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USO DE ANTIOXIDANTES NO MEIO DILUENTE TRIS PARA REFRIGERACAO E
CONGELACAO DE CELULAS ESPERMATICAS PROVENIENTES DE EPIDIDIMO DE
CAES SUBMETIDOS A ORQUIECTOMIA ELETIVA.

RESUMO - O objetivo foi testar se a suplementacdo do meio diluente com dois
antioxidantes (N-acetilcisteina e/ou vitamina E), em diferentes concentra¢cdes, melhorou
a gualidade da preservacdo das ceélulas esperméaticas provenientes de epididimo de
cdes, nos processos de refrigeracdo e congelagdo. Utilizaram-se 15 unidades
experimentais (UE), cada uma, constituida pelo recuperado espermatico de cinco caes
higidos, submetidos a orquiectomia eletiva; as quais foram divididas em trés grupos
experimentais (Gl, GllI, GllI), constituidos por cinco UE cada. Adicionou-se antioxidantes
nas concentracdes de 5,0; 2,5 e 0,5mMol, respectivamente. Cada grupo foi dividido em
trés aliquotas, uma avaliada a fresco, outra refrigerada por 48 horas e a terceira
congelada. Ato continuo, cada UE foi dividida em quatro aliquotas de igual volume e
estas centrifugadas; o concentrado de espermatozoides foi ressuspendido em meio
diluente TRIS, acrescido de vitamina E e/ou N-acetil-cisteina. Realizou-se a avaliagéo
dos espermatozoides, quanto a motilidade, vigor, teste vital e morfologia espermatica. A
integridade de membrana foi avaliada por meio do teste hiposmotico e coloragdo por
sondas fluorescentes, e a atividade mitocondrial pela atividade citoquimica (DAB). Os
dados obtidos foram submetidos a analise ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis
e Friedman, e os paramétricos pelo Tukey (p<0,05). Observou-se significancia entre os
grupos Gl, Gll e Glll, sendo que o GllI apresentou melhores resultados (p<0,05). N&o
foi observada diferenca entre os tratamentos do Gll (p>0,05), em relacdo aos do GI,
ressaltou-se a suplementacdo da NAC isolada ou associada a vitamina E possuindo
efeito deletério na preservacdo das células espermaticas (p<0,05), e aos do GllI, a
suplementacdo do meio diluente com antioxidantes, manteve a atividade mitocondrial
superior em relagdo ao grupo controle apés a descongelacdo (p<0,05). Concluiu-se,
gue apesar da similitude ao grupo controle, a pequena concentracdo de antioxidante
apresentou melhores resultados.

Palavras chaves: epididimo, céo, radicais livres, vitamina E, n-acetilcisteina.
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USE OF ANTIOXIDANTS IN TRIS EXTENDER DURING CHILING AND FREEZINDG
OF DOGS EPIDIDIMAL SPERM CELLS.

ABSTRACT: The aim of the present study was to evaluate whether the
supplementation of the extender media with two different antioxidants, using them
separately or associated and in different concentrations, improved or not the quality of
sperm cells after cooling and freezing. Fifteen experimental units (EU), each one
consisted by epidydimal sperm recovered from five healthy dogs (total of 75 animals)
that underwent to elective orchiectomy were assessed. The EU were equally divided into
three experimental groups. Group | (GI) and Il (GlI), 1l (Glll) had the addition of 5; 2.5;
or 0.5 of antioxidants. Each group was divided into three aliquots, the first one was
evaluated at the moment of the collection, the second aliquot was chilled for 48 h and
the third was frozen. Subsequently, each EU was divided into four aliquots of equal
volume and immediately centrifuged, the supernatant was discarded and the
concentrated sperm resuspended in TRIS extender supplemented with Vitamin E and/or
N-acetyl-cysteine. Sperm total and progressive motility, and vital test were performed..
Additionally, membrane integrity was assessed using the hyposmotic swelling test and
fluorescent staining. Nevertheless, mitochondrial activity was performed by cytochemical
activity test (DAB). The data were statistically analyzed using nonparametric Kruskal-
Wallis and Friedman and parametric Tukey (p <0.05). Except for 5 mMol of NAC or NAC
+ Vitamin E that were harmful for the sperm cells, there was no significance among the
experimental groups. However, when comparing the different antioxidant concentrations
of the same chemical significance variation was noticed and 0.5 mMol of NAC and/or Vit
E promoted more benefits to the spermatic cells when compared to the other
concentrations, and when added to the extender, 0,5 mMol of antioxidants, the index of
mitochondrial activity after the thawing process was kept higher than the control group. It
can be concluded that despite the similarity to the control group, the small concentration

of antioxidant shows better results.

Key Words: epididymis, dog, free radicals, vitamin E, n-acetylcysteine.



1. INTRODUCAO

Atualmente, o desenvolvimento de biotecnologias, como refrigeracdo e
congelacdo do recuperado espermético de epididimo, tem por finalidade o resgate de
material genético de animais submetidos a orquiectomia ou que vieram a Obito
recentemente. Sendo que, o cdo tem sido considerado melhor modelo experimental
para estudos da fisiologia e fungéo reprodutiva de canideos selvagens.

A formacao das espécies reativas de oxigénio (ROS) in vivo, auxiliam o processo
de capacitacdo espermatica e fecundacdo, no entanto o excesso desses radicais €
prejudicial as células espermaticas, lesionando-as e ocasionando a queda da
motilidade, vigor e até a morte. Destarte para manter um equilibrio, as glandulas
acessorias do trato reprodutor masculino e a prépria célula espermatica produzem
antioxidantes naturais, todavia durante o processo de criopreservacdo 0O estresse
oxidativo, ocasiona um desequilibrio entre producéo e neutralizacdo dos radicais livres.

Sendo assim, estudos utilizando antioxidantes ao meio de refrigeracdo e
congelacdo de sémen de diferentes espécies, evidenciaram efeitos benéficos frente a
acao das ROS (BILODEAU et al., 2001, THUWANUT et al.,, 2008, MICHAEL et al.,
2009). MICHAEL et al. (2009), demonstraram que a suplementacdo, do meio diluente
de sémen canino, com 0,5mM de N-acetil-cisteina ou 0,1mM de vitamina E ou ainda
com 0,1mM de vitamina B16, promoveu beneficios durante a refrigeracdo (por 72 horas)
das células espermaticas obtidas do ejaculado canino, enquanto que a adi¢cdo de
0,5mM de vitamina C nado teve resultados significativos. Entretanto, para
espermatozoides oriundos do epididimo de gatos foi necesséaria a suplementagcdo com
uma guantidade maior de antioxidante quando comparado ao estudo anterior, 5mM de
N-acetil-cisteina ou 5mM de vitamina E, ao meio diluidor para obtencdo de resultados
positivos. (THUWANUT et al., 2008).

Os referidos autores demonstraram a eficacia da N-acetil-cisteina e da vitamina

E quando comparadas com os demais antioxidantes. No entanto n&o foram



encontrados na literatura disponivel, relatos da adicdo de antioxidantes ao meio diluidor
durante a criopreservacédo de células espermaticas oriundas de epididimo canino.

Deste modo o presente estudo teve como intuito verificar se o uso destes
protetores contra radicais livres em diferentes concentracbes, em separado ou

associados produz beneficios durante a criopreservacao.



2. REVISAO DE LITERATURA

No mundo atual os caes representam um papel importante perante a sociedade.
Além de ser uma espécie de estimagao e companhia, vem sendo utilizado como um dos
principais modelos experimentais nas pesquisas conduzidas na area da medicina, e
tem sido valioso para estudos basicos de fisiologia e funcédo reprodutiva aplicadas a
populacédo de canideos selvagens ameacgados de extincdo (SOUZA, 2003).

De acordo com a “Internacional Union for Conservation of Nature” (IUCN, 2008)
sdo 36 espécies que compde a familia Canidae, sendo que nove delas correm risco de
extingdo, e duas pertencem a fauna selvagem brasileira, como € o caso do cachorro
vinagre (Speothos venaticus) e do lobo-guara (Chrysocyon brachyurus).

Devido as muitas espécies ameacadas de extin¢ao, biotécnicas de reproducao
vem sendo estudadas para preservacdo de gametas (FARSTAD, 2000, HORI et al.,
2005%). Comumente a coleta de sémen nessas espécies € feita por eletro-ejaculacéo,
no entanto quando os animais morrem acidentalmente, os espermatozoides s&o
recuperados da cauda do epididimo (HORI et al., 2005% HORI et al., 2005°). Assim,
como a criacdo canina, tem experimentado um aumento dos pedidos de
criopreservacao de amostras com alto valor zootécnico, tem sido observado uma maior
demanda de pesquisas nesta area (FARSTAD, 2000; PENA et al., 2006).

2.1. Epididimo e Espermatozoides

O uso de espermatozoides recuperados de epididimo vem sendo estudados em
diversas espécies; gatos (KASHIWAZAKI et al., 2005), caes (YU E LEIBO, 2002; SAVI
et al., 2008), cervideos (HISHINUMA et al., 2003; FERNANDEZ-SANTOS et al., 2007),
porcos (IKEDA et al., 2002), carneiros (KAABI et al., 2003) e touros (FOOTE, 2000),

com o intuito de recuperar 0 material genético de animais que vieram a 6bito e naqueles



de alto valor zootécnico submetidos a orquiectomia. Estas células, sao
morfologicamente vidveis e retém a capacidade de sofrer reagcéo de capacitacao e ligar-
se a zona peltcida (LUVONI et al., 2003; TSUTSUI et al., 2003).

O epididimo é divido em trés partes; cabeca, corpo e cauda. Caracteriza-se por
apresentar dois tipos principais de células, as células principais que apresentam na sua
superficie luminal microvilosidades, e as células basais. A cabeca do epididimo esta
envolvida com a reabsor¢cdo, o corpo com a maturacdo espermatica, e a cauda com o
armazenamento de espermatozoides férteis. (AMANN, 1986).

A maturacdo dos espermatozoides durante a passagem pelo epididimo de
mamiferos consiste em mudancas, tal como a migracao da gota citoplasmatica de uma
posi¢cdo proximal para distal (CRABO et al., 1975). As mudancas bioquimicas incluem a
formacdo de pontes dissulfeto dentro a cauda do espermatozoide e do nucleo
(SANOCKA E KURPISZ, 2004). Os microtubulos e as estruturas fibrosas séo
importantes para a motilidade espermatica porque constituem os pares do axonema,
das fibras densas e do revestimento fibroso das pecas intermediaria e terminal. Por
outro lado, as estruturas membranosas sdo mais importantes sob a perspectiva do
choque térmico e do estresse oxidativo (BORGES, 2008). Devido a estas apresentarem
em sua formacdo grande quantidade de &cidos graxos poliinsaturados (AGPI) que
proporciona maior fluidez (AGARWAL et al.,, 2003), estes quando submetidos ao
estresse térmico, assumem uma forma conica, com parte hidrofébicas e hidrofilica,
externa e internamente, respectivamente (WATSON, 1995).

A capacidade, dos espermatozoides recuperados de epididimo, de se ligar a
zona pellcida, foi mantida mesmo apds um periodo de 192 horas (oito dias) de
resfriamento a 4°C (YU E LEIBO, 2002), e apds a descongelagdo (MARTINS et al.,
2009). A \viabilidade espermatica também foi observada apos descongelar
espermatozoides oriundos da cauda de epididimo previamente refrigerados a 5°C por
quatro dias (PONGLOWHAPAN et al., 2006).

Os espermatozoides provenientes de ejaculado, sdo expostos ao plasma
seminal, sendo este uma importante fonte de substancias antioxidantes (SIKKA, 2001;

JELEZARSKY, 2008), assim, acredita-se que espermatozoides recuperados de



epididimo possuem baixo mecanismo de defesa antioxidante, por ndo estarem
expostos ao plasma. Além disso, durante a coleta do epididimo, os espermatozoides
sdo geralmente contaminados com outras células do epididimo que poderia contribuir
para lipoperoxidacao (THUWANUT et al., 2008).

2.2. Recuperacao dos Espermatozoides do Epididimo

Muitos métodos de recuperacdo das células espermaticas do epididimo séo
descritos e variam dependendo do autor e da espécie do animal, a coleta dos
espermatozoides tem sido relatada em inUmeras espécies, como suinos (KIKUCHI et
al.,1998), caprinos (MARTINEZ-PASTOR et al.,, 2005), cervideos (FERNANDEZ-
SANTOS et al., 2009), felinos (GANAN et al., 2009), caninos (SAVI et al., 2008),
equinos (HEISE et al., 2011) e bovinos (MARTINS et al., 2009).

Nos casos dos pequenos animais, muitos meétodos tém sido descritos. A
flutuacdo consiste em cortar a cauda do epididimo e deixar esta repousar em um meio
gelatinoso, desta maneira, 0s espermatozoides migram para 0 meio e sédo recuperados
através de filtracdo (YU e LEIBO, 2002). De outro modo, cortes também séo realizados
na cauda do epididimo e este é suavemente pressionado, assim 0s espermatozoides
séo coletados por extravasamento (KAABI et al., 2003). Do mesmo modo esta técnica &
realizada, porém a cauda do epididimo é perfurada com agulha (BARTELS et al., 2000).

Pincas hemostaticas (KISHIKAWA et al., 1999; MARTINS et al., 2003; SAVI et
al., 2008), ou um compressor metalico (WAHEED et al., 2011) sdo utilizadas para
compressao do epididimo e ducto deferente e assim recuperar 0s espermatozoides. Um
fluxo retrégado pode ser promovido aplicando pressdao no ducto deferente até que o
conteldo saia através de uma incisdo feito na juncdo da cauda com o corpo do
epididimo (GARDE et al., 1994).



2.3. Criopreservacao dos Espermatozoides

A criopreservacdo tem como principio a utilizacdo de baixas temperaturas como
uma estratégia para diminuicdo do gasto de energia resultando na preservacdo de
forma eficiente da estrutura e funcdo de células e tecidos vivos (BAUST, 2008). Este
processo permite hoje um armazenamento de espermatozoides caninos de racas raras,
geneticamente valiosas, ou com doencas hereditarias, ou ainda de canideos em
extingdo (ENGLAND, 1993; FARSTAD, 2000).

A utilizacdo de sémen refrigerado ou descongelado durante o processo de
inseminacao artificial, elimina custos, tempo e o0s riscos de transporte dos animais. Além
de evitar a incidéncia de doencas transmissiveis pelo coito, permite a utilizacdo do
sémen de reprodutores geneticamente superiores, tanto em ambito nacional como
internacional (ENGLAND E PONZIO, 1996).

A refrigeragdo dos espermatozoides propicia reducdo do metabolismo
espermatico, que por sua vez, prolonga a viabilidade destes. Para prevenir ou minimizar
as alteracbes na membrana do espermatozoide que podem ocorrer durante a
refrigerag@o celular, este processo deve ser realizado de maneira controlada e em
meios diluentes especificos (CUNHA, 2002). Em cédes, YU E LEIBO (2002)
demonstraram que ndo houve alteracdes significativas quanto a integridade das
membranas plasmatica e acrossomal de espermatozoides recuperados do epididimo,
quando armazenados a 4°C durante 48 horas. J4 a motilidade espermatica diminuiu
abruptamente nas primeiras cinco horas de refrigeracdo e apOs este periodo
apresentou decréscimo gradual. N&o obstante, espermatozoides recuperados do
epididimo canino apresentaram motilidade e capacidade de fertilizagcdo do odcito,
mesmo apds armazenamento durante oito dias a 4°C.

O minimo indicado para a congelacdo das células espermaticas € de 70% de
motilidade e qualidade de movimento trés. O meio de diluicdo deve possuir
componentes e crioprotetores que promovam protecdo as ceélulas espermaticas, o

processo de criopreservacdo deve apresentar curva de refrigeracao,



congelacdo/descongelacao; e armazenamento adequado, que juntos ocasionam menor
perda da viabilidade das células espermaticas (JOHNSTON et al., 2001).

Apesar das vantagens da criopreservacdo do sémen, esta biotécnica possui
problemas (SALAMON E MAXWELL, 1995), devido as crio injarias ocorridas durante os
processos de congelacao e descongelacao (HOLT, 2000), que promovem a reducéo da
motilidade e da integridade morfoldégica dos espermatozoides (WATSON, 2000) e,
consequentemente, afetam a fertilidade (HOLT, 2000). Entre as crio injurias esta a
producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS).

Este estresse oxidativo acaba causando danos estruturais e biomoleculares a
componentes celulares (HALLIWELL, 1991), este pode ser aumentado em
espermatozoides do epididimo, uma vez que ndo sao expostos as secre¢bes das
glandulas sexuais acessorias (plasma seminal), que sdo reconhecidos como fonte de

protecdo antioxidante para os espermatozoides (CHEN et al., 2003).

2.4. Composigao do Diluidor

Estudos tem sido realizados na tentativa de desenvolver um meio diluidor, que
mantenha a qualidade dos espermatozoides durante o processo de criopreservacéo. O
diluidor ideal deve atender a todas as necessidades das células esperméticas, como
preservar a motilidade e a integridade da membrana plasmatica, estabilizar o pH,
neutralizar produtos téxicos produzidos, proteger contra o choque térmico, manter o
equilibrio eletrolitico e pressdo osmoética; atuar como fonte energética, estabilizar
sistemas enzimaticos, e inibir o crescimento bacteriano (ENGLAND, 1993).

O balanco iénico e pH, que deve estar entre 6,8 e 7,2, € mantido através de
solucdo tampdo, onde mais comumente € utilizado o TRIS (tris-hidroximetil
aminometano). Este atua removendo os ions de hidrogénio resultantes do metabolismo
espermatico. Enquanto que o citrato de sédio, age como quelante dos metais pesados
existentes no liquido seminal (JOHNSTON et al., 2001).



Os espermatozoides necessitam de energia para manter a motilidade e atividade
normal, esta pode ser obtida por fosforilagdo oxidativa mitocondrial ou por glicélise
(VOLPE et al., 2009). Com esse intuito, adiciona-se como fonte de energia agucares
como: glicose, frutose, lactose ou manose ao diluidor. A glicose e frutose séo as mais
freqientemente adicionados aos diluidores para conservacdo de sémen de céo
(PONGLOWHAPAN et al., 2006). RIGAU et al. (2001), demonstraram que
espermatozoides incubados num meio enriquecido com frutose apresentaram um
padrdo de motilidade mais rapido e linear, comparativamente aos incubados em
glicose.

A gema de ovo previne a perda ou substitui fosfolipidios da membrana
plasmatica (VERSTEGEN et al., 2005), confere protecdo contra alteracdes da presséao
osmoética (WITTE et al., 2009) e tem efeito protetor contra a reacdo espontanea do
acrossoma das células espermaticas (IGUER-OUADA E VERSTEGEN, 2001).

Vérias pesquisas tém concluido que a adicdo de detergentes ao diluidor com
gema de ovo melhora a motilidade, a integridade acrossomal, a sobrevivéncia e a
fertilidade das células espermaticas apos a congelacao (MAIA, 2006).

Os crioprotetores séo substancias capazes de promover a sobrevivéncia celular
durante a refrigeracdo, congelacdo e descongelacéo; e sdo classificados por atuarem
intra e extracelularmente (AMANN, 1986) e na estabilizacdo da membrana. O mais
utilizado para sémen de céo € o glicerol (JOHNSTON et al., 2001).

Os antibidticos também sdo adicionados ao meio diluidor com fungédo anti-
microbiano, a associacdo mais frequentemente utilizada séo a de sédio-enzilpenicilina e
sulfato de dihidroestreptomicina (ABE et al., 2008; BECCAGLIA et al., 2008). A
gentamicina, e a amicacina sdo outros antibioticos que também podem ser adicionados
aos diluidores (JOHNSTON et al., 2001, MARTINS, 2005).

A suplementagdo dos diluidores com antioxidantes tem intuito de reduzir o
impacto do estresse oxidativo durante o processo de conservacdo do sémen,
conservando a qualidade deste durante a criopreservacdo (MONTEIRO et al., 2009). No

entanto, as concentracdes, tipos e combinacbes de antioxidantes, sdo ainda



controversas, necessitando assim da realizacdo de maiores estudos (BECCAGLIA et
al., 2008).

2.5. Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo espécies reativas de oxigénio
(ROS) potencionalmente destrutivas excede as defesas dos antioxidantes naturais do
proprio corpo, resultando em danos celulares, refletindo na diminuicdo da motilidade e
fluidez da membrana, integridade do DNA, funcdo mitocondrial e alteracdo de
metabolismo dos espermatozoides (AGARWAL et al., 2003; SILVA 2006). Trabalhos
tem demonstrando que metade dos homens inférteis, sofrem com estresse oxidativo
(TREMELLEN, 2008; AGARWAL et al., 2008).

A capacidade do estresse oxidativo de romper as membranas espermaticas foi
primeiro relatada em 1943 por MacLeod quando ele reconheceu o impacto negativo de
altas concentracdes de oxigénio na motilidade espermética (Revisado por AITKEN et
al., 1998). Isto se deve devido ao contetdo do citoplasma ser menor, limitando assim a
quantidade disponivel de enzimas antioxidantes (VERNET et al., 2004). Além disso, a
abundancia de acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) nas membranas dos
espermatozoides, responsavel pela fluidez para exercer a fusdo de membranas,
durante a fecundacdo, (PARKS E HAMMERSTEDT, 1985; LENZI et al., 2000;
AGARWAL et al., 2003), torna os espermatozoides mais vulneraveis.

As ROS interferem, as ligacdes duplas (insaturacdes), enfraquecendo a ligacéo
carbono-hidrogénio sobre o atomo de hidrogénio adjacente, tornando-o suscetiveis a
clivagem (VERNET et al., 2004). A oxidacédo de lipidios € um exemplo tipico de reacao
envolvendo radicais livres, e a velocidade da reacédo de oxidacdo depende do grau de
insaturacdo na molécula do acido graxo, assim, quanto maior o grau de insaturagao,

maior sera a suscetibilidade a oxidacdo (BORGES, 2008).
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Outro fator que contribui com a peroxidacao lipidica de espermatozoides do
epididimo é a presenca de gota citoplasmatica, que sdo encontradas com abundéancia
em espermatozoides recuperados de epididimo (GOOVAERTS et al.,, 2006). Em
humanos foi observado, que a presenca desse defeito menor contribui para um
aumento da producéao de ROS (SAID et al., 2005).

A susceptibilidade dos espermatozoides ao dano oxidativo surge como um
importante problema, pois pode levar a perda da motilidade, integridade da membrana,
capacidade de fertilizacdo e outras mudancas fisiologicas nos espermatozoides
(AITKEN E BAKER 2004; CASSANI et al., 2005). No entanto, este ndo pode ser
considerado apenas como um fator negativo para a espermatogénese; o estresse
oxidativo também € necessario para varios processos fisioldégicos especificos dos
espermatozoides, como a capacitacdo e a reacao acrossdmica durante a fusdo das

membranas na fertilizacdo (GRIVEAU E LANNOU, 1997).

2.6. Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

O termo radical livre refere-se ao atomo ou molécula altamente reativo, que
contém numero impar de elétrons em sua Ultima camada eletrbnica, (HALLIWELL,
1992). As camadas eletronicas de um elemento quimico sdo denominadas K, L, M e N,
e seus subniveis, s, p, d, f. E € o ndo-emparelhamento de elétrons da ultima camada
gue confere alta reatividade a esses atomos ou moléculas. Os radicais livres sao
formados em um cenario de reacdes de oOxido-reducgédo, isto €, ou cedem o elétron
solitario, oxidando-se, ou recebem outro, reduzindo-se (FERREIRA E MATSURA,
1997).

Os radicais livres podem ser formados pela acdo direta de alguma fonte de
energia externa (luz, calor e radiacdo), ou interna, préprio metabolismo (subprodutos da
respiracao celular), por reacdes catalisadas pelos metais (ferro e cobre) ou por enzimas
(BORGES, 2008).
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As espécies reativas de oxigénio sdo encontradas em todos o0s sistemas
bioldgicos. Em condicdes fisiolégicas do metabolismo celular aerébio, o oxigénio (O,)
sofre reducédo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacéo
de agua (H.0). Durante esse processo sao formadas moléculas intermediarias reativas,
como os radicais superoxido (Oy), radical hidroxila (OH"), e o perdoxido de hidrogénio
(H20,). Normalmente, a reducdo completa do O, ocorre na mitocondria (COHEN, 1989).

O radical superoxido (O;) é formado apos a primeira reducdo do O,. Sua
formacgéo ocorre espontaneamente, especialmente, na membrana mitocondrial através
da cadeia respiratoria. Apesar de ser considerado pouco reativo em solugdes aquosas,
tem sido observada lesédo bioldgica secundaria (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1990).

O Radical hidroxila (OH) é considerado a ROS mais reativa em sistemas
biolégicos. E formado a partir do peroxido de hidrogénio em uma reacéo catalisada por
jons metais (Fe™* ou Cu™), denominada de reacdo de Fenton. A combinac&o
extremamente rapida do OH  com metais ou outros radicais no proprio sitio onde foi
produzido confirma sua alta reatividade. O radical hidroxila pode inativar varias
proteinas, ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) e as pontes dissulfeto (-SS). Também
pode iniciar a oxidacdo dos acidos graxos polinsaturados das membranas celulares
(lipoperoxidacdo) (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1990).

O Peroxido de hidrogénio (H,0O,) apesar de ndo ser um radical livre, pois néo
possui elétrons desemparelhados na Ultima camada, € um metabdlito do oxigénio
extremamente deletério, pois participa da reacdo que produz o OH. O H,O, tem vida
longa, e € capaz de atravessar camadas lipidicas (SCOTT et al., 1991).

Todos 0s componentes celulares sao suscetiveis a acdo das ROS, porém a
membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da lipoperoxidagcédo, que acarreta
alteragbes na estrutura e na permeabilidade destas (MELLO FILHO et al., 1983).
Consequentemente, h& perda da seletividade na troca i6nica e liberacdo do contetdo
de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomos, e formacéo de produtos
citotoxicos, como o malonaldeido (MDA) (HERSHKO, 1989), alta concentracdo de MDA
compromete a motilidade espermatica, a sua capacidade de sofrer reacdo acrossdmica
e ainda causa alteracdes no formato da célula (SHARMA E AGARWAL, 1996).
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A degradacdo da estrutura da membrana plasmatica provocada pelas ROS
constitui o processo de lipoperoxidacao. Esta é composta basicamente por trés etapas:

1. Iniciacdo as ROS (OH’) sequestram o hidrogénio &cidos graxos
poliinsaturados presentes na membrana celular, com consequente formacéo
dos radicais lipidico (L").

2. Propagacédo: o radical lipidico reage rapidamente com o O, resultando no
radical peroxil (LOO"), que por sua vez sequestra novo hidrogénio da PUFA,
formando novamente o radical lipidico.

3. Terminacédo: toda membrana se encontra lesada, pois os radicais (L- e LOO-)
produzidos propagam-se até destruirem a si préoprios (FERREIRA E
MATSUBARA, 1997).

O ROS sao geradas pelo metabolismo de espermatozoides morfologicamente
normais e anormais, bem como espermatozoides imaturos durante 0 armazenamento
em condicbes aerObias (AGARWAL et al.,, 2003; SILVA, 2006). A reacdo de
peroxidacao lipidica é considerada uma das mais importantes causas de reducédo da
fecundidade reprodutiva em mamiferos (AGARWAL et al., 2003). Estas podem causar
infertilidade por dois mecanismos. No primeiro, causam danos a membrana
espermatica, que por sua vez reduz a motilidade progressiva do espermatozoide e a
sua capacidade de fusdo com o odcito. Ja no segundo, estes radicais lesionam
diretamente o DNA espermatico, comprometendo o genoma paterno do embrido
(TREEMELLEN, 2008).

2.7. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo moléculas ou substancias capazes de converter as ROS
em agua, com a finalidade de prevenir a sua super populacdo (AGARWAL et al., 2005).

Uma vasta gama de antioxidantes tem sido utilizados para bloquear ou impedir o



13

estresse oxidativo em uma variedade de sistemas celulares, pois impedem a
propagacao da peroxidacgao lipidica das membranas celulares (UPRETI et al., 1998).

Os mecanismos de defesa antioxidante presentes no plasma seminal e na célula
espermatica incluem sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos. O sistema enzimatico
compreende enzimas como a superéxido dismutase, a glutationa redutase, glutationa
peroxidase e catalase.(BORGES, 2008); e os antioxidantes ndo enzimaticos incluem o
acido ascorbico, a vitamina E, a taurina, a hipotaurina, os carotendides e ubiquinonas
(Coenzima Q), acido Urico e acido lipdico (NORBERG e ARNER, 2001). Para Ferreira e
Matsubara, (1997) esses sistemas podem atuar em duas dire¢cdes: como removedor do
agente oxidante antes que ele ocasione lesdo celular (superéxido dismutase; catalase;
glutationa peroxidase e a vitamina E), ou ainda como agente reparador da leséo ja
ocorrida (4cido ascorbico; glutationa redutase e glutationa peroxidase).

A N-acetilcisteina (NAC), antioxidante com base tiol, desempenha um
papel importante na protecao dos constituintes celulares contra
dano oxidativo. A acdo hipotética de NAC origina de sua capacidade de estimular e
sustentar os niveis intracelulares de glutationa. Outra vantagem da NAC € a sua
eficiéncia de quelar metais toxicos (BANNER et al., 1986).

A vitamina E protege as células das ROS, in vivo e in vitro, e acredita-se que ela
€ o inibidor primario de radicais livres encontrados em pequenas quantidades nas
membranas celulares e no plasma seminal de mamiferos (SIKKA, 2004).

Vérias formas de vitamina E tém sido utilizadas em estudos de preservagédo de
espermatozoides. Adicdo de vitamina E (atocopherol) manteve a integridade da
membrana espermatica durante a criopreservacdo dos espermatozoides de javali
(CEROLINI et al., 2000), enquanto que uma vitamina sollavel em agua analoga da
vitamina E (Trolox) melhorou a mobilidade e integridade da membrana dos
espermatozoides de javali durante no pos-descongelamento. O Trolox além preservar o
sémen e melhorar a longevidade e qualidade dos espermatozoides refrigerados e
congelados-descongelados, manteve integra membrana e a atividade mitocondrial

durante o processo de criopreservacdo (PENA et al., 2003), reduziu também,
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efetivamente, a peroxidacgéo lipidica (GAVELLA E LIVOPAC, 2000), e danos ao DNA
(DOMINGUEZ-REBOLLEDO et al., 2009).

2.8. Antioxidantes x ROS x Espermatozoides

A acdo combinada de antioxidantes ndo enzimatico (vitamina E) e enzimatico (N-
acetil-cisteina), pode neutralizar as ROS, resultando em uma oxidac&o/reducéo celular
ou numa reacdo de equilibrio (SILVA, 2006). Apesar da importancia reconhecida dos
antioxidantes na prevencgédo do estresse oxidativo do sémen, h& inUmeras controvérsias
quanto a sua utilizacdo (NICHI, 2003). Estas surgem pelo fato que as ROS
desempenham importante papel na fertilizacdo (SENGOKU et al., 1998). Desta forma, o
tratamento com antioxidantes, pode ser benéfico ou deletério, de acordo com o tipo,
guantidade e associacéo ou ndo de antioxidantes (NICHI, 2003).

A administragéo via oral, em coelhos, de vitamina E, &cido ascorbico e a sua
associacdo demonstrou melhorias nas caracteristicas do espermatozoide, assim como
a diminuic&o significativa na geracdo de ROS e aumento na atividade da glutationa s-
transferase (YOUSEF, et al., 2003). J& em humanos, a suplementacdo oral com NAC
(600mg/dia) inibiu morte celular programada (apoptose) de espermatozoides oriundos
dos tlbulos seminiferos (ERKKILA et al., 1998). HATAMOTO (2004) constatou que a
suplementacdo 500mg/animal/dia de vitamina E, diminuiu os efeitos nocivos da
dexametasona no ejaculado de cdes. FAROMBI et al. (2008) demonstraram que a
associacao da vitamina C e NAC minimizaram os efeitos deletérios do tratamento de
tetraciclina sobre a producdo de testosterona, células espermaticas e parametros
seminais de ratos. Em humanos foi constatado que a combinacdo de NAC (600mg/dia)
e vitamina E (400Ul/dia), por via oral, em pacientes submetidos a quimioterapia,
aumentaram as concentracdes séricas de glutationa peroxidase, diminuindo as ROS, e
citocinas pro-inflamatorias (TONBARY et al., 2009).
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Em taurinos, a adi¢cdo da cisteina ao meio diluidor do sémen, impediu a perda de
motilidade espermatica pela inibicdo da peroxidacao lipidica em amostras de sémen
congelado e descongelado (BILODEAU et al, 2001). Em estudo realizado por
THUWANUT et al. (2008), a adicao do antioxidante analogo hidrossoluvel da vitamina E
— Trolox (5mM) ou da N-acetil-cisteina (5mM) ao diluente TRIS gema de ovo, contendo
Equex STM antes da congelacdo, propiciou aumento da motilidade progressiva,
integridade de membrana e diminuicdo dos defeitos em DNA dos espermatozoides
recuperados de epididimo de gatos apds descongelagédo. Em contrapartida MICHAEL et
al, (2009) observaram a adicdo de 5mMol ao meio diluente resultou em efeitos
deletérios ao ejaculado canino durante a criopreservacao, enquanto que concentragées
de 1 e 2,5mM de NAC nao alteraram os parametros espermaticos avaliados.

De acordo com os estudos referidos, dois antioxidantes se destacam em relacéo
aos demais. A vitamina E, que € um antioxidante natural, lipossoluvel, presente nas
células espermaticas e desempenha papel crucial na quebra da reacéo de peroxidagéo
iniciada pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) (WANG e QUINN, 1999). E os tidis,
que inclui a cisteina e a N-acetilcisteina (NAC). Ambas, cisteina e NAC, sé&o
precursores da biossintese intracelular da glutationa (BILODEAU et al, 2001).

Sendo assim, utilizou-se a vitamina E e N-acetil-cisteina como antioxidantes de
eleicdo para o desenvolvimento do presente estudo, uma vez que, ndo ha estudos
associando estes ao meio diluidor durante a criopreservacao de células esperméticas

obtidas de epididimo canino.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Verificar se a adicdo de N-acetil-cisteina e da vitamina E, isolados ou associados,
ao meio diluente TRIS (TRIS + gema + &cido citrico + frutose) interferem na

preservacao das células espermaticas epididimais caninas.

3.2. Objetivos Especificos

Averiguar qual das concentracdes (0,5, 2,5 ou 5mM) de antioxidantes, NAC e
vitamina E (associados ou ndo) € a mais indicada na criopreservacado das celulas
espermaticas oriundas de epididimo canino.

Analisar pelos testes complementares o efeito dos antioxidantes (NAC e vitamina
E) nas diferentes concentracbes sobre as células espermaticas submetidas a
refrigeracéo (48 horas) e apos congelacao/descongelacao.

Mensurar e comparar o indice de lipoperoxidacdo dos meios contendo

antioxidantes (NAC e vitamina E) em diferentes concentracfes associados ou nao.



17

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Os animais foram provenientes da rotina do Setor de Obstetricia e Reproducao
Animal do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias, campus de Jaboticabal — UNESP.

Comissao de ética e bem estar animal (CEBEA), protocolo 018813/09.

Um total de 75 machos da espécie canina, sem predilecdo de raca, com idades
entre um e cinco anos, considerados higidos pela avaliacdo clinica, hematimétrica e
bioquimica, foram submetidos a orquiectomia eletiva (Protocolo anestésico — Anexo A).
Imediatamente apos a retirada das gbnadas, estas foram imersas em solucéo fisiologica
NaCl 0,9% contidas em um frasco de vidro devidamente identificado, e transportados

para o laboratorio.

4.2. Obtencdo do Recuperado Espermatico

A cauda do epididimo e ducto deferente foram dissecados da gbnada e
colocados em uma placa de petri mantida inclinada, ato continuo, com auxilio de uma
lamina de vidro, o conjunto foi comprimido, e os espermatozoides recuperados em 1mL

de solucéo de ringer simples, a técnica foi adaptada de MARTINS et al. (2003).
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4.3. Constituicdo das Unidades Experimentais

Os 75 cées foram divididos grupos de 5, formando 15 unidades experimentais
(UEs). Os animais de cada UE foram orquiectomizados no mesmo dia e em sequencia
imediata, sendo a recuperado espermatico armazenado em tubos de 15mL para a

realizacao das analises.

4.4. Grupos Experimentais

Cada grupo experimental (G), foi composto por cinco unidades experimentais.
Em cada G uma concentracdo de antioxidante foi testada, sendo GlI, Gl e Glli
suplementados com 5,0, 2,5 ou 0,5mMol de antioxidantes respectivamente (Figura 1).
Em todos os grupos o antioxidante foi acrescentado para uma concentracdo de 80x10°
espermatozoides.

O contetudo de cada UE foi aliquotado em 12. Em seguida as partes foram
centrifugadas a 800g por 10 minutos. ApOs este periodo o sobrenadante foi
desprezado, e o pellet ressuspendido em meio TRIS, onde trés das aliquotas
receberam vitamina E (VE). Outras trés foram acrescidas de N-acetilcisteina (NAC),
outras trés receberam a associacao da vitamina E com a N-acetilcisteina (NV), e as trés
ultimas nao receberam antioxidante. Uma aliquota de cada amostra foi avaliada a
fresco, outra apO0s 48 horas de refrigeracdo a 4°C, e a terceira apos
congelagéo/descongelacao.
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{ 15 UEs }
y
5 UEs -Gl 5UEs -Gl 5UEs-GllI I
A 4 A J

[ Subgrupos — CAOs —5 ] [ Subgrupos — CAOs — 2,5 ] [ Subgrupos — CAOs — 0,5 ]

Figura 1. Diagrama da divisdo das 15 unidades experimentais (UES), nos
grupos experimentais (Gl, GlI, Glll), e suas subdivisbes, com adi¢cdo de

5, 2,5 e 0,5mMol de antioxidantes.
CAOs: Concentracao de antioxidantes adicionados ao meio diluidor para cada 80x10°
espermatozoides; T: Meio diluidor TRIS; SP: Espermatozoides; VE: Antioxidante

Vitamina E; NAC: Antioxidante N-acetil-cisteina.

4.5. Refrigeracéo e Congelacéo

Uma amostra de cada subgrupo, foi avaliada a fresco, apoés refrigeracao
a 4°C em container de transporte (Botutainer®), por 48 horas e apos o
processo de congelacdo/descongelacdo. As aliquotas submetidas a
congelacdo foram envasadas em palhetas de 0,5 mL, com concentracdo de
40x10° espermatozoides por palheta. As palhetas foram refrigeradas & 5°C
durante 60 minutos e congeladas a uma distancia de 6cm do vapor de
nitrogénio liquido por 20 minutos, e entdo mergulhadas e armazenadas em
botijdo criogénico. A descongelacdo foi realizada a 70°C por oito segundos
conforme PENA E LINDE-FORSBERG (2000) e analisadas ap6s 10 minutos

(Figura 2).
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SUBGRUPOS — DIFERENTES CONCENTRAGOES
(50U 250U0,5MMOL)

v
Diluicéo: TRIS COM OU SEM ANTIOXIDANTE
v

| 3 ALIQUOTAS |
1

| 4 A 4 X

FRESCO REFRIGERACAO - Botutainer® CONGELAGAO Palhetas 0,5ml

4

48h 5°C Descongelagio 70°C
8s
|

Avaliagdo Espermatica: MOT, VIG, HIPO, MORF, VITAL, FLUO, TBARS, DAB, TTR

Figura 2. Fluxograma do delineamento experimental.
MOT: motilidade progressiva; VIG: vigor; HIPO: teste hiposmético; MORF:

morfologia espermatica; VITAL: teste supra vital; FLUO: teste de fluorescéncia;
TBARS: mensuracéo da lipoperoxidagdo; TTR: teste termo resisténcia; DAB: teste

de atividade citoguimica.

4.6 Meio Diluidor

Utilizou-se como meio diluidor o TRIS-gema: &acido citrico (1,79g),
Hidroximetilaminometano — TRIS (3g), frutose (1,25g), gema de ovo (20mL),
amicacina (0,02g), OEP (0,02%) e glicerol (7mL), sendo este ultimo utilizado
apenas no meio destinado a congelacdo dos espermatozoides, e agua
destilada (100mL). Cada grupo experimental recebeu uma concentracéo de
antioxidante utilizando o mesmo diluidor.

O pH do diluidor adicionado de 5 mMol de NAC isolada ou associada a
vitamina E foi de 5.4, este nédo foi corrigido para 6,8, com intencdo de né&o
interferir no meio padrdo. O pH de todas as concentracdes e antioxidantes

restantes, assim como o meio controle Tris-gema, foi de 6,8.
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4.7. Avaliacdo Espermatica

4.7.1. Concentracao Espermética

Imediatamente apdés a recuperacdo espermatica, realizou-se a
concentracdo espermética, onde foi realizada uma diluicdo de 1:20, uma parte
do material espermético para vinte partes de agua, em seguida a concentracdo

espermatica foi determinada pela leitura realizada na camara de Neubauer.

4.7.2. Morfologia Espermatica

Uma amostra do material foi diluida em 2,9% de citrato de soédio,
juntamente com o corante descrito por POPE et al (1991), em seguida incubou-
se por 70 segundos em temperatura ambiente. Ato continuo foi realizado um
esfregaco em lamina de vidro e a leitura de 100 células, em microscopio 6ptico

em objetiva de 1000x.

4.7.3. Motilidade e Vigor Espermaticos

Uma gota de cada UE, foi colocada em lamina e coberta por laminula,
pré-aquecidas a 37°C, em seguida as células espermaticas foram avaliadas
sob microscopia Optica em aumento de 40 vezes. A motilidade foi mensurada,
subjetivamente, pela porcentagem de células moveis, variando de zero (todas
as ceélulas imoveis) a 100 (todas as células em movimento), enquanto o vigor
foi determinado pela qualidade de movimento progressivo dos
espermatozoides, em escala de zero (nenhum movimento) a cinco (movimento
retilineo) (CBRA, 1998).
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4.7.4. Teste Hiposmatico

Este teste foi realizado de acordo com a técnica descrita por JEYEDRAN
et al. (1984). Utilizou-se 1,0mL de uma solucdo (Anexo B) com frutose na
concentracdo de 100mOsm/Kg, acrescida de 20uL dos espermatozoides no
meio diluidor. Essa solucao foi incubada em banho Maria a 37°C, durante 60
minutos. Apos este periodo uma amostra foi colocada entre lamina e laminula,
e entdo foram contadas 100 células em microscopio de contraste de fase, em
aumento de 400x. As células foram classificadas quanto a presenca ou ndo da
cauda enrolada (Figura 3). O numero total de células espermaticas que
apresentaram membrana plasmatica integra foi obtido pela subtracdo do
namero de espermatozoides com cauda enrolada patolégica daqueles com

cauda enrolada resultantes do teste hiposmotico.

Figura 3. Fotomicrografia de células espermaticas
oriundas de epididimo canino, 1. reativo ao teste
hiposmotico, com membrana plasmatica integra; 2.
com membrana plasmatica lesada, em microscépio

com contraste de fases, em aumento de 400x.
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4.7.5. Teste Supra Vital

Uma gota do material espermatico foi colocado em lamina, em seguida
uma gota do corante eosina amarela', estas foram homogeneizadas, e o
esfregaco foi confeccionado. A leitura foi realizada em microscopio de luz em
aumento de 100x. Espermatozoides corados em vermelho indicaram células
mortas, ja a auséncia desta coloragdo representou células vivas (Figura 4). O
resultado foi expresso em porcentagem de espermatozoides vidveis. Foram

contadas 200 células espermaticas.

Figura 4. Fotomicrografia de células espermaticas
oriundas de epididimo canino, células esperméticas
brancas, classificadas como vivas (1) e rosas como
mortas (2), segundo teste supra vital, utilizando o corante
eosina amarela, observado em microscopio 6ptico, em

aumento de 100x.

! Eosina Amarela 3% Embralab
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4.7.6. Teste de Fluorescéncia

O teste de fluorescéncia foi realizada de acordo com a técnica descrita por
HARRISON E VICKERS (1990), e adaptada ao sémen de cédo por CUNHA et
al. (1996). Uma aliquota de 10uL da UE foi homogeneizada com 40uL da
solucdo de trabalho (Anexo C), ato continuo uma gota do material foi
depositado entre lamina e laminula e foi analisado em microscopia de
epifluorescéncia (480-610nm) sob objetiva de 1250X, foram contadas 100
células.

Todas as solugcbes foram preparadas ao abrigo da luz e eram mantidas
congeladas a -20°C até o momento da realizacédo da analise.

Os espermatozoides apresentaram as seguintes coloracdes (Figura 5):

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

e Lesados - espermatozoides com membrana plasmatica e acrossomal
lesadas, células coradas pelo IP, apresentando-se vermelhas

fluorescentes.
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Figura 5. Fotomicrografia de  células
espermaticas oriundas de epididimo canino,
célula espermatica vermelha sao classificadas
com membrana plasmatica lesada (1) e verde
com membrana plasmatica integra (2), pelo teste
de fluorescéncia, observada em microscopio de
fluorescéncia, em aumento de 1000X.

4.7.7. Teste de Atividade Citoquimica (Coloracédo DAB)

A atividade citoquimica foi determinada pelo método descrito por
HRUDKA (1988), onde 50uL da UE foi adicionado a 150uL da solucéo trabalho
(ANEXO D). Ato continuo as avaliagcdes foram realizadas em aumento de
1000X, sob o6leo de imersédo, usando microscopia de contraste de fase. Foram
classificados 200 espermatozoides e a avaliacdo da atividade mitocondrial da
peca intermediaria seguiu a escala de quatro classes proposta por HRUDKA
(1988), onde (Figura 6):

e Classe 1: quase todas as mitocondrias sdo ativas, ou seja contém um
produto de reacdo enegrecida dando a bainha mitocondrial a aparéncia

de um cilindro compacto e proeminente;
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e Classe 2: bainha mitocondrial parece fragmentada, isto €, consiste em
segmentos ativos e inativos com predominancia dos ativos;
e Classe 3: espermatozoides com menos da metade da bainha
mitocondrial ativa e com poucas mitocondrias ativas dispersas;
e Classe 4: espermatozoides completamente inativos.
Cada classe foi multiplicada por um fator de correcdo que segue 1=1,0,
2=0,5, 3=0,25, 4=0,0. Desta forma calculou-se o indice de atividade citoquimica
(IAC).

IAC = escore total/ nUmero de espermatozoides classificados x 100.

Figura 6. Fotomicrografia de células espermaticas oriundas de epididimo canino,
submetidas a coloracdo de DAB. Classificacdo da atividade mitocondrial
dos espermatozoides, onde em 1. guase todas as mitocondrias sdo
ativas, em 2. segmentos ativos e inativos com predominancia dos ativos,
em 3. menos da metade da bainha mitocondrial ativa e com poucas
mitocondrias ativas dispersas e em 4. mitocondrias completamente
inativos, observados em microscépio com contraste de fases no aumento
de 1000X.
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4.7.8. Mensuracéao da lipoperoxidacao (OH")

A extensdo da degradacao da desoxirribose por radical hidroxil gerados
foi mensurada pelo ensaio do acido Tiobarbitdrico (TBARS) descrito por PAYA
et al. (1992). Foi adicionado a 2mL da solugéo (Anexo E), 500uL do conteudo
espermatico e 500uL de PBS? em seguida as amostras foram postas sob
fervura por 15 minutos, ato continuo em gelo moido por mais 15 minutos, e
entdo centrifugadas por 15 minutos. Posteriormente o0s resultados de
mensuracdo de lipoperoxidacdo foram expressos em nmol de TBARS/40x10°
espermatozoides mediante curva padrdo de MDA realizada ao

espectrofotdmetro colorimétrico (532nm).

4.7.9. Teste Termo Resisténcia (TTR) — Lento

Este teste consistiu na incubagcdo de uma amostra do recuperado
espermético mais o diluidor, em banho Maria a 37°C, por tempo pré
estabelecido de trés horas, apds este periodo a motilidade progressiva e o
vigor espermatico foram avaliados conforme citado anteriormente
(DIMITROPOULOS, 1967).

4.8. Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram executadas no programa computacional
SAS (“Statistical Analysis System”). Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade do residuos (Cramer-von Mises). Quando os valores
apresentaram distribuicdo normal foram submetidos ao teste Tukey, quando

nao, foram submetidos Kruskal-Wallis e Friedman, sendo que o primeiro foi

2 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline — Sigma D8662
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utilizado para delineamento inteiramente casualizado e o segundo para blocos
casualizados. Os dados obtidos do primeiro referido foram expressos em
médias = desvio padrdo, e do segundo em mediana (minimo-maximo). Um

valor de p<0,05 foi considerado significativo.



29

5. RESULTADOS

As caracteristicas das células espermaticas recuperadas do epididimo
encontravam-se dentro dos valores de normalidade para a espécie canina
(JOHNSTON et al., 2001). Nao observou-se diferenca entre as UE (p>0,05) e
os defeitos morfoldgicos encontrados encontram-se descritos na tabela 1. A
concentracdo média observada foi de 1104 x 10° células espermaéticas

recuperadas por unidade experimental.

Tabela 1. Percentual das alteragdes morfologicas de espermatozoides
oriundos de epididimo canino, observadas nas unidades
experimentais dos grupos experimentais (GI, Gl e Glll),

classificadas em defeitos menores, maiores, e totais. Jaboticabal —

2012.
UEs - GllI UEs — GlI UEs — Gl
Defeitos menores  18% 13,8% 17,8%
Defeitos maiores  9,8% 7% 7,6%
Defeitos totais 27,8% 20,8% 25,4%

UEs. Unidades experimentais

5.1. Motilidade e Vigor

A adicdo dos antioxidantes nas diferentes concentragdes (0,5, 2,5,
5mMol), ndo diferiu quanto motilidade e vigor espermaticos, antes e apés a
realizacdo do teste TTR, exceto a suplementacdo do meio diluidor com 5mMol
dos antioxidantes NAC isolada, ou associada a vitamina E, que promoveu
efeito deletério as células espermaticas ap0s o periodo de refrigeracdo e
descongelacéo (p<0,05, Tabela 2-5).

Observou-se diferenca significativa, em relacdo a motilidade e vigor com
0 decréscimo da concentracdo dos antioxidantes suplementados ao meio
diluidor (p<0,05, Figura 7 e 8).
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Tabela 2. Percentual da motilidade das células espermaticas, recuperadas de

epididimo de cades, mediana (minimo — maximo), comparando
diferentes concentracdes (0,5, 2,5, 5mMol) de vitamina E e/ou NAC
adicionadas ao meio diluidor, avaliados a fresco, ap0s periodo de
refrigeracdo e apds o processo de congelagdo/descongelacgéo.
Jaboticabal — 2012.

Fresco
[ ] mMol

C VE NAC NV
5,0 80 (70-90)* 80 (70-90)* 80 (70-90)* 80 (70-90)"
2,5 85 (70-90)" 85 (70-90)" 85 (70-90)" 85 (70-90)"
0,5 80 (80-90)" 80 (80-90)" 80 (80-90)* 80 (80-90)"

Refrigerado

C VE NAC NV
5,0 40 (25-70)" 20 (5-45)*° 0 (0-0)° 0 (0-0)°
2,5 30 (30-50)" 25 (20-40)* 20 (20-35)" 30 (15-35)"
0,5 50 (30-70)" 60 (40-80)" 60 (35-70)" 40 (25-50)*

Descongelado

C VE NAC NV
5,0 25 (10-25)" 10 (0-20)"® 0 (0-0)® 0 (0-0)F
2,5 15 (5-25)* 25 (0-30)* 5 (5-25)" 15 (10-25)"
0,5 10 (10-30)* 20 (0-25)* 25 (5-50)* 40 (10-50)"

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05) (Teste de Kruskal-Wallis)

[ ] mMol. Concentragéo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adi¢éo

de vitamina E; NAC. Adicao de N-acetilcisteina; NV. Adigdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Tabela 3. Vigor das células esperméticas, recuperadas de epididimo de caes,

medianas (minimo-maximo), comparando diferentes concentracdes
(0,5, 2,5, 5mMol) de vitamina E e/ou NAC adicionadas ao meio
diluidor, avaliados a fresco, apds periodo de refrigeracdo e apos o
processo de congelagéo/descongelacao. Jaboticabal — 2012.

[ 1 mMol Fresco

C VE NAC NV
5,0 4,0 (3,5-4,5" 4,0(3,5-45" 4,0(3,545" 4,0(35-4,5)"
2,5 4,5 (4-4,5)* 4,5 (4-4,5)* 4,5 (4-45)% 45 (4-4,5)"
0,5 4,0 (3,5-4,5* 4,0 (3,5-4,5" 4,0 (3,5-45" 4,0 (3,5-4,5"

Refrigerado

C VE NAC NV
5,0 3,5 (2-3,5)" 2 (1-2,5)*° 0 (0-0)® 0 (0-0)®
2,5 2,5(1,5-3)" 2 (2-3)" 2 (1-3)" 2,5(1,5-3)"
0,5 3(1,5-3,5)" 3(2,5-4,0)" 3(2,5-3,5)" 2 (2-3)

Descongelado

C VE NAC NV
5,0 2,5(1,5-2,5" 1(0-15"° 0 (0-0)® 0 (0-0)®
2,5 2 (1,5-2,5) 2 (0-2,5)* 1,5 (1-2) 1,5 (1,5-2)*
0,5 2 (2-2,5) 2,5 (0-3)" 2,5 (2-3)" 3(2,5-4)"

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05) (Teste de Kruskal-Wallis)

[ 1 mMol. Concentracéo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adigédo

de vitamina E; NAC. Adicao de N-acetilcisteina; NV. Adigdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Tabela 4. Percentual da motilidade das células espermaticas, recuperadas de

epididimo de cées, apdés a realizacdo do teste TTR, valores

mediana (minimo-maximo), comparando diferentes concentracfes

(0,5, 2,5, 5mMol) de vitamina E e/ou NAC adicionadas ao meio

diluidor, avaliados a fresco, no periodo de refrigeracdo e apos o

processo de congelacao/descongelacao. Jaboticabal — 2012.

[ 1 mMol Fresco

C VE NAC NV
5,0 50 (40-50)" 20 (15-40)" 0 (0-0)® 0 (0-0)F
2,5 45 (30-60)" 15 (5-55)* 30 (20-55)" 35 (25-50)"
0,5 30 (10-70)" 30 (5-50)* 30 (10-60)* 40 (20-60)"

Refrigerado

C VE NAC NV
5,0 10 (3-50)" 5 (0-15)*° 0 (0-0)° 0 (0-0)°
2,5 5 (0-25)* 0 (0-10)* 5 (0-20)* 5 (0-20)*
0,5 5 (0-50)* 0 (0-5)* 25 (0-50)* 5 (0-30)*

Descongelado

C VE NAC NV
5,0 0 (0-5)* 0 (0-0)* 0 (0-0)* 0 (0-0)*
2,5 0 (0-0)" 0 (0-0)* 0 (0-15)* 0 (0-5)*
0,5 0 (0-10)* 0 (0-0)* 0 (0-10)* 0 (0-5)*

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05) (Teste de Kruskal-Wallis)

[ ] mMol. Concentragéo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adi¢&do

de vitamina E; NAC. Adicao de N-acetilcisteina; NV. Adigdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Tabela 5. Vigor das células esperméticas, recuperadas de epididimo de céaes,

medianas (minimo-maximo), comparando diferentes concentracdes
(0,5, 2,5, 5mMol) de vitamina E e/ou NAC adicionadas ao meio
diluidor, apés a realizagdo do teste TTR, avaliados a fresco, no
periodo de refrigeracdo e ap6s o0 processo de

congelacao/descongelacdo. Jaboticabal — 2012.

[ 1mMol Fresco

C VE NAC NV
5,0 2 (1,5-3)" 0,5 (1-2)* 0 (0-0)® 0 (0-0)F
2,5 3 (2-4)* 1,5 (1-3)* 2 (1,5-3)" 2,5 (2,5-3)"
0,5 2 (1,5-4)" 2,5 (1-3,5)* 2 (1,5-3)" 2,5 (1,5-3)"

Refrigerado

C VE NAC NV
5,0 1(1-3)" 1 (0-1,5)*° 0 (0-0)° 0 (0-0)°
2,5 1 (0-2,5)* 0 (0-2)" 2 (0-2)" 2 (0-2)"
0,5 1 (0-2,5) 0 (0-1,5)* 2 (0-2,5)* 1 (0-1,5)*

Descongelado

C VE NAC NV
5,0 0 (0-1)* 0 (0-0)* 0 (0-0)* 0 (0-0)*
2,5 0 (0-0)" 0 (0-0)" 0 (0-1,5) 0 (0-1)*
0,5 0 (0-2)" 0 (0-0)" 0 (0-1,55)* 0 (0-1)*

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05) (Teste de Kruskal-Wallis)

[ ] mMol. Concentragéo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adi¢&do

de vitamina E; NAC. Adicao de N-acetilcisteina; NV. Adigdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Figura 7. Representacdo grafica da motilidade progressiva das células
espermaticas recuperadas do epididimo de caes, comparando
as diferentes concentracoes (0,5, 2,5 e 5mMol) de antioxidantes
adicionados ao meio diluente TRIS, avaliadas a fresco, apos 48

horas de refrigeracéo e apds descongelacao.
[ ] mMol. Concentracdo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C.
Controle; VE. Adicdo de vitamina E; NAC. Adicdo de N-acetilcisteina; NV.

Adicao de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Representacdo grafica do vigor das células espermaticas

recuperadas do epididimo de cées, comparando as diferentes

concentragdes (0,5, 2,5 e 5mMol) de antioxidantes adicionados

ao meio diluente TRIS, avaliadas a fresco, apos 48 horas de

refrigeracdo e ap6s descongelacao.

[ ] mMol. Concentracdo de antioxidante adicionado ao meio diluidor;

C.

Controle; VE. Adicdo de vitamina E; NAC. Adicdo de N-acetilcisteina; NV.

Adicao de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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5.2. Avaliagéo da Integridade da Membrana

A adicdo de antioxidantes nas diferentes concentragbes, ao meio
diluidor, n&o diferiu do grupo controle em relacao a integridade de membrana
das células espermaticas, pelo tese hiposmotico e coloracédo de fluorescéncia
(p>0,05), com excecédo da suplementacdo do meio com 5 mMol de NAC
isolada ou associada a vitamina E (p<0,05), em que houve um aumento da
susceptibilidade da membrana plasmatica as lesdes tanto no processo de
refrigeracdo quanto no de congelacao/descongelacéo (Tabela 6 e 7).

Observou-se diferenca significativa entre as concentracbes de
antioxidante adicionadas ao meio diluidor, sendo a concentracdo de 0,5mMol

(GlII), melhor em relacéo as outras duas (p<0,05, Figura 9 e 10).
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Tabela 6. Percentual de células espermaticas com membranas integras,
recuperadas de epididimo de cées, médias * desvio padrao,
avaliadas pelo teste hiposmético, comparando diferentes
concentragbes (0,5, 2,5, 5mMol) de vitamina E e/lou NAC
adicionadas ao meio diluidor, avaliados a fresco, ap6s periodo de
refrigeracdo e apo6s o processo de congelacdo/descongelacao.
Jaboticabal — 2012.

[ 1mMol Fresco

C VE NAC NV
5,0 76 +10,7" 69 +8,7" 45 + 18,4" 60 + 21,3"
2,5 84 59" 78 £ 8,2"° 72 £52° 81 +2,6"°
0,5 79 +8,9" 79 £ 3,8" 72 71" 71£5.2%

Refrigerado

C VE NAC NV
5,0 64 + 14,6" 53+ 7,1"° 17 +4,3° 16 + 4,5°
2,5 56 + 12,7% 51 +13,1° 55+ 13,4" 43 £ 12,9
0,5 60 + 4,3" 68 + 8,88" 67 + 7,8 65 + 10,0

Descongelado

C VE NAC NV
5,0 38+9,7" 27 +12,3"° 4+35° 6 +2,0°
2,5 31+75" 25 +10,2" 22 +12° 32+7,9
0,5 36 + 18,9" 24 +5,8" 32 +11,5 40 + 20,8"

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferencga significativa

entre os tratamentos (p<0,05) (Teste Tukey)

[ 1 mMol. Concentragéo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adi¢&o

de vitamina E; NAC. Adicao de N-acetilcisteina; NV. Adigdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Tabela 7. Percentual de células espermaticas com membranas integras,

recuperadas de epididimo de cées, valores médios + desvio

padréo,

avaliadas pelo teste de fluorescéncia,

comparando

diferentes concentragdes (0,5, 2,5, 5mMol) de vitamina E e/ou NAC

adicionadas ao meio diluidor, avaliados a fresco, ap6s periodo de

refrigeracdo e apos o processo de congelacédo/descongelacao.

[ 1mMol Fresco
mivio
C VE NAC NV
5,0 77 +10,2% 69 + 5,3"B 60 + 7,48 59 + 16,9"%
2,5 77 +5,5" 70 + 9,2/ 65 + 4,98 72 + 3,178
0,5 81 + 45" 77 + 4,1° 77 +8,1" 74 +7.2°
Refrigerado
C VE NAC NV
5,0 65+ 12,3% 50 + 11,2"° 17 + 10,38 16 +7,9°
25 54 + 9,6" 47 + 8,9" 50 + 7,4" 48 + 4,2
0,5 66 + 6,2 66 + 9,0" 68 + 4,9" 65+ 7,2%
Descongelado
C VE NAC NV
5,0 30+8,7° 19 + 9,6" 5+3,1° 4+209"8
2,5 25 +13,0% 19 +8,3" 18 +10,2* 26 + 9,4
0,5 27 + 16,8" 21+ 7,01 26 + 12, 7% 34 + 182"

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05) (Teste Tukey)

[ 1 mMol. Concentragéo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adi¢&o

de vitamina E; NAC. Adicao de N-acetilcisteina; NV. Adigdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Figura 9. Representacdo grafica do percentual das células esperméticas
recuperadas de epididimo canino, com membrana plasmatica
integra, avaliadas pelo teste hiposmético, comparando as
diferentes concentracdes (0,5, 2,5 e 5mMol) de antioxidantes
adicionados ao meio diluente TRIS, avaliadas a fresco, apés 48

horas de refrigeracéo e apds descongelacéao.
[ ] mMol. Concentracdo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C.
Controle; VE. Adicdo de vitamina E; NAC. Adicdo de N-acetilcisteina; NV.

Adicao de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Figura 10. Representacdo grafica do percentual das células esperméticas

recuperadas de epididimo canino, com membrana plasmatica

integra, avaliadas pela coloracdo fluorescente, comparando as

diferentes concentracdes (0,5, 2,5 e 5mMol) de antioxidantes

adicionados ao meio diluente TRIS, avaliadas a fresco, apés 48

horas de refrigeracéo e apds descongelacéao.

[ ] mMol. Concentracdo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C.

Controle; VE. Adicdo de vitamina E; NAC. Adicdo de N-acetilcisteina; NV.

Adicao de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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5.3. Teste Vital

A suplementagéo do meio com 5mMol de NAC ou da associagéao deste
mais Vitamina E, aumentou o percentual de células mortas apds a
criopreservacado (p<0,05, Tabela 8). Enquanto a adicdo de 0,5mMol dos
antioxidantes mostrou resultado significativo na preservacdo das células em

relacdo as concentracdes de 2,5 e 5mMol (Figura 11).

Tabela 8. Percentual das células esperméticas vivas, recuperadas de
epididimo de caes, valores médios + desvio padrao, avaliadas pela
coloracdo eosina amarela, comparando diferentes concentracoes
(0,5, 2,5, 5mMol) de antioxidantes adicionados ao meio diluidor,
avaliados a fresco, apés periodo de refrigeracdo e apds o processo

de congelacao/descongelacgéo. Jaboticabal — 2012.

£ 1mMol Fresco
mivio
C VE NAC NV
5,0 72 +8,8" 65 + 4,9"B 56 + 7,8"F 57 + 10,8°
25 77 + 45" 73+9,3" 67 +6,3" 78 +10,4"
0,5 83+6,3" 82 + 45" 82 +9,1" 75+7,34
Refrigerado
C VE NAC NV
5,0 62 +5,0" 47 +8,3"° 14 + 7,65 13 +7,8°
2.5 48 + 132" 44 + 6,8" 47 + 6,2° 42 +7,9"
0,5 64 + 4,5 68 + 7,9" 66 + 6,1° 60 + 6,1°
Descongelado
C VE NAC NV
5,0 28 +9,7° 21 +10,9"® 5+ 45° 2+20°
25 21 +9,6" 20 + 12,5* 15+ 12,9* 24 + 4,9"
0,5 27 +18,8" 20 + 8,4 25+ 13,0* 31 +15,9*

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05) (Teste Tukey)

[ 1 mMol. Concentragéo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adicdo

de vitamina E; NAC. Adi¢éo de N-acetilcisteina; NV. Adicdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Figura 11. Representacdo grafica do percentual das células esperméticas

vivas recuperadas de epididimo canino, avaliadas pela coloracéo

eosina amarela, comparando as diferentes concentracées (0,5,

2,5 e 5mMol) de antioxidantes adicionados ao meio diluente

TRIS, avaliadas a fresco, ap0s 48 horas de refrigeracdo e apés

descongelacao.

[ ] mMol. Concentracdo de antioxidante adicionado ao meio diluidor;

C.

Controle; VE. Adicdo de vitamina E; NAC. Adicdo de N-acetilcisteina; NV.

Adicao de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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5.4. indice de Atividade Mitocondrial

A suplementag&do com valores maximos de NAC isolada ou associada a
Vitamina E, diminuiu significativamente o indice da atividade mitocondrial
quando comparado ao grupo controle (p<0,05, Tabela 9). Observou-se a
preservacao deste indice quando valores minimos de antioxidante foram

adicionados ao meio diluidor (p<0,05, Figura 12)

Tabela 9. Indice da atividade mitocondrial das células espermaticas
recuperadas de epididimo de cdes, medianas (minimo-maximo),
avaliadas pela coloracdo de DAB, comparando diferentes
concentracbes (0,5, 2,5, 5mMol) de antioxidantes adicionados ao
meio diluidor, avaliados a fresco, ap6s periodo de refrigeracdo e
apos o processo de congelacdo/descongelacdo. Jaboticabal — 2012.

£ 1mMol Fresco

C VE NAC NV
5,0 94 (82-96)" 89 (79-93)*° 80 (63-87)"® 76 (63-85)°
2,5 91 (88-95)" 92 (90-95) 93 (91-95)* 92 (91-95)*
0,5 93 (88-96)" 91 (85-93)" 91 (88-93)* 90 (88-90)"

Refrigerado

C VE NAC NV
5,0 84 (76-87)" 72 (66-75)"" 41 (26-42)° 19 (3-43)°
2,5 85 (80-88)" 84 (80-89)" 76 (73-84)* 79 (76-89)"
0,5 83 (81-85)" 89 (86-90)" 87 (84-89)" 84 (84-86)"

Descongelado

C VE NAC NV
5 54 (50-58)" 46 (33-53)"F 10 (2-17)® 11 (6-18)°
2,5 61 (53-73)" 67 (59-71)" 58 (41-69)" 58 (50-69)"
0,5 59 (59-61)" 76 (69-79)* 72 (71-78)" 73 (72-74)"

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa
entre os tratamentos (p<0,05) (Teste de Kruskal-Wallis)
[ 1 mMol. Concentragéo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adig&o

de vitamina E; NAC. Adi¢éo de N-acetilcisteina; NV. Adicdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Figura 12. Representacdo gréfica do indice de atividade mitocondrial das
células esperméaticas recuperadas de epididimo canino,
comparando as diferentes concentracées (0,5, 2,5 e 5 mMol) de
antioxidantes adicionados ao meio diluente TRIS, avaliadas a
fresco, apds 48 horas de refrigeracédo e apds descongelacgéao.

[ ] mMol. Concentracdo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C.
Controle; VE. Adicdo de vitamina E; NAC. Adicdo de N-acetilcisteina; NV.

Adicdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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5.5. Lipoperoxidagéo

A producdo de radicais livres nao diferiu significativamente entre as
diferentes concentragcdes de antioxidantes e o grupo controle (Figura 13),
entretanto quando foi suplementado 5mMol de vitamina E ao meio diluidor, a
lipoperoxidagao foi menor, adquirindo assim menor concentragdo de radicais
livres comparado ao grupo que recebeu suplementacdo com NAC, a fresco e

apos 48 horas de refrigeracdo (p<0,05, Tabela 10).

Tabela 10. Mensuracdo da lipoperoxidacdo (Tbars), em 40x10° esperma-
tozoides, medianas (minimo-maximo), em relacdo a concentracao
(0,5, 2,5, 5,0 mMol) do antioxidante adicionado ao meio diluidor.
Jaboticabal — 2012.

Fresco

[ 1 mMol C VE NAC NV
0,18 0,10 0,23 0,15

5.0 (0,16-0,25)*®  (0,06-0,11)*  (0,22-0,53)°®  (0,11-0,23)"®
5 0,27 0,09 0,36 0,14

’ (0,14-0,47)*®  (0,06-0,39)*  (0,20-1,09)®  (0,11-1,47)"®
05 0,22 0,24 0,67 0,81

’ (0,13-0,54)" (0,14-0,58)"  (0,35-1,99)" (0,30-1,91)"

Refrigerado

[ 1 mMol C VE NAC NV
0,12 0,12 0,24 0,14

5.0 (0,11-0,23)*®  (0,10-0,14)*  (0,19-0,32)®  (0,10-0,19)"®
ot 0,16 0,11 0,14 0,10

’ (0,13-0,36)" (0,08-0,17)*  (0,08-0,40)" (0,10-0,22)"
05 0,31 0,35 0,50 0,83

’ (0,20-0,84)" (0,17-0,51)*  (0,38-0,77)" (0,35-1,12)"

Congelado

[ 1 mMol C VE NAC NV
0,37 0,49 0,65 0,55

5.0 (033-0,82)"  (0,24-1,55*  (0,30-0,88)"  (0,38-0,81)"
”t 0,62 0,57 0,85 0,65

’ (0,26-1,12)" (0,17-0,70*  (0,30-1,46)" (0,45-0,99)"
05 0,36 0,42 0,44 0,51

(0,33-0,96)" (0,22-0,55)*  (0,23-0,57)" (0,18-0,86)"

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa
entre os tratamentos (p<0,05) (Teste de Kruskal-Wallis)
[ 1 mMol. Concentragéo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adig&o

de vitamina E; NAC. Adi¢éo de N-acetilcisteina; NV. Adicdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Figura 13. Representacao grafica da média da producéo de radicais hidroxila
das células espermaticas recuperadas de epididimo canino,
comparando as diferentes concentracdes (0,5, 2,5 e 5 mMol) de
antioxidantes adicionados ao meio diluente TRIS, avaliadas a

fresco, apds 48 horas de refrigeracédo e apos descongelacéo.

[ ] mMol. Concentracdo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C.
Controle; VE. Adicdo de vitamina E; NAC. Adicdo de N-acetilcisteina; NV.
Adicao de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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5.6. Diferencas dos Parametros entre o0s Periodos de

Processamento (A)

A diferenca da motilidade entre os tempos de armazenamento das
células espermaticas (A) foram calculadas com objetivo de verificar a
diminuicdo da motilidade em relagdo ao processamento dos espermatozoides.

Verificou-se apds o processamento de refrigeracdo (48 horas) e
congelacéo/ descongelacéo, que a concentracdo de 5 mMol para o tratamento
com NAC isolada ou associada a vitamina E, apresentou diminuicao
significativa de motilidade em relacdo ao grupo controle, aumentando a
variacdo (A), observado na Tabela 11. Enquanto essa associacdo nha
concentracdo de 0,5 mMol teve melhor desempenho da motilidade apds

descongelacdo dos espermatozoides (p<0,05, Tabela 11).
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Tabela 11. Variacdo da motilidade entre os periodos de processamento de

armazenamento das células espermaticas, recuperadas de
epididimo de caes, valores médios * desvio padrdao, comparando
diferentes concentracdes (0,5, 2,5, 5SmMol) de vitamina E e/ou
NAC adicionadas ao meio diluidor. Jaboticabal — 2012.

A = Fresco — Refrigerado

[ ] mMol

C VE NAC NV
5,0 37+6,88" 50+726B 81+52°¢ 81+52°¢
2,5 46+ 12,84 55+12,0% 58+7,6" 57 +6,4"
0,5 32+104"% 24+88"° 27+9,6" 41+56"

A = Refrigerado — Descongelado

C VE NAC NV
5,0 22+9.2"4 13 +8,4"° 0+0”% 0+0"
25 22+96" 9+128" 12+7,6"% 11 +8,8%
0,5 33+17,6° 42 + 18,48 31+18,8°B 8+204"

A = Fresco — Descongelado

C VE NAC NV
5,0 59 +3.2° 72 +8,4"8 81+572°8 81+5268
25 68 +6,4 " 64 +12,8% 70 +8,0° 68 +6,4°
0,5 65+ 10° 66+11,2°8 58 + 15,6 A8 49 + 18,84

Médias seguidas por letras maiusculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05) (Teste Tukey)

[ 1 mMol. Concentracédo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adicdo

de vitamina E; NAC. Adicao de N-acetilcisteina; NV. Adigdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Observou-se apos o processamento de refrigeracdo (48 horas), que a

concentracdo de 5 mMol para o tratamento com NAC isolada ou associada a

vitamina E, apresentou diminuicdo significativa da integridade de membrana

(Tabela 12 e 13), e vitalidade celular (Tabela 14) em relacdo ao grupo controle,

aumentando a variagao (A).

Tabela 12.

Variacdo das células espermaticas, oriundas de epididimo canino,
vivas, observadas no teste hiposmdético, entre os periodos de
processamento, valores médios *= desvio padrdo, comparando
diferentes concentragdes (0,5, 2,5, 5mMol) de vitamina E e/ou NAC

adicionadas ao meio diluidor. Jaboticabal — 2012.

A = Fresco — Refrigerado

[ ] mMol

C VE NAC NV
5,0 11 +7,84% 16 + 5,28 28 +11,5 B¢ 43+17,8°
2.5 28 + 14,94 27 + 10,54 18+ 11,5 39+10.2%
0,5 19 + 5,444 12 +8,80" 06 +5,124 06 +9,60"

A = Refrigerado — Descongelado

C VE NAC NV
5,0 26 +10,7 25+7,68% 13+ 2,167 10 + 3,524
2,5 25+12,9% 26 +8,80" 32+8,72% 11+12,6%
0,5 25+ 174" 44 + 8,724 35+9524 25+ 15,84

A = Fresco — Descongelado

C VE NAC NV
5,0 37 +3,84" 42 + 8,00 41 +10,1% 54+ 172"
2.5 53+ 7,20% 53+11,0% 50 +8,00% 50 + 6,40
0,5 44 + 20,3 56 + 6,324 40 + 8,32 31+13,7%

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05) (Teste t de Tukey)

[ 1 mMol. Concentragdo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adi¢éo

de vitamina E; NAC. Adicdo de N-acetilcisteina; NV. Adigdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Variacdo das células espermaticas, oriundas de epididimo canino,
vivas, observadas na coloracao fluorescéncia, entre os periodos de
processamento, valores médios * desvio padrdo, comparando
diferentes concentragdes (0,5, 2,5, 5mMol) de vitamina E e/ou NAC

adicionadas ao meio diluidor. Jaboticabal — 2012.

A = Fresco — Refrigerado

[ ] mMol

C VE NAC NV
5,0 13+12,5% 19 +12,4"F 43+9,04° 43 +10,8°
2,5 23 +6,88" 23+12,0% 16 + 6,324 24+ 4,16
0,5 14 + 5,524 12 + 9,044 9+10,2° 9.2+7,76"

A = Refrigerado — Descongelado

C VE NAC NV
5,0 34+105" 31+5,36" 12 + 4,64" 12 + 5,04
25 29+ 138" 28 +5,924 31+7,92% 21+6,324
0,5 39+13,0% 45+ 8,724 40+ 7,124 30+16,4%

A = Fresco — Descongelado

C VE NAC NV
5,0 47 +8,80" 50 +7,36% 56 + 5,84 " 55+ 125"
2,5 52 +11,3% 51 +11,2% 47 + 5,204 45 + 7,684
0,5 54 +15,0% 56 + 6,324 49 + 16,4° 40 + 15,34

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05) (Teste t de Tukey)

[ 1 mMol. Concentragdo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adi¢éo

de vitamina E; NAC. Adicao de N-acetilcisteina; NV. Adigdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.



Tabela 14.

o1

Variagdo das células espermaticas, oriundas de epididimo canino,
vivas, observadas na coloracdo eosina amarela, entre os periodos
de processamento, valores médios + desvio padrdo, comparando
diferentes concentragodes (0,5, 2,5, 5mMol) de vitamina E e/ou NAC
adicionadas ao meio diluidor. Jaboticabal — 2012.

A = Fresco — Refrigerado

[ ] mMol

C VE NAC NV
5,0 10 + 3,524 19+7,76° 42 +352° 45+352°
25 29 +8,64" 29 +8,64" 21+ 3,604 36+3,36"
0,5 19 + 3,204 14 + 5524 16 +11,3° 15+5,36%

A = Refrigerado — Descongelado

C VE NAC NV
5,0 33+8,16% 26 +6,40% 10 + 5,44 " 11 +6,24%
25 27 +13,6"% 20+236" 32+50924 18 + 4,724
0,5 37 +18,9"% 47 +10,2% 41 +9,60" 20+ 12,4%

A = Fresco — Descongelado

C VE NAC NV
5,0 44 + 8,56 " 44 + 9,04 52 +3,84" 56 + 8,88"
25 56 + 6,56 " 53 +16,6% 52 + 6,08 54 +7,28"
0,5 55+ 18,94 62 +7,924 57 +17,7% 43 +10,1°

Médias seguidas por letras maiusculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05) (Teste Tukey)

[ 1 mMol. Concentracédo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adicdo

de vitamina E; NAC. Adicao de N-acetilcisteina; NV. Adigdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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Em relacdo ao indice de atividade mitocdndrial, observou-se que a

suplementacado com os antioxidantes (Vitamina E, NAC e a associacdo destas),

na concentracao de 0,5 mMol, diferiu do controle, evitando a diminuicdo deste

indice apds o periodo de congelacao/descongelacdo. O oposto foi observado

na suplementagdao com 5 mMol (p<0,05, tabela 15).

Tabela 15. Variagdo do indice de atividade mitocondrial, realizado pela

coloracéo de DAB, entre os tempos de armazenamento das células
espermaticas, recuperadas de epididimo de cées, valores médios +
desvio padrdo, comparando diferentes concentracdes (0,5, 2,5,
5mMol) de vitamina E e/ou NAC adicionadas ao meio diluidor.
Jaboticabal — 2012.

A = Fresco — Refrigerado

[ ] mMol

C VE NAC NV
5,0 8,2 +254"% 16 +3,06° 39+9,44° 56 +16,7°
25 6,1 +3,08" 7.8+3,42"° 16 +2,4% 12 + 3,064
0,5 10 £ 2,324 1,1+2,08" 4,0+2,34% 48+1,14"

A = Refrigerado — Descongelado

C VE NAC NV
5,0 29+3,16° 26 + 8,448 28 +5,40° 7,6 +10,2%
2,5 23 +5,08% 18 +2,924 19 +7,86" 23+6,72°
0,5 23+1,72% 13 +2,14% 13 + 2,984 12 + 0,984

A = Fresco — Descongelado

C VE NAC NV
5,0 38+2,62° 44 + 6,78 68 +8,36° 64 +6,46°
25 29+5,40" 26 +3,76 " 35+7,28% 34+572%
0,5 33+2,488 14 +1,64% 17 + 2,324 16 +0,78"

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05) (Teste t de Tukey)

[ 1 mMol. Concentragédo de antioxidante adicionado ao meio diluidor; C. Controle; VE. Adigéo

de vitamina E; NAC. Adicao de N-acetilcisteina; NV. Adigdo de N-acetilcisteina e Vitamina E.
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5.7. Correlagdes

Foram observadas correlacfes entre os testes realizados, destacando a
alta correlacdo entre aqueles que avaliaram a integridade de membrana,

indicando acuréacia nos resultados (Tabela 16).

Tabela 16. Correlacéo entre os testes desenvolvidos para analise das células

espermaticas oriundas de epididimo canino. Jaboticabal — 2012.

Correlacao R de Pearson Significancia
MOT X VIG 0,91 p<0,001
MOT X MOT 3 0,68 p<0,001
MOT X HIPO 0,84 p<0,001
MOT X EOS 0,90 p<0,001
MOT X FLUO 0,87 p<0,001
MOT X IAC 0,75 p<0,001
IAC X HIPO 0,81 p<0,001
IAC X EOS 0,81 p<0,001
IAC X FLUO 0,82 p<0,001
HIPO X EOS 0,94 p<0,001
HIPO X FLUO 0,93 p<0,001
EOS X FLUO 0,96 p<0,001

MOT. Motilidade; MOT 3. Motilidade apds a realizacao do teste TTR; VIG. Vigor; HIPO.
Hiposmotico; EOS. Coloracéo Eosina Amarela; FLUO. Colorac&o de Fluorescéncia; IAC. indice

de Atividade Mitocondrial.
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos tempos, ocorreu aumento na utilizacdo de semen congelado
ou refrigerado para a espécie canina, com isso, forte enfoque voltou-se para o
estudo do melhor diluidor e, assim, do uso de antioxidantes. Acredita-se que a
diminuicdo das ROS neste meio é de fundamental importancia para manter
maior viabilidade das células espermaticas.

Compreendendo que o fluido seminal contem antioxidantes naturais,
trabalhos utilizando células espermaticas oriundas de epididimo, por nédo
conterem este fluido, apostaram em concentracdes maiores de antioxidantes
para a preservacdo dos espermatozoides (THUWANUT et al., 2008). Destarte,
nosso estudo buscou a concentracdo ideal de antioxidantes para
espermatozoides oriundos de epididimo canino, acreditando em respostas
positivas com maiores concentracdes e associacdes de antioxidantes.

Avaliou-se deste modo, o efeito da adi¢cdo de 5,0, 2,5 e 0,5 mMol do
Trolox, analogo solavel da vitamina E, NAC (n-acetilcisteina) e a associacéo
destas, apds 48 de refrigeracdo e processo de congelagdo/descongelagéo, por
meio da motilidade, vigor, integridade de membrana, vitalidade, indice de
atividade mitocondrial e lipoperoxidacdo espermatica. O antioxidante Trolox foi
empregado ao meio pela sua facilidade de diluicdo, quando comparado a
vitamina E, pois se conhece que a atuagdo de ambos é semelhante (BARCLAY
et al., 1995, ALBERTINI E ABUJA, 1999)

Considerando-se o0s resultados obtidos neste trabalho verificou-se
aumento na lipoperoxidacao a fresco e apés o periodo de refrigeracao (p<0,05)
na suplementacdo do meio diluidor com 5 mMol de NAC exercendo assim,
efeito negativo em todos os outros parametros avaliados (motilidade, vigor,
integridade de membrana e indice de atividade mitocondrial) (p<0,05) quando
comparados ao grupo controle. O mesmo comportamento foi observado em
estudo utilizando ejaculado canino (MICHAEL et al., 2010).

OEDA et al. (1997) relataram que a adicdo de NAC no meio diluidor de
sémen humano promoveu diminuicdo nos valores de pH. Tal fato foi observado
no estudo em tela, onde apés a adicado deste antioxidante na concentragcédo de
5 mMol, o pH do meio atingiu 5,4. Supbe-se que as células espermaticas, na
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capacidade de se adequar ao meio néao fisioldgico, sofreram hiperativacao
seguida de morte celular, havendo assim maior producdo de radicais livres,
resultados encontrados durante a suplementacdo de NAC a 5 mMol (p<0,05).
Corroborando, MICHAEL et al. (2007) relataram que a presenca de
antioxidantes (NAC e vitamina E), na mesma concentracdo, no meio diluidor
promoveu a hiperatividade precoce de espermatozoides do ejaculado canino
causando, assim, danos acrossomais e na membrana plasmatica.

Ainda, na concentracdo de 5 mMol, quando suplementada ao meio, a
NAC isolada ou associada a vitamina E, foi observada reducédo do indice de
atividade mitocondrial (p<0,05). As mitocondrias sdo responséaveis pela energia
que da motilidade aos espermatozoides e encontra-se nelas, juntamente com a
membrana plasmatica, um dos principais locais de producdo das ROS
(AITKEN, 1998). Observa-se neste estudo, correlacao positiva entre este indice
e a integridade de membrana (r = 0,81), assim acreditamos que por ter ocorrido
lesdo significativa da integridade da membrana, quando estes antioxidantes
foram adicionados ao meio na concentracdo de 5 mMol, houve
comprometimento mitocondrial, anulando sua atividade.

O Trolox adicionado em 5 mMol ao meio diluidor, ndo diferiu do grupo
controle (p>0,05), no entanto, observou-se valores menores da viabilidade
espermatica e da integridade de membrana, apds o periodo de refrigeracao e
congelacéao/descongelacao, corroborando com BAPTISTA SOBRINHO (2009),
gue observaram, quando adicionados 5 mMol de vitamina E, menor viabilidade
e integridade de membrana dos espermatozoides de ejaculado canino.
Acredita-se que a diminuicdo da viabilidade espermatica se deve ao fato desta
atuar rompendo a reacdo de lipoperoxidacdo, removendo os radicais peroxil
presentes e impedindo a propagacéo desta reacdo (BENDICH, 1990; SILVA,
2006). Uma vez que o radical peroxil estd envolvido na aquisicdo da
velocidade espermética entdo, uma quantidade de lipoperoxidacdo €
necessaria (LOPES, 2010). Desta forma, o uso em excesso do Trolox neste
estudo pode ter interrompido o ciclo de lipoperoxidagéo, interferindo
negativamente na viabilidade espermatica, que apesar de nao diferir do
controle (p>0,05), apresentou valores menores em relacdo aos tratamentos

utilizados.
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Em contra partida, THUWANUT et al. (2008) obtiveram resutados
siginificativos, melhorando a qualidade das células espermaticas oriundas de
epididimo felino, onde observaram-se melhor manutencdo da motilidade,
integridade de membrana e de DNA apds descongelacdo, ao adicionarem
5mMol de cisteina ou da vitamina E ao meio diluidor. ldem foi observado
durante a criopreservacdo de sémen humano, normozoospérmico ou
astenozoospérmico, com a adicdo de 5 mMol de vitamina E, onde a motilidade
e a integridade do DNA foram significativamente maiores que a do grupo
controle (KALTHUR et al., 2011). Este efeito contraditério ao nosso estudo
provavelmente esta ligado a capacidade espécie-especifica dos antioxidantes,
demonstrando pelos estudos citados que a concentracdo de 5mMol foi
satisfatéria para espermatozoides felinos e humanos, enquanto nosso estudo
demonstra efeito deletério para células espermaticas caninas.

Em relagdo a viabilidade das células esperméticas durante a
suplementacdo do meio diluente com antioxidantes na concentracdo de 2,5
mMol, ndo diferiu do grupo controle (p>0,05). O mesmo foi observado quanto a
lipoperoxidacdo (p>0,05), o que corrobora com estudos que utilizaram
ejaculado canino, onde o grupo que recebeu adicdo de NAC nesta mesma
concentracdo nao diferiu do controle apos 72 horas de refrigeragdo (MICHAEL
et al., 2010). Idem foi observado em sémen equino, onde a adicdo de 2 mMol
de vitamina E ndo apresentou resultado significativo, comparado ao grupo
controle, para a manutencdo dos espermatozoides a 5°C. (BALL et al., 2001).
Da mesma forma a adicdo de 1,5 mMol de NAC ao sémen canino, ndo diferiu
em relacdo ao controle, quanto a producdo de ROS, no entanto esta
concentracdo demonstrou efeito significativo na preservacdo das células
espermaticas apos o processo de descongelacado (MICHAEL et al., 2010).

Assim, os estudos demonstram que maiores concentracbes de
antioxidantes provocam efeitos deletérios nos espermatozoides de cées,
intuindo-nos a pensar, na essencialidade das ROS para a manutencao da
viabilidade espermética.

Neste trabalho, a menor concentracdo utilizada (0,5 mMol) de vitamina
E, NAC, e ambas associadas, ndo diferiu do grupo controle. Apesar de nao
diferir significamente a adicdo de vitamina E apresentou maiores valores,

quando comparada ao controle. A associacado desta com a NAC foi o melhor
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tratamento para manter a motilidade apés a variacdo do periodo de
congelacao/descongelacdo (A, p<0,05). O sinergismo desta associacdo se
deve ao fato desses antioxidantes atuarem de formas diferentes, sabendo que
a vitamina E se encontra naturalmente na membrana plasmatica e que a NAC
atua intracelularmente como precursor da cisteina e da glutationa, levando ao
estimulo das enzimas citosdlicas que atuam no metabolismo desta ultima
(COCCO et al., 2005).

Efeito significativo foi observado na adicdo de 0,5 mMol de NAC ao
sémen ejaculado canino, onde MICHAEI et al. (2010) observaram melhora da
motilidade espermética e da integridade de membrana apés 72 horas de
refrigeracdo. Em ejaculado da mesma espécie, quando adicionados 0,6 mMol
de vitamina E, observou-se efeito significativo apds a descongelacdo das
células espermaticas (LOPES, 2010). O mesmo ainda foi averiguado por
MICHAEL et al. (2009) ap6s 72 horas de refrigeragcdo de sémen canino,
suplementado com 0,1 mMol de vitamina E. Ainda em ejaculado canino, os
mesmos pesquisadores em estudos prévios (2007), observaram efeito
significativo na motilidade e na integridade de membrana, apos descongelacao
dos espermatozoides suplementados com 0,3 mMol de vitamina E.
Corroborando com os anteriores, observou-se em sémen suino o aumento
progressivo da motilidade e reducdo das células com movimentos circulares
ap6s adicdo de 0,1 ou 0,2 mMol de Trolox (p<0,05) (PENA et al., 2003).

Neste ambito, utilizando a concentragdo minima dos antioxidantes
vitamina E, NAC e associacao destas (0,5 mMol), neste estudo verificamos
melhor indice de atividade mitocondrial ap0s a variacdo do periodo de
congelacdo/descongelacao (A, Tabela 15), quando comparado ao grupo
controle, o que sugere que concentracbes minimas sdo importantes para
manter a viabilidade celular e de suas organelas. Entretanto, apés a
descongelacdo, o indice de atividade mitocondrial ndo diferiu do controle,
quando adicionados 0,2 mMol de Trolox ao meio diluente de sémen bovino
(BORGES, 2008).

N&o ha davida que a suplementacdo do meio diluidor com antioxidantes
confere maior protecdo aos espermatozoides, no entanto, nosso trabalho
demostra que quando adicionamos menor concentracdo (0,5 mMol) apesar de

nao significativo, observamos, numericamente, melhor viabilidade das células
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esperméaticas durante a criopreservacao indicando, assim, que estudos com
menores concentracdes de antioxidantes sdo necessarios. No entanto, quando
referimos a antioxidantes, devemos considerar que o meio diluente Tris-gema,
utlizado no presente estudo, meio este consagrado para criopreservagao de
espermatozoides caninos possui efeito antioxidante (DESJARDINS E HAFS,
1961). Acreditamos que menores concentracfes de antioxidante adicionados
ao meio Tris, atuem de forma sinérgica ao existente no proprio diluidor, sendo
assim novos estudos sdo necessarios para alcancar esse ideal.

Ademais, confrontando nossos dados com a literatura consultada,
afirmamos que o antioxidante é dose, espécie, e diluidor especifico, que 5
mMol foi adequada para as células espermaticas de epididimo felino e deletéria

para espermatozoides provenientes do epididimo canino.
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7. CONCLUSOES

Face aos resultados obtidos e o0s objetivos previamente delineados

concluiu-se que:

Menores concentracdes de antioxidantes agregadas ao meio diluidor,
viabilizaram a qualidade espermaética.

A associacéo de vitamina E e NAC, na concentracao de 0,5 mMol, atuou
protegendo a motilidade dos espermatozoides durante o processo de
congelacao/descongelacéo.

A vitamina E, a NAC e a associacao de ambas, na concentracéo de 0,5
mMol, mantiveram o indice de atividade mitocondrial dos
espermatozoides durante o processo de congelacdo/descongelacéo.

A adicdo de antioxidantes, vitamina E e NAC isoladas ou associadas,
em diferentes concentracées (0,5, 2,5 e 5 mMol), ndo diferiram do

controle quanto a lipoperoxidacgéao.
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ANEXO A

Protocolo Anestésico:

-  MPA:
o Clorpromazina 0,5mg/kg
o Cloridrato de Tramadol 2mg/kg

Inducéo:

o Propofol 2mg/kg

Manutencéo
o Isofluorano
Antibidtico

0 Benzilpenicilina 40.000 Ul/kg

ANEXO B

Preparo da solucdo de fructose a 100 mOsm/Kg, empregado no teste

Hiposmoético (Revell e Mrode, 1994):

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

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

| - Solucéo estoque de DIC
DIC - 9,2mg
DMSO - 20mL
Il - Solucéo estoque de IP
IP - 10mL
NaCl 0,9% - 20mL
lIl - Solucado estoque de Formaldeido
Formalina a 40% e solucéo fisiolégica, diluicdo 1:80.
VI - Solucéo estoque de citrato de sédio a 3%
Citrato de sodio - 3g
Solucéo fisiologica - 100mL
V - Solucéao de trabalho
DIC - 20uL
IP - 10uL
Formaldeido - 10uL

Solugéo IV - 960uL
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ANEXO D

Dissolver a 3,3 — diaminobenzidina (DAB) tamp&o fosfato de sodio
0,15M, pH 7,2, a uma concentracdo de 1mg/mL (HRUDKA , 1987)..

ANEXO E

Solucéo de TBA para a realizacdo do teste de lipoperoxidacéo:

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