UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA FACULDADE DE MEDICINA
VETERINARIA E ZOOTECNIA

VIABILIDADE E CAPACITACAO ESPERMATICAS, GERACAO DE PEROXIDO
DE HIDROGENIO (H,0,) E LIPOPEROXIDACAO NO SEMEN OVINO
ADICIONADO DE PLASMA SEMINAL OU ANTIOXIDANTES APOS A

CRIOPRESERVACAO

CARMEN CECILIA SICHERLE

Botucatu — SP
Dezembro 2007



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA FACULDADE DE MEDICINA
VETERINARIA E ZOOTECNIA

VIABILIDADE E CAPACITACAO ESPERMATICAS, GERACAO DE PEROXIDO
DE HIDROGENIO (H,0,) E LIPOPEROXIDACAO NO SEMEN OVINO
ADICIONADO DE PLASMA SEMINAL OU ANTIOXIDANTES APOS A

CRIOPRESERVACAO

CARMEN CECILIA SICHERLE

Dissertagdo apresentada junto ao
programa de Pés-Graduacdo em
Medicina Veterindaria para a
obtencéo do titulo de Mestre em
Reproducéo Animal

Orientador: Prof. Adj. Sony Dimas Bicudo

Botucatu — SP
Dezembro 2007



Meu filho Antonio,
No meio de tudo isso veio vocé, que esperei por tanto tempo...
Meu amor, cada dia que passa gosto mais de voceé.



DEDICATORIA

Dedico esta tese a minha familia:

+ Ao meu marido Kiko que me incentivou em todos os momentos e me ajudou
muito, sempre do meu lado.

4 Ao meu pai Carlos por me mostrar a importancia em adquirir conhecimento,
pela amizade, por ter me apoiado na criacdo de ovinos e por estar sempre ao
meu lado.

<« A minha mée Maria Emilia pela forca e por todos os momentos vividos até
hoje.



AGRADECIMENTOS

¢ Ao prezado Professor e Orientador Sony Dimas Bicudo, obrigada por me
aceitar, orientar e acompanhar neste trabalho.

<« A minha querida amiga Marciane Maia, obrigada pela ajuda, pela técnica,
enfim pela amizade.

¢ Aos colegas e amigos Marciane Maia, Renata Green, Leandro Rodello,
Hymerson Costa e Daniel Bartoli, pelas 6timas, divertidas, estressadas,
engracadas e proveitosas horas de trabalho.

<« Ao departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria pela
disponibilizacdo das suas instalacdes e equipamentos.

<« Aos professores e funcionarios do departamento de Reprodugdo Animal e
Radiologia Veterinaria.



Sumario V|

SUMARIO

Pagina

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS.... ..ot IX
LISTA DE ILUSTRAGOES ...ttt X
LISTA DE TABELAS ..ottt et e e e e e et e e e e aa e e eeees Xl
1 11 SRR XV
AB STRA CT ittt ettt e e e e e sttt e e e et e e e e e et e e e et e e e e anrreaaeas XV
1. INTRODUGAQ ...ttt 1
2. REVISAO DE LITERATURA .....oiiitieeeeceeee ettt 3
2.1 Plasma SEMINGAL .....oooiiiiiiiii s 3
2.1.1Proteinas do Plasma Seminal ..............ceueeeiiiiiiiiiiiiiiieceeee e 5
2.2 Espécies Reativas do OXigeénio (ROS) .....ccceeveviiiiiiiiiiiieee e eeeiiiiieeeeaen 7
2.2.1Radical superoxido (O2) ..ccooeeiiiiiiiiee e 8
2.2.2Peroxido de hidrog@nio (H202) ..eeveeeeiviiciiiiiiiiieee e 8
2.2.3Radical NIAIOXIIA (OH) ......eevieeeeee e 9
2.2.40Xid0 NIHCO (NO) ..oueieeieeceicee ettt ae e 9
2.3 Sistemas ANtIOXIAANTES .......ooceiiiiiiiiiie e 10
2.3. L CAtalase ......ieiie i e 10
2.3.2 a - Tocoferol (VitamiNa E) ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieininienen. 11
2.3.3 Trolox C (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico) ...... 11
2.4 Sistemas Oxidantes/ antioxidantes e a Funcdo Espermaética........... 12
2.4.1 Producao e Degradagéo das ROS N0 SEMEN.........ccovvviviriieireeeenniinnnns 12
2.4.2 ROS e Capacitagdo ESPermatiCa.........cccvvvveeeeeeeiiciiiiiiiieeeee e e 16
2.4.3 Interacdes das ROS com o0s Espermatozoides..........ccveeevevicniieneennnnn. 17

A) LIpOPEroXidAGAOD. ... .ciee e 17



SumarioV/||

2.5 Efeitos da Adicao de Plasma Seminal e Antioxidantes na Viabilidade

Sy 01T 0 = Lo TSRO PUTUPPRRTRR 19
2.6 Criopreservacao do SEMEN..........oooiiiiiiiiiii 24
P20 R |V =T o I 1[N T [ ST 26
2.6.2 Avaliacdo das Membranas ESpPermaticas.........ccccccevvecvviveieereeeeeeneninns 27
3. HIPOTESE ...ttt et 30
A, OBJIETIVOS... . ittt et e e s snnees 30
5. MATERIAL E METODOS.........ooiiiietecieeeeeeee ettt 31
ST I o Yo - TR 31
5.2 Animais EXPerimentaiS.......coooeeiiiiiiiiieeeeee 31
5.3 Procedimentos EXperimentais........cccccooiiiiiiiiiiiii 31
5.3.2 DilUIGAO 0O SEMEBN....cciieieieeie e 32
5.3.3 CoNQgelacao dO SEMEN.......c.ciiiiiiiiiii e 32
5.3.4 Descongelagao das @mMOSIAS. .......uuverieeieeiiiiiiirie e e e e e 33
5.3.5 Avaliacdo computadorizada da cinética espermatica............................ 34
5.3.6 Avaliacao da integridade de membrana.............cccooeieiiiiiiiiiiiiii e, 35
5.3.7 Capacitacao espermatica e reacao acrossomal.........cccceeeeeeeeeeeeeeennenn. 38
5.3.8 Quantificacao da lipoperoXidaGao...........ccceeeeeeieiiiiiiie e, 38
5.3.9 Quantificacdo do peréxido de hidrogénio (H2O2).....uvvvevevveeeeiviiiniiiinnnen. 40
5.4 ANAliSe ESTaliStiCa....ccooiiiiiiiiiiiie e 43
6. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........c.coiieieieereeeeeee ettt 44
6.1 Avaliagcdo Computadorizada da Cinética Espermatica..........cccccccuuu... 44
6.2 Integridade de Membrana.........cccooooiie 49
6.3 CapacitaGc8o ESPErmMALICA......ccuuuiiiieee e 51
6.4 Lipoperoxidacao e Geracao de HoOy ....uvviiiiiiiiiiiiiiiie e 53
7. CONCLUSOES ...ttt 59
8. REFERENCIAS. ... .ottt ettt ettt ettt s et eaenn e, 60
9. ANEXO L.ttt et e e rrreeeeann 67
9.1 Composicdo do Meio Diluente Gilcina Gema Leite..........ccccvvvvvvvnnnnnne 67
9.2 S0lUGAO dE PBS ... 68

9.3 Solucgbes para avaliacdo da integridade de membrana ...........cc........ 68



Sumario/| |1

9.4 Solucgdes para o teste de capacitacdo pela Clortetraciclina.............. 69
9.5 Ensaio da lipoperoxidacdo pelo método TBA .........cocciiiieieeenienennnne 70
9.6 Ensaio do perdxido de hidrog@nio .......cceueveeieeieeiiiiiiiiieeee e 71

9.7Setup 12.3 Hamilton Thorne Biosciences —IVOS 12.3 ................... 72



Hg

ML

KM

pm
ALH
ANOVA
AR

B

BCF
BHT
CASA
CAT
CO
CTC
DABCO
DIC
DMSO
F
FITC/PSA
g

GGL
GPx
GR
GSH

A

IM1
IM2
IM3

IP

JC-1
LIN
MDA
MP

MT
NADPH
PBS
RAP
ROS
SOD
STATIC
STR
TBA
TBARS
VAP
VCL
VSL

Lista de Abreviaturas e Siglas IX

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

micrograma

microlitro

micromolar

micrémetro

amplitude de deslocamento lateral da cabega

analise variancia

espermatozoides capacitados com acrossomo reagido
espermatozoides capacitados com acrossomo intacto
frequéncia de batimentos do flagelo

hidroxitolueno butilatado

sistema computadorizado de avaliacdo da motilidade espermética
catalase

grupo experimental controle

clortetraciclina

1,4-diazabicyclo[2.2.2]octano

diacetato de carboxifluoresceina

dimetilsulféxido

espermatozoides ndo capacitados

Aglutinina de Pisum sativum conjugada ao isotiocianato de fluoresceina
grama

diluidor Glicina-gema-leite

glutationa Peroxidase

glutationa Redutase

glutationa

inseminacéao artificial

membrana plasmatica e acrossomal intactas
membrana plasmatica danificada e membrana acrossomal intacta
membrana plasmatica e acrossomal danificadas
iodeto de propidio

iodeto de 5,5°,6,6’ tetracloro-1,1,3,3'- tetraetilbenzimidazolil carbocianina
linearidade

malonaldeido

motilidade Progressiva

motilidade Total

nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato

solucéo tamponada salina

rapidos

metabdlitos Reativas do Oxigénio

superoéxido dismutase

espermatozoides imoveis

retilinearidade

acido tiobarbiturico

substancias Reativas ao Acido tiobarbitrico
velocidade de trajeto

velocidade curvilinear

velocidade progressiva



Lista de llustracbes X

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Reacdo formadora de radicais a partit do Oo. e, 8
Figura 2. Esquema de visualizacao e interpretacdo das categorias para analise da
integridade de MEMDIANA............uuuiiiiiii e 36
Figura 3. Esquema das caracteristicas visuais e de interpretacédo das categorias
espermaticas observadas na avaliacdo da capacitacdo pelo CTC.........ccccevvvvvvviiiieeeeeennn. 37
Figura 4: painel de fotos do processo de andlise de TBARS e de geracao de H,O»....... 42
Figura 5. Visualizac@o dos padrfes da andlise da capacitagdo —CTC.........cccccceeerrviinnenn. 53



Lista de Tabelas XI

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia dos parametros da avaliacdo
computadorizada da cinética espermatica (CASA) no sémen ovino
congelado/descongelado frente aos tratamentos CAT (catalase), CO (controle), PS
(plasma seminal) € TRO (IrOlOX)........ccvvvuiuiiiiiieiie e e e e e e e 45

Tabela 2 - Médias * erro padrdo dos parametros de cinética espermatica, pelo
sistema de analise computadorizada (CASA) no sémen  ovino
congelado/descongelado frente aos tratamentos CO (controle), CAT (catalase), PS
(plasma seminal) € TRO (Tr0olOX).....ccoeiiiiiiiiiiiiii e 46

Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia dos parametros da avaliacdo de
integridade de membrana plasmatica e acrossomal pelo método de fluorescéncia
(IP e DIC) no sémen ovino congelado/descongelado frente aos tratamentos CO
(controle), CAT (catalase), PS (plasma seminal) e TRO (trolox) — IM1: membrana
plasmética e acrossomal integras; IM2: membrana plasmatica danificada e
membrana acrossomal integra; IM3 membranas plasmatica e acrossomal
(0 F= T To%= To F= T 7P PUPUUPRR 49

Tabela 4 - Médias + erro padrdo dos parametros de integridade de membrana
plasmatica e acrossomal pelo método de fluorescéncia (IP e DIC) no sémen ovino
congelado/descongelado frente aos tratamentos CO (controle), CAT (catalase), PS
(plasma seminal) € TRO (IrOlOX)........ccvvuueuiiiiiiiii e e e e e e e e e e 49

Tabela 5 - Resumo da analise de variancia dos parametros de capacitacédo
espermatica (CTC), no sémen ovino frente aos tratamentos CO (controle), CAT
(catalase), PS (plasma seminal) e TRO (trolox), tendo como variacdo os blocos e
OS TrATAMENTOS. ... ettt e et e e et e e e et e e e et e e e e e e e e an e e ennn s 52

Tabela 6 - Médias * erro padrdo dos parametros de capacitagdo esperméatica pelo
método de fluorescéncia através do CTC: padrdo F: espermatozodides nao
capacitados; padrdo B: alteragbes semelhantes a capacitacdo; padrédo AR:
espermatozoides com acrossomo reagido, no sémen ovino frente aos tratamentos
CO (controle), CAT (catalase), PS (plasma seminal) e TRO
0] [0 ) TSP 53

Tabela 7 - Resumo da anélise de variancia dos parametros da geracéo de peréxido
de hidrogénio H;O; e lipoperoxidagcdo (TBARS) no sémen ovino, na presenca ou
nao de um catalisador quimico da geracédo de H,O, e da lipoperoxidagao, tendo
como causa de variagdo os tratamentos (catalase, controle, plasma seminal e
troloX) € 0S DIOCOS (CAINEINOS)......ccciiiiiieeieiiiiiiiees e e e e e e e e e et e e e e e e e aaaaeaees 55

Tabela 8 - Médias + erro padrdo das concentracfes de substancias reativas do
acido tiobarbitarico (TBARS), geradas no sémen ovino durante a lipoperoxidacao
espontanea (LE) ou catalisada por 0,24 mmol de FeSO4-7H,O (LC) frente aos
tratamentos CO (controle), CAT (catalase), PS (plasma seminal) e TRO
(0] [0 ) TSRS 56



Lista de Tabelas XII

Tabela 9 - Médias + erro padrdo das concentracfes de peroxido de hidrogénio
gerado no sémen ovino e no sémen ovino na presenca de H,O, exdgeno (100
nmol/mL) adicionado ao meio reacional,frente aos tratamentos CO (controle), CAT
(catalase), PS (plasma seminal) € TRO (trolOX)......ccooeeieeeiiiiiiieiiiiiiiiiiine e 57

Tabela 10 - Médias + erro padrdao das concentracdes de substancias reativas do
acido tiobarbitarico (TBARS) geradas no meio diluidor e no plasma seminal em
PBS durante a lipoperoxidacédo espontanea (LE) ou catalisada por 0,24 mmol de
FeS0O,4-7H,0 (LC) e das concentracdes de peroxido de hidrogénio gerados no meio
diluidor e no plasma seminal em PBS e destes na presenca de H,O, exégeno (100
T L0 o U PPPUPUPRPPR 57



“A Medicina € uma ciéncia de verdades transitorias”

JO Soares



Resumo

RESUMO

SICHERLE, C.C. Viabilidade e capacitacdo espermaticas, geracdo de
peréxido de hidrogénio (H.0,) e lipoperoxidagcdo no sémen ovino
adicionado de plasma seminal ou antioxidantes apds a criopreservacao.
Botucatu, 2007. 73p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria — Area
Reproducao Animal) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia , Campus
de Botucatu. Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho’— UNESP.

Objetivou-se avaliar a adicdo de plasma seminal e dos antioxidantes, catalase e
Trolox, ao sémen ovino apos sua congelacdo e descongelacédo. Constituiram—se
guatro grupos, CO (controle - com adicdo de 200uL PBS), CAT (catalase - 12,5
mg/mL = 8 pL + 162 pL PBS), TRO (Trolox - 100 pMol/ 100 x 10° sptz = 3,4 pL +
166,6 pL PBS), PS ( 60% de plasma seminal em PBS = 200 pL) em que os
aditivos foram acrescidos (v/v) na proporcdo de 1:1, as amostras de sémen
criopreservado de 13 carneiros. Os parametros de cinética espermética
determinados através da andlise computadorizada (CASA), a integridade de
membrana avaliada pela combinagdo das sondas fluorescentes lodeto de
Propideo e Diacetato de Carboxifluoresceina, bem como a capacitacédo
espermatica constatada pelo ensaio da Clortetraciclina ndo foram influenciados
pelo tratamento (P>0,05). A adicdo de plasma seminal teve um efeito deletério
sobre a lipoperoxidacdo avaliada pela producéo de TBARS (substancias reativas
ao acido tiobarbiturico), e geracéo de peréxido de hidrogénio (H.0,) pelo método
do Phenol Red de H,0,. O Trolox foi efetivo em controlar a producédo de TBARS
nos sistema geradores (adicdo de +FeSO,). Uma vez que a adicdo de
antioxidantes foi benéfica, por prevenir a formagdo adicional de TBARS e
geracdo de H,O, no sistema gerador, sua utilizacdo em sémen ovino apos a
criopreservagdo pode ser indicada, principalmente em situacdes de maior
desafio oxidativo.

Palavras-chave: ROS, antioxidantes, plasma seminal, espermatozoide, ovinos,
criopreservagao.
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ABSTRACT

SICHERLE, C.C. Viabilidade e capacitacdo esperméticas, geracdo de perdxido
de hidrogénio (H,O,) e lipoperoxidagcdo no sémen ovino adicionado de plasma
seminal ou antioxidantes ap0s a criopreservacdo. Botucatu, 2007. 73p. Dissertacédo
(Mestrado em Medicina Veterinaria — Area Reproducéo Animal) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia , Campus de Botucatu. Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho™— UNESP.

The aim of this study was to evaluate the addition of the antioxidants, catalase e Trolox,
and the seminal plasma in frozen thawed ram semen. Four groups was established, CO
(control 200 uL PBS), CAT (catalase - 12,5 mg/mL = 8 pL + 162 uL PBS), TRO (Trolox -
100 puMol/ 100 x 10° sptz = 3,4 pL + 166,6 pL PBS), PS ( 60% of seminal plasma in PBS
= 200 pL) added in the proportion of 1:1 (v/v) in cryopreserved semen of 13 rams.The
spermatozoa kinematics was determined by CASA, the membrane integrity was
determined by the combination of the fluorescent probes Propidium lodide and
Carboxyfluorescein, and the capacitation status was assessed by Chlortetracycline
assay. No statistic difference were found for these parameters (P>0,05).The addition of
seminal plasma was deleterious on lipid peroxidation analysed by the production of
TBARS (thiobarbituric acid reactive species) and on the generation of hydrogen peroxide
(H20,) assessed by Phenol Red assay. An effective effect was found in the production of
TBARS in the addition of Trolox in the generation system (addition of +FeSQO,4). Once the
addition of antioxidants were beneficial in prevent de additional generation of TBARS and
H,0; in the generator system, they can be use after the cryopreservation of ram semen,

especially in case of oxidative stress.

Keywords: ROS, antioxidants, seminal plasma, spermatozoa, ram, cryopreservation.
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1. INTRODUCAO

O principio dos estudos sobre inseminacao artificial (IA) em ovinos data do
inicio do século vinte, onde as investigacbes sobre meios de diluicdo e
reproducdo levaram ao desenvolvimento e a aplicacdo pratica da IA em
animais de producdo (SALAMON & MAXWELL, 2000).

A necessidade da utilizagdo do sémen de machos ndo presentes na
mesma propriedade de criacdo de ovelhas durante diferentes épocas do ano,
estimulou a pesquisa sobre a armazenagem do espermatozoide sobre
condi¢cdes artificiais. Isso pbdde ser alcancado através da reducdo no
metabolismo do espermatozéide prolongando sua vida fértii (SALAMON &
MAXWELL, 2000).

A capacitacao, que tem inicio quando o sémen deixa o epididimo, ndo deve
estar completa até o momento da ovulacao, pois uma vez capacitado o tempo
de vida do espermatozdide € curto.

Apés a congelacdo e descongelacdo do sémen ovino, a maior parte dos
espermatozoides encontram-se capacitados. Desta forma a técnica utilizada
para inseminacédo artificial (IA) € determinante para a garantia de resultados
satisfatorios. Nesta espécie, até o momento, os melhores indices de prenhez
sdo obtidos pela deposicao do sémen no local e no momento mais proximo a
ovulacdo através da utilizacdo de laparoscopio (SALAMON & MAXWELL,
1995; GILLAN et al., 1997). Todavia, 0 aumento do numero de animais e do
maior consumo da carne ovina faz com que o interesse pelo desenvolvimento
tecnoldgico seja crescente principalmente na preservacdo do sémen a longo
prazo para uso na inseminacao artificial cervical que seria mais pratica e
econdbmica do que a laparoscopia. Porém os baixos indices de gestacédo
obtidos pela IA cervical ou trans-cervical com sémen congelado limitam a
aplicacdo destas técnicas nesta espécie e mostra a necessidade de mais
estudos sobre as técnicas de IA bem como na preservacao do espermatozoide
congelado e descongelado.

A manipulagdo do sémen e o processo de congelacdo e descongelagcao
levam a mudancas estruturais e bioquimicas da célula espermatica, mudancas
estas que aconteceriam naturalmente, porém em um periodo de tempo maior

0 que permitiria sua sobrevivéncia até o momento da fertilizacdo. Dentre
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outras alteracfes o estresse oxidativo leva a geracdo excessiva de espécies
reativas do metabolismo do oxigénio (ROS) acelerando o processo de
capacitacdo e consequente morte celular.

Os efeitos causados pela geracdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS)
na reproducdo masculina tem sido alvo das pesquisas. Niveis excessivos de
ROS no sémen sdo inversamente proporcionais a motilidade espermatica. Ao
mesmo tempo, a geracdo das ROS é necessaria para o desencadeamento da
capacitacdo espermatica (DE LAMIRANDE & GAGNON, 1999).

Como as ROS séo geradas a partir da reducdo incompleta do oxigénio
como parte da cadeia respiratéria celular, a célula possui um sistema de
defesa antioxidante que pode atuar de duas formas, como inativador dos
agentes oxidantes ou como reparador da lesdo ja ocorrida (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997).

A maior parte dos agentes antioxidantes esta presente no meio intracelular.
Sendo que a célula espermatica também pode contar com o0s antioxidantes

contidos no plasma seminal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plasma Seminal

Fatores como estimular ou inibir a funcdo espermatica e a fertilidade tem sido
atribuidas ao plasma seminal (PS) a muito tempo. Estes efeitos sdo mediados por
acOes multifuncionais de componentes organicos e inorganicos que fazem parte
de sua composicdo como as proteinas e membranas vesiculares (MAXWELL et
al., 2006).

Secretado principalmente pela vesicula seminal, pelos testiculos, epididimo,
ducto deferente e outras glandulas acessorias sexuais, o plasma seminal é uma
mistura composta que difere entre as espécies (EVANS & MAXWELL, 1987).

Basicamente o PS possui trés funcdes basicas: ser um veiculo para o
espermatozoide, transportando-os durante a ejaculagdo, servir como um meio
“ativador” para os espermatozoides inicialmente ndo moveis e provir um sistema
tampdo, um meio rico em nutrientes que ajuda na sobrevivéncia dos
espermatozoides apods sua deposi¢cdo no trato reprodutivo feminino (EVANS &
MAXWELL, 1987).

Em carneiros, o PS € um fluido claro e opaco, mas o0 sémen pode ser branco e
cremoso devido a grande concentracdo de espermatozoéides. Sendo composto em
sua maior parte por agua, por volta de 75%, contém iniUmeros componentes
organicos e inorganicos que servem para nutrir e proteger os espermatozoides
(EVANS & MAXWELL, 1987).

Geralmente é uma substancia isotbnica e neutra. Seu pH é mantido em torno
de 7.0 pelo sistema tampédo que protege os espermatozoéides contra mudancas
repentinas o que seria deletério a sobrevivéncia dos espermatozoides.

Ao contrario de outros fluidos corporais, a pressdo osmotica do sémen é
mantida mais pelas substancias organicas do que as inorganicas. Este fato se
deve provavelmente a presenca de consideraveis quantidades de sodio, potassio
e ions cloreto. Os constituintes organicos presentes em maior quantidade no
plasma seminal de carneiros sao: frutose, sorbitol, inositol, acido cloridrico,

glicerilfosforilcolina, fosfolipidios, prostaglandinas e proteinas. A frutose
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representa a maior fonte de energia para o espermatozoide (EVANS &
MAXWELL, 1987).

Componentes antimicrobianos, como as imunoglobulinas da classe IgA,
também estdo presentes, bem como uma variedade de substancias hormonais
incluindo andrégenos, estrégenos, prostaglandinas, FSH, LH hormonios do
crescimento, insulina, glucacon, prolactina, relaxina, horménios liberadores da
tiredide e encefalinas (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Apesar de serem encontradas no PS de diferentes espécies, as
prostaglandinas s&o encontradas em quantidades particularmente altas no caso
de carneiros e bodes. E como sédo estimulantes da contracdo da musculatura
uterina, acredita-se entdo que pode funcionar auxiliando no transporte
espermatico (EVANS & MAXWELL, 1987).

A adicdo ou remocdo de uma variedade de proteinas, presentes no PS,
durante a maturacdo epididiméaria e na ejaculacao tem um papel importante na
capacitacao do espermatozoéide e consequente fertilizacdo do odcito (BARRIOS et
al., 2000).

Diversas pesquisas sugerem que o plasma seminal contém fatores que podem
influenciar a fertilidade de machos de diferentes espécies. Estes estudos
geralmente sdo baseados na composicdo do plasma seminal entre machos com
fertilidade diferentes, ou pelo isolamento de fatores contidos no plasma seminal
que facilitam ou inibem a capacitacdo espermatica ou a fertilizagdo (JONES et al.,
1979; KILLIAN et al.,, 1993; JOBIM et al.,, 2005; CARDOSO et al., 2006;
ELHAJIJGHAQUI et al., 2006; PESCH et al., 2006).

O PS é composto por diversas substancias como, macro elementos (entre
eles: célcio, sddio e potassio), lipideos (principalmente os fosfolipidios, colesterol),
micro elementos (zinco, cobre e ferro), prostaglandinas, carboidratos, compostos
nitrogenados (colina e poliaminas), proteinas, enzimas e antioxidantes
(MAXWELL & JOHNSON, 1999; PESCH et al., 2006).
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2.1.1Proteinas do Plasma Seminal

Héa evidéncias de que algumas proteinas do plasma seminal sdo adsorvidas
pela superficie do espermatozéide apos a ejaculacdo (KILLIAN et al.,, 1993;
BARRIOS et al., 2000; JOBIM et al., 2005; MAXWELL et al., 2006).

O PS de bovinos contém uma série de proteinas denominadas BSP Al, A2,
A3 e BSP 30 kDa, agrupadas como as proteinas BSPs (proteinas do plasma
seminal de bovinos). Estas proteinas aderem ao espermatozoéide durante a
ejaculacdo e desempenham papel importante na motilidade, viabilidade e na
fertilizacdo (JOBIM et al., 2004).

Em estudo realizado por Killian et al. (1993) demonstrou-se a existéncia de
pelo menos quatro proteinas associadas a fertilidade encontradas no PS de
bovinos. Onde as proteinas com 26 kDa e 55 kDa foram encontradas com maior
frequéncia e densidade nos touros de maior fertilidade enquanto as de 16 kDa
(ponto isoelétrico (pl) 4.1 e pl 6.7) mostraram-se mais proeminentes nos touros de
baixa fertilidade. Os autores relacionam estas proteinas com as mesmas BSPs,
devido a caracteristicas de ligacdo ao espermatozéide e sequéncias de
aminoécidos.

A proteina de 55 kDa (pl 4.5) foi posteriormente identificada como uma
osteopontina por Cancel et al. (1997) e a de 26 kDa (pl 6.2) como uma
prostaglandina-D (GERENAM et al., 1998).

As propriedades biolégicas das proteinas presentes no PS tém sido
extensivamente estudadas. Seu papel na fertilizacdo e especificamente na
capacitacdo se deve a sua ligacdo com o grupo colina de fosfolipidios presentes
na membrana espermatica, a lipoproteinas de alta densidade (HDL) e
glicosaminoglicanos como a heparina (GAGSs) presentes nos fluidos folicular e do
oviduto (DESNOYERS & MANJUNATH, 1992).

Barrios et al. (2000) identificaram 20 fracbes de polipeptidios no plasma
seminal de carneiros, com pesos molecular variando entre menos de 12 a quase
200 kDa. Sendo que as bandas mais proeminentes foram aquelas menores que
70 kDa. Investigacbes sobre quais destas proteinas estariam envolvidas na
reversdo do choque térmico, sofrido pelo espermatozéide durante o experimento

por eles desenvolvido, foram testadas com diferentes metodologias. Os autores
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concluiram que a lipoproteinas ndo séo responsaveis pela reversdo do choque
térmico induzido, porque a adicdo isolada de lipoproteinas néo foi capaz de
reverter o efeito causado ao espermatozéide.

Em estudo mais recente, Barrios et al. (2005), reconheceram serem duas as
proteinas envolvidas neste efeito protetor ao choque térmico, as de
aproximadamente 14 kDa (P14) e as de 20 kDa (P20).

Jobim et al. (2005) identificaram 21 fracdes protéicas, no plasma seminal de
carneiros, contendo peso molecular entre 15 e 115 kDa. As fragbes mais
proeminentes foram aquelas menores que 30 kDa sendo intensas as de fracdo 3
(18 -19 kDa), fracdo 5 (17 -18 kDa), fracdo 7 (15 -16 kDa) e fracdo 23 (105 — 108
kDa). As fracdes 3 e 5 obtiveram maior intensidade em relacdo as demais fracdes
e conforme a metodologia utilizada, os resultados sugerem que esta fracdes
seriam as mesmas BSP Al e BSP A2.

No mesmo experimento outras relacdes com proteinas anteriormente
encontradas em outras espécies sao sugeridas. A fracdo proteica 7 poderia ser a
metaloproteinase — 2 inibidora de tecido (TIMP-2), um potente inibidor da matriz-
metaloproteinase (MMPSs), presente no fluido epididimario de carneiros, bodes e
garanhdes. As fragdes 17 (33 — 35 kDa), 23 (105- 108 kDa), 35 (75 — 78 kDa) e 41
(65 — 67 kDa) provavelmente correspondem as MMPs ovinas, por terem massas
moleculares e pontos isoelétricos (pl) similares. A fracdo 9 (21 — 23 kDa) pode ser
a prostaglandina D2 (PGDS), a maior secre¢do protéica epididimaria no carneiro.
Esta proteina funciona como um carreador lipofilico, carreando substancias
lipofilicas como as prostaglandinas, contudo sua relacdo com a fertilidade né&o
esta esclarecida.

Cardozo et al., (2006) concluiram gue a maioria das proteinas encontradas no
PS de carneiros da raca Rasa Aragoneza, tem um peso molecular abaixo de 75
kDa.

Os mesmos autores acharam diferencas entre as proteinas ao longo do ano e
correlacionam esta diferenga com a variabilidade encontrada na qualidade do
sémen durante as diferentes estacdes e épocas do ano (estacdo e contra estacao
reprodutiva). Neste estudo encontrou-se 13 proteinas que apresentam variacdes
significantes durante a estacdo e contra estacao reprodutiva. As fracdes 3 (15 kDa

pl 5.6) e 15 (16.1 kDa pl 6.5) foram mais abundantes de maio a dezembro e
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negativamente correlacionadas com a viabilidade espermatica. A maior
concentracdo destas duas proteinas durante o verdo pode, segundo os autores,
explicar a baixa qualidade espermética encontrada durante estes meses.

A fracdo 9 (73.2 kDa pl 5.0) diminui estatisticamente a partir do inicio do verao
e esta correlacionada com a viabilidade espermética. O que mais uma vez
justificaria a baixa qualidade espermatica durante os meses mais quentes. Esta
proteina pode ter um efeito protetor na membrana espermética, mantendo a
integridade da membrana e, portanto a funcionalidade do espermatozoide
requerida para a capacitacdo, reacdo acrossomal e penetracdo do odcito
(CARDOZO et al., 2006).

La Falci et al. (2002) também encontraram variacfes na presenca de proteinas

no sémen de bodes de acordo com a época do ano.

2.2 Espécies Reativas do Oxigénio (ROS)

O termo metabdlitos reativos do oxigénio ou espécies oxigénio reativas (ROS)
€ utilizado para identificar os intermediarios quimicos reativos do metabolismo do
oxigénio. O termo radical livre ndo é o ideal para identifica-los, pois nem todos os
radicais séo livres, ou seja, nem todos apresentam elétrons desemparelhados em
sua ultima camada (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ROS) sdo geradas e
metabolizadas por todos os sistemas biol6gicos aerdbicos, que necessitam do
oxigénio para seu funcionamento normal. Contudo quantidades excessivas de
ROS sao nocivas a suas funcdes e/ou a sua sobrevivéncia (GUERRA et al., 2004;
MAIA, 2005).

Nestas condicdes fisiolégicas do metabolismo celular, o O, sofre reducédo
tetravalente com aceitacéo de quatro elétrons obtendo como resultado a formacéao
de oxido de hidrogénio. Durante este processo outros intermediarios reativos sao
formados, como os radicais superéxido (Oy), hidroperoxila (HO,) e hidroxila (OH)
e 0 ndo radical peroxido de hidrogénio (H,O,). Normalmente a redu¢cdo completa
do O, ocorre na mitocondria, e a reatividade das ROS é neutralizada pela entrada
de quatro elétrons (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).
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Fig. 1. Reacdo formadora de radicais a partir do O, (adaptado de
NORDBERG & ARNER, 2001)

Os efeitos das ROS podem ser diminuidos ou prevenidos por enzimas como a
superoxido desmutase (SOD), a catalase, as peroxidases (GPx e PHGPX) e
agentes redutivos como as glutationas, o acido ascérbico, taurina e hipotaurina

presentes na célula espermatica e no ambiente seminal (MEDEIROS et al., 2002).
2.2.1 Radical superoéxido (Oy)

E formado ap6s a adicdo de um elétron ao O,. Ocorre em quase todas as
células que utilizam o oxigénio em seu metabolismo sendo produzido durante a
ativacdo maxima de neutrofilos, mondcitos, macréfagos e eosinéfilos (FERREIRA
& MATSUBARA, 1997).

Como o O, ndo possui a habilidade de ultrapassar a membrana plasmatica fica
restrito ao ambiente onde for produzido (NORDBERG & ARNER, 2001).

Duas moléculas de superoxido desmutam rapidamente em peroxido de
hidrogénio e oxigénio molecular, sendo esta reacédo posteriormente potencializada
pela superoxidodesmutase (NORDBERG & ARNER, 2001).

2.2.2 Peroéxido de hidrogénio (H205)

O H,0, é um metabdlito do oxigénio extremamente tdxico para a célula devido
a sua participagdo na reagdo que produz o radical hidroxila (OH®), a partir da
oxidacdo dos metais de transicdo. Apesar de ndo ser um radical livre, por ndo
possuir um elétron desemparelhado na ultima camada, tem vida longa e € capaz
de atravessar camadas lipidicas (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NORDBERG
& ARNER, 2001).
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2.2.3 Radical hidroxila (OH)

O radical hidroxila € formado a partir do peroxido de hidrogénio em uma
reacdo catalisada por ions metal (ferro ou cobre) frequentemente ligada a um
complexo com outras proteinas e moléculas, conhecida como reacdo de Fenton.
A partir da reacdo de Fenton outra reacdo conectada ao superoxido novamente
esta relacionada a reciclagem dos ions metal, a de Haber-Weiss que também tem
como produto final o radical hidroxila (NORDBERG & ARNER, 2001).

O radical hidroxila é considerado a ROS mais reativa em sistemas biolégicos
devido a sua forte reatividade com as biomoléculas. A hidroxila, se produzida
préxima ao DNA e a este DNA estiver fixado um metal, pode levar a inativacao ou
mutacdo do DNA. Além disso, a hidroxila pode iniciar a oxidagdo dos &cidos
graxos polinsaturados da membrana celular a lipoperoxidacdo (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997).

2.2.4 Oxido nitrico (NO)

Apesar de conter um elétron desemparelhado em sua Ultima camada, o 6xido
nitrico ndo reage rapidamente com as biomoléculas como o superoxido. De outra
forma ele rapidamente reage com outros radicais livres gerando moléculas muito
menos reativas, agindo entdo como um varredor de radicais. Todavia, se altos
niveis de superoxido forem produzidos juntamente com o Oxido nitrico os dois
reagem entre si formando o peroxinitrito (OONQO") que € altamente citotoxico e
reage facilmente com outras biomoléculas formando outros radicais (NORDBERG
& ARNER, 2001).

Em concentracg@es fisioldgicas o 6xido nitrico age mais como um antioxidante
do que como um oxidante (NORDBERG& ARNER, 2001).
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2.3 Sistemas Antioxidantes

Antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que quando presente
em menor concentracdo do que 0s substratos oxidaveis retarda significativamente
ou previne a oxidagao daquele substrato (HALLIWELL et al., 1995).

De modo geral os antioxidantes podem ser divididos em dois grupos, 0s
enzimaticos (superoxido desmutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa (GSH), glutationa redutase (GR)), e 0s ndo enzimaticos (
vitamina C e E, compostos de selénio, acido Urico, entre outros) (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER, 2001).

Como forma de protecéo contra as ROS, a célula possui um sistema de defesa
antioxidante que pode atuar de duas formas. Uma delas é através da remocé&o do
agente oxidante antes que ele cause a lesdo. Fazem parte deste grupo a
glutationa (GSH), superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e a vitamina E. A outra forma de atuacdo dos antioxidantes é
pela reparacdo da leséo ja ocorrida, onde entram em acéo a glutationa redutase
(GR), &cido ascérbico, GPx, entre outros (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

A importancia relativa a estes antioxidantes depende do tipo de ROS gerada,
como e onde foi gerada e qual o seu alvo. Uma vez ser totalmente possivel para
um antioxidante proteger um sistema, mas falhar na protecdo de outros ou até

mesmo em alguns casos causar algum dano (HALLIWELL et al., 1995).

2.3.1 Catalase

A catalase é uma hemi proteina citoplasmética que catalisa a redugédo do
peroxido de hidrogénio (H.O,) em agua (H.O) e em oxigénio (O,). Desta forma
evita a formacdo do radical hidroxila pelo peréxido de hidrogénio através da
reacdo de Fenton. Sua atividade depende da NADPH. A catalase se liga a
NADPH a qual protege a enzima da inativacdo e aumenta a sua eficiéncia
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER, 2001).
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2.3.2 a - Tocoferol (vitamina E)

A vitamina E € uma vitamina lipossolavel presente nas membranas bioldgicas.
Contém um grupo hidroxila que reage com elétrons desemparelhados reduzindo,
por exemplo, os radicais peroxilas (NORDBERG & ARNER, 2001).

A vitamina E inibe a lipoperoxidacdo primeiramente por inibir a reacao
formadora de hidroperoxidos de lipideos (LOOH) a partir dos radicais peroxil
(LOO), que por sua vez sao gerados a partir do peréxido de hidrogénio (H20-).
Como o LOO é acumulado rapidamente e em altas concentracdes, o fato da
vitamina E se ligar rapidamente e facilmente a este radical impedindo a
continuacéo da cadeia da lipoperoxidagcédo € um fator antioxidante importante para
a célula. Por este fator a vitamina E é considerada como um antioxidante que
“quebra a corrente” da lipoperoxidagdo. Da mesma forma ela também é capaz de
reagir com outros radicais, ndo tdo rapidamente como no caso do LOO, desde
gue este ndo seja uma molécula de oxigénio sozinha (LIEBLER, 1993).

Todavia, dependo dos compostos presentes na reacdo, a vitamina E pode ser
antioxidativa ou favorecer a oxidagcdo se o produto de sua ligagdo ao LOO, o
radical tocoferol, retirar hidrogénio dos acidos graxos polinsaturados induzindo a
lipoperoxidacdo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

A utilizacdo da vitamina E como antioxidante deve levar em conta a
concentracdo utilizada, uma vez que doses elevadas podem ser toxicas para a
célula (FUKUZAWA et al., 1985).

2.3.3 Trolox C (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-4cido carboxilico)

O Trolox € um analogo hidrofilico da vitamina E, desenvolvido originalmente
em 1974 por Scott et al. apud Wu et al., (1990) como um antioxidante para a
preservacao de alimentos como 6leos e gorduras.

O fato da maior parte das ROS como, por exemplo, o anion superoxido, serem
geradas na fase aquosa aumenta o interesse pelo uso de antioxidantes
hidrossoluveis (SAGACH et al., 2002).
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Wu et al. (1990) descreveram que a lipofilicidade e a retirada relativamente
lenta da vitamina E pela célula, limita o seu uso clinico principalmente em
emergéncias.

Aparentemente o Trolox é capaz de penetrar rapidamente as biomembranas,
sendo um excelente protetor dos fosfolipidios de membrana contra o ataque
peroxidativo. Seu mecanismo de acdo antioxidante é semelhante ao da vitamina

E, ou seja, pela remocao de radicais peroxil (DOBA et al., 1985).

2.4 Sistemas Oxidantes/ antioxidantes e a Funcédo Espermatica

2.4.1 Producao e Degradacéo das ROS no Sémen

Como as enzimas antioxidantes intracelulares ndo conferem a protecéo total a
membrana plasmatica, os espermatozoides adicionam a esta limitada defesa
intrinseca a protecdo conferida pelo plasma seminal, que contém antioxidantes
enzimaticos (catalase, superoxido desmutase (SOD), glutationa peroxidase e
glutationa redutase (GRD)) e ndo enzimaticos (vitamina C, vitamina E, urato,
albumina, taurina e hipotaurina) (GUERRA et al., 2004).

A guantidade e presenca de antioxidantes no sémen, no caso de animais,
dependem da espécie e também da fertilidade do individuo. Em humanos foi
evidenciada uma menor concentracdo de glutationa peroxidase (GPx) no plasma
seminal de homens subférteis e uma correlacdo positiva entre motilidade
espermatica e a quantidade desta enzima (RAIJMAKERS et al., 2003; GUERRA
et al., 2004).

Assim como ocorre com as proteinas, a presenca e quantidade de
antioxidantes no sémen ovino podem variar ao longo ano.

Acredita-se que os lipideos da membrana plasmatica, principalmente os
presentes no acrossomo e gota citoplasmatica sdo 0s mais susceptiveis a
peroxidacdo (JONES et al., 1979; GUERRA et al., 2004).

Em estudo realizado em humanos por Jones et al. (1979), demonstrou-se a
habilidade do plasma seminal em prevenir a lipoperoxidacdo e melhorar a
motilidade dos espermatozoides, quando adicionado ao sémen de homens com

problemas de fertilidade.
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Bilodeau et al. (2000) encontraram pequenas quantidades de glutationa
peroxidase no espermatozdide bovino (6 nmoles NADPH oxidada min*/mg™
proteina) enquanto uma maior quantidade foi observada no PS (204 nmoles
NADPH oxidada min™/mg™ proteina) ja a atividade da catalase néo foi detectada
no espermatozéide e sim no PS (1.00 U/mg proteina). A atividade da superoxido
desmutase (SOD) foi de 286 U/mg proteina no espermatozoéide e 111 U/mg
proteina no plasma seminal, a glutationa também apresentou uma maior atividade
no espermatozoéide do que no plasma seminal (566 x 17 U/mg proteina).

Diferentemente do espermatozoide bovino, uma maior atividade de catalase foi
observada no plasma seminal de humanos (ZINI et al., 2000; ZINI et al., 2002) e
em carneiros (NIVASARKAR et al. (1971) apud BILODEAU et al., (2000)).

Segundo Abu-Erreish et al. (1978) apud Maxwell & Stojanov (1996), o sémen
de carneiros € rico em superoxido desmutase (SOD) e possui pouca atividade de
glutationa peroxidase (GP) e catalase (CAT). Os autores comentam que estas
guantidades podem ser ainda menores com a diluicdo do sémen.

Marti et al. (2003) também encontraram uma maior atividade de SOD do que
de GPx ou da glutationa redutase no sémen congelado e descongelado de
carneiros. Os autores comentam que a maior variagdo nas atividades das
glutationas e uma constancia maior na atividade da SOD também foi observada
no sémen de humanos por outros pesquisadores.

Cerolini et al. (2000) observaram uma atividade inicial crescente de vitamina E
no sémen de suinos incubado por 5 dias.

Diversos estudos confirmam e concluem que os produtos gerados a partir da
metabolizacdo do O, apesar de fazerem parte da fisiologia celular, quando
produzidos em altas quantidades desencadeiam um processo oxidativo que
termina com a morte celular (JONES & MANN, 1977 a e b; JONES et al., 1979;
FERREIRA & MATSUBARA, 1997; DE LAMIRANDE & GAGNON, 1999;
NORDBERG & ARNER, 2001; GUERRA et al., 2004).

Uma série de componentes contidos no sémen, incluindo espermatozéides
morfologicamente anormais e/ou imoéveis, leucécitos e células funcionalmente
anormais sao responsaveis pela geracdo de ROS no sémen humano (DE
LAMIRANDE & GAGNON, 1999).
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As ROS, especialmente o anion superéxido (O;), o perdéxido de hidrogénio
(H20,) e o oxido nitrico (NO) desempenham um papel importante na seqiéncia de
eventos que terminam com a capacitacdo espermatica. Durante a capacitacdo as
mudancas idnicas intracelulares precedem a geracdo de ROS, o0 que é necessario
para que ocorra a fosforilacdo da proteina tirosina (MEDEIROS et al., 2002).

O uso fisiolégico e vital das ROS pelas células tem sido demonstrado
ultimamente em diferentes areas incluindo a sinalizacéo intracelular e a regulacéo
redox. O oOxido nitrico foi identificado como uma molécula sinalizadora e
reguladora das atividades dos fatores de transcricdo celular e de outros
determinantes da expressao génica. Diversas citocinas, fatores de crescimento,
horménios e neurotransmissores utilizam as ROS como mensageiros secundarios
na sinalizagdo da transdug&o intracelular (NORDBERG & ARNER, 2001)

Altos niveis de produgédo de ROS no sémen estdo geralmente associados com
a presenca de espermatozéides anormais e de neutréfilos, o que induz a
lipoperoxidacdo que por sua vez modifica a permeabilidade e a fluidez da
membrana plasmatica (AITKEN, 1999; DE LAMIRANDE & GAGNON, 1999).

Em humanos, a retencdo de citoplasma residual (gota citoplasmatica) pela
célula espermética é positivamente correlacionada a producdo de ROS através de
mecanismos mediados pela enzima glucose-6-fosfatase desidrogenase. Esta
enzima controla a taxa do fluxo de glucose que por sua vez controla a
disponibilidade de NADPH intracelular. Esta dltima é utilizada como fonte de
elétrons pelo espermatozoide como combustivel para a formacdo de ROS por um
sistema enzimatico, o NADPH-oxidase. Porém, quando a retencédo de citoplasma
residual ocorre em excesso aumenta a atividade da enzima glucose-6-fosfatase
desidrogenase que por sua vez vai desencadear a excessiva producdo de
NADPH levando a alta produgcéo de ROS iniciando a cascata da lipoperoxidacao
com consequente perda da funcdo espermatica (AITKEN, 1999).

Os neutrdfilos, células do sistema imune, quando em acdo aumentam o
consumo de oxigénio ativando a enzima NAPH-oxidase da membrana e assim
produzem ROS como o anion superdxido e o radical hidroxila. Todavia, a
presenca de neutrofilos se torna importante no caso de fertilizacdo assistida, onde
estes podem ser levados junto durante a preparacdo do sémen, ou no caso de

infeccdes testiculares ou epididiméarias agudas em que o espermatozoide estara
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em contato direto com os neutréfilos potencialmente ativos sem contar com a
acao protetora do plasma seminal (DE LAMIRANDE & GAGNON, 1999).

A lipoperoxidacdo e a fragmentacdo do DNA vém sendo correlacionadas a
exposicdo do espermatozéide as ROS. De modo que, a excessiva formacéo de
ROS pela célula estad associada com a diminuicdo da motilidade, anormalidades
morfologicas e baixa capacidade de penetracédo no odcito (POTTS et al., 2000).

A célula espermatica é particularmente sensivel ao estresse oxidativo devido
aos fosfolipidios presentes na membrana plasmatica, da inabilidade de re-sintese
dos componentes da membrana e de baixa capacidade antioxidativa. A
peroxidacdo dos lipideos leva a desestabilizagdo da membrana, modificando a
atividade das enzimas ligadoras da membrana o que resulta em morte celular
(MEDEIROS et al., 2002).

O mecanismo gerador das ROS ainda néo foi totalmente esclarecido, mas a
sua formacao, a partir da reducéo incompleta do O," na cadeia respiratdria, ocorre
no espermatozoide assim como ocorre em todos as células aerdbicas que utilizam
0 metabolismo respiratério gerando ATP a fim de satisfazer a demanda
bioenergética. Contudo o sistema NADPH oxidase, geradora de O,” na membrana
espermética, que inicia a sua atividade a partir da remocao do plasma seminal,
pode ser uma das causas da formacéo das ROS (MEDEIROS et al., 2002).

A adicdo de NADPH (20 mM) acarreta em um aumento na producédo de Oy
levando a uma diminuicdo da motilidade, hiperativacdo e capacitagcéo
esperméatica, o que pode ser prevenido através da combinacdo da catalase e
superoxidodesmutase (SOD) (DE LAMIRANDE & GAGNON, 1999).

A diaforase espermatica, que € uma oxidoredutase NADPH dependente de
origem mitocondrial é provavelmente a maior fonte de ROS produzida pelo
espermatozoide em homens inférteis. Uma vez que dois tercos destas ROS foram
detectadas intracelularmente apenas um terco das ROS séao liberadas para o
meio extracelular o que levou Plante et al. (1994) a sugerirem a diaforase como a
maior fonte produtora de ROS intracelular.

Aitken et al. (1996) se surpreenderam ao encontrar, em humanos, uma maior
atividade da enzima SOD na populacdo de espermatozoides defeituosos (baixa
densidade), separados por gradiente Percoll. Esta populacdo também exibiu um

nivel maior de lipoperoxidac&o (9,1 nmol TBARS/10° sptz) quando comparados a
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fracdo de alta densidade (2,1 nmol TBARS/10°® sptz). Os autores concluem que a
associacdo entre a maior atividade da SOD e funcdo espermatica defeituosa
reflete a presenca de precursores de células germinativas e de citoplasma
residual nas células espermaticas, a indugéo direta da lipoperoxidacédo devido a
producdo excessiva de H,O.e a remocdo do anion superdxido que é importante

no processo de capacitacao.

2.4.2 ROS e Capacitacado Espermatica

As ROS séo espontaneamente geradas pelos espermatozoéides dos mamiferos
assim que deixam a cauda do epididimo. Apesar das células de todas as regides
do epididimo serem capazes de gerar o anion superoxido (O;), apenas 0s
espermatozoides da cauda do epididimo tém a competéncia em produzir o
peroxido de hidrogénio (H»O,) sugerindo que estes metabdlitos do metabolismo
do oxigénio estariam envolvidos na regulacdo da funcdo espermatica (AITKEN,
2000).

Até o0 momento muitos autores concordam no papel das ROS (quando em
baixas quantidades), principalmente o &nion superéxido e o peroxido de
hidrogénio, na capacitacdo espermatica, hiperativacdo da motilidade, reacéo
acrossomal e fusdo com o odcito em diferentes espécies, como em humanos (DE
LAMIRANDE & GAGNON, 1992; AITKEN et al., 1993; DE LAMIRANDE et al.,
1997; GRIVEAU & LANNOU, 1997; VILLEGAS et al., 2003), em bovinos
(O'FLAHERTY et al., 2003) e equinos (BAUMBER et al., 2003).

Em bovinos, O’Flaherty et al. (2003) concluiram que o O, exdgeno atua de
forma determinante no processo de capacitacdo fisiolégica do espermatozéide
criopreservado, uma vez que a adicdo de SOD inibiu a capacitagdo mesmo na

presenca da heparina e da catalase.
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2.4.3 InteracBes das ROS com os Espermatozoides

Todos os componentes celulares sdo alvo das ROS, os lipidios, proteinas,
acidos nucléicos e agucares. Contudo, o tipo e extensdo das modificacbes
causadas dependem nao apenas do tipo e quantidade de ROS envolvidas, mas
também do momento e duragcdo da exposicao a estes fatores e também de fatores
extracelulares como a temperatura, oxigénio disponivel e da composi¢cao do meio
de incubacao (DE LAMIRANDE & GAGNON, 1992).

A peroxidacao dos lipideos da membrana é o efeito causado pelas ROS que
foi primeiramente descoberto e estudado. Hoje ja se sabe que as ROS também
oxidam o DNA, afetam a producdo de ATP e NADPH e a condensacdo do DNA
(DE LAMIRANDE & GAGNON, 1992; DE LAMIRANDE & GAGNON, 1999).

a) Lipoperoxidacdo

Apesar de todos os componentes celulares serem susceptiveis a acao das
ROS a membrana, que possui grande quantidade de &cidos graxos
polinsaturados, € um dos mais atingidos, devido a peroxidacéo lipidica que causa
alteracdes em sua estrutura e em sua permeabilidade. Com isso ocorre a perda
da seletividade na troca ibnica e liberacdo do conteudo de organelas, como as
enzimas hidroliticas dos lisossomas e formacao de produtos citotéxicos, como o
malonaldeido (MDA), terminando com a morte celular (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997).

Os radicais peroxila (LOO) e os hidroperoxidos (LOOH) gerados pelas ROS
atacam os fosfolipidios da membrana celular, assim como os residuos de sua
degradacdo como o MDA, afetam a funcdo espermatica (DE LAMIRANDE &
GAGNON, 1999).

O radical hidroxila e o ferro sdo responsaveis pelo inicio da reacdo de
lipoperoxidacdo (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

A hidroxila capta um atomo de hidrogénio do &cido insaturado da membrana
fosfolipidica e se transforma em agua. O acido graxo em presenca de oxigénio
transforma-se em um radical livre e d& inicio a uma reacdo que termina com a

destruicdo da membrana celular. Este processo € chamado de peroxidacdo de
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lipidios. Lesada, a membrana perde sua flexibilidade e suas fun¢cbes de barreira e
de ligagdo (FERREIRA & MATSUBARA, 1997, NORDBERG & ARNER, 2001)

Para que a reacdo em cadeia formadora das ROS néo evolua, um radical
recém formado deve ou reagir com outro radical livre, eliminando o elétron
desemparelhado, ou reagir com um varredor de radicais livres (antioxidantes)
(NORDBERG & ARNER, 2001).

O teste mais comumente utilizado para medir peroxidacao dos lipideos € o da
reacdo do acido tiobarbitirico (TBARS) para o malonaldeido (MDA) que é o
produto final da lipoperoxidagdo. No inicio da lipoperoxidagdo ocorre o acumulo
de hidroperéxidos de lipideos na membrana celular que vao se decompor
formando aldeidos como o MDA (AITKEN, et al., 1993).

Em humanos, Aitken et al. (1993) concluiram que ha uma correlacdo positiva
entre a porcentagem de células mortas ou anormais e producdo de MDA. A fracédo
de baixa densidade (espermatozdides mortos ou anormais), recuperada por
gradiente Percoll, produziu mais MDA do que a fracdo de alta densidade (12,8 x
4,4 MDA/ 10 ® sptz).

Kasimanickam et al. (2006) encontraram maiores niveis de MDA no sémen de
borregos que apresentaram indices insatisfatorios no exame andrologico, ou seja,
com maior porcentagem de células morfologicamente anormais e com menor
motilidade progressiva.

Apesar de terem encontrado diferencas estatisticas quanto a capacitacao,
Peris et al. (2006) nao encontraram diferencas quanto a lipoperoxidacao
comparando o sémen de carneiros fresco e congelado (0,015 a 0,023 mM MDA +
4-HNE/mg proteina x 0,020 a 0,030 mM MDA + 4-HNE/mg proteina,
respectivamente), mesmo apos a adicdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) em
diferentes periodos de incubacéo.
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2.5 Efeitos da Adicdo de Plasma Seminal e Antioxidantes na Viabilidade

Espermética

O plasma seminal contém fatores que podem influenciar a viabilidade
espermética. Esta conclusao é baseada na observacdo de que o espermatozdide
pode morrer se a concentracdo do PS em seu ambiente estiver reduzida atraves
de diluicdo ou lavagem (BARRIOS et al., 2000).

A diluicdo do espermatozoéide de mamifero com pequenos volumes de solucdo
salina ou outra solucéo isotonica produz ativagdo da motilidade. Contudo se esta
diluicdo for excessiva levara a uma perda permanente da motilidade, atividade
metabdlica e capacidade fertilizante in vivo, efeito conhecido como “efeito diluicao”
(MAXWELL & JOHNSON, 1999).

Uma influencia positiva ou negativa em relacdo a motilidade espermatica e
resisténcia ao choque térmico tem sido demonstrada através da adi¢cdo ou
retirada do plasma seminal. Tais controvérsias indicam que o PS € uma mistura
complexa contendo uma variedade de componentes que afetam a sobrevivéncia e
a motilidade espermatica (BARRIOS et al., 2000).

As conclusbes sobre o papel do PS na fertiidade de espermatozéides sao
conflitantes. Em algumas espécies ocorreu um aumento na fertilidade apos a
adicdo de componentes do PS em outros houve a diminuicdo. Variacdes na
presenca ou ndo de concentracbes criticas de certos componentes,
provavelmente proteinas contidas no PS, podem ser responsaveis por estas
diferencas nas taxas de fertilidade. Todavia, o fato da maior parte do plasma
seminal ndo acompanhar o espermatozoide ao local de fertilizacdo, no trato
reprodutivo feminino, sugere que sua remocgao € necessaria para a aquisicdo da
capacidade fertilizante, e pode desempenhar um importante papel no processo de
capacitacdo (MAXWELL & JOHNSON, 1999).

Os fatores responséaveis pela modulacdo da capacitacdo sao provavelmente
do grupo das proteinas ligadas a heparina.

Maxwell et al. (1999) demonstraram que apods a adicdo de 20% de plasma
seminal, diluido em PBS, ao espermatozoide congelado e descongelado a

motilidade se mostrou mais alta e haviam poucos capacitados e com acrossomo
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reagido (o que pode ser conferido pela coloragdo com clortetraciclina, (CTC)),
guando comparados ao grupo onde nao foi adicionado o PS.

No mesmo estudo os autores avaliaram as taxas de prenhez apds a IA
cervical, em ovelhas, onde em um grupo utilizou-se o sémen congelado com a
adicdo do PS apds a descongelacao, e outro grupo adicionando apenas uma
solucéo tampao. As taxas de fertilidade foram maiores no grupo com o PS (51 vs
28%). Estes resultados mostram que apesar do comprometimento funcional
causado pela criopreservacdo, a adicdo do plasma seminal pode levar a
resultados satisfatorios de prenhez quando se utiliza a IA cervical com sémen
congelado na espécie ovina.

Silva et al., (2005) obtiveram bons resultados de fertilidade (74%) quando
adicionaram o PS ap0s a criopreservacdo do sémen ovino utilizando a
inseminacao pela via cervical, apesar de os indices de prenhez do grupo controle
também terem sido bons quando consideramos a técnica de inseminacéao utilizada
(60%).

Proteinas isoladas do plasma seminal de carneiros, fracdes 3, 6 e 7 foram
capazes de reverter o choque térmico induzido, sofrido pelo espermatozdide, em
um trabalho desenvolvido por Barrios et al. (2000), onde ficou demonstrado que a
adicdo destas fracOes proteicas isoladas do plasma seminal de carneiros, bem
como uma unica determinada fracdo, fracdo 6, foram capazes de reverter os
efeitos causados pelo choque térmico, possivelmente devido a adsor¢do destas
proteinas pela superficie da membrana plasmética, o que foi identificado atraves
da microscopia eletronica e sondas fluorescentes.

Metabolitos simples ou componentes idnicos, além das proteinas mostraram
habilidade em manter a viabilidade espermatica em bufalos e carneiros, quando
Catt et al. (1997) utilizaram a Beltsville Tawing Solution (BTS 20) com ou sem a
adicdo do plasma seminal. Ou seja, outros componentes podem ser importantes
além das proteinas.

A adicdo de um plasma seminal artificial (ASP) utilizado primeiramente por
O’Donnell em 1969, em bovinos, ao espermatozéide de carneiros mostrou-se
melhor em estabilizar os efeitos da criopreservacdo quando comparados com o
plasma seminal (SP) e o controle (PBS). A pesar de o plasma seminal ter se

apresentado superior ao grupo controle, os padrées de CTC observados quando
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da utilizacdo do ASP surpreenderam os autores que discutem n&o haver
diferencas entre a solucdo controle e o ASP além dos sais nele contido
(MORTIMER & MAXWELL, 2004).

Potts et al. (2000) adicionando diferentes volumes de plasma seminal ao
espermatozoide humano congelado, 0, 10, 20, 40 e 60% (v:v) verificaram que a
adicao de 40 ou 60% (v:v) foi capaz de proteger melhor os espermatozéides,
produzindo menores indices de lipoperoxidacdo e dano ao DNA celular, mesmo
com a adicao de peroxido de hidrogénio as amostras.

A adicdo de plasma seminal de bovinos ao espermatozoide ovino foi capaz de
produzir menores taxas de lipoperoxidacdo (10 nmol MDA/ 10° sptz) (TBARS)
guando comparado a adicdo do plasma seminal ovino, humano e equino (122,
120, 132 nmol MDA/ 10° sptz respectivamente). Apesar deste fato ndo ser
explicado pelos autores, estes acreditam que o fato do espermatozéide bovino ser
mais resistente a peroxidacdo quando comparado as demais espécies, devido a
alta quantidade de fosfolipidios insaturados presentes na célula, € o caminho para
a resposta aos resultados obtidos neste estudo (JONES & MANN, 1977b).

Em algumas espécies a retirada do PS, antes da diluicdo e congelagdo do
sémen, através de centrifugacdo resulta em melhor congelabilidade do
espermatozoide levando a melhores indices de fertilidade, como no equino
(PESCH et al., 2006) e no caprino (EVANS & MAXWELL, 1987) .

Em ovinos, em trabalho realizado por Oba et al., 2004, observou-se um melhor
resultado quanto a integridade de membrana nas amostras de sémen congelado
sem a presenca do plasma seminal (27,1 vs 22,8%).

Para Jones & Mann em 1997a, a presenca de fosfolipidios no plasma seminal
pode ser responsavel pela inducdo da lipoperoxidacdo o que justificaria sua
toxicidade ao espermatozdide.

No caso do espermatozoéide que passou pelo processo de sexagem, através
do citometro de fluxo, a adicdo do PS ndo mostrou diferenca nos padrdes de
cinética espermética, como a motilidade total, bem como na integridade de
membrana quando comparado ao grupo em que nado houve adicdo do PS. Este
fato pode ser atribuido ao processo de sexagem ao qual o espermatozoide foi

submetido e que deve alterar as proteinas presentes na superficie da membrana
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expondo a célula aos possiveis efeitos deletérios contidos no PS (GRAAF et al.,
2006).

Na tentativa de contornar os efeitos oxidativos causados pelas ROS durante a
criopreservagao, alguns autores vém estudando a adicado de antioxidantes iguais
ou analogos aos mesmos contidos no PS.

Pena et al. (2003), utilizaram no sémen de suinos o analogo da vitamina E, o
Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxilic acid), adicionado ao
diluidor durante o processo de resfriamento para posterior congelacdo. Duas
concentragdes do antioxidante foram testadas 100 e 200 puM I, As amostras
foram avaliadas apos 30 e 120 minutos de incubacdo pdés descongelacdo. As
duas concentracbes demonstraram melhores valores quanto a motilidade
progressiva quando comparadas ao controle, porém as amostras com maior
tempo de incubag&o, 120 minutos, apresentaram resultados ainda melhores se
comparadas as com 30 minutos. O potencial de membrana também foi avaliado
através da coloracdo JC — 1. A suplementacdo com o0 antioxidante aumentou
significativamente o numero de células com alto potencial de membrana, sendo
que a concentracdo de 200pM " se apresentou ainda mais eficiente.

Em carneiros, diferentes concentracoes de Trolox foram testadas 50, 100, 150
e 200 pM adicionadas ao meio diluidor antes da congelacdo do sémen, mas
nenhuma delas foi diferente do controle quanto a motilidade total, padrbes de
cinética (RAP, VAP, VCL E ALH) e integridade de membrana. Contudo um efeito
deletério na motilidade total foi observado nas amostras com as concentracdes de
150 e 200 pM. Desta forma, os resultados indicam que concentracdes elevadas
de Trolox sao toxicas ao espermatozoéide (SICHERLE et al., 2006).

Além da vitamina E outras substéncias antioxidantes vém sendo pesquisadas.
Maxwell & Stojanov (1996) utilizaram a superdxido desmutase (SOD), catalase
(CAT), citocromo ¢ (CHc) e a glutationa peroxidase (GP) . Todos os antioxidantes
melhoraram a motilidade e integridade de membrana dos espermatozéides
mantidos a 5°C por até 6 dias. A soma da catalase e a SOD teve um efeito aditivo
sobre a motilidade e sobrevivéncia dos espermatozéides. A taxa de fertilizacédo
também foi maior no grupo no qual o sémen foi diluido em meio contendo SOD e
CAT, armazenado por 6 dias a 5°C e inseminado por via laparoscopica (SOD,
50%; CAT, 50% vs controle 15%).
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Upretti et al. (1997), ndo observaram diferengas estatisticas quanto a
manutencdo da motilidade apods a incubacdo do sémen de carneiros por 24h a
38°C ao utilizarem a vitamina E (10 mM) e a catalase (45ug/mL) adicionadas ao
meio diluidor.

Maia em 2006 utilizando a catalase (50 pg/mL) e o Trolox (50puMol/100 x 10°
sptz) separadamente ou juntos adicionados ao meio diluidor antes da congelacéo
do sémen ovino, observou apods a descongelacdo, que em relacdo a motilidade
espermética o Trolox e o Trolox + catalase obtiveram um valor inferior quando
comparado a catalase e ao grupo controle. Quanto a integridade de membrana
plasmatica e acrossomal, a autora p6de observar um efeito benéfico na adicdo da
catalase e do Trolox separadamente. Porém nas concentracfes utilizadas a
adicdo destes antioxidantes ndo se mostrou diferente em relagdo ao controle
guanto a diminui¢do ou neutralizagdo na producéo das ROS.

Apés a adicdo de a-tocoferol (0,2 mg/mL) ao sémen de suinos e incubacgao por
5 dias a 19°C, Cerolini et al. (2000) observaram que a adicdo do a-tocoferol foi
benéfica, prevenindo a diminuicdo da viabilidade esperméatica (menor nimero de
células lesadas) durante os 5 dias e também apresentou menores indices de
lipoperoxidacdo quando comparado as amostras controle (7,4 pg MDA/ 10° sptz x
18,9 pg MDA/ 10° sptz no 3" dia de incubacéo e 6,5 ug MDA/ 10° sptz x 28,6 Hg
MDA/ 10° sptz no 5 dia).

Ollero et al. (1996) observaram bons resultados de viabilidade espermética
utilizando 3,2 mM de vitamina E adicionados ao meio diluidor apds a congelagéo e
descongelacdo do sémen de carneiros, quando comparado ao controle (27,3% X
18,97 % do grupo controle).

A adicao de catalase em diferentes concentracdes (1, 10, 100 e 200 pg/mL) ao
sémen de bovinos resfriado por dias a 5C foi benéfico na manutencdo da
motilidade espermatica para todas as concentracfes em comparagao ao controle.
Porem, acima de 100 pg/mL ndo houve melhora estatistica em relacdo as demais
concentracdes (FOOTE, 1962).
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2.6 Criopreservacdo do Sémen

Os primeiros relatos de congelacdo bem sucedida com sémen de carneiro
foram feitos por pesquisadores russos que em 1937 utilizaram uma solugéo
contendo 9,2% de glicerol para o congelamento de sémen de mamiferos
(coelhos, carneiros, touros, cachagcos e garanhdes) e de aves a -21°C.
Contudo o espermatozoide ovino continua susceptivel a lesées causadas pelo
processo de criopreservacao o que acarreta em uma diminuigdo da populacao
de células moéveis e em baixos indices de fertiidade apds a inseminacéo
cervical (SALAMON & MAXWELL, 1995; SALAMON & MAXWELL, 2000).

Apesar de uma populacdo dos espermatozdides preservar sua motilidade
apos a congelagédo e descongelacdo, apenas uma pequena porgado, 20-30%,
permanecem biologicamente intactos. O espermatozoéide pode estar moével,
porém lesado e este fato coloca em duvida seu poder de fertilizacdo. A
crioinjuria causada ao espermatozoide pode ser estrutural (fisica), bioquimica
ou funcional. O dano estrutural ou fisico ocorre na membrana plasmatica e
acrossomal, no acrossomo, mitocéndria e axonema. As mudancas bioquimicas
incluem a liberagdo da transaminase oxaloacética glutamica, perda de
lipoproteinas e aminoéacidos, diminuicdo da atividade da fosfatase, perda do
poder de ligacdo a proteina do colesterol, aumento do sodio e diminui¢cdo do
potéssio intracelular, inativacdo da hialuronidase, perda de prostaglandinas,
reducdo na sintese de ATP e ADP e diminuicdo na atividade proteolitica
acrossomal (SALAMON & MAXWELL, 1995; AZEVEDO, 2006; MAIA, 2006;
SOUZA, 2007).

As mudancas estruturais e bioquimicas causadas pela criopreservagédo ao
espermatozoide podem ser responsaveis pelas alteracfes na integridade
funcional da célula, sua sobrevivéncia in vivo e capacidade fertilizante
(SALAMON & MAXWELL, 2000).

A célula sobrevivente ao processo de congelacdo e descongelacdo
demonstra um estado alterado da membrana, similar ao que ocorre no
processo de capacitacao ou reacdo acrossomal (WATSON, 1995; GILLAN et
al., 1997).
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A capacitacdo é um pré-requisito necessario para que ocorra a fertilizagéao.
Apesar de alguns eventos continuarem ndo esclarecidos, a capacitacao
engloba a remocédo de componentes da membrana plasmatica e a saida de
célcio antes que reacdo acrossomal seja induzida (GILLAN et al., 1997).

Diversos estudos demonstraram que apos a congelacdo e descongelacédo
grande parte dos espermatozoides apresentam um padrdo semelhante a
capacitacdo (GILLAN et al., 1997, MAXWELL et al., 1999; MORTIMER &
MAXWELL, 2004; AZEVEDO, 2006).

Gillan et al. em 1997, confirmaram que apdés a congelacdo e
descongelacdo a maior parte dos espermatozoides apresentam um padréo
similar a capacitacdo, o que pdde ser conferido através de sonda fluorescente
utilizando a Clortetraciclina (CTC), onde 65,9 % das células apresentavam o
padrdo semelhante a capacitacao.

Através da utilizacdo do CTC Pérez et al.,, (1996) observaram que o
espermatozoide ovino que passa pelo processo de congelacdo e
descongelacdo e que embora pareca estar morfologicamente intacto ao ser
submetido & uma capacitacdo induzida, esta ocorre de maneira mais
acelerada quando comparado ao sémen fresco. Desta forma os autores
concluiram que o processo de criopreservacdo acelera o processo de
capacitacao.

O proprio processo de congelagdo € uma etapa critica uma vez que a
temperatura e a velocidade de congelagdo sdo cruciais a sobrevivéncia e a
manutencdo da capacidade de fertilizagdo do espermatozoéide. Durante o
processo, quando a temperatura chega ao redor de - 5°C a agua intra e
extracelular permanece em um estado super-resfriado e ndo congelado, mas
entre - 5°C e - 10°C ocorre a formacédo de gelo no meio extracelular, enquanto
gue a agua intra-celular permanece super resfriada este equilibrio permite a
desidratacdo celular. Neste ponto a taxa de resfriamento deve ser lenta o
suficiente para permitir que a desidratacdo ocorra, evitando que a &gua
intracelular congele, e rapida o bastante para evitar que a célula se exponha
ao meio hiper-osmotico crescente subseqiente a desidratacdo. Uma

desidratacdo extrema leva a injurias como o efeito solucdo causado pela
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desnaturacdo de macromoléculas e um encolhimento excessivo da célula
levando ao colapso irreversivel da membrana (MEDEIROS et al., 2002).

A curva de congelacdo mais apropriada € rapida o suficiente para permitir o
congelamento da &gua extracelular sem que ocorra a formacdo de gelo
intracelular (MEDEIROS et al., 2002).

O uso de crioprotetores permeaveis adicionados aos meios diluidores,
como o glicerol, é importante para evitar a formacao de gelo intracelular (GAO
et al. apud MEDEIROS et al., 2002).

A composicdo do meio diluidor, agentes crioprotetores, 0 processo para
congelacdo, a metodologia de congelacdo e descongelacdo do sémen séo
guestdes muito estudadas e bastante importantes para a preservacao da
capacidade fertilizante do espermatozoide (SALAMON & MAXWELL, 1995;
SALAMON & MAXWELL, 2000).

2.6.3 Meio Diluidor

O diluidor utilizado para a preservacdo do sémen deve ter um pH
adequado, capacidade tamponante, osmolaridade compativel e deve proteger
0 espermatozoide contra crio injurias (SALAMON & MAXWELL, 2000).

Diversos ingredientes tém sido utilizados como base para diluicdo e
posterior congelacdo do sémen ovino como o0 citrato, o leite, a lactose,
sacarose, rafinose, TRIS (tris-hidroximetil aminometano) entre outros
(SALAMON & MAXWELL, 2000).

A pesar dos meios a base de TRIS serem os mais comumente utilizados,
Gonzalez (1996) ndo observou diferenca estatistica nos resultados quanto a
preservacdo da membrana plasmética e a taxa de gestacdo com a utilizacdo
de meio composto por glicina, gema de ovo e leite desnatado quando
comparado ao meio contendo TRIS ( 48,1% e 55,5% para porcentagem de
membranas integras e 88% e 86% para taxa de gestagcdo respectivamente). A
autora conclui que os resultados obtidos quanto a integridade de membrana
neste experimento se devem a combinacdo de ingredientes crioprotetores
contidos no meio Glicina-Gema-Leite: o glicerol, 20% de gema de ovo, glicina,

orvus es paste e as macromoléculas do leite.
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A gema de ovo também pode ser considerada um crioprotetor, ela € um
componente presente na maioria dos diluidores e ao que parece seu efeito
protetor € efetivo quanto aos danos causados a membrana plasmatica (perda
de fosfolipidios) e a motilidade dos espermatozdides durante os processos de
resfriamento e congelagcdo (HOLT et al., 1992; SALAMON & MAXWELL,
2000).

O (glicerol, em diferentes concentracbes, € 0 crioprotetor comumente
adicionado aos diluidores para a congelagdo do sémen de carneiros
(SALAMON & MAXWELL, 2000).

Trata-se de um crioprotetor penetrante, mas semelhante aos nao
penetrantes exerce um efeito extracelular pela estimulacdo osmdética da
desidratac&o celular diminuindo o volume de agua intracelular disponivel para
congelar. Seu papel intracelular € o de ocupar o lugar da agua intracelular
necessaria para a manutencdo do volume celular, interagir com as
macromoléculas e ions diminuindo o ponto de congelamento da agua. Por ser
penetrante, sua concentracdo deve ser controlada para que nao ocorra
intoxicagdo ou perda da fungdo celular (SALAMON & MAXWELL, 2000;
MEDEIROS et al., 2002; GIL et al., 2003).

2.6.4 Avaliacado das Membranas Espermaticas

O fato de o espermatozoide apresentar-se mével apdés o processo de
congelacéo e descongelacéo, ndo quer dizer que o0 mesmo sera capaz de realizar
a fertilizacdo. Definitivamente estes processos alteram a condicdo da membrana
plasmatica e de outros componentes da célula espermatica.

Uma membrana plasmética funcionalmente intacta € um pré-requisito para a
sobrevivéncia e funcdo espermatica. A membrana age ndo somente como um
limite para o citoplasma celular, mas sua semi-permeabilidade mantém um
gradiente quimico de ions e solutos e também segura estruturas proteicas
especificas importantes que agem como transporte para a &agua, fontes de
substratos energéticos e receptores sinalizadores, todos relevantes para o
metabolismo esperméatico e sua habilidade em interagir com o meio. A perda

desta integridade funcional ameaca a funcionalidade e a vida do espermatozdide
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em varios niveis, da capacidade fertilizante até a morte celular (RODRIGUEZ-
MARTINEZ & BARTH, 2006).

Os testes comumente utilizados para verificar 0 estado da membrana
plasmatica combinam sondas corantes impermedveis como a eosina, a Hoechst
33252, a rodamina e o iodeto de propideo (IP), combinadas ou ndo as sondas
permeaveis como o diacetato de carboxifluoresceina (DIC) (RODRIGUEZ-
MARTINEZ & BARTH, 2006).

A avaliacdo quantitativa através da combinacdo das sondas IP e DIC foi
descrita por Harrison & Vickers em 1990, onde as células com a membrana
integra apresentam a fluorescéncia verde (DIC) e as com membrana lesada
vermelha (IP).

Uma das avaliagdes utilizadas para a constatacdo dos danos causados a
membrana é o que utiliza o antibi6tico fluorescente Clortetraciclina (CTC). Neutro
e nado complexo o CTC atravessa a membrana celular e penetra nos
compartimentos intracelulares contendo calcio livre. Uma vez dentro destes
compartimentos o CTC se torna negativamente carregado desta forma pode se
ligar a este calcio livre tornando-se mais fluorescente. Este complexo CTC-célcio
preferencialmente se liga a regides hidrofobicas, como a membrana plasmatica,
resultando em padrbes de coloracdo caracteristicos das varias fases transitorias
exibidas pela membrana do espermatozdéide (GILLAN et al., 1997; MAXWELL et
al., 1999; MORTIMER & MAXWELL, 2004).

Ward & Storey (1984) avaliando o sémen de ratos através do CTC definiram
os padrbes de coloracdo encontrados como padrédo F para as células intactas,
nao capacitadas, padrdao B para as com alterac6es semelhantes a capacitacédo e
padrdo AR para as com acrossomo regido.

Utilizando o CTC Gillan et al. (1997) encontraram 65,9% dos espermatozéides,
congelados e descongelados, com padrdo semelhante a capacitacéao (padréo B) e
25,9% com acrossomo regido (padrdo AR) e apenas 6,7% de células intactas
(padrédo F). Maxwell et al. (1999) também encontraram a maior parte das células
com padrdo B, apés serem congeladas e descongeladas.

Azevedo (2006) também observou que apds a criopreservacdo do sémen
ovino a maior parte das células apresenta o padrdo B ou AR. Comparando o

sémen fresco (SF), resfriado (SR) e congelado (SCD) os resultados para os
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padrées F, B e AR obtidos pelo referido autor foram respectivamente: 78,9%;
11,8% e 9,3%(para o SF); 61,0%; 26,2% e 12,9% (para o SR); 14,9%; 34,0% e
51,1% (para o SCD).
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3 HIPOTESE

A adicéo de plasma seminal ou dos antioxidantes catalase e Trolox ao sémen
ovino, apdés a congelacdo e descongelacdo, incrementam a viabilidade
espermética, produzindo menores indices de lipoperoxidagao, geracao de H,O; e
previne as mudancas semelhantes a capacitacdo no espermatozoide

criopreservado.

4  OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da adicdo de plasma seminal e dos antioxidantes catalase e
Trolox, nas concentragbes utilizadas, sobre o sémen ovino congelado e
descongelado, quanto as caracteristicas de cinética espermatica.

Avaliar a integridade de membrana e capacitacao espermatica através do uso
de sondas fluorescentes.

Avaliar os niveis de lipoperoxidacao e producao de peréxido de hidrogénio no
sémen congelado e descongelado adicionado de plasma seminal, catalase ou
Trolox.



Material e Métodos 33

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de estudos em Biotecnologia
Aplicada a Reproducdo de Ovinos e Caprinos, no laboratério do Centro de
Diagnostico e Biotecnologia em Reproducdo Animal (CERAN), instalacbes do
Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) — Botucatu — Séo Paulo e a colheita e processamento do sémen foi
realizado no laboratério da Fazenda da Barra — Itatinga — S&o Paulo, local onde

se encontravam o0s carneiros utilizados.

5.2 Animais Experimentais

Foram utilizados treze carneiros da raca Santa Inés, com idade entre 12 e 36
meses, andrologicamente aptos segundo os parametros utilizados por Fonseca et
al. (1992), submetidos ao manejo nutricional da propriedade que constava de uma
racao balanceada contendo um concentrado a base de milho, soja e farelo de
trigo, volumoso (feno de graminea), sal mineral e agua a vontade.

Foi coletado um ejaculado de cada carneiro por meio de vagina artificial,

utilizando ovelhas em estro.

5.3 Procedimentos Experimentais

5.3.1 Andlise pré-criopreservacao

Apds a colheita cada ejaculado foi avaliado quanto aos parametros
espermaticos:
e Volume do ejaculado (mL) e aspecto no proprio frasco coletor
e Motilidade convencional (0 — 100%) e vigor (0O — 5). Para a realizacao
destas avaliagbes, uma aliquota de sémen in natura (10uL) foi diluida

em meio X-Cell® (0,250 pL) mantido 37°C e ap6s a confeccdo de lamina
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pré-aquecida também a 37'C as amostras foram posteriormente
analisadas em microscopia 6ptica em aumento de 200X.
Os ejaculados que apresentaram motilidade convencional igual ou superior a
80% foram utilizados para a congelacao.
A concentracdo espermatica (x10°) foi determinada com o uso da camara de
Neubauer apds a diluicdo do sémen (10 puL) em 4,0 mL de agua destilada, em

uma diluicao final de 1:400.

5.3.2 Diluicdo do sémen

Todos os ejaculados aprovados foram diluidos em meio Glicina Gema Leite —
GGL (pH 7,22 e osmolaridade 309) (GONZALEZ, 1996) (Anexo 1-9.1) em duas
etapas, descritas abaixo, obtendo-se a concentracdo final de 400 x 10°
espermatozoides/mL.

e 12etapa

Apébs o célculo do rendimento de cada ejaculado, levando-se em conta que
cada palheta possuia a concentracdo de 400 x 10° espermatozéides mL, a
primeira parte do meio (Meio 1) sem o glicerol foi primeiramente adicionada,
chegando a um volume de 50% do volume total final.

o 23etapa

Apoés a primeira diluicdo foi feita a analise quanto a motilidade convencional
em microscopia de luz no intuito de averiguar possiveis interacfes desfavoraveis.

Em seguida o restante do meio diluente (Meio II), contendo o glicerol era
adicionado, obtendo-se o volume final.

Outra andlise de motilidade foi realizada apds a adicdo do Meio II.

Durante toda a diluicdo do sémen as amostras e 0os meios diluentes foram

mantidos em banho-maria a 32°C.
5.3.3 Congelacédo do sémen
A criopreservacdo do sémen foi feita em uma maquina de sistema

automatizado de refrigeracdo e congelacdo (modelo Tetakon® - TK 3000, TK

Tecnologia em congelacdo Ltda), composta de uma unidade de monitoramento e
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refrigeracdo, um cilindro porta-palhetas e uma caixa plastica térmica como
recipiente para nitrogénio liquido.

Apds o envase as palhetas foram colocadas no cilindro porta-palhetas,
previamente aquecido a 32°C, em posi¢do vertical e submetidas ao processo de
refrigeracdo e congelagédo na curva P3 S1 do equipamento. Neste programa a
curva de refrigeracdo de 32°C a 5°C ocorre a uma taxa de 0,25°C/min. Atingindo
os 5°C as palhetas eram mantidas nesta temperatura até completar 120 minutos
desde o inicio da refrigeracdo (RODELLO, 2006).

Logo apos o cilindro foi colocado na caixa contendo nitrogénio liquido até a
marcacado indicada pelo fabricante e a curva de congelacdo era iniciada (-
20°C/min até atingir -120°C).

Ao final do procedimento as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido,
raqueadas e armazenadas em botijdo criogénico a -196°'C até o momento da
descongelacao e anélise.

5.3.4 Descongelacdo das amostras

As amostras foram descongeladas em banho-maria a 40°C por 20 segundos
(SOUZA et al., 1999) e posteriormente o volume de cada palheta (200 pL) era
colocado em tubos eppendorfs de 1,5 mL previamente aquecidos a 37°C
contendo:

e Grupo CO (controle): 200uL PBS (BARTH, 1989) (Anexo 1-9.2)

e Grupo CAT (catalase): 12,5 mg/mL (0,187 U/mL )= 8 pL + 192 uL PBS =
200puL

e Grupo TRO (Trolox): 100 pMol/ 100 x 10° sptz = 3,4 pL + 196,6 pL PBS

e Grupo PS: 60% de plasma seminal em PBS = 200 L

O plasma seminal na concentracdo de 60% em PBS foi obtido da seguinte
forma:

e Foram colhidos ejaculados de trés carneiros da raca Santa Inés. A cada
colheita os ejaculados dos trés animais eram misturados e logo apos
foram submetidos a centrifugacdo, em centrifuga refrigerada a 4000xg
(centrifuga MLW- K23 — DDR) por 15 minutos. Logo apds o sobrenadante foi

retirado e novamente centrifugado, na mesma velocidade e tempo.



Material e Métodos 36

Apébs a segunda centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e filtrado em
filtro de 0,22um, armazenado em tubos de 1mL e congelados em
temperatura abaixo de -20'C até a sua utilizacado (MORTIMER
&MAXWELL, 2004).
Para os antioxidantes foi seguida a seguinte metodologia (MAIA, 2006):
e Catalase 12,5 mg/mL: 0,0125g de catalase diluidos em 1,0 mL de
tampao Tris.
e Trolox 10 mM: 0,0125g de Trolox para 5 mL de tampao Tris.
As solugbes contendo os antioxidantes foram preparadas e armazenadas em
mini tubos e congeladas em temperatura abaixo de -20° C até a sua utilizagao.
Para cada animal foram descongeladas 16 palhetas, sendo uma para a
avaliacdo computadorizada (cinética) e os testes de integridade de membrana e
capacitacdo, duas para o teste de lipoperoxidacdo (TBARS) e uma para a
avaliacdo da geracao de peroxido de hidrogénio (H,O,). Todas as analises citadas
foram feitas nos quatro grupos experimentais estudados.
AplOs a homogeneizacdo as amostras foram avaliadas sobre os diferentes

parametros estudados.

5.3.5 Avaliacdo computadorizada da cinética espermatica

Uma aliquota de 60pL das amostras de cada grupo (13,2 x 10° sptz) foi diluida
em 250uL de X-Cell® mantido a 37°C e em seguida submetido a avaliagéo
computadorizada da motilidade (Hamilton Thorn Biosciences versao IVOS 12,3,
Sperm Analysis System), em camara de Makler aquecida a 37°C, utilizando a
configuracdo de setup conforme recomendado pelo fabricante para carneiros
(Anexo 1-10.6). Para cada amostra foram avaliados trés campos escolhidos
aleatoriamente e automaticamente para os parametros de cinética espermética:

e Motilidade Total (MT, %)

e Motilidade Progressiva (MP, %)

e Velocidade de Trajeto (VAP, %)

e Velocidade Curvilinear (VCL, %)

e Velocidade Progressiva (VSL, %)

e Amplitude Lateral da Cabeca (ALH, pum)
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e Frequéncia de Batimentos de Flagelo (BCF, Hz)

e Retilinearidade (STR, %)

e Linearidade (LIN, %)

e Elongation (ELON, %)

e Espermatozéides com Movimento Répido (RAP, %)
e Espermatozoides Estaticos (STATIC, %)

5.3.6 Avaliagdo da integridade de membrana

A avaliacdo da integridade de membrana foi avaliada pela associacdo das
sondas fluorescentes lodeto de Propideo (IP) e Diacetato de Carboxifluoresceina
(DIC) (Anexo 1-9.3) (adaptado de HARRISON & VICKERS, 1990). Para isso,
20uL de amostra de cada grupo foram colocados em um tubo protegido da luz e
logo apds adicionou-se 40uL da Solucdo de Trabalho (Anexo 1-9.3). Apos a
homogeneizacdo as amostras foram incubadas por 15 minutos e logo apds uma
gota desta solugéo foi colocada entre uma lamina e laminula e procedeu-se a
avaliacdo em microscépio com iluminagdo epifluorescente no aumento de 400
vezes utilizando filtro 13 (Filtro de Excitacdo e Supressdo: BP 450-490/LP515),
onde para cada lamina 100 células foram avaliadas.

As células apresentando a coloracdo verde sdo consideradas com a
membrana plasmética integra, as em vermelho lesadas e as com fluorescéncia
em vermelho e verde com a membrana plasméatica lesada e a membrana
acrossomal integra (HARRISON & VICKERS, 1990) (figura 2).
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integros Memb. plasmatica integra e Lesado
acrossomal lesada

Figura 2. Esquema de visualizacao e interpretacdo das categorias para analise da integridade de
membrana.

5.3.7 Capacitacdo espermatica e reacdo acrossomal

As amostras foram testadas quando ao estadio de capacitacdo com o uso da
técnica da Clortetraciclina (CTC) a qual identifica mudancas espermaticas
semelhantes a capacitacao e reacado acrossomal.

De cada amostra, 40 pL foram diluidos em 1000 uL de PBS pré-aquecido a
37°C e submetidas a uma centrifugacdo a 800xg por 4 minutos (centrifuga Excelsa
Baby Il — modelo 206R -FANEN). ApOs a retirada do sobrenadante, o pellet restante foi
re-suspendido com 200uL de PBS aquecido contendo em cada frasco os
tratamentos utilizados (catalase, Trolox, plasma seminal ou s6 PBS no caso do
grupo controle) e uma aliquota de 10uL dessa mistura foi transferida para tubos
contendo 10pL da solugdo de 1mM de CTC (Anexo 1-9.4) preparada diariamente.
A mistura foi entdo homogeneizada por 20 segundos. Uma gota desta suspensao
foi colocada em uma lamina aquecida e sobre esta uma outra gota de solugéo
com 0,22M de DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octano) com o intuito de retardar a
perda da fluorescéncia. A mistura foi entdo coberta com uma laminula,
comprimida firmemente com papel absorvente, selada com esmalte incolor e
mantida, por no maximo 1 hora, protegida da luz a 4°'C para leitura (GILLAN et al.,
1997; AZEVEDO, 2006).
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A contagem dos espermatozéides, 100 para cada lamina, foi feita sob 6leo de
imersdo em microscopio com iluminacao epifluorescente, com aumento de 1000
vezes, utilizando filtro I3 (Filtro de Excitacdo e Supressao: BP 450-490/LP515).

A classificagéao foi feita de acordo com a metodologia de Gillan et al. (1997):

e Padrdo F: uniforme distribuicdo da fluorescéncia por toda a cabeca com
presenca ou nao de faixa pontilhada, mais brilhante, na regido
equatorial — células intactas

e Padrdo B: fluorescéncia na regido anterior da cabeca, auséncia de
fluorescéncia na regido pos-acrossomal — células com padrao
semelhante a capacitagdo com acrossomo intacto

e Padrdo AR: regido anterior da cabeca com pouca ou nenhuma

fluorescéncia — células com acrossomo reagido (figura 3)

Figu
ra 3. Esquema das caracteristicas visuais e de interpretacdo das categorias esperméaticas

observadas na avaliacédo da capacitacéo pelo CTC baseado em Gillan et al. (1997).
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5.3.8 Quantificacao da lipoperoxidacéo

A peroxidacao dos lipidios da membrana plasmatica dos espermatozoides foi
determinada pelo método espectofotométrico dos TBARS (substancias reativas ao
acido tiobarbitarico), descrito por Buege & Aust (1978), o qual se baseia na
guantificacdo do complexo formado pela reacdo de duas moléculas de &acido
tiobarbitirico com uma de malonaldeido (MDA), formando um cromégeno de
coloragdo rosea, o qual é quantificado num comprimento de onda de 532 nm.
Todas as andlises foram realizadas em espectofotometro UV-VIS (Perkin Elmer -
Lambda 25) a 25°C.

Para a determinacao dos niveis de lipoperoxidacdo no sémen criopreservado,
foram descongeladas duas palhetas de sémen de cada carneiro e cada
tratamento (figura 4). A dosagem da concentracdo de TBARS na amostra de
sémen foi determinada da seguinte maneira:

1. Em um tubo falcon depositou-se 0,4 mL da amostra (sémen: uma
palheta com volume aproximado de 200 ul + 200uL de PBS somado ou
nao aos tratamentos conforme descrito no item 5.3.4), cada tratamento
permaneceu em contato com o sémen por 5 minutos.

2. Em seguida foi adicionado 2mL do reagente TBA (15% de acido
tricloroacético; 0,25M de &cido cloridrico e 0,375% de &cido
tiobarbiturico) e 15ul de BHT 50mM usado para evitar a auto-oxidagao
dos lipidios, catalisada por ions de metal, durante o aquecimento
(LAPENNA et al., 2001) com o reagente tiobarbitarico (Anexo 1-9.5).

3. Os tubos contendo esta mistura foram incubados em banho fervente por
15 minutos e em seguida, resfriados em um recipiente com gelo

triturado.

4. Apos o resfriamento, as amostras foram centrifugadas a 1300xg por 15
minutos (centrifuga Excelsa Baby Il — modelo 206R -FANEN) e 0 sobrenadante
mantido em banho de gelo e \utlizado para a analise

espectrofotométrica.
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O ensaio foi realizado em duplicata e a absorbancia da amostra foi
determinada a 532nm contra um branco composto por 1mL de reagente TBA.

Na segunda amostra (0,4 mL de sémen + tampéo PBS) foi adicionado 100l
de sulfato ferroso heptahidratado (2,4mM) para induzir a lipoperoxidacao (Anexo
1-9.5) e as amostras foram incubadas em banho-maria a 37°C por 15 minutos.
ApoOs a incubacao, adicionou-se a cada amostra 2mL do reagente TBA e 30 pl de
BHT e foi seguido o protocolo igual para a mensuracdo de TBARS nas amostras.
Este segundo procedimento denominado lipoperoxidagao induzida ou catalisada
por ferro (LC), tem como objetivo medir todo o potencial que a amostra teria em
gerar o radical em questdo, sendo considerado o controle positivo da reacédo ou
sistema gerador (SG).

A dosagem da concentracdo de TBARS foi determinada também no diluente
livre de espermatozoide. As amostras dos meios | e Il foram descongeladas e
misturadas na proporgdo de 1:2 respectivamente e uma aliquota de 1 mL, para
cada amostra, foi utilizada para a determinacéo da lipoperoxidacdo em 8 amostras
da mesma mistura analisadas de forma pareada, seguindo o mesmo protocolo
utilizado para a amostra de sémen, tanto para a lipoperoxidagdo espontanea,
guanto para a catalisada. O mesmo processo foi repetido para o plasma seminal
diluido em PBS.

Para o calculo das concentracbes de TBARS geradas nas amostras, € nos
sistema geradores os resultados obtidos foram comparados com uma curva de
calibracdo com malonaldeido (MDA) como padrdo, nas concentracdes de 1 a
20mmol:

e Foi preparada uma solucdo estoque de MDA 10mM pela hidrélise de
17mL 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 solugédo estoque de MDA para
resultar em uma concentracgéo 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.
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5.3.9 Quantificacdo do peréxido de hidrogénio (H20,)

O peroxido de hidrogénio contido no sémen e no diluidor foi medido pelo
método colorimétrico do Phenol Red (Anexo 1-9.6). O ensaio baseia-se na
oxidagcdo do Phenol Red pelo H202, mediada pela horseradish peroxidase
(HRPO), a qual resulta na formacdo de um composto com alta absorbéancia a
610nm. Na presenca de HRPO exdgena o Phenol Red muda de cor, do vermelho
para o amarelo, sempre que grande quantidade de H202 é produzida no meio.
Elevando o pH para 12,5 a cor amarela torna-se purpura e permanece inalterada
por um longo periodo de tempo e sua absorbancia pode ser lida a 610nm (MAIA,
2006).

Para a dosagem da quantidade de H202 liberada pelos espermatozéides,
procedeu-se da seguinte forma:

e Uma amostra de 200 uL de sémen (100x10s espermatozoéides) + 200 pl
de PBS contendo ou ndo os tratamentos foi colocada em tubo e
mantida a 37°C.

e Ao sémen foi acrescentado 975ul da solugcdo tampéo para Phenol Red
(PRS) (Anexo 1-9.6) (figura 4).

e Em seguida 10uL da solucédo estoque de Phenol Red e 15uL da solugéo
de peroxidase (Anexo 1-9.6).

e A amostra foi incubada a 37°C por 30 minutos e em seguida,
centrifugada (centrifuga Excelsa Baby Il — modelo 206R -FANEN) a 1300xg por
10 minutos.

e O sobrenadante foi removido e a reacao foi finalizada pela adicdo de
10uL de hidroxido de sodio (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 10uL de
NaOH a 1IN. As analises foram realizadas em espectrofotometro UV-VIS, com
duplo feixe (Lambda 25 — Perkin Elmer), cujo compartimento da cubeta foi
mantido a 25°C. Utilizou-se cubetas de 1cm de caminho 6tico com capacidade
para 0,7mL.

Em uma segunda aliquota de sémen, além dos reagentes do ensaio,

adicionou-se 100 umol de peroxido de hidrogénio (H202 exdgeno) e procedeu-se 0
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processamento e analises da mesma forma que a amostra. Esse procedimento foi

denominado sistema gerador (SG) e tem 0 mesmo objetivo do sistema gerador da

lipoperoxidacao.

Os mesmos procedimentos foram feitos tanto para as amostras de sémen

guanto para o meio diluidor e para o plasma seminal.

O teste foi padronizado com concentragdes conhecidas de H202, obtidas de

uma solucéo cuja concentracao era conhecida. Para isso, foi elaborada uma curva

padrdo com concentragdes de 1 a 60 umol de H202 (1 a 60 nmol/mL):

Inicialmente, preparou-se uma solugdo estoque de H20:2, diluindo-se
102uL de peroxido de hidrogénio 30% em 100mL de agua destilada
(ultra pura), o que teoricamente resultaria em uma concentragéo de 10
mmol, no entanto, a concentracdo real da solucdo foi determinada
medindo-se a absorbancia da mesma a 230nm e usando o coeficiente
de absorcdo molar E = 81M-1cm-1, 0 que gerou uma concentracdo de
9,4 mmol.

A solucdo foi armazenada em geladeira, em frasco de vidro ambar,
envolto com papel aluminio, até a utilizacdo. Foram acrescentados
volumes diversos da solugcéo estoque de H202, de modo a obter as
concentragdes finais de 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 umol de
H202, mais o tampdo PRS (também em volumes de acordo com a
concentracéo de H202), 15 ul de peroxidase e 10 ul de solugéo estoque
de Phenol Red.

Apés 5 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, adicionou-se

10uL de NaOH a 1N e mediu-se a absorbancia a 610nm.

Os resultados da mensuragdo de H202 foram expressos em nmol de

H202/40x10° espermatozoides/30 min.
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Figura 4: painel de fotos do processo de andlise de TBARS e de geracdo de H,0,. A-
descongelacdo do sémen; B- adi¢do da solucdo TBA; C e D — adicdo do Fe no sistema gerador; E-
preparacdo dos tubos para incubacéo; F- incubacdo em banho fervente; G — centrifugacdo das
amostras; H- cubeta utilizacdo para analise no espectofotometro; | — espectofotometro; J-
reagentes para analise do H,O,; K- centrifugagdo das amostras; L- amostras antes (amarelo) e
apo6s a adicdo de NaOH 1N (purpura); M- homogeiniza¢do das amostras antes da leitura; N- grupo

de amostras prontas para analise.
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5.4 Andlise Estatistica

As analises foram feitas em um delineamento de blocos ao acaso, levando-se
em conta os blocos (carneiros) e trés tratamentos (catalase, plasma seminal e
Trolox) e o controle. O efeito dos tratamentos sobre os parametros da motilidade
espermatica, integridade de membrana, lipoperoxidadacao, geracdo de peroxido
de hidrogénio e capacitacdo espermatica foi avaliado pela andlise de variancia
(ANOVA) e a comparacdo das médias pelo teste de Duncan onde P<0,05
(Statigraf analise system®).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Avaliacdo Computadorizada da Cinética Espermatica

Pelo método ANOVA de anélise dos resultados em relacdo a motilidade total
(MT), motilidade progressiva (MP) e demais parametros da cinética espermatica
analisados pelo CASA (VAP, VCL, VSL, ALH, BCF, STR, LIN, ELON, RAP e
STATIC), ndo houve diferenca estatistica em relacdo aos tratamentos utilizados,
guando comparado ao grupo controle (P>0,05) (Tabela 1).

As médias e o erro padrao obtidas para cinética espermatica nos diferentes
tratamentos avaliados est&o descritos na Tabela 2.

Vale ressaltar que o objetivo do presente trabalho foi o de avaliar a adigéo de
plasma seminal e antioxidantes apds a congelacao e descongelacdo do sémen
ovino independente da caracteristica de crioresisténcia individual inerente a cada
animal. Ao excluirem-se os valores obtidos com carneiros que apresentaram
indices abaixo do minimo recomendado pelo Colégio Brasileiro de Reproducédo
Animal, obtem-se uma média no grupo controle (CO) de 43,3% para motilidade
total e 24,54% de motilidade progressiva. No grupo CAT: 42% para MT e 22,1%
para MP; no grupo PS: MT = 45,5% e MP = 25,8% e no grupo TRO: MT = 35% e
MP = 21,3%. Do grupo dos 13 carneiros utilizados, dois animais apresentaram
valores inferiores ao minimo para uma amostra congelada e descongelada, que
deve ser de no minimo 30% de espermatozdéides moveis apds a criopreservacao.
Uma vez ser comum encontrar no mercado partidas de sémen ovino
apresentando padrbes abaixo do recomendado, objetivou-se a avaliacdo da
adicdo dos tratamentos independente de caracteristicas individuais. Entretanto os
resultados ndo foram estatisticamente diferentes independente do tratamento

avaliado.
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Tabela 1 — Resumo da analise de variancia dos parametros da avaliacdo
computadorizada da cinética espermatica (CASA) no sémen ovino
congelado/descongelado frente aos tratamentos CAT (catalase), CO (controle),

PS (plasma seminal) e TRO (trolox).

Parametro Causasde Grausde Quadrado F Valor de P
Variacao Liberdade Médio
MT (%) Blocos 12 576,27244 3,882 0,0008
Tratamento 3 140,58974 0,947 0,4282
Residuo 36 148,46474
MP (%) Blocos 12 205,07692 3,369 0,0023
Tratamento 3 12,01923 0,197 0,8975
Residuo 36 60,880342
VAP Blocos 12 1807,1855 11,165 0,0000
(um/s)
Tratamento 3 283,4682 1,751 0,1740
Residuo 36 161,86612
VCL Blocos 12 1281,6052 8,707 0,0000
(Mm/s)
Tratamento 3 292,1221 1,985 0,1337
Residuos 36 147,18455
VSL (um/s) Blocos 12 2122,3713 11,198 0,0000
Tratamento 3 382,4436 2,018 0,1288
Residuos 36 189,52956
ALH Blocos 12 1,7785577 10,225 0,0000
(um/s)
Tratamento 3 0,0535256 0,308 0,8196
Residuos 36 0,1739423
BCF (Hz) Blocos 12 8,2497743 1,319 0,2517
Tratamento 3 0,1068750 0,017 0,9969
Residuos 36 6,2523393
STR (%) Blocos 12 97,599359 7,263 0,0000
Tratamento 3 29,256410 2,177 0,1076
Residuos 36 13,436966
LIN (%) Blocos 12 263,27564 11,129 0,0000
Tratamento 3 31,71154 1,341 0,2765
Residuos 36 23,655983
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Continuacdo Tabela 1 - Resumo da analise de variancia dos parametros da
avaliacdo computadorizada da cinética espermatica (CASA) no sémen ovino
congelado/descongelado frente aos tratamentos CO (controle), CAT (catalase),
PS (plasma seminal) e TRO (trolox).

Parametro Causasde Grausde Quadrado F Valor de P
Variacéo Liberdade Médio
ELON (%) Blocos 12 32,195157 0,669 0,7680
Tratamentos 3 25,240028 0,525 0,6681
Residuos 36 48,098474
RAP (%) Blocos 12 430,44142 4,515 0,0002
Tratamentos 3 23,60114 0,248 0,8625
Residuos 36 95,334188
STATIC Blocos 12 749,36396 4,154 0,0005
(%)
Tratamentos 3 103,91738 0,576 0,6346
Residuos 36 180,39756

Tabela 2 - Médias + erro padrdo dos parametros de cinética espermatica, pelo
sistema de analise computadorizada (CASA) no sémen ovino
congelado/descongelado frente aos tratamentos CO (controle), CAT (catalase),
PS (plasma seminal) e TRO (trolox).

PARAMETRO TRATAMENTO
CoO CAT PS TRO

MT (%) 39,9 +3,79 42,1 +5,22 43,5 + 4,89 36,0 £ 3,59
MP (%) 22,7+2,18 22,1 +2,67 24,1 +3,28 22,0 £ 2,67
VAP (um/s) 126,8 + 7,20 118,1+5,14 117,6 + 7,67 125,0 + 6,25
VCL (um/s) 184,0 + 6,25 173,4 + 4,33 175,0 + 6,22 179,2 + 5,98
VSL (um/s) 110,1 + 8,09 101,0 +5,78 100,3 + 8,04 110,0 + 6,58
ALH (um/s) 6,4+0,21 6,4 +0,22 6,3+0,20 6,3+ 0,20
BCF (Hz) 39,1+0,89 39,3+0,72 39,2+ 0,62 39,3+0,66
STR (%) 79,1+1,72 77,1+1,56 77,6 £1,87 80,5+1,29
LIN (%) 56,0 £2,70 54,0 £ 2,20 54,0 £ 2,89 57,0+2,26
ELON (%) 37,5+2,01 38,4 +2,19 37,1+1,46 40,3 + 1,68
RAP (%) 28,4 +3,11 28,2+ 3,71 30,4 +4,43 27,1+3,35
STATIC (%) 53,0+£4,35 48,0 + 6,03 49,1 + 5,05 53,7+4,14
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Maxwell et al. (1999), obtiveram resultados estatisticamente superiores quanto
a motilidade apés a adicdo de 20% de plasma seminal (PS) diluido em PBS ao
sémen ovino congelado e descongelado (52% vs 75%). Neste mesmo estudo,
testou-se a adicao do plasma seminal de 3 carneiros, individualmente, e um pool
dos mesmos 3 animais. Houve diferenca estatistica também entre os machos,
indicando a possibilidade de haver uma variabilidade individual na composi¢ao do
PS o que influenciara o resultado. Através da adicdo desta porcentagem de PS os
autores observaram indices satisfatorios de prenhez com o uso da IA cervical
(51% vs 28%) com sémen congelado.

No presente experimento utilizou-se um pool de PS de 3 diferentes carneiros,
o critério para a utilizacdo destes animais foi o resultado na congelacédo do sémen,
sendo que todos apresentaram resultados de motilidade pds-congelagédo
superiores a 30%. Porém, os resultados aqui obtidos ndo corroboram com
achados de Maxwell et al. (1999).

Mortimer & Maxwell (2004) avaliaram a cinética espermatica apés a adicao de
20% de PS ao sémen congelado e descongelado, contudo a adi¢éo foi feita em
uma solugdo tampéo para swim-up, ou seja, as analises foram realizadas com sub
populactes de espermatozoéides funcionalmente melhores. Da mesma forma bons
resultados foram obtidos nos grupos sem a adicdo de PS, contendo apenas a
solucédo tampéo. A retirada do meio diluidor, do crioprotetor e re-suspencao dos
espermatozoides em um meio tamponante poderia por si sO ter sido suficiente
para melhorar a cinética espermatica.

Pena et al. (2003) utilizando 100 e 200uMol x 500 x 10° sptz de Vitamina E no
sémen de cachaco congelado e descongelado, puderam observar um incremento
nos padrées de cinética quando comparado ao grupo controle. O mesmo néao
pode ser observado no sémen de carneiros no presente estudo, corroborando
com os dados encontrados por Maia (2006) e por Sicherle et al. (2006), quando se
testou a adicdo de Trolox em diferentes concentracdes, no meio diluidor para
congelacdo. De fato Maia (2006), utilizando 50 pMol x 100 x 10® sptz de Trolox
obteve um valor estatisticamente menor quanto a motilidade total e progressiva
guando comparado ao demais grupos contendo catalase e somente no meio
diluidor.
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A utilizacdo da vitamina E ou de seus analogos é controversa no que diz
respeito a cinética espermatica, uma vez que alguns autores encontraram
resultados satisfatérios em suinos (CEROLINI et al., 2000; PENA et al, 2003), ou
nao encontraram diferenca (UPRETI et al, 1997; SICHERLE et al., 2006) e outros
obtiveram resultados negativos (MAIA, 2006).

Sicherle et al. (2006) utilizando concentracdes de 50, 100, 150 e 200 uM de
Trolox adicionados ao meio diluidor antes da congelacdo do sémen ovino,
observaram que as concentra¢des iguais ou maiores que 150 uM foram deletérias
a motilidade progressiva dos espermatozoéides. O fato da vitamina E penetrar
rapidamente dentro da célula, mas sua retirada ser lenta (WU et al., 1990; Doba et
al., 1985) pode ser a explicacdo para a sua aparente toxicidade quando utilizada
em doses mais altas.

De qualquer forma a intengéo da utilizacdo dos antioxidantes bem como do PS
ndo teve o intuito de otimizacdo dos padrbes de cinética esperméatica e sim de
primeiramente controlar a geracao de radicais que além de outros danos levam a
peroxidacdo dos lipideos da membrana. Com isso um efeito secundario nos
padrées de motilidade do espermatozéide poderia ter ocorrido, uma vez que, uma
alta geracéo de peroxido de hidrogénio (H.0) influencia diretamente a motilidade
(AITKEN et al., 1993). Este efeito poderia ter sido encontrado com a adicdo de
12,5 mg/mL de catalase, o que ndo ocorreu no presente estudo.

Maia em 2006, com a utilizacdo de 6,25 mg/mL (0,0935 U/mL) de catalase
adicionado ao meio diluidor, ndo obteve indices diferentes do grupo controle
guanto a MT e MP. No sémen ovino sexado Graaf et al. (2006), também néao
observaram efeito da adicdo de 100 U/mL de catalase ao meio diluidor sobre os
mesmos parametros. Ja no sémen refrigerado a 5°C, Maxwell & Stojanov (1996),
observaram que 100 ou 200 U/mL de catalase foi capaz de manter melhores
taxas de motilidade durante 6 dias quando comparado ao grupo controle.
Provavelmente neste experimento a catalase anulou os efeitos deletérios que a
producdo de H,O, teria sobre a célula durante este periodo, contudo Upretti et al.
(1997) nao observou o mesmo efeito na adicdo de 45ug/mL no sémen incubado a
37°C por 3 dias.



Resultados e Discussao 51

6.2 Integridade de Membrana

De acordo com a analise ANOVA, nao houve diferenca estatistica (P>0,05)
entre os tratamentos quanto a avaliacdo da integridade de membrana avaliada
pelo método de fluorescéncia utilizando a combinacdo de sondas lodeto de
Propideo (IP) e Diacetato de Carboxifluoresceina (DIC) (Tabela 3 e 4).

Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia dos parametros da avaliacdo de
integridade de membrana plasmatica e acrossomal pelo método de fluorescéncia
(IP e DIC) no sémen ovino congelado/descongelado frente aos tratamentos CO
(controle), CAT (catalase), PS (plasma seminal) e TRO (trolox) — IM1: membrana
plasmatica e acrossomal integras; IM2: membrana plasmatica danificada e
membrana acrossomal integra; IM3 membranas plasmatica e acrossomal
danificadas.

Parametro Causasde  Graus de Quadrado F Valo de P
Variacao Liberdade Médio
IM1 Blocos 12 45,118590 0,576 0,8468
Tratamento 3 37,589744 0,480 0,6984
Residuos 36
IM2 Blocos 12 260,34936 3,452 0,0019
Tratamento 3 123,50641 1,638 0,1978
Residuos 36
IM3 Blocos 12 359,23397 2,084 0,0443
Tratamento 3 158,07692 0,917 0,4423
Residuos 36

Tabela 4 - Médias + erro padrdo dos parametros de integridade de membrana
plasmética e acrossomal pelo método de fluorescéncia (IP e DIC) no sémen ovino
congelado/descongelado frente aos tratamentos CO (controle), CAT (catalase),
PS (plasma seminal) e TRO (trolox).

) TRATAMENTO

PARAMETRO CO CAT PS TRO
IM1 13,0+1,92 15,5+ 2,18 13,3+ 2,03 16,5 + 3,00
IM2 35,0+ 2,61 38,5+ 2,96 42,4+ 2,76 39,0+ 3,76

IM3 52,2+ 2,49 46,0 £+ 4,31 46,0 £ 3,79 44,4 + 5,30
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Ao avaliar-se os resultados do grupo controle percebe-se que a média
encontrada para células integras foi baixo em comparacdo com outros dados de
literatura para integridade de membrana do sémen ovino congelado e
descongelado. Apesar de Harrison & Vickers (1990) classificarem as células
coradas com IP na cabeca e com retencdo de DIC na regido do acrossomo como
espermatozoides com a membrana plasmatica lesada e acrossomal intacta, para
guantificacdo final das células neste estudo por eles desenvolvido, todas as
células coradas em vermelho (IP), em qualquer parte, foram classificadas como
lesadas. Esta classificacdo leva em consideracdo o fato da necessidade da
membrana plasmatica estar intacta para que o espermatozoide esteja mével e,
portanto em condicdes de realizar a fertilizagdo (HARRISON & VICKERS, 1990;
RODRIGUEZ-MARTINEZ & BARTH, 2006). Os resultados obtidos no presente
experimento ocorreram desta forma talvez por caracteristicas de crioresisténcia,
uma vez que todos machos eram da mesma linhagem genética (AZEVEDO,
2007).

A adicdo de catalase (6,25 mg/mL) foi benéfica na preservacéo da integridade
de membrana plasmética e acrossomal, analisada por Maia em 2006 através da
combinacao de sondas fluorescentes 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). O mesmo resultado, porém em menor
proporcao foi observado no mesmo estudo com a adicdo do Trolox (Catalase =
34,1%; Trolox = 31% vs Diluidor = 29%), sendo todos adicionados ao meio
diluidor previamente a congelacdo do sémen, 0 que neste caso pode ter sido mais
eficiente em proteger a célula antes que a lesdo ocorra.

Ollero et al., (1996) também observaram um maior niumero de células intactas,
no sémen ovino congelado e descongelado, no grupo adicionado de vitamina E.

Quanto a utilizacado do plasma seminal, estudos onde se adicionou ao sémen
apenas fracdes proteicas demonstram melhores resultados na preservacao e até
mesmo na recuperacdo da membrana plasmatica (OLLERO et al., 1997;
BARRIOS et al. 2000; BARRIOS et al. 2005). No presente estudo a adicdo do PS
nao resultou em alteracdes significativas quanto a integridade de membrana

guando comparado aos demais grupos.
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O perfil protéico do PS nédo foi o objetivo do presente estudo, mas talvez as
outras substancias contidas no PS, que ndo as determinadas fracbes protéicas,
anulem o efeito “protetor” de membrana conferido por elas, uma vez que a
fisiologia normal da célula seria 0 de realizar a capacitacado (desestabilizacéo e
posterior fusdo das membranas celulares) para que ocorra a fertilizacdo odcito.
Um aspecto interessante € refletir sobre as células que nestes estudos
demonstram uma “recuperacdo” da membrana plasmatica. Como estaria 0 DNA
celular? Uma vez que a membrana plasmatica se tornou permeavel, pode ter
ocorrido dano ao DNA, portanto, a recuperacdo da membrana seria suficiente
para recuperar o potencial fertilizante deste espermatozoide? Segundo Peris et al.
(2006) em estudo com sémen ovino, ha uma aumento na porcentagem de células
com fragmentacdo do DNA celular apés a criopreservacao.

Conforme o delineamento deste experimento, a utilizagdo dos antioxidantes e
do PS foram feitas apds a congelacdo e descongelacdo das amostras, de modo
gue, as alteracdes causadas pela criopreservacdo, como a alteracdo na

permeabilidade da membrana foram de tal magnitude que se tornou irreversivel.

6.3 Capacitacdo Espermatica

O padréao de classificacao para capacitacdo espermatica proposto por Gillan et
al. (1997), utilizando a sonda fluorescente Clortetraciclina, foi utilizado neste
experimento onde padrdes de coloracdo foram diferenciados e ordenados como
descrito no item 5.3.7.

Pela andlise ANOVA nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos
(P>0,05) (Tabela 5). Os resultados obtidos no grupo controle sdo parecidos com
os encontrados na literatura para o sémen ovino pos congelagdo (F= 13,5%; B=
32,3%; AR= 54,1%). Os dados obtidos por Gillan et al. (1997) foram: F= 8%; B=
65% e AR= 27%. J4 Azevedo (2006), encontrou 14,9% de padréo F, 34,0% para o
padrdo B e 51,1% de células com padrdo AR. Estes dados confirmam que sémen
ovino apresenta a maior parte dos espermatozéides com alteracdes semelhantes
a capacitacdo, apos ter passado pelo processo de criopreservacdo. Segundo
Pérez et al. (1996) mesmo a célula aparentemente intacta apresenta uma

modificacdo semelhante a capacitacdo mais acelerada quando testada frente a
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uma capacitacdo induzida. Isso nos leva a crer que as alteragdes estruturais da
membrana sdo induzidas pela criopreservacdo, mesmo que a ceélula pareca
intacta.

A adicdo de 20% plasma seminal de 3 diferentes carneiros, separadamente,
apresentou-se de maneira diferente quanto aos padroes de CTC, em trabalho
desenvolvido por Maxwell et al. em 1999. Comparado ao grupo controle ( F= 30%;
B= 41% e AR=25%) o grupo em que utilizou-se o PS do animal “C” foi
estatisticamente mais efetivo do que os demais machos testados (A: F=30%;
B=38%; AR=22%; B: F=31%; B=42%; AR=22%; C: F=35%; B=42%; AR=15%),
guer dizer ha variagdo entre 0s animais quanto aos componentes contidos no PS.
Contudo, a adicdo de PS a uma solucdo tamponante para swim-up nao
apresentou melhores resultados quando comparado a solucao de PBS sozinha ou
a uma outra solucdo denominada plasma seminal artificial (ASP), desenvolvida
por O Donnell (1969) composta por sais e frutose. Deve-se levar em conta que a
técnica de swim-up recupera uma populacdo de células morfologicamente
melhores e neste caso a solugdo ASP recuperou uma maior quantidade de
espermatozoides de padrdo F (ASP: F=58%; PBS: F=42%; PS+PBS: F=38%)
(MORTIMER & MAXWELL, 2004).

A adicdo dos tratamentos apds a criopreservacdo, mesmo apos a
centrifugacéo e re-suspencdo em solu¢des contendo os tratamentos (metodologia
para a analise de CTC) no presente estudo, ndo foi estatisticamente diferente.
Como hipétese as modificagBes ocorridas durante o processo de congelacao e

descongelacéo, nas condicbes experimentais, ndo foram reversiveis.

Tabela 5 - Resumo da andlise de variancia dos parametros de capacitacdo espermatica
(CTC), no sémen ovino frente aos tratamentos CO (controle), CAT (catalase), PS (plasma
seminal) e TRO (trolox), tendo como variacdo os blocos e os tratamentos.

Padréao Causas de Graus de Quadrado F Valo de p
Variacao Liberdade Médio
F (%) Blocos 12 41,39 0,580 0,8436
Tratamento 3 17,71 0,248 0,8621
Residuos 36 71,71
B (%) Blocos 12 275,00 2,911 0,0065
Tratamento 3 221,14 2,341 0,0896
Residuos 36 94,48

AR (%) Blocos 12 456,27 3,08 0,0044
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Tratamento 3 36,74 0,25 0,8620
Residuos 36 147,96

Tabela 6 - Médias + erro padrdo dos parametros de capacitacdo espermatica pelo
método de fluorescéncia através do CTC: padrdo F: espermatozoéides néao
capacitados; padrdao B: alteragcbes semelhantes a capacitacdo; padrédo AR:
espermatozoides com acrossomo reagido, no sémen ovino frente aos tratamentos
CO (controle), CAT (catalase), PS (plasma seminal) e TRO (trolox).

] TRATAMENTO
PADRAO co CAT PS TRO

F (%) 13,5+ 1,91 143+2,02  11,5£2,00 13,4+2,81

B (%) 32,4 + 3,10 34,0+£370  42,0+3,26  36,2+2098

AR (%) 54,1 + 3,14 52,0+4,86  51,3+4,09  50,1+4,33

Figura 5. Visualizacdo dos padrbes da analise da capacitacdo —CTC. A e B-

padréao F; C- padrao B; D- padrdo AR; E- microscépio de fluorescéncia.

6.4 Lipoperoxidacao e Geragéao de H,O,

Pela analise ANOVA houve diferenca estatistica entre os tratamentos tanto
para a geracdo de TBARS (nas amostras (sémen) e no sistema gerador
adicionado de +FeSQ,), quanto para a geracdo de H,O, (somente nas amostras)
(Tabela 7).



Resultados e Discussao 56

A geracédo de TBARS, lipoperoxidacdo, no grupo controle demonstrou o que
ocorre com a peroxidacao dos lipideos apos a congelacédo e descongelacao do
sémen ovino sem a interferéncia de aditivos. A geracdo de 1,2 nmol de
TBARS/10® sptz ndo foi diferente da encontrada por Maia em 2006, utilizando a
mesma metodologia (1,26 nmol de TBARS/10°® sptz). A metodologia empregada é
de fundamental importancia para comparacao da lipoperoxidacdo, uma vez que a
concentracdo de células na amostra influencia diretamente o0s niveis de
peroxidacdo dos lipideos. Outro aspecto a ser relevado é a adicdo de BHT, que foi
utilizado na técnica de TBARS deste experimento, por causa da auto-oxidacéo
sofrida pelos lipideos das amostras, reacao esta catalisada por ions metal durante
0 aquecimento com o acido tiobarbitirico como parte da metodologia. Esta reacéo
pode ser evitada pela adicdo de BHT (BUEGE & AUST, 1978). O método TBA
também favorece a liberacdo de percussores de TBARS a partir da oxidacao das
proteinas gerando mais TBARS. La Penna et al. (2001) utilizaram o BHT no meio
reacional com a intencdo de minimizar esta reacao.

A adicdo do plasma seminal aumentou (P<0,05) a producdo de TBARS em
relacdo aos demais tratamentos tanto na lipoperoxidagéo espontanea (LE) quanto
na catalisada (LC) (Tabela 7 e 8), provavelmente este fato se deve aos lipideos
(fosfolipidios e colesterol) e as proteinas contidos no PS, uma vez que as
amostras contendo apenas o PS em PBS também produziram valores altos de
TBARS (3,4 nmol/mL) (Tabela 10).



Resultados e Discussao 57

Tabela 7 - Resumo da analise de variancia dos parametros da geracdo de
peroxido de hidrogénio H,O, e lipoperoxidagdo (TBARS) no sémen ovino, na
presenca ou nao de um catalisador quimico da geracdo de H,O, e da
lipoperoxidacdo, tendo como causa de variagdo o0s tratamentos (catalase,

controle, plasma seminal e trolox) e os blocos (carneiros).

Parametro  Causas de Graus de Quadrado F Valor de p
Variacdo Liberdade Médio
TBARS Blocos 12 6,494 11,188 0,0000
(amostra)  Tratamento 3 7,467 12,864 0,0000
Residuo 88 0,580
TBARS Blocos 12 4,721 5,238 0,0000
(+FeSO,)  Tratamento 3 12,975 14,397 0,0000
Residuo 88 0,901
H.O, Blocos 12 572,0 4,321 0,0000
(amostra)  Tratamento 3 695,3 5,252 0,0022
Residuo 88 132,4
H.O, Blocos 12 1749,6 5,80 0,0000
(+H202 Tratamento 3 400,48 1,33 0,2704
10mM)
Residuos 88 301,56

No sémen humano congelado sem PS a adicdo de 60% de PS em solugao
tampdo apd6s a descongelacdo produziu menores indices de lipoperoxidacao
(0,198 nmol de TBARS/10°%) quando comparado ao grupo controle e ao grupo com
a adicdo de 20% de PS (0,402 e 0,344 nmol de TBARS/10° respectivamente)
(POTTS et al., 2000).

Jones & Mann (1977Db), adicionaram gema de ovo, PS filtrado de bovinos,
humanos, garanhdo e carneiro ao espermatozoide ovino fresco sem a presenca
do PS e obtiveram 49, 10, 120, 132 e 122 nmol de TBARS/10° incubado com a
adicdo de FeSO4 e ascorbato. O PS de bovinos foi o0 mais efetivo em proteger as
células da peroxidacdo dos lipideos. Os indices obtidos, no presente estudo, na
lipoperoxidacao catalisada (LC) foram bem menores em todos os grupos (Tabela
8), provavelmente pela adicdo do BHT que nédo foi mencionado no estudo destes

autores.
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Tabela 8 - Médias * erro padrdo das concentracdes de substancias reativas do
acido tiobarbitdrico (TBARS), geradas no sémen ovino durante a lipoperoxidagéo
espontanea (LE) ou catalisada por 0,24 mmol de FeSO,-7H,O (LC) frente aos
tratamentos CO (controle), CAT (catalase), PS (plasma seminal) e TRO (trolox).
Resultados expressos em nmol de TBARS/10° espermatozéides.

TBARS (nmol/10° sptz)

Tratamento Sémen (LE) Sémen + +FeS0O, (LC)
cO 1,2 £0,18" 2,3+0,24°
CAT 1,2 +0,25° 2,5+0,28°
PS 2,3+0,25% 3,3+0,18"
TRO 1,4 +0,20° 1,6 +0,18°

. Letras mindsculas comparam médias na mesma coluna
. Letras mailsculas comparam médias na mesma coluna

. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente

A adicdo do Trolox e da catalase n&o foram diferentes do controle durante a
lipoperoxidacao espontanea (LE) corroborando com os relatos de Maia (2006) que
também nao encontrou diferenca entre os tratamento com a adicdo de 6,25
mg/mL de catalase ou de 50 pMol x 100 x 10° sptz de Trolox ao meio diluidor
antes da criopreservagao do sémen, supondo que para efeito da lipoperoxidacgéo,
seria indiferente adicionar o antioxidante antes ou apds a congelacdo e
descongelacao.

Ja na lipoperoxidacdo catalisada por ferro (sistema gerador) a adicdo do
Trolox foi benéfica. Produziu menos nmols de TBARS/10® sptz quando comparado
aos demais grupos. O mesmo pdde ser observado por Maia (2006) no sémen
congelado de ovinos e por Cerolini et al. (2000) com a adicdo de vitamina E no
sémen de cachacos incubado por 5 dias. Pode-se concluir que o Trolox age da
forma esperada frente a uma situacdo de estresse oxidativo inibindo a reagao
formadora de hidroperéxidos (LIEBLER, 1993).

O mesmo ndo pbde ser observado ao avaliar-se os indices de TBARS
produzidos somente no diluidor, tanto nas amostras quanto nos sistema
geradores, 3,0 e 3,2 nmol/mL respectivamente (tabela 10), valores estes bem
mais altos do que nas analises contendo o sémen. Podemos analisar estes dados
por dois lados: por um lado, nas analises contendo o sémen, podemos concluir

gue o espermatozoide também interagiu com o meio onde estava, pois nestas
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amostras a geragcao de TBARS foi menor, talvez pela agdo das substancias
contidas no PS do préprio doador; por outro lado o meio diluidor pode nao ter
contribuido para a acdo dos antioxidantes que se desgastaram ao reagirem com
as ROS produzidas pelo diluidor, através das substancias nele contidas, como os
lipideos da gema de ovo e a frutose.

Tabela 9 - Médias * erro padrdo das concentracdes de peréxido de hidrogénio
gerado no sémen ovino e no sémen ovino na presenca de H,O, exdgeno (100
nmol/mL) adicionado ao meio reacional,frente aos tratamentos CO (controle), CAT
(catalase), PS (plasma seminal) e TRO (trolox). Resultados expressos em nmol
de H,0,/100 x 10° sptz/ 30 min.

H,0O, (nmol/100 x 10° sptz/ 30 min)

Tratamento Sémen Sémen + Hy,O,
(6{0) 10,2 + 1,25° 36,7 + 3,86
CAT 10,2 + 0,67° 32,0 + 3,59
PS 21,1+ 4,57° 36,5 + 4,03
TRO 13,0 + 2,35° 41,5 + 5,38

. Letras mindsculas comparam médias na mesma coluna
. Letras mailsculas comparam médias na mesma coluna

. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente

Tabela 10 - Médias * erro padréo das concentragdes de substancias reativas do
acido tiobarbitarico (TBARS) geradas no meio diluidor e no plasma seminal em
PBS durante a lipoperoxidagao espontanea (LE) ou catalisada por 0,24 mmol de
FeS0O,4-7H,0 (LC) e das concentracfes de perdxido de hidrogénio gerados no
meio diluidor e no plasma seminal em PBS e destes na presenca de H,0O,
exdgeno (100 nmol/mL).

TBARS (nmol/mL) H,O, (nmol/mL)
Meio diluidor 3,0+0,26 26,4+ 0,32
Meio diluidor +SG* 3,2+0,23 49,7+1,6
Plasma seminal em PBS 3,4+0,34 1,6 +0,16
Plasma seminal em 6,4 +0,35 37,4+6,2

PBS+ SG*

*Sendo SG (sistema gerador) +FeSO, para o teste TBARS e o0 H,O, para o teste do peréxido de hidrogénio

Na andlise das concentracbes de H,O, observa-se que houve diferenca

entre os tratamentos (P<0,05), onde a adicdo de PS gerou mais H,O, do que os
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outros grupos (Tabela 9 e 10), devido provavelmente as mesmas razdes pelas
qguais o PS produzido maior indices de TBARS. Segundo De Lamirande & Gagnon
(1992) o alvo principal das ROS sao os lipideos, proteinas, acucares e acidos
nucléicos, o que vem ao encontro com grande parte da composi¢cdo do plasma
seminal. Porém quando se analisa a geracao de H,O, isoladamente nas amostras
de PS em PBS, verifica-se que a alta geracdo de H,O,, observada nos grupos
tratamento, ndo ocorreu neste caso (10,2 nmol/100 x 10° sptz/ 30 min no grupo
controle e 1,6 nmol/mL no PS em PBS). J& no sistema gerador o PS em PBS
gerou 37,4 nmol/mL de H,O,. Estes resultados corroboram com os achados de
Abu-Erreish et al. (1978) apud Maxwell & Stojanov (1996) em que o sémen de
carneiros possui pouca atividade de catalase. De forma que a geracdo de H,0O;
tanto nas amostras quanto no meio diluidor (26,4 nmol/mL) foram superiores a
guantidade de catalase contida nestes meios. Além disso, segundo De Lamirande
& Gagnon (1999), uma alta producao de ROS leva ndo somente a lipoperoxidagao
e dano ao DNA, mas afeta também a producéo de ATP e de NAPH, sendo que a
acao da catalase também depende da NADPH que se liga a ela, protegendo a
enzima da inativagdo e também potencializa a sua eficiéncia.

Como sugestdo, em situacdes de maior estresse oxidativo, a adicdo do
antioxidante Trolox ao sémen ovino congelado e descongelado, nas
concentracfes experimentais, pode ser indicada, mesmo que o papel destes
antioxidantes seja o de anular as ROS produzidas também pelos ingredientes dos

meios e solucoes.
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7. CONCLUSOES

1- A adicdo dos antioxidantes catalase e Trolox e de plasma seminal ao sémen
ovino congelado e descongelado, nas concentracdes utilizadas, ndo produzem
efeito quanto a cinética e capacitacdo espermatica ou na integridade de membrana.
2- O Trolox foi benéfico quanto a geracdo de TBARS na lipoperoxidacéo induzida
onde a adicdo de +FeSO4 gera um estresse oxidativo.

3- A catalase ndo produziu indices estatisticamente diferentes de geracdo de
TBARS e de H,O, comparados ao controle, tanto nas amostras quanto nos sistema
geradores.

4- O plasma seminal aumenta a producao de TBARS e de H,O, quando adicionado
ao sémen apos sua congelacdo e descongelacéo.

5- O plasma seminal diluido em PBS gera altos indices de TBARS tanto da
lipoperoxidagdo espontanea quanto na catalisada e de H,O, quando desafiado na
reacao catalisada por a adicdo de H,0,.

6- O meio diluidor utilizado gera altas concentracdes de TBARS e de H202 tanto

nas reagdes espontaneas quanto nas catalisadas.
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9. ANEXO 1

9.1 Composic¢ao do Meio Diluente Gilcina Gema Leite (GONZALEZ, 1996)

Solugéao A
Glicina (Botica ao Veado D’ouro) 1,40 g
Citrato de Sédio (Merk KGaA) 2979
Agua deionizada e destilada 100 mL
Solucéao B
Frutose (Sigma) 3,009
Agua deionizada e destilada 100 mL

Solucéao Mae

Solucédo A 100 mL
Solucédo B 100 mL
Penicilina G- sédica ou potassica 0,033 g
Dihidroestreptomicina 0,19
Solugéo Filha
Solugéo mae 114 mL
Gema de ovo 40 mL
Leite desnatado a 11%* 30 mL
OEP (orvus es paste — Proctor & Gamble) 0,8 mL
Meio |
Solucéo filha 95,4 mL

Agua deionizada e destilada 4,60 mL
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Meio Il
Glicerol (Sigma) 10 mL
Solucéo filha 89,4 mL
*Leite desnatado a 11%
Leite desnatado 3,30 g
Agua deionizada e destilada 30 mL

9.2 Solucgéo de PBS (BARTH & OKO, 1989)

Solugédo Estoque Para 100 mL de PBS
NaH,PO, — 8g 30 mL
(diluir em 1000 mL de agua destilada)
Na,HPO, - 9,479 70 mL
(diluir em 1000 mL de agua destilada)
NaCL 0,45¢

9.3 Solucdes para avaliacdo da integridade de membrana (HARRISON &
VICKERS, 1990)

lodeto de Propideo (IP)

IP 0,0005 g
Solucdo fisiologica 1mL

Diacetato de Carboxifluoresceina (DIC)

DIC 0,0005 g
DMSO 1mL
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Solugéo de Trabalho

Citrato de sédio a 2,94% em agua 1mL
DIC 20 pl
IP 10 pl

9.4 Solucdes para o teste de capacitacao pela Clortetraciclina (GILLAN et al.,
1997; AZEVEDO, 2006)

Solucéao de 1,4-Diazabicyclo [2 2 2] Octano DABCO: 0,22M

PBS 1,0 mL
DABCO (Sigma-D2522) 0,2468 g
Glicerol 9,0 mL

*separar em volumes de 1 mL e conservar abaixo de 0°C

Solucao de HCL (4N)

HCL a 37% (JT-Baker-Mex-9535-02) 9,92 mL
Agua Mili Q 30,0 mL

Solucéo estoque de clortetraciclina (CTC)

Tris 0,024 g
NaCl 0,076 g
L-Cisteina (Sigma —-C7352) 0,006 g
Agua Mili Q 10,0 mL

*ajustar o pH 7,8

*filtrar em filtro de 0,22um e estocar a 4 C
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Solucéo de trabalho de CTC

Solucéo de estoque de CTC 1000 pL
CTC (1mM Sigma-C4881) 0,00075 g (corrigir pela pureza)

*preparar diariamente e estocar a 4'C, protegida da luz

9.7Ensaio da lipoperoxidacéo pelo método TBA (MAIA, 2006)

Reagente TBA
Acido Tricloroacético (Mallinc Krodt Baker , 15 %
2928-08)

Acido Tiobarbitdrico (FLUKA, 88481) 0,375 %
HCI (JT Baker, 9535-02) 0,25M
Reagentes ParallL Para 100 mL

Acido Tricloroacético ... 150 g 159
Acido Tiobarbitrico 3,75¢ 0,375 mL
HCI 9,115 mL 0,9115 mL
Agua destilada 1000 mL 100 mL

Dissolver o &cido Tricloroacético em agua, depois acrescentar o acido
Tiobarbitarico e HCI e completar para o volume desejado. A agua pode ser
aguecida para ajudar a dissolver o acido tiobarbitarico. Dividir em fracos de

100mL e congelar.

Solucéo de Hidroxitolueno Butilado (BHT) 50 mM

BHT (ALDRICH, A-06107TC) 1,102 g 0,1102 g
Etanol 100 mL 10 mL

Adicionar 1% (v/v) a solucédo 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.
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Solucéo de FeS0O4 2,4 mM

FeSO4 (FLUKA, 44970) 0,013344g
H20O destilada 20mL

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

Solucéo estoque de malonaldeido a 10mM
Malonaldehyde bis (dimethyl acetal) (1,1,3,3-tetrametoxopropano)

Solucdo comercial de 166 mL 17 mL
MDA (ALDRICH10,838-3)
Solugéo HCI 2N 100 mL 10 mL

9.8Ensaio do perdxido de hidrogénio (MAIA, 2006)

Solucéo de Phenol Red (PRS)

NaCl (JT-Baker, 3624-19) 140mM (0,818g/100mL)
Fosfato de potassio (pH 7.0) (Amresco) 10mM
(0,1361g/100mL)

Dextrose (glicose) 5,5mM (0,099g/100mL)

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

Phenol Red (SIGMA, P3532) 0,019
H20 destilada 1mL

Armazenar a 4°C em mini-tubo envolto em papel aluminio.



Solucéo Estoque Peroxidase 0,5mg/mL
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Horse radish peroxidase (FLUKA, Biochemika 77330)
Tampao Tris ou tampao fosfato (pH 7,0)

0,019
2mL

Armazenar a —20°C em aliquotas de 125ul.

Solucéo Estoque H20210 mM

1- Diluir 1,02mL de H202 30% em 1000mL de agua destilada (ultra pura);

(ou 102uL em 100mL)

2- Resulta em uma concentragao 0,01M
3- Determinar concentracao real da solucdo, medindo absorbancia a

230nm; usando o coeficiente de absorcdo molar 81 M-1cm-1 e corrigir o volume a

ser adicionado.

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

vidro @mbar até a utilizacgéo.

9.8Setup 12.3 Hamilton Thorne Biosciences — IVOS 12.3

Analyses Setup

Frame Rate

Frames Acquire
Minimum Contrast
Minimum Cell Size
Threshold Straightness
Medium Vap Cut-off
Low VAP Cut-off

Low VSL Cut-off
Nom-Motile Head Size

Nom-Motile Head Intensity

60 Hz
30
56

80.0
80.0
20.0

0.0

50
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Minimum Maximum
0.43 Static Size Limits 10.0
0.64 Static Size Limits 1.35
10 Static Elongation Limits 80

Calibration

Magnification 1.95

Video Source

Frequency 60 Hz

Field Dark

lllumination

Intensity 2400

Photometer Low 73

High 125
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the addition of seminal plasma and the antioxidants
catalase and Trolox in frozen thawed ram semen on the lipid peroxidation status and
generation of hydrogen peroxide. With this purpose four groups was established: CO
(control group + 200ul of PBS), CAT (catalase- 12,5mg/ml in PBS), SP (60% of seminal
plasma in PBS) and TRO (Trolox - 100uMol/100x10° sptz in PBS). All addition was in the
proportion of 1: 1 (v:v). The addition of seminal plasma was deleterious (P<0,05) on lipid
peroxidation, generating more TBARS than the others groups (CO = 1,2; CAT =1,2; SP =
2,3; TRO = 1,4 nMol/10® sptz) on both, samples and in the generator system (+FeSO.).
Trolox had a beneficial effect on TBARS levels in the presence of exogenous +FeSQ,,
(P<0,05).The generation of hydrogen peroxide was high also in the SP group, but only on
the generator system (+H,0;). When evaluated alone, the extender and the seminal plasma
generated high concentration of TBARS and H,0, by their owns.

Keywords: ROS, antioxidants, seminal plasma, ram, semen, cryopreservation.
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Introduction

The decrease of the spermatic viability of the ram semen after frozen thawed is a
characteristic found by several authors [1,2,3,4,5].

The damages caused by cryopreservation includes structural, biochemical and functional
changes, which can affect not only the fertilization capability, but also the integrity and the
spermatic survival [1,6]. The fact that the spermatozoa is mobile does not mean it can be
fertile.

One of the causes that can lead to a decrease of the spermatic viability is the generation of
reactive oxygen species (ROS). The ROS are generated from the incomplete metabolism of
the oxygen (O_) with parts of the breathing chains of all the biologic systems that uses O..
Under these physiologic conditions of the cellular metabolism, the O, over a four times
reduction with the acceptation of four electrons generating as result a formation of
hydrogen oxide. During this process other intermediaries reactive are formed, such as
radicals as superoxide, hydroperoxile and hydroxyl and the non radical hydrogen peroxide
(H20)[7].

The superoxide radical (O;) are originate after the addition of an electron to the O,. Since
the O, cannot surpass the plasmatic membrane, it stay restrict to the ambient it was
generated. Nevertheless two molecules of anion superoxide unchanged quickly into H,O,
[8]. The H,0O, is extremely toxic to the cellule, not only because it is permeable to the
cellular membrane, but also because it participates in the reaction that generates the
hydroxyl radical (OH) from the oxidation of the transition metals, such iron and copper
(Fenton reaction). The OH is considered the more reactive ROS of the biologic systems
due to its strong reactivity with the biomolecules [7].

The ROS are spontaneous generated by mammals’ spermatozoa, as part of the capacitating

mechanism as soon as they leave epididimus tale [9, 10]. Up to this point, the ROS,
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principally the superoxide anion, when produced in low quantities are recognized as a
fundamental part to the manifestation of the spermatic capacitation, the spermatozoa
hyper-activation of the motility, acrossomal reaction and the oocite fusion in humans
[11,9,12,13,14], bovines [15] and equine [16].

However, the products generated from the oxygen metabolism, although part of the cellular
physiology, when produces in high quantities start an oxidative process that ends with
cellular death [17,18,19,20,8,21]. The main target of the ROS is the lipids contained in the
cellular membrane, reaction known as lipid peroxidation [19]. The lipid peroxidation
modifies the permeability and the flow of the plasmatic membrane. When present, the
cytoplasmatic gout will also become a target of the ROS, so the spermatic pathology can
also contribute to the oxidative process.

The mechanisms that the ROS are originated are not yet fully clarified. It is believed that
the glucose-6-phosphate dehydrogenase enzyme is the reaction mediator since this enzyme
controls the flux rate of the glucose, which controls the intracellular NADPH availability.
This last one is used by the spermatozoa as electron source to generate ROS, thru an
enzymatic system, the NADPH oxidase. So as this reaction happens in an unorganized
manner it increases the production of ROS starting the lipid peroxidation that generates the
loss of spermatic functions [22].

The spermatic cell is particularly sensible to the oxidative stress not only due to the
membrane lipids, but also due to its inability of re-sensitizes of the membrane components
and due to its low antioxidative capability [23].

Although it contains intracellular antioxidant enzymes, as it leaves the epididimus the
spermatic cell counts with the protection of the seminal plasma (SP), which contains
enzymatic antioxidants, such as SOD, CAT, GPx, GSH and GR and non enzymatic, such

vitamin C and E, urato, albumin, taurine and hypotaurine, but the presence, quantity and
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activity of these antioxidants are related to the specimen and to the fertility of the
individual [24, 21].

The catalase acts in the reduction of H,O, into H20 and O, in this way it avoids the
formation of OH. Its activity depends on the NADPH, present in the spermatic membrane,
in which the enzyme bind to protect itself from inactivity and increases its action [8]. The
vitamin E inhibits the peroxidation of the lipids firstly by inhibiting the reaction that forms
lipid hydroperoxides from the peroxyl radicals that are formed from H,O; [25].

However the antioxidants contained in the SP seem to be insufficient to protect the
spermatozoa from the hazard caused by the process of the criopreservation, such its
susceptibility to the thermal chock during the cooling, to the osmotic stress and to the ice
crystal formation during the freezing and thawing [23]. Besides a great majority of the
spermatozoa when frozen-thawed do present a change on the state of the plasmatic
membrane, similar to what happens during the capacitation process [26, 4]. Due to these
reasons the researches are centered on the utilization of antioxidants, alike or analogues to
that ones presents in the SP in bovine [27], swine [28, 29] and ram [30, 31, 32, 5, 33], with
the objective of overcoming the effects caused by ROS. In the same way the addition of SP
has been utilized as a way to decrease the hazards caused by the cooling and the
criopreservation [18, 34, 35, 36, 37, 38].

The objective of the present study was to evaluate the addition of antioxidants catalase and
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2acid carboxylic) a vitamin E analogue and of
60% of seminal plasma to the frozen-thawed ram semen, assuming that these can be
effective in protecting the spermatozoa from the hazards caused by the criopreservation,

producing lower rates of lipid peroxidation and of H,0..
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Material and Methods

Semen collection and extension

There were used 13 rams from the Santa Inés breed, a Brazilian whooless breed,
andrologically tested [39]. One ejaculate of each ram was collected and than the volume,
conventional motility (0-100%) and vigor were determined. Only the rams that presented
conventional motility of 80% or higher were utilized. After determined the spermatic
concentration it was processed the extension with a glicina egg yolk milk extender [40]
with a Ph 7,22 and osmolarity of 309 to obtain a final concentration of 400 X 10° sptz/mL.
The dilution was done in two phases, being the first to add the extender I, portion without
glycerol and the second phase to add the extender Il with glycerol. All the extension was
done at 32°C. After the extension the semen was stored in mini straws with a

concentration of 100 X 10° sptz.

Semen freezing protocol

The criopreservation of the semen was done in an automatic refrigerating and freezing
system (Tetakon® - TK 3000, TK Tecnologia em congelacdo Ltda), utilizing the P3 S1
curve of the equipment, the refrigeration curve from 32°C to 5°C occurs in a rate of 0,25°C
per minute. When achieved the 5°C temperature, the straws were kept at this temperature
until complete a total of 120 minutes. After this period the cylinder contending the straws
was submerse in a box filled with liquid nitrogen until it reached -120°C [3]. At the end of
the process the straws were immersed in liquid nitrogen, and stored at 196°C, until

processed.
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Thawing procedures

The samples were thawed in a waterbath at 40°C for 20 seconds [41] and the volume of
each straw was placed in a pre-heated portable waterbath containing the treatments
solutions as describe below:

1-CO Group (control): 200ul of PBS [42]

2-CAT Group (catalase): 12,5mg/mL (0,187 U/mL of catalase) = 8ul + 162 ul PBS = 200
pl

3-SP Group (seminal plasma): 60% of seminal plasma in PBS = 200 pl

4-TRO (Trolox): 100 pMol/100 X 10° sptz — 3,4 ul + 166,6 pl PBS

The lipid peroxidation and the concentration of H,O, were determined after thawing and

after 5 minutes of contact of the semen and the treatments.

Preparation of the antioxidants and seminal plasma

Seminal Plasma

Ejaculates from three different rams were collected. After each collection the ejaculate of
all rams were mixed and rapidly placed in a cool centrifuged at 400XG for 15 minutes.
After this period the supernatant was harvested and centrifuged again, at the same speed
and time. The final supernatant was harvested and than strained thru a 0,22 um strain and

stored at 20°C in 1 mL tubes until its utilization.

Catalase and Trolox
For the final concentration of 12,5 mg / mL of catalase, 0,0125¢g of catalase (Sigma) were

diluted in 1,0 mL of TRIS buffered solution [5]. For 10mM of Trolox, 0,0125g of Trolox
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(Aldrich) were diluted in 5 mL of Tris buffered solution [5].The solutions were prepared

and stored at 20°C in micro tubes until its utilization.

Determination of lipid peroxidation

The lipid peroxidation was realized by the spectrophotometer method of TBARS
(tiobarbituric acid reactive substances), described by other authors [43], which is based in
the quantification of the complex formed by the reaction of two molecules of tiobarbituric
acid with one of malonaldehyde acid (MDA). All the analyses were done in a UV-VIS
spectrophotometer (Perkin Elmer — Lambda 25) at 25°C. Two straws from each ram and
for each treatment were thawed, being one determined as sample and the other as generator
system. For each straw it was repeated the method described for each treatment, where the
semen stayed in touch with treatments for 5 minutes. After, for the samples, it was added 1
mL of the TBA solution (15% of tricloracetic acid, cloridric acid (HCL) 0,25M and
0,375% of tiobarbituric acid) and 15 pl of BHT 50mM (0,1102g of BHT in 10 mL of
Ethanol) used to avoid the auto-oxidation of the lipids catalyzed by metal ions during the
heating with tiobarbituric acid [44]. The tubes with these solutions were incubated in
boiling water for 15 minutes and after cooled in ice bath. After cooling the samples were
centrifuged at 1300X G for 15 minutes (Excelsa Baby Il — 206R — Fanen - Brazil) and the
supernatant was kept in ice until the spectrophotometer reading. For the generator system,
on the process of the second straw of the same ram, it was added 100ul of heptahydrated
iron sulfate (0,24mM), to induce the lipid peroxidation, followed by an incubation in
waterbath at 37°C for 15minutes. After incubation it was added 2mL of TBA solution and
30ul of BHT solution and the protocol was preceded as described above for the samples.

This process is known as induced lipid peroxidation or catalyzed by iron and has the object
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to measure all the potential of the sample in produce oxidants, regarding the generation of
the radicals analyzed, being considered the generator system.

The analyses were made in duplicates and the absorbance was determined at 532nm
against ImL of TBA solution.

To calculate the concentrations of TBARS generated by the samples, the obtained results
were compared to a calibration curve with a 10mM MDA solution (17mL of
malonaldehyde bis in 10 mL of HCL 2N), for each mL of the TBA solution it was added
the necessary MDA solution to result in a final concentration of 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25
and 30 nMol/mL. The calibration curve and the TBA solution were treated the same way
as the samples.

The extender used to criopreserve and the SP in PBS were also analyzed separately to its
lipid peroxidation.

The results were presented in nMol of TBARS/10 sptz or nMol/mL of extender.

Quantification of hydrogen peroxide (H,0O,)

The H,0O; in the semen, in the extender and in the SP were measured thru the Phenol Red
colorimetric method, in which the oxidation of the Phenol Red by the H,O, measured by
Horseradish Peroxidase (HRPO), the results in the formation of a compound of high
absorbance at 610 nm [5].

For each ram and each treatment there were thawed two straws, one for the sample and one
for the generator system. The initial procedure was the same as described for each
treatment. After it was added at this mixture, (semen + treatment) kept at 37°C, 975 ul of
the Phenol Red buffered solution (PRS) (NaCl 140 mM, Potassium fosfate (ph 7,0) 10
mM, Dextrose 5,5 mM) and 10ul of HRPO solution (HRPO 1mg and 2 mL of PBS). This

sample was incubated at 37°C for 30 minutes and then cetrifugated at 4000 X G for 10
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minutes (Excelsa Baby Il — 206R — Fanen - Brazil). The supernatant were harvested and to
the remaining solution was added 10pl of Sodium hydroxide (NaOH) at 1 N. The generator
system was processed the same manner as the samples, the only difference was the
addition of 10mM (11pl) of H,O; hexogen right after the addition of all the other reagents.
The analyses were made in duplicates and the readings were done at 610nm against the
PRS buffered solution together with a Phenol Red and HRPO solutions. For test patterns
there were used known concentration of H,O, (stock solutions of H,O, — 102 ul of H,0, at
30% in 100mL of distilled water that will result in a 10nMol solution, but the real
concentration was measured to a absorbance of 230nm using a absorbing molar coefficient
E=81M- 1cm-1, which generated a concentration of 9,4nMol). For this it was used several
concentrations of this solution in the manner of obtain the final concentration of 2, 4, 6, 8,
10, 20, 40, 60, 80 and 100 uMol of H,0, plus all the Phenol Red solution ( PRS solution +
Phenol Red solution + HRPO), after 5 minutes of incubation at ambient temperature it was
added 10ul of NaOH at 1N and read at the UV-VIS spectrophotometer (Perkin Elmer —
Lambda 25) at 25°C.

The results were expressed in nMol of H202 / 40 X 10° sptz / 30 min.

Statistic Analyses

The analyses were done in a sketched in random blocks, regarding the blocks (rams) and
three treatments (catalase, plasma seminal and Trolox) and the control. The effect of the
treatments on the spermatic mobility, membrane integrity and spermatic capacitation
parameters were tested thru the variance analysis (ANOVA) and the average comparison

thru the Duncan’s test where P<0,05 (Statigraf analise system).
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Results

Lipid peroxidation

There was statistic difference between the treatments regarding the TBARS produced
(P<0,05) (Table 1). The seminal plasma increased the production of TBARS in relation to
the others treatments (fig. 1), as much as in the spontaneous lipid peroxidation as in the
generator system (GS). The addition of catalase and Trolox did not differ from the control
in the spontaneous lipid peroxidation. At the generator system the group added Trolox did
generate a lower rate of TBARS. When analyzed separately both the extender and the

seminal plasma did generated high rates of TBARS (table 3).

Hydrogen peroxidation (H,0,)

Through the ANOVA it was able to identify statistics differences between groups
regarding the hydrogen peroxidation (H,O,) (table 2). The generation was higher in the
samples of the group with seminal plasma (fig. 2). The groups with catalase or Trolox did
not differ from the control group, or from the sample or the generator system (table 2). The
extender and the seminal plasma did produce high rates of hydrogen peroxidation (H,O,)
in the generator system, however in the samples alone the extender did generate high rates

of H,0,, while the SP did not (table 3).

Discussion and Conclusion

The TBARS generation, lipid peroxidation, in the control group demonstrated that lipid
peroxidation does occur after freeze-thawed ram semen without the additives interference.
The generation of 1,2 nmol of TBARS/10® sptz did not differ from the found by other

author [5], using the same methodology (1,26nmol TBARS/10° sptz). The methodology
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used is of fundamental importance to the comparison of the lipid peroxidation, since the
concentration of cellules in the sample does interfere directly in the levels of the lipid
peroxidation. Another aspect to be observed is the addition of BHT, which was used in the
TBARS technique of this experiment, due to the self oxidation of the lipids of the samples,
this reaction was speedup by the metal ions during the heating with tiobarbituric acid as
part of the methodology. This reaction could be avoided though the addition of BHT [44].
The TBA method also does facilitate the freedom of TBARS precursors from the
oxidation of the proteins generating more TBARS. Some authors [43] used BHT in the
reactive solution to minimize this reaction.

The addition of seminal plasma did increase the production of TBARS related to other
treatments as much as in the spontaneous lipid peroxidation as in the catalyzed (generator
system), probably this fact is due to the lipids (phospholipids and cholesterol) and the
proteins in the SP, since the samples of only SP in PBS did also produce high values of
TBARS (3,4nMol/mL).

In the thawed human semen without SP the addition of a 60% SP in buffered solution after
its thawed, produced lower rates of lipid peroxidation (0,198nmol o TBARS/ 10°) when
compared to a control group and to the group with addition of 20% of SP (0,42 and 0,344
nmol of TBARS/10° respectively) [35].

In another study [18], it was added egg yolk, bovine, human, equine and ovine strained SP
to the fresh ovine spermatozoa without the presence of SP and it was obtained 49, 10, 120,
132 and 122 nmol of TBARS/10° incubated with addition of FeSO4 and ascorbate. The
bovine SP was the more effective in protecting the cellules from the lipid peroxidation. The
rates obtained, in the present study, at the catalyzed lipid peroxidation (generator system)
were much smaller in all groups, probably due to the addition of BHT that was not

mentioned in this study by the authors.
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The addition of Trolox and catalase did not differ from the control group during the
spontaneous lipid peroxidation (SL) agreeing with other authors [5] that did not found
difference between these treatments with the addition of 6,25mg/mL of catalase or 50uMol
X 100 X 10° sptz of Trolox to the extender before the criopreservation of the semen,
supposing the for the lipid peroxidation, it would be unconcerned to add the antioxidant
before or after the freezing-thawing.

In the catalyzed lipid peroxidation by iron (generator system) the addition of Trolox was
positive. It did produced less nmols of TBARS/10® sptz when compared to the other
groups. The same could be observed by other authors [5] with the frozen ram semen and by
the addition of vitamin E to the boar semen incubated during 5 days [28]. We can conclude
that the Trolox acts in the expected manner in an oxidative stress situation inhibiting the
reaction that forms the hidroperoxids [25].

The same could not be observed when we analyzed the TBARS rates produces by the
extender alone, as much as the samples and for the generator systems, 3,0 and 3,2 nmol/mL
respectively, these values are much higher than the ones with semen. We can analyze these
figures through two sides: in the analysis with semen, we can conclude that the
spermatozoa did also interacted with the extender, since in this samples the TBARS
generation was smaller, maybe due to the action of substances in the SP of the donor; in
the other hand the extender could not had contributed to the antioxidant action that had
been consumed by the ROS produced by the extender ingredients, such the lipids of the
egg Yyolk or the fructose.

Analyzing the H,O, concentration the addition of SP did generate more H,O, than in other
groups, due probably to the same reason as the SP produces higher TBARS rates.
According to other authors [11] the main target of the ROS are the lipids, proteins, sugars

and core acids, what comes to agreement to the great part of the composition of the seminal
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plasma. Nevertheless when the generation of H,O; is analyzed, only in SP in PBS, the high
levels of H,O, observed on treatments groups did not occurred in this case (10,2 nmol/100
X 10° sptz/ 30 minutes in the control group and 1,6 nmol/mL in the SP with PBS group).
Besides, in the generator system the SP in PBS generated 37,4 nmol/mL of H,O,. These
results agree with other studies [30] in which ram semen did have little activity of catalase.
Since the formation of H,O, as much as in the extended semen as in the extender (26,4
nmol/mL) were superior to the catalase volume in these mediums. Nevertheless, the high
production of ROS leads to a not only lipid peroxidation and to the DNA fragmentation,
but also affects the production of ATP and of NADPH, once the activity of catalase also
depends of the NADPH which binds to the catalase, protecting the enzyme from
inactivation and increase its efficiency.

In conclusion, in the case of higher oxidative stress, the addition of Trolox to the frozen-
thawed semen, in the experimented concentrations can be recommended, even when the
roll of this antioxidant is to zero the ROS produced also by the extenders and solutions

ingredients.
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Table 1 — Spontaneous lipid peroxidation in samples (SL) and in the generator system by
0,24 mmol de FeSO,4 (GS) in frozen-thawed ram semen (CO) and after the addition of
catalase (CAT), seminal plasma (SP) and Trolox (TRO).

TBARS (nmol/10° sptz)
Group Samples (SL) GS
CcO 1,2+0,18" 2,3+0,24°
CAT 1,2 +0,25° 2,5+0,28°
PS 2,3+0,25° 3,3+0,18°
TRO 1,4 +0,20° 1,6 +0,18°

. Means within columns with different superscripts are significantly different (P<0,05).

Table 2 - Hydrogen peroxide concentration generated in samples and in the generator
system (+ H,0,) in frozen-thawed ram semen (CO) and after the addition of catalase
(CAT), seminal plasma (SP) and Trolox (TRO).

H,0, (nmol/100 x 10° sptz/ 30 min)

Group Samples GS

CO 10,2 1,25 36,7 + 3,86
CAT 10,2 +0,67° 32,0 +3,59
PS 21,1 +4,57° 36,5 + 4,03
TRO 13,0 + 2,35" 415+5,38

. Means within columns with different superscripts are significantly different (P<0,05).

Table 3 —Concentration of Tiobarbituric Acid Reactive Species (TBARS) generated in the
extender medium and in seminal plasma diluted in PBS during spontaneous lipid
peroxidation (SL) or in the generator system by the addition of FeSO, (GS) and the
hydrogen peroxide concentration in samples and on the generator system (+ H,0,).

Solutions TBARS (nmol/mL) H,0, (nmol/mL)
Extender 3,0+0,26 26,4+ 0,32
Extender Generator System 3,2+0,23 49,7+1,6
Seminal plasma in PBS 34+034 16 +0,16
Seminal plasma in PBS 6,4 +0,35 37,4+6,2

Generator System
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Figure 1: concentration of TBARS in samples during spontaneous lipoperoxidaton (SL)
and in generator system (GS), in nmol/108 sptz nmol/10® sptz in control group and after the
addition of catalase (CAT), seminal plasma (SP) and Trolox (TRO) in frozen-thawed ram
semen.

251

20
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Figure 2: concentration of H,0, in nmol/10°sptz/30min, in control group (CO) samples and
in samples after the addition of catalase (CAT), seminal plasma (SP) and Trolox (TRO), in
frozen-thawed ram semen.
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