
TROICAT+ 1,44 + 0,132 1,84 +0,16°
TOTAL 1,21 + 0,06° 1,45 +0,08"

L]
Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha (maiGsculas) ou na mesma coluna (mindsculas), diferem entre si
a P<0,05 pelo teste Duncan.

TRIS: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP; TRO+: diluidor TRIS aditivado com Trolox, CAT+: diluidor TRIS
aditivado com catalase, TRO/CAT+: diluidor TRIS + Trolox e catalase.

Na presenca do sistema gerador de Oy, hipoxantina-xantina oxidase
(HXO) houve um aumento na geracao do radical O, em todos os tratamentos,
exceto no TRO+. Observou-se uma diferenga significativa (P<0,01; Anexo 6.3)
nos niveis gerados entre os tratamentos. A geracao de O, foi maior no sémen
preservado no diluidor TRO/CAT+ (1,84 + 0,16nmol/40x10°spz) que naquele
criopreservado no TRO+ (1,25 + 0,16 nmol/50x10° spz) e CAT+ (1,29 + 0,16
nmol/40x10° spz) e semelhante & observada no TRIS (1,43 + 0,16 nmol/40x10°
spz; Tabela 12, Figura 12).
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FIGURA 12 - Geracédo de anion superdxido no sémen ovino criopreservado nos
diluidores TRIS, TRO+, CAT+ e TRO/CAT+, na presenca ou nao do sistema
gerador de Oy, hipoxantina — xantina oxidase (HXO). P < 0,05 para letras
diferentes sobre as colunas nas amostras incubadas com H-XO ou * no TRIS e
CAT+ comparado ao TRO+ e TRO/CAT+, nas amostras incubadas sem H-XO.

6.2.5 Mensuracao do peréxido de hidrogénio (H20,)

A geracado de peroxido de hidrogénio no sémen foi medida pelo método
do Phenol Red, o qual baseia-se na oxidacdo do fenol red pelo H,O, na
presenca de peroxidase. Para determinar a concentracdo de H,O, nas
amostras, utilizou-se uma curva de calibragdo. A curva € linear até 60nmol e a
medida das concentracdes de H,O, nas amostras foram feitas na porc¢ao linear
da curva (Figura 13).
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FIGURA 13 - Curva de calibragcéo do ensaio de reducéo do phenol red, usando
H,0O, nas concentracdes de 1 a 60nMol.

A geracdo de perdxido de hidrogénio no sémen foi significativamente
(P<0,01, Anexo 6.3) diferente entre os tratamentos (Tabela 13, Figura 14). A
mais alta geracédo de H,O, foi observada no sémen criopreservado no diluidor
TRIS (6,97 + 0,18 nmol/40 x10° spz/30min) e semelhante aos valores do CAT+.
N&o houve diferenca na geracao de H,O, no sémen criopreservado nos meios
TRO+, CAT+ e TRO/CAT+ (6,00+ 0,18; 6,53+ 0,18 e 6,08+ 0,18 nmol /40 x10°
spz/ 30min, respectivamente).

No sémen incubado na presenca de H,O, exdgeno, observou-se um
aumento nas concentracdes de H,O, detectadas no TRIS e TRO em relacéo as
geradas espontaneamente no sémen, enquanto que no CAT+ e TRO/CAT+ as
concentracdes detectadas se mantiveram estaveis (Tabela 13, Figura 14).
Comparando-se a concentracdo de H,O, detectada nos quatro tratamentos,
observamos que houve diferenca significativa (P<0,01; Anexo 6.3) entre eles. A
concentracdo de H,0, detectada no TRIS (18,69 nmol/40 x10° spz/30min) foi
maior que nos demais tratamentos, sendo que nos meios contendo catalase
(CAT+ e TRO/CAT+) foram detectadas concentracfes mais baixas (6,76 e 6,00
nmol/40 x10° spz/30min), sugerindo que a catalase presente no meio foi capaz
de remover o H,O; adicionado ao meio reacional (Tabela 13, Figura 14).
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TABELA 13 - Médias * erro padrdo das concentracbes de peréxido de
hidrogénio (H.O,) gerado no sémen ovino descongelado e no sémen na
presenca de H,O, exdégeno (100nmol/ml) adicionado ao meio reacional, de
acordo com o tratamento. Resultados expressos em nmol de H,0./40 x10°
espermatozoides/ 30min.

H.O, (nmol /40 x10° spz/30min)

Tratamento Sémen Sémen + H,0;
TRIS 6,97 +0,18%° 18,69 + 0,52#
TRO+ 6,00+ 0,18"® 14,76 + 0,524
CAT+ 6,53+ 0,18% 6,76 + 0,52°
TRO/CAT+ 6,08+ 0,18° 6,00 + 0,52°
TOTAL 6,40+ 0,09° 11,55 + 0,26"

L]
Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha (maiGsculas) ou na mesma coluna (mindsculas), diferem entre si
a P<0,05 pelo teste Duncan.

TRIS: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP; TRO+: diluidor TRIS aditivado com Trolox, CAT+: diluidor TRIS
aditivado com catalase, TRO/CAT+: diluidor TRIS + Trolox e catalase.

m Com H202
O Sem H202

Peroxido de Hidrogénio
(nmol)

TRIS TRO+ CAT+ TRO/CAT+

FIGURA 14 - Geracdo de peroxido de Hidrogénio no sémen ovino
criopreservado nos diluidores TRIS, TRO+, CAT+ e TRO/CAT+, na presenca
ou ndo de H,O, exdgeno. Diferencas indicadas por letras sobre as colunas
para amostra incubada com H;O, ou * para amostra sem H,O, no TRIS
comparado ao TRO+ e TRO/CAT+. (P < 0,05).
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6.2.6 Geracdo de ROS nos Diluidores

A avaliagdo da capacidade antioxidante inerente dos diluentes também
foi realizada e os dados referentes a lipoperoxidacéo, geracdo de peréxido de
hidrogénio e de superdxido sédo apresentados nas Tabelas 14, 15 e 16; Figura
15 e Anexos 6.4.

N&o houve diferenca estatistica significativa entre os quatro diluentes
(P<0,05; Anexo 6.4) nos niveis de TBARS gerados na lipoperoxidacdo
espontanea, ou seja, os niveis de lipoperoxidacao foram semelhantes entre os
diluidores. No entanto, apés a incubacédo por 15 minutos a 37°C na presenca
de FeSO, houve um aumento na lipoperoxidacdo em todos os diluentes. A
producdo de TBARS foi significativamente (P<0,01, Anexo 6.4) menor nos
diluentes TRO+ e TRO/CAT+ (1,49+0,14 e 1,32+0,10 nmol/mL diluidor) que no
TRIS e CAT+ (4,78%0,11 e 5,40+0,07 nmol/mL diluidor). O que significa que os
diluidores contendo Trolox tiveram uma maior capacidade antioxidante no

controle da lipoperoxidagcdo que os demais (Tabela 14).

TABELA 14 - Médias + erro padrdo das concentracdes de substancias reativas
do acido tiobarbitirico (TBARS) geradas nos diluidores descongelados na
lipoperoxidacao espontanea (LE) e na lipoperoxidacao catalisada por 0,24mmol
de FeSO4-7H,0 (LC), de acordo com o tratamento. Resultados expressos em
nmol de TBARS/mL diluidor.

TBARS (nmol /mL diluidor)

Tratamento Diluidor (LE) Diluidor + FeSO4 (LC)
TRIS 0,49 +0,10° 4,78+0,11°4
TRO+ 0,51+0,10° 1,49+0,14°4
CAT+ 0,70+0,05° 5,400,072
TRO/CAT+ 0,52+0,09° 1,32+0,10°*
TOTAL 0,56+0,04° 3,25+0,05*

]|
Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha (maiGsculas) ou na mesma coluna (mindsculas), diferem entre si
a P<0,05 pelo teste Duncan.

TRIS: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP; TRO+: diluidor TRIS aditivado com Trolox, CAT+: diluidor TRIS
aditivado com catalase, TRO/CAT+: diluidor TRIS + Trolox e catalase.
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A geracado de superdxido no diluidor, por si, foi muito baixa (Tabela 15),
no entanto, observou-se uma diferenca significativa (P< 0,01; Anexo 6.4) na
geracao desse radical entre os diluidores. A geracéo de O, foi maior no diluidor
TRO/CAT+ (0,196+0,068 nmol/mL diluidor) que nos diluidores TRO+ e CAT+.
No entanto foi semelhante & observada no TRIS. Quando se adicionou o
sistema HXO ao meio reacional, a geracdo de O, aumentou em todos os
diluidores, no entanto, ndo houve diferenga significativa (P>0,05; Anexo 6.4)
entre diluidores, nos niveis de O, gerado. No diluidor TRIS foi 1,94 + 0,51; no
TRO+ 1,08 + 0,23; no CAT+ 1,09 £ 0,09 e no TRO/CAT+ 1,17 £+ 0,07 nmol de
O, /mL diluidor.

TABELA 15 - Médias + erro padrdo das concentracbes de anion superoxido
(O2) gerado nos diluidores e nos diluidores na presenca de O, exdgeno
gerado pelo sistema hipoxantina-xantina oxidase (HXO), de acordo com o

tratamento. Resultados expressos em nmol de O, /mL diluidor.
Oz (nmol/mL diluidor)

Tratamento Diluidor Diluidor + HXO
TRIS 0,08+0,02% 8 1,94 +0,51%
TRO+ 0,07+0,03"® 1,08 £ 0,234
CAT+ 0,04+0,01°® 1,09 £ 0,094
TRO/CAT+ 0,19+0,072F 1,17 £ 0,074
TOTAL 0,10+0,02° 1,32 +£0,14"

|
Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha (maiGsculas) ou na mesma coluna (mindsculas), diferem entre si
a P<0,05 pelo teste Duncan.
TRIS: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP; TRO+: diluidor TRIS aditivado com Trolox, CAT+: diluidor TRIS
aditivado com catalase, TRO/CAT+: diluidor TRIS + Trolox e catalase.

A producgéo de H,O; no diluidor foi mais elevada do que a detectada nas
amostras de sémen. Comparando-se a geracao de H,O; nos quatro diluidores
utilizados no processo de criopreservagdo, observou-se uma diferenca
significativa (P<0,05; Anexo 6.4) entre eles. A menor concentracio foi
detectada no CAT+, a qual foi semelhante a obtida no TRO/CAT+. Os valores
detectados nos quatro diluidores foram: 9,02 + 0,24; 9,11+ 0,48; 7,67 £ 0,35 e
8,15 = 0,33 nmol de H,O,/mL/30min, para TRIS, TRO+, CAT+ e TRO/CAT+,

respectivamente (Tabela 16).
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TABELA 16 - Médias * erro padrdo das concentracbes de peréxido de
hidrogénio (H20;) gerado pelos diluidores, e nos diluidores na presencga de
H,0O, exdégeno (100nmol/ml) adicionado ao meio reacional, de acordo com o

tratamento. Resultados expressos em nmol de H>O,/mL/30min.

Tratamento Diluidor Diluidor + H,0,
TRIS 9,02 +0,24%° 15,47 + 1,09°4
TRO+ 9,11 +0,48%° 13,52 + 1,05*#
CAT+ 7,67 +0,35° 7,93 +0,48°
TRO/CAT+ 8,15 + 0,33% 8,89 +0,27"
TOTAL 8,49 +0,18° 11,45 £ 0,40%

L]
Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha (maiGsculas) ou na mesma coluna (mindsculas), diferem entre si
a P<0,05 pelo teste Duncan.

TRIS: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP; TRO+: diluidor TRIS aditivado com Trolox, CAT+: diluidor TRIS
aditivado com catalase, TRO/CAT+: diluidor TRIS + Trolox e catalase.

Quando a amostra de diluidor foi incubada na presenga de100nmol de
H,O, exdgeno, houve um aumento significativo (P<0,05; Anexo 6.4) na
concentracao de H,O; detectado nos diluidores TRIS e TRO+ (15,47 + 1,09 e
13,52 + 1,05 nmol de H,O,/mL/30min, respectivamente) em relacdo ao CAT+ e
TRO/CAT+ (7,93 £ 0,48 e 8,89 = 0,27 nmol de H,O,/mL/30min, Tabela 16).
Isso sugere que a catalase presente no diluidor foi capaz de remover o H,O,
adicionado ao meio reacional e manter os niveis estaveis em relacdo ao
diluidor, unicamente.

A capacidade antioxidante do diluidor controle (TRIS) é demonstrada no
grafico da Figura 14. O percentual de metabdlitos do oxigénio gerados
espontaneamente nesse diluidor em relacdo ao que foi gerado na reacéo
catalisada foi de: 10% dos TBARS, 58% do H,0;, e 4% do O, ou seja, 0 meio
foi capaz de remover ou deixou de gerar espontaneamente 90% de TBARS,
42% de perdxido de hidrogénio e 96% de superoxido.
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FIGURA 15 - Capacidade antioxidante (CAOX) do diluidor TRIS na remocéao de
TBARS, H,0, e O,. CAOX é a diferenca entre a concentracdo gerada na
reacao catalisada (maximo) e na espontanea.
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6.3 Discussao

Motilidade espermatica

A presenca de motilidade é uma caracteristica essencial para que o
espermatozoide seja capaz de fecundar o 6vulo, pois sem ela 0 mesmo nao
pode se deslocar através do sistema genital feminino.

A avaliacdo automatizada da motilidade dos espermatozéides é de
grande importancia, devido ao fato de varios parédmetros da cinética
espermatica terem sido correlacionados com provas de capacidade fertilizante
do espermatozdide, como: teste de penetracdo no muco cervical, penetracao
em ovocitos de hamster e resultados de fertilizag&o in vitro (JANUSKAUSKAS
et al.,, 1999). Além disso, existe uma alta correlacdo entre a motilidade
espermatica analisada por computador e na forma subjetiva convencional
(KOLIBIANAKIS et al., 1992).

A motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), VAP, VCL, ALH,
STR e LIN, apos a descongelagéo, diferiram conforme o diluidor utilizado o que
indica que os componentes presentes nos meios atuaram de forma diferente
sobre o0 espermatozéide. A MT, MP, VAP e VCL foram semelhantes entre os
espermatozoides criopreservados nos diluidores TRIS e CAT+ e maiores que
os valores obtidos no sémen criopreservado nos diluidores TRO+ e TRO/CAT+.
Observou-se que a adicdo de catalase ao diluente ndo melhorou esses
parametros quando comparado ao controle (TRIS), no entanto foi superior em
relacdo a adicao de Trolox ou a associacdo de Trolox e catalase. Existem
relatos de que a adigdo de catalase ao diluente melhorou a motilidade e
viabilidade do espermatozoide bovino (KRZYZOSIAK et al., 2000; BILODEAU
et al., 2002; ROCA et al.,, 2005), equino (BAUMBER et al.,, 2002), ovino
(MAXWELL & STOJANOV, 1996; UPERTI et al., 1998), e a capacidade
fertilizante (in vitro) do espermatozoéide ovino (MAXWELL & STOJANOV, 1996).
No entanto, ndo exerceu nenhum efeito sobre esses parametros no sémen
ovino sexado (GRAFF et al., 2006) e no sémen de equino (BALL et al., 2001).
Sendo que a maioria dos estudos acima relacionada foi feita com sémen
armazenado na forma liquida e o estresse oxidativo € muito maior apos a

criopreservagao.
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Acontece que o diluidor controle (TRIS) ja exercia um efeito muito bom
na preservacdo da motilidade espermatica em relagdo a outros diluidores
utilizados na criopreservacdo do espermatozoéide ovino. As motilidades, MT e
MP observadas neste estudo, utilizando o TRIS foram superiores as obtidas em
varios estudos com o espermatozéide ovino criopreservado no meio Tris-gema
aditivado ou ndo de surfactante e em outros diluentes (MOSES et al., 1995;
MAXWELL et al., 1995; SALAMON & MAXWELL, 1995; OLIVEIRA et al., 1988;
EL-ALAMY & FOOTE, 2001; BAG et al., 2002a). Talvez por isso a catalase nao
tenha tido um efeito tdo expressivo nos parametros MT e MP.

No entanto, os relatos da literatura afirmam o efeito benéfico da adicéao
de catalase ao meio, na prevencdo do efeito deletério do H,O, sobre a
motilidade espermética. Aitken et al. (1993a) observaram que o H,O,, gerado
pelo sistema xantina-xantina oxidase (X-XO), exerce efeito deletério nas
caracteristicas de movimento do espermatozéide humano, e que a adi¢do de
catalase (100U/mL) ao meio reacional reverteu o efeito citotoxico do sistema X-
XO sobre o movimento espermatico. No sémen de bovinos, a adicdo de
pequenas doses de catalase (1 a 5U/ml, BILODEAU et al., 2002; 0,1mg/mL-
BLONDIN et al., 1997) é suficiente para proteger o espermatozoide dos danos
causados pelo H,O, a sua motilidade. No presente estudo, foi adicionado
50mg/mL o que corresponde a 0,0935U de catalase/mL de diluidor (CAT+ e
TRO/CAT+), o suficiente para decompor 0,935mMol de H,O, (935nmol), tais
concentracdes de H,O, estdo bem acima das taxas maximas produzidas pelos
espermatozoides nesse experimento. Por outro lado, o meio Tris-gema é
considerado um potente removedor de H;O,, O, e OH (CHATTERJEE &
GAGNON, 2001), o que pode ser devido a atividade de catalase observada na
gema de ovo (DESJARDINS & HAFS, 1961). Assim, quando uma pequena
guantidade de catalase foi adicionada ao diluidor TRIS contendo 20% de gema
de ovo, nenhuma melhora perceptivel foi observada na motilidade esperméatica.

Os niveis mais altos de H,O, foram gerados no sémen congelado nos
diluidores TRIS (controle) e CAT+, 0s mesmos que tiveram as taxas de
motilidade (MT, MP, VAP e VCL) mais altas, demonstrando que as quantidades
geradas nao foram prejudiciais a motilidade.

Quando espermatozéides humanos normais (ndo geradores de ROS)

foram incubados juntamente com espermatozoides danificados ou afuncionais,
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o nivel de ROS liberados pelos espermatozdéides deficientes presentes na
mistura espermatica ndo foi suficiente para ter consequéncias na motilidade
dos espermatozoides normais (PLANTE et al., 1994). Por outro lado, niveis
muito mais altos de ROS gerados pelo sistema xantina-xantina oxidase
afetaram significativamente a motilidade do espermatozéide de varias equino
(BAUMBER et al., 2000), humano (AITKEN et al.,, 1993 a; GRIVEAU et al,
1995) e bovino (BLONDIN et al., 1997; BILODEAU et al., 2002). O mesmo foi
observado na presenca de neutrofilos ativados, no espermatozéide humano
(PLANTE et al., 1994) e equino (BAUMBER et al., 2002). Assim, sup8e-se que
a quantidade de ROS (H20, e O;) geradas no sémen ovino criopreservado nos
diluidores TRIS e CAT+ sejam proximas dos niveis fisioldgicos e por isso nao
causaram danos a motilidade espermatica.

Quanto a acdo da catalase, pode-se especular que ela teve algum efeito
na preservacao da motilidade do espermatozéide ovino apds o processo de
criopreservacao, uma vez que se manteve semelhante ao controle, ou teve um
leve aumento no caso da MP. Considerando-se que as concentracdes de
catalase e GPx, ambas removedoras de peréxido de hidrogénio, no sémen
fresco de ovinos sdo baixas (MARTI et al., 2003) e que, ap6s um ciclo de
congelacdo e descongelacdo do sémen bovino, Bilodeau et al. (2000)
observaram que os niveis de GPx eram extremamente baixos e a catalase
estava ausente nas células espermaticas, demonstrando pouca capacidade
para metabolizar o H,O,. Se o mesmo ocorrer com 0 espermatozoéide ovino, é
possivel que a adicdo de catalase ao diluidor tenha, exibido a capacidade de
proteger o espermatozoéide do efeito deletério do H,O, sobre os parametros da
motilidade espermatica.

No que diz respeito ao ALH, STR e LIN, a adi¢do tanto de catalase como
de Trolox, ao diluidor utilizado na criopreservacao, exerceu efeito benéfico em
relacdo ao espermatozoide criopreservado no diluidor TRIS (controle).

Ja a adicao do Trolox ou da associacao Trolox e catalase teve um efeito
negativo na MT, MP e VCL, quando comparado ao diluidor s6 com catalase
(CAT+), e apenas a associacdo Trolox e Catalase (TRO/CAT+) provocou uma
reducdo no VAP em relacdo ao CAT+. Esse efeito negativo do Trolox em
relacdo aos parametros da motilidade espermatica néo foi surpresa, uma vez

gue existem muitos relatos controversos sobre o efeito do Trolox ou da
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vitamina E na preservacdo da motilidade espermatica em varias espécies. A
adicdo de vitamina E ou Trolox melhorou a motilidade no sémen ovino
(SARLOS et al., 2002) e suino (PENA et al., 2003; BREININGER et al., 2005)
ou nao teve nenhum efeito sobre a motilidade no sémen de ovino (UPERTI et
al., 1997) e equino (BALL et al., 2001). Embora haja variagdo entre esses

estudos quanto as doses utilizadas e a forma de conservagédo do sémen.

Integridade de membrana plasmética e acrossomal

A suplementacdo do diluidor com os antioxidantes Trolox (TRO+) e
catalase (CAT+) sozinhos, ndo na combinacdo (TRO/CAT+), teve efeito
benéfico na integridade de membrana plasmatica e acrossomal, avaliado pelas
sondas IP e FITC-PSA, em relacdo ao controle (TRIS). O percentual de
espermatozoides viaveis com acrossomo intacto, independente do potencial de
membrana mitocondrial (F1+ F2) foi maior no diluidor aditivado de catalase
(CAT+) e o percentual de ndo vidveis com acrossomo reagido (F7 + F8) foi
menor, também nos espermatozéides criopreservados no CAT+.
Demonstrando que a adicdo de catalase teve um efeito benéfico na
preservacdo da integridade tanto da membrana plasmética quanto da
acrossomal. A adicdo de Trolox exerceu efeito semelhante ao da catalase,
embora em proporc¢ao inferior. O efeito benéfico da catalase na preservacéo da
integridade da membrana plasmatica e acrossomal do espermatozoide
mamifero foi observado no sémen ovino (MAXWELL & STOJANOQOV, 1996) e
bovino (Krzyzosiak et al., 2000; Roca et al., 2005).

A adicdo de Vitamina E ao diluidor do sémen promoveu maior
integridade de membrana plasméatica no espermatozéide ovino (OLLERO et al.,
1996), assim como a associagdo de Vitamina E com outros antioxidantes
proporcionou maior integridade acrossomal (SARLOS et al., 2002).

A baixa capacidade crioprotetora do diluidor Tris na criopreservacao do
sémen ovino também foi observada por Aisen et al (2005). Utilizando um
diluidor Tris isotbnico, semelhante ao utilizado nesse estudo, embora com
menos gema de ovo 10% x 20% e sem detergente, os autores observaram que

os danos causados a membrana plasmatica durante a criopreservacao, foram
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significativamente mais altos que nos espermatozoides congelados nos outros
diluidores, por eles avaliados.

A auséncia de espermatozoides com membrana plasmatica intacta e
acrossomo lesado ou reagido (F3 e F4), independente do potencial de
membrana mitocondrial, estd de acordo com os achados de Celeghini (2005),
gue no sémen criopreservado de bovinos encontrou menos de 0,5% de
espermatozoides nessa categoria. Segundo a autora, esse fato sugere que,
apos a lesdo do acrossomo ou mesmo do processo semelhante a capacitacao
espermatica que ocorre no sémen criopreservado, a membrana plasméatica
torna-se permeavel e que o periodo de tempo em que a célula permanece com
a membrana plasmética intacta, impermeavel ao IP é bastante curto.

A presenca de radicais livre no sémen, nas concentracdes detectadas no
presente estudo, ndo causou nenhum efeito na integridade de membrana
plasmatica e acrossomal. Os niveis de H,O, gerados no sémen congelado no
diluidor CAT+ foram semelhantes ao gerado no controle e os niveis de Oy
gerados no TRO+ foram superiores ao controle e mesmo assim 0s maiores
percentuais de espermatozéides viaveis com membranas integras foram
observados no sémen congelado nos diluidores CAT+ e TRO+. Resultado
semelhante foi obtido por Baumber et al., (2000) no sémen equino fresco
incubado na presenca do sistema gerador de O,/H,0O;, (X-XO), com e sem
catalase, onde a geragdo de ROS néo teve nenhum efeito na porcentagem de
espermatozoides vivos com membrana intacta, independente da adi¢cdo ou nao
de catalase, comparado com o controle (sé espermatozoéide). J& no sémen
bovino, a exposicdo ao H,O, exdgeno, durante incubacdo a temperatura
ambiente, provocou uma perda maior da integridade de membrana comparada
ao diluente com catalase (KRZYZOSIAK et al., 2000).

Potencial de membrana mitocondrial
A avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial tem sido usada

como forma de medir a funcdo mitocondrial, por causa de sua relagdo com a

sintese de ATP, necesséria para a movimentacao do espermatozdide.
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No espermatozéide de rato Gravance et al., (2001) observaram uma
forte correlacdo entre os padrbes de coloracdo do JC-1 e o percentual de
espermatozoides com mitocéndria funcional.

Os padrdes de coloracdo pelo JC-1 também foram correlacionados com
motilidade esperméatica no espermatozdide de rato (GRAVANCE et al., 2001) e
ovino (MARTINEZ-PASTOR et al., 2004).

A adicdo de antioxidantes ao diluidor ndo melhorou a fungao
mitocondrial, avaliada com o JC-1, em relacdo ao sémen criopreservado no
diluente controle (TRIS). Apdés a criopreservacdo, 0 numero de
espermatozoides com alto potencial de membrana mitocondrial foi
extremamente baixo em todos os tratamentos (1,22 a 2,26%) sugerindo que a
membrana mitocondrial do espermatozoide ovino é uma estrutura muito
sensivel aos danos causados pelo processo de congelacdo e descongelacao.
Windsor & White (1995) utilizando rodamina (R123), demonstraram que o
processo de congelacdo e descongelacdo provoca severos danos a membrana
mitocondrial do espermatozéide ovino e que a exposicdo do sémen ao
antioxidante BHT, antes da refrigeracdo, ndo causou nenhuma alteracdo no
potencial de membrana em relacdo ao controle. No sémen de suino, a
porcentagem de espermatozdide com alto potencial de membrana mitocondrial
(JC-1), apos a descongelacao foi muito baixo, entre 0,31 e 0,78%, no entanto a
adicdo de Trolox ao diluidor para criopreservacdo do sémen proporcionou
aumento nesse parametro em relacéo ao controle (PENA et al., 2003).

Neste estudo, nenhuma correlagéo foi observada entre alto potencial de
membrana mitocondrial (APM) e motilidade espermatica (APM x MT: r= -0,12;
P=0,0894; APM x MP: r=-0,07 P=0,3144), diferindo dos achados de Martinez-
Pastor et al., (2004) que, analisando o sémen ovino descongelado, observaram
uma correlagcédo significativa entre alto potencial de membrana mitocondrial,
avaliado pelo JC-1 (citometria de fluxo), e motilidade total (r=0,33) e motilidade
progressiva (r=0,40).

Quanto ao efeito dos ROS, os dados da literatura demonstraram que
essa estrutura espermatica ndo € significativamente afetada por concentracdes
fisiolégicas de H,O, no espermatozdide humano (ARMSTRONG et al., 1999)
nem por concentracdes elevadas geradas pelo sistema X-XO no
espermatozoide equino (BAUMBER et al.,, 2000). O percentual de
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espermatozoides com alto potencial de membrana mitocondrial (2,26%) foi
maior no diluidor TRIS, o mesmo tratamento que teve os mais altos niveis de
H,O,, gerados no sémen, sugerindo que 0 mesmo nao exerceu efeito deletério

sobre a membrana mitocondrial.

Lipoperoxidacéo

Os niveis de lipoperoxidacao (LPO) no sémen criopreservado, na reacao
catalisada por FeSO,, foram semelhantes aos observados por Aisen et al.,
(2005) no espermatozoide ovino criopreservado e inferiores aos resultados
obtidos tanto na LPO espontdnea quanto na catalisada por FeSO4; no
espermatozoide ovino oriundo do sémen fresco por Kasimanickam et al. (2006)
e Sarlés et al. (2002), todos utilizando o método do &cido tiobarbitdrico (ensaio
TBA). Em relacdo a LPO do espermatozoéide ovino obtido apds lavagem do
sémen fresco e incubado a 37°C por 30 minutos na presenca de FeSQO,, Sarlés
et al. (2002) obtiveram 25,89nmol de MDA/10° espermatozdides, enquanto que
neste estudo, apés 15 minutos de incubacdo a 37°C com FeSO, a
concentracdo média de TBARS geradas no sémen foi de 2,83nmol/10®
espermatozoides. No espermatozéide re-suspenso em diluidor Tris,
semelhante ao utilizado neste estudo, apés 30 minutos de incubacao a 37°C,
sem FeSO,, Sarlés et al. (2002) obtiveram 25,63nmol de MDA/10°
espermatozoides, enquanto que na LPO espontanea no sémen criopreservado
no diluidor TRIS, obteve-se apenas 1,16nmol de TBARS/10® espermatozéides.
Ja Kasimanickam et al. (2006) obtiveram uma concentracdo de MDA de cerca
de 4,39 mmol/10° espermatozoides. Essas diferencas na producdo de
malonaldeido ou de substancias reativas do acido tiobarbitlrico entre os
ensaios, possivelmente se devem as diferentes concentragbes de
espermatozoides nas amostras, a duracao do periodo de incubacdo, bem
como, a adicdo de hidroxitolueno butilatado (BHT) ao meio reacional,
imediatamente antes do aquecimento, que foi adotada no presente estudo.
Essa alteracéo se deve ao fato de Buege & Aust (1978) terem relatado que os
lipidios das amostras sofrem auto-oxidacéo catalisada por ions metais durante

0 aguecimento com o &cido tiobarbitlrico e que a mesma pode ser evitada
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adicionando-se 0,01% de BHT ao meio reacional. Procedimento semelhante
também foi adotado por Lapenna et al. (2001), que relatam que o método TBA
favorece a liberacdo de precursores de TBARS a partir da oxidacdo de
proteinas e aldeidos ligados a proteinas (reacao favorecida pelo ferro), gerando
mais TBARS na amostra. Assim, a minimizacao da interferéncia de todos esses
fatores pode justificar os indices de lipoperoxidacdo, mais baixos observados
no sémen ovino neste estudo em relacdo aqueles realizados nas amostras de
sémen fresco (SARLOS et al., 2002; KASIMANICKAM et al., 2006), uma vez
gue Aisen et al., (2005) também utilizaram BHT no meio reacional.

O nivel de lipoperoxidacdo nas amostras de sémen, imediatamente apos
a descongelacgéao, foi semelhante em todos os tratamentos, demonstrando que
nestas condicbes experimentais, todos eles foram capazes de inibir a
lipoperoxidacdo excessiva. O que pode expressar tanto a capacidade
antioxidante do préprio sémen (espermatozéides e plasma seminal), como o
efeito protetor adicional oferecido pelos diluidores. A pressuposta inibicdo da
lipoperoxidagéao foi confirmada quando adicionou-se um catalisador (FeSO,) ao
meio reacional e a geracdo de TBARS aumentou em todos os tratamentos,
indicando que todos os sistemas tinham disponibilidade de hidroperéxido de
lipidios, com os quais iniciar a reacdo em cadeia da lipoperoxidacdo e que a
mesma nao ocorreu espontaneamente. O efeito protetor dos diluidores
independente da adicdo ou ndo de antioxidantes, pode ser atribuido a presenca
de gema de ovo em todos eles, que embora ofereca substrato lipidio para a
lipoperoxidagdo, também exerce efeito antioxidante (DESJARDINS & HAFS,
1961). Jones & Mann (1977) demonstraram que a gema de ovo protegeu o
espermatozoide ovino do efeito deletério dos perdxidos de lipidios, embora o
mecanismo pelo qual ela exerce essa prote¢cdo ndo tenha sido esclarecido.
Aisen et al. (2005) também n&o observaram diferencas nos niveis de
lipoperoxidagdo, imediatamente apdés a descongelacdo, entre o0s
espermatozoides ovinos criopreservados em trés diluentes (Tris isotdnico,
trealose hipertdnico ou trealose + EDTA hiperténico).

Na lipoperoxidacao catalisada pelo ferro (FeSQO,), o nivel de TBARS foi
significativamente mais baixo nos tratamentos que continham Trolox no meio
(TRO+ e TRO/CAT+) demonstrando a habilidade do Trolox para inibir a

propagacao do processo de lipoperoxidagdo. O mecanismo de acdo do efeito
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antioxidante do Trolox é semelhante ao da vitamina E, ou seja, ele atua
removendo os radicais peroxil, interrompendo a reacdo em cadeia da
lipoperoxidagéo (ALBERTINI & ABUJA, 1999). A habilidade da vitamina E (a-
tocoferol) na inibicdo da lipoperoxidacdo da membrana espermatica ja foi
demonstrada no sémen de varrdo na forma liquida (CEROLINE et al., 2000) e
criopreservada (BREININGER et al., 2005), e no sémen criopreservado de
bovino (BECONI et al., 1993). No sémen de carneiros, Jones & Mann (1976)
observaram que a concentracdo de MDA gerado no sémen incubado na
presenca de 4mg de a-tocoferol, foi significativamente mais baixo (~5nmol/10°

espermatozoéides) do que na amostra controle (116nmol/10° espermatozéides).

Superéxido

Comparando-se as concentracdes de O, detectadas no sémen, com as
detectadas no diluidor, observou-se que houve um aumento na geracao de
superoxido no sémen criopreservado em todos os diluidores. No entanto, como
0o Oz nédo atravessa facilmente a membrana (NORBERG & ARNER, 2001,
HALLIWEL & GUTTERIDGE, 1999), isso sugere que ocorreu uma geracao
extracelular de O, pelo espermatozoide ovino.

Resultados obtidos em alguns estudos indicam que o espermatozéide de
mamifero € capaz de gerar superéxido por um sistema enzimatico localizado
na membrana plasmatica que utiliza NAD (P)H como substrato. Esta fonte de
geracao de O, foi confirmada no espermatozdide de rato (VERNET et al.,
2001), de homens (AITKEN & CLARKSON, 1988; AITKEN, 1995; DE
LAMIRANDE et al., 1997; AITKEN et al.. 2003) e de cavalos (SABEUR & BALL,
2006). Esse sistema enzimatico envolve a atividade da enzima de superficie
celular NADH oxidase que elimina seus produtos no meio extracelular (AITKEN
& CLARKSON, 1988; AITKEN, 1995; DE LAMIRANDE et al., 1997; VERNET et
al., 2001; AITKEN et al., 2003). Sendo assim, pode-se dizer que houve geracéo
de O, pelo espermatozéide ovino liberado para o meio extracelular, uma vez
gue os niveis detectados no sémen congelado em todos os diluidores foram

mais altos do que os observados apenas no diluidor.
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A geracédo de superoxido no sémen foi influenciada pelo diluidor utilizado
na criopreservacao, sendo que a maior concentracdo de superoxido foi gerada
no sémen congelado nos diluidores com Trolox. Fato que pode ser explicado
pela ocorréncia de uma auto-oxidagéo do trolox (hidroxila do grupo fenol) na
presenca de O, gerando O, que, em seguida, oxida o Trolox, dando inicio a
uma reacao em cadeia. Albertini & Abuja (1999) demonstraram que durante a
oxidagao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), o Trolox pode atuar tanto
como antioxidante como pré-oxidante, e que a presenca de fons metais (Cu®")
é fundamental para que ele tenha efeito oxidante. Assim, como é praticamente
impossivel ter solugBes laboratoriais completamente livres da contaminacao
com ions metais, como cobre e ferro, associado a presenca de gema de ovo no
diluente, que é uma fonte de ferro, € possivel que essa auto-oxidacdo do
Trolox, catalisada por ions metélicos, tenha ocorrido.

Na presenca do sistema gerador de Oy, hipoxantina-xantina oxidase
(HXO) a geragédo de O, aumentou significativamente, no sémen congelado no
diluidor contendo a associacéo de Trolox e catalase (TRO/CAT+). Semelhante
ao sistema X-XO (AITKEN et al., 1993a) o sistema hipoxantina-xantina oxidase
também produz H,O, que pode ser removido adicionando catalase ao meio
reacional (SUZUKI, 2000). Avaliando a cinética da geracado de radicais livres
pelo sistema xantixa-xantina oxidase, Aitken et al., (1993a) observaram que a
adicdo de catalase ao sistema resultou em aumento na geragao de O;". Sendo
assim, como o diluente TRO/CAT+ contém catalase, € possivel que uma maior
guantidade de O tenha sido gerada, somando-se a isso o efeito do Trolox na
geracdo de O, pode explicar a maior concentracdo de O, detectada nesse
diluidor.

Peroxido de Hidrogénio

A geracao de H»O, foi menor no sémen criopreservado nos diluidores
contendo Trolox. Ao que parece houve uma competicdo por substrato para a
oxidacdo mediada pela peroxidase. Nakamura & Hayashi (1992) observaram
gue a hidroxila presente no grupamento fenélico do Trolox é facilmente oxidada
pela horseradish peroxidase, na presenca de perdxido de hidrogénio. Assim,
além de promover a oxidacao do phenol red, a peroxidase também promoveu a
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oxidacdo do Trolox. Como o ensaio baseia-se na oxidagdo phenol red pelo
H,O,, catalisada pela peroxidase e parte da peroxidase disponivel foi usada na
oxidacdo do Trolox, uma menor quantidade de H,O, foi detectada nos
diluidores contendo Trolox. Por outro lado, comparando-se a geracdo de
superoxido e peréxido de hidrogénio no sémen criopreservado nos quatro
diluidores, observou-se que a menor geracédo de O, ocorreu no TRIS e CAT+,
enquanto que a maior geragao de H,O, foi observada exatamente nos mesmos
tratamentos, sugerindo que ocorreu dismutacao espontanea de O, para H,O.

Quando o sémen foi incubado na presenca de H,O,, observou-se que a
catalase presente no diluidor foi altamente eficaz em remover o H,O, exdgeno,
mantendo as concentracdes significativamente mais baixas do que nos outros
tratamentos. No entanto, esse efeito ndo foi tdo evidente na geracgao
espontanea de peroxido de hidrogénio no sémen criopreservado nos quatro
diluidores. Possivelmente, isso se deva ao fato de que a catalase néo
atravessa a membrana celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999) e,
portanto, s6 remove o H,O, liberado para o meio extracelular. Plante et al.,
(1994) observaram que apenas um terco dos ROS produzidos pelo
espermatozoide sdo liberados no meio extracelular. Considerando-se que o
processo de criopreservacao acarreta um certo grau de estresse oxidativo para
0 espermatozoide, resultando no aumento da geracdo de ROS, pode-se dizer
gue os niveis de H,O, detectados no sémen, durante a geracdo espontanea,
representam apenas uma porcao do que foi produzido durante o processo de
congelacdo e descongelacdo e que parte deles foi removida pela catalase
presente no diluidor. Assim, tanto a catalase adicionada ao diluidor quanto a
presente na gema de ovo foram eficazes em remover a quantidade de peréxido
de hidrogénio liberado pelo espermatozéide de maneira igualmente eficaz e,
por isso, ndao foi observada nenhuma diferenca nas concentracées de H,0,
entre os quatro diluentes.

Porém, quando uma alta concentracéo de H,O, (100nmmol) foi adicionada
ao meio, a catalase presente nos diluidores CAT+ e TRO/CAT+ removeu o
excesso de H,0,, mantendo o0s niveis semelhantes ao gerado
espontaneamente no sémen, fato que nao foi observado nos diluidores sem
catalase, sugerindo que a catalase presente na gema nao é suficiente para
remover altas concentracdes de peréxido de hidrogénio.
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Geracao de ROS no diluidor

Reacdes que geram radicais livres ocorrem no meio sozinho,
independente da presenca de células (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004). Por
essa razao, os niveis de lipoperoxidacao e a geracao de superédxido e perdxido
de hidrogénio foram avaliados nos quatro diluentes.

A contribui¢do do diluidor nos niveis de TBARS gerados no sémen foi
baixa, uma vez que, na auséncia de um catalisador, todos os diluidores
geraram baixo nivel de TBARS. Na lipoperoxidacdo catalisada por FeSO,
observou-se um aumento nos niveis de TBARS em todos os diluidores, sendo
gue a mesma foi significativamente mais baixa nos diluidores contendo Trolox
(cerca de quatro vezes menor que nos diluidores sem Trolox), demonstrando
gue a concentracdo de Trolox presente no diluidor teve um efeito antioxidante e
foi eficaz em proteger os lipidios contra a peroxidacao.

A geracao de anion superéxido foi muito baixa em todos os diluidores.
No entanto, a concentracdo mais alta observada no TRO/CAT+, possivelmente,
se deve as mesmas causas que explicam o aumento da geracdo desse radical
no sémen. A adi¢cdo do sistema HXO provocou aumento nas concentracdes de
O, em todos os diluidores, demonstrando que nenhum deles foi mais eficaz em
remover superoxido do meio.

A geracao de peréxido de hidrogénio nos quatro diluidores estudados foi
mais elevada do que a observada no sémen criopreservado nos mesmos
diluidores. Isso significa que embora os diluidores tenham contribuido como
fonte geradora de radicais livres durante a criopreservacdo do sémen, a
interacao sémen diluidor durante o processo de criopreservacao foi positiva, ou
seja, na presenca de espermatozdides e plasma seminal, 0os niveis se
mantiveram mais baixos do que no diluidor sozinho, o que demonstra a
capacidade antioxidante do préprio sémen em remover peroxido de hidrogénio
gerado.

Uma alta producéo de H,O, no diluidor Tris-gema-glicerol, utilizado para
a criopreservacao de sémen bovino, foi observada por Morani (2004). Portanto,
talvez essa seja uma caracteristica dos diluidores a base de Tris utilizados na

criopreservacdo do sémen de varias espécies.
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Na auséncia de uma fonte externa de estresse oxidativo, a geracao de
peréxido de hidrogénio foi menor no diluidor com catalase (CAT+) e, mesmo
guando se adicionou 100mmol de H,O, ao meio, as concentracdes detectadas
foram significativamente mais baixas nos diluidores contendo catalase. Isso
demonstra que a catalase foi altamente eficaz em remover tanto o peroxido de
hidrogénio gerado por reacdes quimicas entre os componentes do diluidor
quanto o H,O, exdgeno adicionado ao meio. Porém, esse efeito da catalase
nao foi tdo evidente no diluidor TRO/CAT+, onde a concentracdo de perdxido
de hidrogénio foi ligeiramente maior do que a detectada no CAT+. Isso pode
ser explicado pelo fato de que o O, gerado pelo Trolox, como explicado
anteriormente, esta sendo convertido para H,O, rapido demais para a catalase
conseguir fazer uma remocédo eficiente, levando a um acimulo de parte do
H,0O, gerado.

O diluente controle ndo foi completamente neutro quanto a remoc¢éo do
H.O,, O, e TBARS, uma vez que conseguiu manter a geracdo de ROS em
niveis semelhantes aos observados nos diluidores com antioxidantes, embora
tivesse alta disponibilidade de substrato para gera-los, como observado na
presenca de catalisadores. Espontaneamente, gerou apenas 45, 4 e 10%,
respectivamente, das concentracbes de cada radical gerados por reacdes
guimicas no sistema gerador (Figura 14). Chatterjee & Gagnon (2001)
relataram que o diluidor Tris-gema-glicerol € um potente removedor de ROS,
removendo 70% do H,O, adicionado ao meio e mais de 50% do O, gerado. Ja
Bilodeau et al. (2002) mostraram que o diluidor Tris-gema-glicerol teve uma
baixa capacidade antioxidante em comparacdo com o meio TALP, para
neutralizar H,O, adicionado ao meio e ROS gerados indiretamente a partir do
H>0..

Provavelmente, a gema de ovo presente no meio tenha exercido uma
acao antioxidante, Desjardins & Hafs (1961) detectaram a presenca de
atividade catalase na gema de ovo fresca, capaz de degradar peroxido de
hidrogénio e Jones & Mann (1977) demonstraram que a gema de ovo protege o

espermatozoide de carneiros do efeito deletério dos perédxidos de lipidios.
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6.4 Conclusdes

A adicao de catalase ao diluidor Tris-gema utilizado nesse experimento,
melhorou a viabilidade do espermatozdide ovino apds a congelacao;

Ocorre lipoperoxidacao, producdo de peroxido de hidrogénio e geracao
de superoxido no sémen ovino, apés um ciclo de congelacéo e descongelacéo;

Os antioxidantes, Trolox-C e catalase podem ser indicados para uso nos
diluidores para criopreservacao do sémen ovino. No entanto, a concentragao
ideal de Trolox ainda deve ser determinada, uma vez que nas concentracdes
utilizadas seu efeito antioxidante n&o foi tdo evidente quanto o da catalase.

A associacao de catalase e trolox ao diluidor, tem efeito deletério sobre
a motilidade espermatica e sobre a integridade acrossomal, o que nao
acontece, quando utilizados isoladamente;

Ocorre producdo de ROS no diluidor, sem a presenca de células.
Portanto, a geracdo de produtos oxidantes nos diluidores para criopreservacao
de sémen deve ser avliada para evitar os efeitos toxicos desses compostos
sobre o0 espermatozdlide e ajudar a formular diluidores melhores, quanto as

suas propriedades antioxidantes.
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7- CONCLUSAO GERAL

Os resultados apresentados demonstram que a adicdo de detergente e
antioxidante ao diluidor Tris-gema, melhorou o efeito crioprotetor do meio
durante a congelacao do espermatozoide ovino;

As propriedades antioxidativas dos diluentes usados rotineiramente para
criopreservacao do sémen sao pouco conhecidas e, como ficou demonstrado,
ocorre producao de ROS no diluidor a apartir das reacfes quimicas entre 0s
compostos presentes no meio e dependendo da quantidade produzida, esses
ROS podem exercer efeito toxico sobre o espermatozéide. Esse conhecimento
€ fundamental para que se possa entender como a viabilidade esperméatica
sera afetada em determinado diluidor, ap0s o estresse oxidativo resultante da
criopreservacdo, bem como ajudard a formular diluidores melhores quanto as
suas propriedades antioxidativas e crioprotetoras;

Outros estudos deverdo ser realizados para verificar se os diluidores

testados terdo alguma influéncia na fertilidade apos a inseminagéo artificial.
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9- ANEXOS

ANEXO 1 - COMPOSICAO DOS DILUENTES UTILIZADOS

A) TRIS-GLICOSE-GEMA

-~ Meiol [ Meion
Tris 3,634g Tris 3,634g
Glicose 0,509 Glicose 0,509
Acido citrico 1,990¢g Acido citrico 1,990¢g
Gema de ovo 15mL Gema de ovo 15mL
Penicilina Potassica 100.000UI |Gilicerol 10mL
Estreptomicina 0,100g Penicilina Potassica 100.000UlI
Agua destilada gsp 100mL Estreptomicina 0,1009g

Agua destilada gsp 100mL

Fonte: Salamon & Maxwell (2000)

B) TRIS-GLICOSE-GEMA COM 0,5 OU 1,0% OEP

-~ Meiol [ Meionl
Tris 3,028g Tris 3,028g
Glicose 0,209 Glicose 0,209
Acido citrico 1,675¢g Acido citrico 1,675g
Agua destilada 80mL Agua destilada 66mL
Gema de ovo 20mL Gema de ovo 20mL
OEP 0,50u 1% |Gilicerol 14mL
Penicilina Potassica 100.000UI |OEP 0,50u 1%
Estreptomicina 0,100g Penicilina Potassica 100.000UlI

Estreptomicina 0,1009g
TOTAL 100mL 100mL

Fonte: EI-Alamy & Foote (2001)

TRIS: Tris (hydroxymethyl) aminomethane, 99.9+%, ALDRICH (15,456-3)
Glicose: D (+) GLUCOSE, Anhydrous, SIGMA (G-6152)
Acido citrico: acido citrico monohidratado, VETEC (Céd. 237)



C) GLICINA-GEMA-LEITE

LEITE DESNATADO A 11%

132

Leite em p6 desnatado.................... 3,30g
Agua destilada.............cccoeuveurnnennn. 30,00mL
SOLUCAO A

Glicina -------=--==-==-mmmm o 1,409

Citrato de sodio ----------------- 2,979

Agua destilada --------------- 100,00mL
SOLUCAO B

Frutose ---------------=--m-mmmmee 3,009

Agua destilada --------------- 100,00mL

SOLUCAOA +B

Solugéo A ------------m------ 100,00 mL
Solugéo B ------------------- 100,00 mL
Penicilina Potassica --------- 100.000 Ul
Dihidroestreptomicina --------- 0,100g

COMPOSICAO FINAL

Meio | Meio I
Solucéo A+B 60mL Solucéo A+B 54,00mL
Gema de ovo 20mL Gema de ovo 20mL
OEP 0,40mL OEP 0,40mL
Leite desnatado (11%) 15mL Leite desnatado (11%) 15mL
Agua destilada 4,60mL Glicerol 10mL
TOTAL 100mL 99,40mL
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ANEXO 2- RESUMOS DAS ANALISES DE VARIANCIA — EXPERIMENTO 1

Anexo 2.1- Resumo da analise de variancia dos parametros da avaliacdo
computadorizada da motilidade espermatica do sémen ovino congelado, tendo
como fontes de variacao os tratamentos (SF, GGL, TRIS; TRIS0,5e TRIS 1) e

0s carneiros. Experimento 1.

L Quadrado Valor de
Parametro  Fonte de Variacao GL o
medio p

Blocos (carneiros) 237,083 2,594 0,0203
MT (%)

Tratamento 4 6272,267 68,628 0,0000

Residuo 36 91,395

Blocos (carneiros) 173,589 3,873 0,0017
MP (%)

Tratamento 4 1734,630 38,706 0,0000

Residuo 36 44,816
VAP Blocos (carneiros) 385,428 3,311 0,0049

Tratamento 4 2863,820 24,602 0,0000
(mm/s)

Residuo 36 116,391
VCL Blocos (carneiros) 1091,348 2,515 0,0239
(mm/s) Tratamento 15802,116 36,416 0,0000

Residuo 36 443,938

Blocos (carneiros) 9 314,234 3,747 0,0021
VSL (mm/s) Tratamento 4 940,881 11,220 0,0000

Residuo 36 83,860

Blocos (carneiros) 9 0,799 1,374 0,2360
ALH (mm)  Tratamento 4 23,247 39,971 0,0000

Residuo 36 0,582

Blocos (carneiros) 9 7,780 0,821 0,6007
LIN (%) Tratamento 4 587,630 62,023 0,0000

Residuo 36 9,474

Blocos (carneiros) 352,596 2,926 0,0148
TDM (%)  Tratamento 4 4252,171 35,282 0,0000

Residuo 36 120,52

SF: sémen fresco; GL-graus de liberdade. MT: motilidade total; MP: maotilidade progressiva; VAP: velocidade de trajeto;
VSL: velocidade progressiva; VCL: velocidade curvilinear; ALH: deslocamento lateral da cabeca; LIN: linearidade. TDM:
Taxa degradagéo da motilidade.
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Anexo 2.2 — Resumo da analise de variancia dos parametros da avaliacdo da
integridade de membranas plasméatica e acrossomal do sémen ovino
congelado, tendo como fontes de variacdo os tratamentos (SF, GGL, TRIS;
TRIS 0,5 e TRIS 1) e os blocos (carneiros). Experimento 1.

R L Quadrado Valor de
Parametro Fonte de Variacao GL o F
médio p

Blocos 9 94,24 4,82 0,000
ACROS (%)

Tratamento 4 11,76 0,60 0,619

Residuo 36 19,56

Blocos 9 175,819 1,682 0,1057
IM1 (%)

Tratamento 4 9549,740 91,365 0,0000

Residuo 36 104,533

Blocos 9 169,643 2,989 0,0038
IM2 (%) Tratamento 4 1979,760 34,887 0,0000

Residuo 36 56,748

Blocos 9 262,644 2,277 0,0243
IM3 (%) Tratamento 4 3935525 34,120  0,0000

Residuo 36 115,344

ACROS: acrossomos intactos em microscopia de contraste de fase; IM1: membrana plasmatica e acrossomal intactas;
IM2: membrana plasmética danificada e membrana acrossomal intacta; IM3: membrana plasmética e acrossomal
danificada.



135

Anexo 2.3- Resumo da analise de variancia dos parametros da capacitacao
espermatica do sémen ovino congelado, tendo como fontes de variacdo 0s
meios diluidores (GGL, TRIS; TRIS 0,5 e TRIS 1) e os carneiros. Experimento

1.
L Quadrado Valor de
Parametro  Fonte de Variacgao GL o
medio p
F (%) Blocos (carneiros) 290,6 2,941 0,0239
0
Tratamento (diluidores) 789,00 7,986 0,0003
Residuo 39 98,795
B (%) Blocos (carneiros) 590,933 6,157 0,0003
0
Tratamento (diluidores) 1112,222 11,588 0,0000
Residuo 39 95,983
Blocos (carneiros) 5 61,683 4,375 0,0029
AR (%) Tratamento (diluidores) 3 74,528 5,285 0,0037
Residuo 39 14,100

F: ndo capacitado; B: capacitado com acrossomo intacto; AR: capacitado com acrossomo reagido.
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ANEXO 3- ENSAIO DA LIPOPEROXIDACAO PELO METODO TBA

REAGENTES:

Acido Tricloroacético: (Trichloroacetic acid AR) Mallinc Krodt Baker , 2928-08
Acido Tiobarbitarico: (2-Thiobarbituric acid) FLUKA, 88481

HCI: (Hydrochloric acid) JT Baker, 9535-02

BHT: (Butylated hydroxytoluene) ALDRICH, A-06107TC

Sulfato ferroso: Iron (II) Sufate heptahydrate (FeO4S-7H,0), FLUKA, 44970
MDA: 1,1,3,3-tetrametoxopropano (Malonaldehyde bis (dimetil acetal),
ALDRICH - 10,838-3

REAGENTE TBA
Acido Tricloroacético .............cc.cen..... 15%
Acido Tiobarbitlrico ........coceevevveveeennn. 0,375%
o [ 0,25M
Reagentes Para 1L solucéao Para 100mL solucgéo
Acido Tricloroacético 150g 15¢g
Acido Tiobarbittrico 3,759 0,375g
HCI 9,115mL 0,9115mL
Agua destilada qsp 1000mL 100mL

Dissolver o acido Tricloroacético em agua, depois acrescentar o acido
Tiobarbitarico e HCI e completar para o volume desejado. A dgua pode ser
aquecida para ajudar a dissolver o acido tiobarbittrico. Dividir em pequenas
quantidades e congelar.

SOLUCAO DE HIDROXITOLUENO BUTILADO (BHT) 50 mM
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Adicionar 1% (v/v) a soluc@o de TBA ou ao tudo de ensaio com a amostra a
ser analisada (0,03mL). Para cada 100ml Reagente TBA acrescentar 1mL da
solucéo de BHT.

SOLUCAO DE FeS0O4 2,4 mM

Adicionar 100nL para 1mL de amostra, concentragéo final 0,24mmol.

Guardar em geladeira e utilizar por, no maximo, cinco dias.

SOLUCAO ESTOQUE DE MALONALDEIDO A 10mM

Malonaldehyde bis (dimethyl acetal) (1,1,3,3-tetrametoxopropano)

Solugéo comercial MDA ................... 166m ............. 17nL
Solugdo HCI 2N ..., 100mL ............ 10 mL

Preparar diariamente, antes de iniciar o ensaio.

Solugdo HCI 2N (100mL)
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ANEXO 4- ENSAIO DO ANION SUPEROXIDO

REAGENTES:

EDTA (Acid ethylenediaminetetraacetic, pm 292,24): SIGMA-ALDRICH, E9884.
NBT (Nitrotetrazolium Blue Chloride, pm 817,65): FLUKA Biochemika, 74030
HYPOXANTHINE (pm 136,11): FLUKA Chemika -56700

XANTINA OXIDASE (suspenséao ¢/ 50U/4,7mL): SIGMA-ALDRICH, X-1875

Concentracdes Finais no Meio Reacional
NBT-100 nM, EDTA- 1mM, Hipoxantina -100nmM, Xantina Oxidase - 0,0666U.

EDTA 10MM —--mmmmmm oo 100nL 70nmL
NBT IMM -ememmmmee oo e e 100nL 70nmL
Hipoxantina 10mM  —----mmmmmmmmm oo 10nmL 7
Xantina Oxidase (0,0666U) em Tampao Tris (pH 7,4) ---- 100nL 70 mL
VOLUME FINAL MEIO REACIONAL 1000uL 700mL

Solucéo Estoque EDTA 10 mM

EDTA .. 0,0029229 -------------- 0,02922g
Tampao Tris ........... 1,0mL e 10 mL

Pegar 100nL e adicionar a cubeta com a amostra. Estavel a 4°C por
3dias.

Solucéo Estoque Hipoxantina 10mM

Hipoxantina ----------------- 0,001361g --------------- 0,01361g
KOH 50mM ................... ImL - 10mL
Diluir diariamente, antes do uso. Pegar 10nL e adicionar a cubeta com a

amostra.
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Solu¢do KOH 50mM

S 0,0008176g --------- 0,0081769g
Tampéo Tris (pH 7,4) ... ImL  ---mmemeeeee 10 mL
Guardar em geladeira, frasco absolutamente protegido da luz, estavel

por uma semana. Pegar 100nL e adicionar a cubeta com a amostra.

XANTINA OXIDASE

XO (suspensao) ----------m--m-m-m-mooo- 6,20nL ------ 4,38nL
Tampao Tris (pH 7,4) ------------------ 93,8 nL ------ 65,63 nL
TOTAL 100mL 70mL

Manter a XO na geladeira, no momento do uso colocar sobre gelo
reciclavel. Diluir imediatamente antes do uso. Injetar apés o START. Secar a
ponteira antes de injetar.

A reacdo € iniciada pela adicao da xantina oxidase

TAMPAO TRIS pH 7,4
TS  —m-mmmmmmm e 1,8184g
Acido citrico (1H20) ------------ 0,9901g
H>O destilada gsp ----------------- 50mL
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ANEXO 5- ENSAIO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO

REAGENTES:

NaCl: JT-Baker, 3624-19

Fosfato de potassio: (Potassium Phosphate, monobasic, anhydrous) Amresco
Glicose: (D+ Glucose Anhydrous) SIGMA, G-6152

Phenol Red: (Phenol Red) SIGMA, P3532

Peroxidase: (Peroxidase from horse radish, 113U/mg) FLUKA, Biochemika
77330.

H,0,: (Perhydrol 30% H,O, PA) Merck, 7209.1000

Solucéo de Phenol Red (PRS)

NACH ..o 140mM (0,818g/100mL)
Fosfato de potassio (pH 7.0)........ccccvvvveeeen. 10mM (0,1361g/100mL
Dextrose (gliCOSe) ......uuvururrrriiiniiniiiieiiennns 5,5mM (0,0999/100mL)
Phenol Red ... 0,28mM (0.1g/L)
Peroxidase (HRPO) ...........cevvviviviviiveeeiinnnnee. 8.5 U/MI (50ng/mL)

Acrescentar o fenol red e HRPO imediatamente antes da realizacdo do

ensaio.

Solugéo Estoque Phenol Red 10g/L (10mg/mL)

Phenol Red .................. 0,019
H.0 destilada ................ 1mL

Pegar 10nL e adicionar a 1Ml do tamp&o phenol red (PRS),
concentragao final 0,1g/L. Armazenar a 4°C em mini-tubos envoltos em papel

aluminio.

Solucao Estoque Peroxidase 0,5mg/mL

Horse radish peroxidase ................eeevevveveviviiieeeeinennenne. 1mg
Tampé&o Tris ou tampéo fosfato (Ph 7,0) ........cccceeeinnnnne 2mL
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Pegar 100nmL e adicionar a 1mL do tampéao phenol red (PRS),
concentracgao final 0,05mg/mL ou 50ng/mL. Armazenar a —20°C em pequenas

aliquotas, suficientes para um Unico ensaio.
Solucéo Estoque H,0, 10 mM

1- Diluir 1,02mL de H,O, 30% em 1000mL de agua destilada (ultrapura);
(ou 102k em 100mL)

2- Resulta em uma concentracéo 0,01M

3- Determinar concentragdo real da solucdo, medindo absorbéncia a
230nm; usando o coeficiente de absorcdo molar 81 M™* cm™

4- Guardar em geladeira em frasco de vidro coberto com papel aluminio ou

vidro ambar até a utilizacao.
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ANEXO 6 - RESUMOS DAS ANALISES DE VARIANCIA — EXPERIMENTO 2

Anexo 6.1 Resumo da analise de variancia dos parametros da avaliacédo
computadorizada da motilidade espermatica (CASA): motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP), velocidade de trajeto (VAP), velocidade progressiva (VSL),
velocidade curvilinear (VCL), amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH),
frequéncia de batimentos do flagelo (BCF), retilinearidade (STR), linearidade (LIN),
elongacédo (ELONG); espermatozoides rapidos (RAP) e estéaticos (STATIC) no sémen
ovino congelado, tendo como causas de variacdo os tratamentos (diluidores: TRIS;

TRO+, CAT+ e TRO/CAT +) e os blocos (carneiros). Experimento 2.

R Causas de Graus de Quadrado Valor de
Parametro ) ) .
Variagéao liberdade médio p

Blocos 22 2832,790 25,934 0,0000
MT (%)

Tratamento 3 1034,610 9,472 0,0000

Residuo 158 109,229

Blocos 22 868,316 15,040 0,0000
MP (%)

Tratamento 3 214,920 3,723 0,0127

Residuo 158 57,733

Blocos 22 1216,419 18,101 0,0000
VAP (mm/s) Tratamento 3 191,997 2,857 0,0389

Residuo 158 67,201

Blocos 22 2757,969 22,623 0,0000
VCL (mm/s) Tratamento 3 801,317 6,573  0,0003

Residuo 158 121,912

Blocos 22 735,541 12,355 0,0000
VSL (mm/s)

Tratamento 3 80,038 1,344 0,2620

Residuo 158 59,536

Blocos 22 1,765 6,980 0,0000
ALH (nm)

Tratamento 3 0,708 2,798 0,0420

Residuo 158 0,253
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Parametro Causas de Graus de Quadrado Valor de
Variacao liberdade médio P
Blocos 22 26,956 4,835  0,0000
BCF (Hz) Tratamento 3 5,196 0,932 0,4268
Residuo 158 5,575
Blocos 22 28,385 3,346  0,0000
STR (%) Tratamento 3 41,645 4,908 0,0027
Residuo 158 8,485
LIN (%) Blocos 22 50,625 5,148  0,0000
Tratamento 3 41,420 4,212 0,0067
Residuo 158 9,834
Blocos 22 58,079 3,289  0,0000
ELON (%) Tratamento 3 212,254 12,021 0,0000
Residuo 158 17,657
Blocos 22 2705,996 25,724 0,0000
RAP (%) Tratamento 3 681,239 6,476  0,0004
Residuo 158 105,195
Blocos 22 2412,529 22,108 0,0000
STATIC (%) Tratamento 3 952,638 8,730  0,0000
Residuo 158 109,127

TRIS: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP; TRO+: diluidor TRIS aditivado com Trolox, CAT+: diluidor TRIS
aditivado com catalase, TRO/CAT+: diluidor TRIS + Trolox e catalase.
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Anexo 6.2- Resumo da analise de variancia dos parametros da analise de
integridade de membrana plasmética, integridade de membrana acrossomal e
potencial de membrana mitocondrial pelo método de fluorescéncia (FITC/PSA,
IP, JC-1) e microscopia de contraste de fase, do sémen ovino congelado, tendo
como causas de variagdo os tratamentos (diluidores TRIS, TRO+, CAT+ e
TRO/CAT +) e os blocos (carneiros), Experimento 2.

Causas de Graus de Quadrado Valor de
Parametro ) ) o F
Variagao liberdade médio p

Bloco 22 3,711 3,663  0,0000
F1 (%) Tratamento 3 6,804 6,716  0,0003

Residuo 158 1,013

Bloco 22 1139,340 15,095 0,0000
F2 (%) Tratamento 3 399,391 5,291 0,0017

Residuo 158 75,480

Blocos 22 1,984 3,219  0,0000
F5 (%) Tratamento 3 1,536 2,492 0,0621

Residuo 158 0,616

Blocos 22 281,947 8,522  0,0000
F6 (%) Tratamento 3 104,522 3,159  0,0263

Residuo 158 33,085

Blocos 22 1,634 1,867 0,0151
F7(%) Tratamento 3 1,565 1,788 0,1516

Residuo 158 0,875

Blocos 22 1201,951 12,414 0,0000
F8 (%) Tratamento 3 449,065 4,638 0,0039

Residuo 158 96,825
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Parametro Causas de Graus de Quadrado Valor de
Variacao liberdade médio P

Blocos 22 1196,352 12,201 0,0000
PSA+ (%)  Tratamento 3 502,630 5,126  0,0021

Residuo 158 98,054

Blocos 22 1233,919 14,758 0,0000
MPAI (%)  Tratamento 3 296,949 3,552  0,0159

Residuo 158 83,612

Blocos 22 13,492 3,737  0,0000
BPM (%) Tratamento 3 10,841 3,002 0,0323

Residuo 158 3,616 3,737  0,0000

Blocos 22 13,492 3,002 0,0323
APM (%) Tratamento 3 10,841

Residuo 158 3,616

Blocos 22 349,151 14,413 0,0000
ACRO (%) Tratamento 3 41,333 1,706  0,1681

Residuo 158 24,225

TRIS: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP; TRO+: diluidor TRIS aditivado com Trolox, CAT+: diluidor TRIS
aditivado com catalase, TRO/CAT+: diluidor TRIS + Trolox e catalase. F1: membrana plasmética e acrossomal intacta,
com alto potencial de membrana mitocondrial; F2: membrana plasmatica e acrossomal intacta, com baixo potencial de
membrana mitocondrial; F5: membrana plasmatica danificada, membrana acrossomal intacta, com alto potencial de
membrana mitocondrial; F6: membrana plasmaética danificada, membrana acrossomal intacta, com baixo potencial de
membrana mitocondrial; F7: membrana plasmatica e acrossomal lesada, com alto potencial de membrana mitocondrial;

F8: membrana plasmatica e acrossomal lesada, com baixo potencial de membrana mitocondrial; PSA+ :

células com

acrossomo corado pelo FITC-PSA; MPAI: células com membrana plasmatica e acrossomal intactas; BPM: células com
baixo potencial de membrana mitocondrial; APM: células com alto potencial de membrana mitocondrial; ACRO:
acrossomo integro pela microscopia de contraste de fase.
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Anexo 6.3- Resumo da andlise de variancia da geracdo de anion superéxido
(O2), peroxido de hidrogénio (H.O,) e lipoperoxidacdo (TBARS) no sémen
ovino congelado, na presenca ou ndo de um catalisador quimico da geracao de
cada ROS (FeSO,;, HXO e H;O,-E) tendo como causas de variagdo 0s
tratamentos (diluidores: TRIS, TRO+, CAT+ e TRO/CAT +) e os blocos

(carneiros), Experimento 2.

Causas de Graus de Quadrado Valor de
Parametro _ _ _ F
Variacao liberdade médio P
Blocos 22 0,2361 7,370  0,0000
TBARS
. Tratamento 3 0,0329 1,029 0,3816
(Sémen)
Residuo 158 0,0320
Blocos 22 0,4873 8,011 0,0000
TBARS
Tratamento 3 1,6417 26,990 0,0000
(+FeS0,) )
Residuo 158 0,061
Blocos 22 0,552 4,473 0,0000
O, (Sémen) Tratamento 3 0,572 4,638  0,0039
Residuo 158 0,123
Blocos 22 0,463 2,661 0,0002
07 (+HXO) Tratamento 3 0,298 1,716 0,1660
Residuo 158 0,174
Blocos 22 21,335 14,862 0,0000
H.O, (Sémen) Tratamento 3 9,148 6,373  0,0004
Residuo 158 1,435
Blocos 22 0,731 3,478  0,0000
H.O, (+H202-
6) Tratamento 3 38,753 184,469 0,0000
Residuo 158 0,210

TRIS: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP; TRO+: diluidor TRIS aditivado com Trolox, CAT+:
diluidor TRIS aditivado com catalase, TRO/CAT+: diluidor TRIS + Trolox e catalase. FeSO,: sulfato
ferroso; HXO: sistema gerador de O, hipoxantina-xantina oxidase; H.O-E: per6xido de hidrogénio
exégeno; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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Anexo 6.4- Resumo da andlise de variancia da geracdo de anion superéxido
(O2), perbxido de hidrogénio (H20,) e lipoperoxidacdo (TBARS) no diluidor, na
presenca ou nao de um catalisador quimico da geracao de cada ROS (FeSOQ,,
HXO e H,0,-E) tendo como causas de variacao os tratamentos (TRIS; TRO+,
CAT+ e TRO/CAT +), Experimento 2.

Causas de Graus de Quadrado Valor de
Parametro ) ) o F

Variagcdo liberdade médio p
TBARS (na Tratamento 3 0,0266 0,538 0,6616
amostra) Residuo 20 0,0494

Tratamento 3 12,2691 184,171 0,0000
TBARS (+FeSO,)

Residuo 20 0,0666

Tratamento 3 0,0277 3,003 0,0547
O2 (na amostra)

Residuo 20 0,0092

Tratamento 3 1,0373 2,134 0,1279
O, (+HXO) ]

Residuo 20 0,4861

Tratamento 3 2,8871 3,657 0,0299
H,0, (na amostra) )

Residuo 20 0,7894

Tratamento 3 78,7406 20,164 0,0000
H,O, (+H202-E)

Residuo 20 3,9049

TRIS: diluidor Tris-glicose-gema com 1% de OEP; TRO+: diluidor TRIS aditivado com Trolox, CAT+:
diluidor TRIS aditivado com catalase, TRO/CAT+: diluidor TRIS + Trolox e catalase. FeSO,: sulfato
ferroso; HXO: sistema gerador de O, hipoxantina-xantina oxidase; H,O,-E: peréxido de hidrogénio
exégeno; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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