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RESUMO

Esse estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito da adicdo de L-acetil-
cisteina (CIS) como agente anti oxidante ao meio diluente utilizado para
criopreservacdo de espermatozoides de equinos da raca Mangalarga Marchador.
Trés amostras seminais de sete garanhdes higidos foram obtidas por meio de
vagina artificial, diluidas em meio comercial e distribuidas em dois tratamentos:
controle, sem adi¢ao e CIS, contendo o antioxidante na concentragdo de 2,5 mM.
ApoOs o periodo de estabilizacdo as amostras foram envasadas em palhetas de 0,5
mL e submetidas ao protocolo de criopreservacdo manual. Sessenta dias apds as
amostras foram descongeladas e avaliadas in vitro por meio da analise
computadorizada da cinética espermatica (CASA) e da avaliacdo da integridade das
membranas plasmatica e acrosomal por meio de sondas fluorescentes. Em relacéo
as variaveis relacionadas a cinética espermatica verificou-se que nas amostras
suplementadas com CIS o percentual de motilidade total (MT) e progressiva (MP) foi
superior (P<0,01) em relagcdo as amostras controle (23,95+3,33 X 11,38+2,35 e
4,66+0,84 X 2,04+0,36, respectivamente), mas para as variaveis retilinearidade
(STR) e linearidade (LIN) os percentuais foram maiores (P<0,01) para as amostras
Controle (86,95+1,02 X 82,28+1,02 e 49,85+1,32 X 45,19+1,17, respectivamente).
Quanto as variaveis relacionadas a integridade das membranas do espermatozoide
houve superioridade (P<0,05) no numero de espermatozoides integros com reacao
acrossomal (ICRA) nas amostras CIS em relacdo aquelas controle (4,7+1,6 X
0,840,2, respectivamente). Os resultados sugerem que a adi¢cdo de L-acetil-cisteina
na concentracdo de 2,5 mM ao meio diluente antes da criopreservacao pode
melhorar tanto a motilidade quanto a integridade da membrana plasmatica de
espermatozoéides de equinos da raca Mangalarga Marchador. Mais estudos devem
ser feitos para comprovar esse efeito in vivo.

Palavras-chave: espermatozéides, integridade de membranas, Mangalarga
Marchador, motilidade
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ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the effect of adding L-acetyl-cysteine (CIS) as
anti oxidant agent to extender used for sperm cryopreservation of equine Mangalarga
Marchador. Three semen samples from seven healthy stallions were obtained by
artificial vagina, diluted in commercial extender and distributed into two treatments:
control without addition and CIS, containing the antioxidant concentration of 2.5 mM.
After the stabilization period, the samples were filled into 0.5 mL straws and
subjected to cryopreservation protocol manually. Sixty days after the samples were
thawed and evaluated in vitro by means of computerized analysis of sperm kinetics
(CASA) and the evaluation of the integrity of plasma and acrosomal membranes by
fluorescent probes. Regarding the kinetic variables related to sperm was found that
in samples supplemented with CIS percentage of total and progressive motility (TM)
(MP) was higher (P <0.01) compared to control samples (23.95+3 , 33 X 11.38£2.35
and 4.66 + 0.84 X 2.04 + 0.36, respectively), but variable for straightness (STR) and
linearity (LIN) the percentages were higher (p < 0.01) for the control samples (86.95 +
1.02 X 82.28 + 1.02 and 49.85 + 1.32 X 45.19 + 1.17, respectively). As those related
to the integrity of the membranes of the sperm variables was superior (P <0.05) in
the number of sperm with intact acrosome reaction (ICRA) in the samples compared
to those CIS Control (4.7 £ 1.6 x 0.8 £ 0.2, respectively). The results suggest that the
addition of acetyl-L-cysteine concentration of 2.5 mM in the diluent medium before
cryopreservation can improve both the motility as the integrity of the sperm plasma
membrane equine Mangalarga Marcher. More studies should be done to confirm this
effect in vivo.

Keywords: Mangalarga Marchador, membrane integrity, motility, sperm



1 INTRODUCAO

A biotecnologia da inseminacéo artificial viabilizou um enorme ganho
genético nas espécies em que a mesma é utilizada.

Nos equinos a IA é realizada rotineiramente e aceita pela maioria das
associacdes de criadores. No Brasil, a técnica, apesar de ser conhecida ha bastante
tempo, ainda perde muito espago para a monta natural na reproducdo equina.
Esforcos crescentes na divulgacdo entre os criadores de cavalo sdo necessarios
para a popularizacdo do método.

O pequeno criador ainda tem acesso restrito, devido principalmente ao
custo elevado e necessidade de mao-de-obra especializada para a realizagcdo da
técnica.

Entraves prejudicam a utilizacdo do sémen criopreservado e extenuantes
e constantes pesquisas sdo ainda necesséarias para melhorar o aproveitamento na
criopreservacéo de sémen de reprodutores que nao apresentam bons resultados na
tentativa de criopreservacao de seus espermatozoides.

Como um dos fatores responsaveis por este baixo aproveitamento, pode-
se citar a alta vulnerabilidade do espermatozéide equino aos efeitos das espécies
reativas de oxigénio (EROS) (BALL et al., 2000). Embora em baixas concentracoes,
as EROS participam ativamente da fisiologia dos espermatozéides (KANKOFER et
al., 2011), em altas concentrac6es podem provocar danos ha membrana plasmatica
e capacidade fertilizante do espermatozoide (HECKENBICHLER et al., 2011)

E notério também que o fator raca possui enorme contribuicdo na
resisténcia dos espermatozoides na técnica de criopreservacdo. A raca Mangalarga
Marchador apresenta resultados insatisfatorios na criopreservacdo de sémen
gquando comparados as racas de salto ou a raca Quarto de Milha (CANDEIAS et
al.,2012).

Na criopreservagcdo boa parte do liquido seminal é removida,
enfraguecendo ainda mais a resisténcia dos espermatozdides frente as EROS, visto
gue o plasma seminal possui uma grande capacidade antioxidante (BALL, 2008).

Os antioxidantes previnem ou combatem os danos gerados ao
espermatozoides pelas EROS, diminuindo a vulnerabilidade dos mesmos (BANSAL
& BILASPURI, 2011).



Neste sentido, estudos comprovam a eficiéncia da adicdo de
antioxidantes, entre eles a cisteina e a glutationa, aos diluentes de congelamento,
melhorando com isto, a viabilidade do espermatozoide equino apds o
descongelamento do sémen (OLIVEIRA et al., 2013).

Desta forma o objetivo do presente experimento foi avaliar o efeito in vitro
da adicdo de cisteina em um protocolo de congelamento em garanhfes da raca

Mangalarga Marchador.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estrutura da célula espermatica

A cabeca do espermatozoide do cavalo possui a forma eliptica, sendo um
pouco mais espessado na porc¢ao distal. Divide-se em nucleo e acrossoma. O ndcleo
contém cromatina fortemente condensada, o DNA (JUHASZ et al, 2000), carregando
um numero hapléide de 32 cromossomos (SQUIRES et al, 1999).

O acrossoma é uma estrutura vesicular que contém enzimas hidroliticas,
entre elas, hialuronidase e acrosina (CARVALHO & DODE, 2010), que possuem
como principal funcdo auxiliar o espermatozoide a penetrar na zona pelucida
(SQUIRES et al, 1999). Isso ocorre apés a liberagcdo das enzimas e acontece
quando a membrana acrossomal externa se funde com a membrana plasmatica
(vesiculacdo), fenbmeno conhecido como capacitacdo espermatica (CARVALHO &
DODE, 2010). A hialuronidase liberada dispersa as células do cumulus que
envolvem o ovécito recém ovulado. A funcdo da acrosina € ajudar a penetracao do
espermatozoide dissolvendo o caminho através da zona pelucida.

A cauda ou flagelo do espermatozéide de mamiferos € constituida por
colo, peca intermediaria, principal e terminal (CARVALHO & DODE, 2010). A peca
intermediaria abriga as mitocdndrias e € a responsavel em fornecer energia ao
espermatozdide (SQUIRES et al.,, 1999), sendo o local onde se inicia 0s
movimentos da cauda (JUHASZ et al., 2000). A parte central da peca intermediaria,
junto com o comprimento total da cauda forma o axonema. Ele € composto de nove
pares de microtubulos dispostos radialmente ao redor de dois filamentos centrais,
circundados por sua vez por nove densas fibras. O axonema e as densas fibras sao
recobertos perifericamente por numerosas mitocéndrias (HAFEZ & HAFEZ, 2004). A
peca terminal,contém apenas o axonema central recoberto pela membrana
plasmatica. O axonema € o responsavel pela motilidade espermatica (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

SCHOBER (2007) sinalizou que a motilidade do espermatozoide € um
pré-requisito na obtengdo de altas taxas de fertilidade e que acontece quando ha
uma movimentacdo continua do filamento axial do espermatozoide que é

dependente da disponibildade de energia.



Para que ocorra a fecundacao existe a necessidade da interacdo de um
ovOcito maduro e viavel com um espermatozoide movel, plenamente capacitado e
capaz de sofrer a reacédo acrossomica (CARVALHO & DODE, 2010).

O espermatozoide é uma célula complexa e multicomportamental que
deve possuir muitos diferentes atributos para fertilizar um ovocito. Cada
espermatozoide deve possuir: motilidade; mitocdndrias ativas para suprir a energia
necessaria pela motilidade; membranas acrossomais intactas permitindo que ocorra
a reacdo acrossomal, mas somente no momento correto; receptores que permitam
que a célula se ligue a zona pellcida e ao oolema; membrana plasmatica que
permita a fusdo com o oolema e um nucleo capaz de sofrer adequada
descondensacédo, reorganizacao nuclear e uma perfomance genética para manter o
desenvolvimento zigoético e embrionario (GRAHAM & MOCE, 2005).

2.2 Andlises do sémen

Apoés a coleta, o sémen deve ser filtrado e colocado em um recipiente
graduado para verificacdo do volume e mantido em banho-maria (SAMPER et al.,
2007).

A avaliacdo da fertilidade de um garanhdo € uma das caracteristicas mais
subjetivas na reproducdo equina. Parametros tradicionais de avaliacdo (motilidade
progressiva, morfologia, integridade de membrana), utilizados para avaliar a
qualidade espermatica, ndo se correlacionam com fertilidade. Analises bioquimicas
tem sido desenvolvidas para avaliagdo do sémen equino e verificam a correlagéo
entre os defeitos na funcdo espermatica e stress oxidativo, devido a excessiva
producdo de EROS e/ou deficiéncia na protecdo antioxidante no trato reprodutor
feminino (MORTE et al., 2008).

A motilidade € com certeza uma rapida e facil caracteristica para avaliar-
se. No entanto, ela esta pouco relacionada com a fertilidade (JASKO, 1992). Muitas
vezes amostras de sémen possuem uma aceitdvel motilidade espermatica e uma
baixa capacidade fertilizante, devido aos danos sofridos pela membrana espermatica
(NASCIMENTO et al., 2008).

A motilidade € um dos parametros mais importantes visualizados no
sémen in natura e no sémen criopreservado. A avaliacdo da motilidade espermatica
€ uma informacgdo importante do status energético do espermatozoide animal.
Variacbes entre 30 a 60% dos mesmos ejaculados tem sido observadas em

subjetivas avaliacbes microscopicas de sémen humano e animal. O



desenvolvimento do software CASA (computer-assisted semen analyses) que
analisa e salva os resultados observados representou uma contribuicdo gigantesca
na andlise da avaliacdo espermatica, facilitando a comparacdo de resultados
tornando possivel com isso, encontrar diferencas sutis entre reprodutores e
tratamentos (CONTRI et al., 2010).

No entanto, podem existir amostras com boa motilidade e com baixa
fertilidade, devido aos danos sofridos pelas membranas espermaticas. Assim,
juntamente com a analise do CASA, é importante avaliar-se a integridade e funcao
das membranas espermaticas (NASCIMENTO et al., 2008).

CARVALHO & DODE (2010), citam que rotineiramente, a avaliacdo da
fertilidade de uma amostra é realizada pela analise fisica e morfolégica do sémen,
gue envolve concentracdo, motilidade, vigor e morfologia espermatica. Entretanto
para ser capaz de fecundar um ovdcito, o espermatozdide, além de ter morfologia e
espermatozdides normais, precisa passar pela capacitacdo espermatica e reacado
acrossdmica. Estes eventos sdo essenciais para que ocorra a ligacdo e a passagem
pela zona pellcida durante a fecundacéo.

Dentre os parametros cinematicos mais estudados do CASA pode-se
citar: VCL significando a velocidade do deslocamento real do espermatozoide; VAP
que € a velocidade curvilinea do espermatozéide sobre um trajeto uniforme,
desconsiderando seu deslocamento lateral. A frequéncia de batimento flagelar (BCF)
€ determinada pela medida da frequéncia que o espermatozoide atravessa a
trajetoria. A Retilinearidade (STR) é obtida pela divisdo entre VSL/VAP, ou seja, €
uma comparacdo da linha reta com a média do caminho do espermatozéide. A
Linearidade (LIN) é obtida pela divisdo VSL/VCL, ou seja, € uma comparacdo da
linha reta com o caminho curvilineo do espermatozéide (MORTIMER, 1997).

Correlagbes fortemente positivas entre motilidade progressiva e
parametros de velocidade indicam que o espermatozéide com boa velocidade
progressiva linear, percorre distancias maiores em um curto periodo de tempo
(KATHIRAVAN et al.,2008).

A integridade da membrana plasmatica é essencial para a manutencao da
viabilidade espermatica. Diversos métodos de coloracdo foram desenvolvidos para
verificar se houve rompimento da membrana. O principio desta técnica é a expulséo
do corante, concluindo que o corante ndo pode penetrar pela membrana intacta,
porém cora o espermatozoide danificado devido a afinidade do corante em ligar-se
ao nucleo (JUHASZ et al., 2000).



A reacdo acrossbmica fisiolégica é um processo bem coordenado que
somente ocorre em espermatozoides vivos e € chamado de reagdo acrossémica
verdadeira. Por outro lado, a perda do acrossoma também pode também ocorrer
devido a alteracdes degenerativas na membrana (congelamento), a qual é chamada
de “falsa reagéo acrossomal” (JUHASZ et al, 2000). Recentemente a integridade
acrossomal tem sido mensurada por meio de sondas fluorescentes (PAPA et al.,
2011).

2.3 Criopreservacao

A criopreservagdo e armazenamento de sémen representou um grande
avanco na area das biotecnologias reprodutivas permitindo uma melhor utilizacéo de
animais com alto potencial genético. Além disso, esta tecnologia possibilitou
preservar o material genético de animais incapazes de se reproduzirem
temporariamente ou permanentemente permitindo o envio de sémen para longas
distancias, o que é considerado o melhor seguro biolégico para garanhdes com alto
valor genético, devido também o sémen poder ser utilizado apés a morte do
reprodutor (MELO et al., 2007).

A utilizacdo do sémen equino criopreservado € limitado em grande parte
devido a variabilidade existente entre os garanhdes e entre os ejaculados de um
mesmo reprodutor na sobrevivéncia dos espermatozoides apds o congelamento e
descongelamento, diminuindo com isso, a fertilidade do sémen (VIDAMENT et
al,1997).

Em um experimento utilizando mais de 30 garanhdes, VIDAMENT et al.
(1997) relatou que 20 a 40% dos mesmos apresentaram baixa congelabilidade, ao
passo que 14 a 20% possuiam boa qualidade do sémen apds o descongelamento.
BALL (2000), afirmou que 25 a 40% dos garanhdes ndo sédo aprovados para
criopreservacdo ou transporte de sémen resfriado devido a baixa sobrevivéncia
espermatica apés armazenamento.

Ja foi comprovado que o fator raca interfere diretamente na resisténcia
dos espermatozoides na criopreservacdo. A raca Mangalarga Marchador mostrou
resultados insatisfatorios relacionados a criopreservacdo do sémen quando
comparados as racas de salto ou a raca Quarto de Milha (CANDEIAS et al., 2012).

Em particular as ragas brasileiras, Mangalarga e Mangalarga Marchador

Sao menos resistentes ao processo de congelacdo. Alguns autores acreditam que a



variabilidade no que diz respeito a resisténcia dos espermatozoéides ao processo de
congelacao esteja relacionada a fatores genéticos (ALVARENGA & PAPA, 2011).

MEDEIROS (2007) concluiu que garanhdes da raca Mangalarga Marcha-
dor apresentaram maior sensibilidade aos crioprotetores evidenciado por uma menor
resisténcia osmaotica dos espermatozoides durante o processo de congelacao.

GOMES et al. (2002) utilizando 15 garanhdes da raca Mangalarga Marcha-
dor em um experimento que comparava dois diluentes de congelamento, obteve como
motilidade progressiva (8,8% X 23,26%) e motilidade total (21,46 X 49%).

Segundo o Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (CBRA,1998) a motili-
dade minima apés a descongelacdo de sémen de equinos é de 30%.

O que dificulta sobremaneira a utilizacdo do sémen congelado € o custo
associado com intenso manejo das éguas (AVANZI et al.,, 2012). Os indices de
prenhez relativamente baixos do sémen congelado em relagcdo ao sémen fresco ou
resfriado sdo comuns e geralmente aceitaveis como resultado de danos sofridos
pelo espermatozéide durante o processo de congelamento e o descongelamento
(SIEME et al., 2003).

A primeira prenhez oriunda de sémen equino congelado foi realizada em
1957 por Barker e Gandier (AMANN & PICKET, 1987).

Muitos fatores devem ser considerados quando o sémen de um garanhao
€ congelado. Entre eles pode-se enumerar. a exposicdo do espermatozoéide ao
resfriamento, danos sofridos em consequéncia da formacédo de cristais de gelo e
mudancas intracelulares devido a desidratacdo associada com a formacgéo de gelo
durante o congelamento (AMANN & PICKET, 1987).

Quando o sémen é congelado abaixo de 0°C, cristais de gelo extracelular
comecam a se formar. Isso ocorre em virtude de um aumento na concentracao de
soluto no meio extracelular. Inicialmente, a agua dentro do espermatozodide néo se
congela, é resfriada abaixo do ponto de congelamento e move-se de dentro do
espermatozdide para o0 meio extracelular, tornando o espermatozéide
progressivamente desidratado. Se a agua néo sair rapidamente do espermatozoide,
ocorrera a formacéo de gelo intracelular. Cristais de gelo intracelular provavelmente
danificam a célula ao passo que gelo extracelular ndo causa danos irreversiveis a
mesma. Se a curva de congelamento for muito lenta, a alta concentragdo de soluto
intracelular produzidos na desidratacdo podem danificar o espermatozoide. Se a

curva for muito rapida, entdo cristais de gelo intracelular podem se formar. Uma



curva de congelamento ideal seria uma combinagéo entre estes fatores (AMANN &
PICKET,1987).

Crioprotetores devem ser entéo adicionados ao diluente para possibilitar a
sobrevivéncia do espermatozéide apos o descongelamento (AMANN &
PICKET,1987). Os crioprotetores podem ser classificados em penetrantes e nao
penetrantes. O glicerol é o crioprotetor penetrante mais comum utilizado na
criopreservacdo do sémen equino, agindo também intra-celularmente na protecao
das estruturas celulares. O glicerol aumenta a quantidade de canais ndo congelados
de agua e dilui a alta concentracao do soluto. Crioprotetores ndo penetrantes, como
a lactose e lipoproteinas encontradas na gema do ovo, agem somente no meio
extracelular. Estes crioprotetores desidratam o espermatozoéide, reduzindo assim a
possibilidade de que grandes cristais de gelo se formem dentro da célula (SQUIRES
et al, 1999).

Mesmo na presenca de crioprotetores significantes alteragcbes podem
ocorrer no acrossomo, ha mitocéndria e na membrana plasmatica (CHATTERJEE &
GAGNON, 2001).

Um primeiro stress que o espermatozoide do garanhdo deve ter que
suportar durante a criopreservacao é o resfriamento da temperatura corporal a 5°C.
Se o resfriamento for executado de uma forma inadequada, n&o seguindo uma curva
ideal de resfriamento, o espermatozdide submete-se a um fendmeno conhecido
como choque térmico (SQUIRES et al., 1999).

O sucesso da criopreservacdo depende em grande parte da
susceptibilidade das células espermaticas em resistir a baixas temperaturas. Para
CHATTERJEE & GAGNON (2001) o congelamento e descongelamento, as duas
principais etapas da criopreservacao dos espermatozoides, tem maiores efeitos na
funcao e estrutura celular.

A reduzida longevidade do espermatozoide criopreservado no trato
reprodutor feminino € particularmente um transtorno em espécies como a equina,
gue possui um estro relativamente prolongado, requerendo com isso, um cuidado
especial no momento da inseminacgao e ovulacdo (THOMAS et al, 2006).

O processo de congelamento e descongelamento do sémen produz
estresse fisico e quimico na membrana espermatica reduzindo a viabilidade
espermatica e a habilidade fertilizante. Ambos, choque frio e os danos provocados
pela criopreservacéo, estdo associados com EROS e geracéo de estresse oxidativo
(STRADAIOLI et al., 2007).



O choque térmico também induz peroxidacdo lipidica durante a
criopreservacédo (CHATTERJEE & GAGNON, 2001).

O processo de peroxidacao lipidica causa danos a membrana plasmatica,
reduz a motilidade e capacidade fecundante dos espermatozoides, induz a
capacitacdo prematuramente e a descondensacdo nuclear. Uma das causas da
diminuicdo da viabilidade espermatica apds o congelamento ou resfriamento do
sémen € a producdo de EROS, que é produzida a partir do metabolismo do oxigénio
(O,) (BALL et al., 2000).

Durante o descongelamento dos espermatozdides, a temperatura muda
repentinamente de -196 para + 38 °C em 60 segundos. Esse subito aumento
desencadeia uma rapida transicdo da forma sélida para forma liquida gerando um
aumento drastico na producdo de EROS que pode ser a causa para a baixa
motilidade do sémen congelado (CHATTERJEE & GAGNON, 2001).

A combinacdo do estresse osmético e do estresse térmico ao
espermatozoide resulta na diminuicdo do transporte de agua pela membrana
plasmatica. Devido o transporte de &gua ser um importante fator para a
sobrevivéncia do espermatozoide durante o congelamento e o descongelamento,
estas alteracbes que ocorrem no manuseio do sémen antes do congelamento
devem ser consideradas uma variavel importante no resultado da criopreservacao
do sémen do garanhao (BALL, 2008).

De acordo com AMANN & PICKET (1987) para o espermatozoide fertilizar
um ovacito, ele deve possuir pelo menos quatro importantes caracteristicas apos o
congelamento e descongelamento: metabolismo para producdo de energia;
motilidade progressiva; enzimas, situadas no acrossoma, essenciais para o0
espermatozoide atravessar as estruturas que revestem o ovOcito; proteinas na
membrana plasmatica que sado importantes para a sobrevivéncia do espermatozoide
no trato reprodutivo feminino, e para fixagdo do espermatozéide na membrana
plasmatica do ovocito na fecundacao.

Recentemente foi demonstrado em bovinos, que a peroxidacdo do
espermatozoide congelado e descongelado esta claramente associada somente a
células viaveis e o processo esta localizado principalmente na peca intermediaria e
cauda do espermatozoide. Além disso a maior parte dos fosfolipideos envolvidos
estdo localizados no folheto interno da membrana da célula (STRADAIOLI et al.,
2007).
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Durante a criopreservagdo, 0 espermatozoide tem um aumento da
concentragdo do calcio intracelular, um aumento na geragdo de EROS, e uma
reduzida capacidade antioxidante devido a remocdo do plasma seminal. Estes
fatores por sua vez podem levar a uma prematura capacitacdo do espermatozoide
com uma consequente reducdo na longevidade do sémen criopreservado (BALL,
2008).

Aparentemente a avaliacdo da motilidade retilinea progressiva de
espermatozoides congelados € menor, mostrando que sdo menos resistentes a
peroxidacgéo lipidica que espermatozoides resfriados, indicando que a mesma deve
ser mais um problema no sémen congelado que no resfriado (NEID et al., 2002).

A membrana plasmatica é fluida & temperatura corporal (JUHASZ et al.,
2000) e isto ocorre, devido ao arranjo dos fosfolipideos e proteinas que se
movimentam lateralmente pela membrana em seus diversos compartimentos. Na
criopreservacado esta organizacdo se altera para o estado gel, impossibilitando a
movimentacdo dos lipideos e proteinas pela membrana (SQUIRES et al, 1999).
Estas alteracBes bruscas nesta organizacdo, podem permitir a passagem rapida de
moléculas, que antes atravessariam a membrana plasmética de uma maneira bem
lenta (AMANN & PICKET,1987), acarretando danos permanentes a membrana
(SQUIRES et al., 1999).

SCHOBER et al. (2007) enfatizaram que uma das causas para o baixo
aproveitamento do sémen criopreservado na IA sdo os danos sofridos pelas
mitocondrias durante o0 processo de congelamento e descongelamento,
comprometendo com isso, 0 metabolismo energético do espermatozéide e
prejudicando a movimentacdo ao longo da tuba uterina, assim como, a penetracéo
na zona pelucida que € dependente de energia. Esta disfuncdo das mitocondrias
seria responsavel pela producdo das EROS por espermatozoides anormais,
podendo ser a explicacdo para a causa de diminuicdo de fertilidade de certos
reprodutores (BALL et al, 2000).

2.4 Espécies reativas de oxigénio

Espécies reativas de oxigénio (EROS) ou oxidantes podem ser definidos
como moléculas contendo oxigénio que sdo mais reativas que a molécula de
oxigénio presente no ar (KIRSCHVINK et al., 2008).

Todos o0s organismos aerébicos necessitam de oxigénio para viver.

Embora seja um elemento essencial, o oxigénio é responséavel pela producdo de
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EROS (COCCHIA et al.,, 2011) e a estrutura celular do espermatozoéide torna-os
potencialmente susceptiveis. Isto acontece porque as membranas esperméaticas dos
espermatozoides sdo ricas em acidos graxos poliinsaturados e podem sofrer
facilmente peroxidacéo lipidica na presenca de EROS, portanto, os principais alvos
sdo os lipidios contidos na membrana celular (SICHERLE et al., 2011), levando a
alteracdes na permeabilidade da membrana (KANKOFER et al., 2005), induzindo a
danos no DNA no nucleo do espermatozoide ao esgotar a Adenosina tri-fosfato
(ATP) na mitocondria (COCCHIA et al, 2011), causando com isso, perda de fungéo e
morte espermética, culminando na reducgédo da fertilidade (KANKOFER et al., 2005).

Baixas concentracdes de EROS desempenham um importante papel na
fisiologia do espermatozoide ao passo que altas concentracdes sao prejudiciais
(KANKOFER et al, 2005). Na fisiologia do espermatozoide as EROS sdo importantes
no processo de capacitacdo, na ajuda da fertilizacdo do ovdcito, e, além disso, o
peroxido de hidrogénio deve participar como indutor na reacdo acrossomal.
Portanto, concentracdes minimas de EROS séo indispensaveis para manter o
funcionamento de uma célula normal (COCCHIA et al., 2011).

Quando em altos niveis as EROS podem provocar danos na membrana
plasmatica, levando com isso a uma perda da motilidade espermatica e capacidade
fertilizante do espermatozoide (HECKENBICHLER et al., 2011).

No melhor cenario, o espermatozodide alcanca o local da fertilizacdo e
completa a capacitacdo no momento que o odécito estiver presente. No entanto, a
criopreservacao provoca uma perda de lipideos das membranas do espermatozéide
e rearranjo dos lipideos e proteinas dentro da membrana, gerando um
espermatozoide pré-capacitado, resultando com isso, em uma reduzida vida util
fertilizante do mesmo (GRAHAM & MOCE, 2005).

A producgéo das EROS inicia-se tdo logo o espermatozoide deixa a cauda
do epididimo (SICHERLE et al., 2011). Danos aos espermatozoides equinos
produzidos pelas EROS aparece primeiramente como uma perda da motilidade
espermética que ocorre rapidamente ap0s a exposicdo a EROS. A perda da
motilidade parece ocorrer devido ao rompimento do metabolismo energético do
espermatozoide antes da morte das células (BALL, 2000).

Maior motilidade é o resultado de um espermatozodide fisiologicamente
funcional,e espermatozoide com diminui¢cdo da motilidade € indicativo de reducéo

do metabolismo espermatico e falha das organelas (DEL OLMO et al., 2013).
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Sob condigbes fisiologicas, O, sofre uma reducdo tetravalente com
aceitacdo de quatro elétrons, resultando em formacgédo de &gua (2 H,0). Contudo,
moléculas quimicamente reativas sdo formadas durante este processo, incluindo 2
radicais: superoxido (O2) e hidroxila (OH-) e um néo radical , peroxido de hidrogénio
(H.0,). Embora o &anion superoxido seja o primeiro produto gerado pelo
espermatozdide (BALL, 2008), o peroxido de hidrogénio (H,O,) é considerado o
mais importante das espécies devido a sua capacidade para atravessar membranas
livremente e para inibir as atividades das enzimas e func¢des celulares, assim como
diminuir as defesas antioxidantes do espermatozéide (MICHAEL et al., 2007).

Um aumento na producdo de EROS pelo espermatozéide equino pode
ocorrer na presenca de grande quantidade de espermatozoides anormais ou
danificados (BALL, 2008) e por leucdcitos contaminantes (KANKOFER, 2005) no
sémen prejudicando espermatozoéides vidveis devido a um aumento do stress
oxidativo.

Quando a producdo de EROS pela mitocondria do espermatozéide é
excessiva, entdo a limitada defesa endbégena dos gametas sdo rapidamente
sobrecarregadas e o dano oxidativo € induzido (AITKEN & FISHER, 1994).

BRINSKO et al. (2003) citam dois experimentos que comprovam O
prejuizo ao sémen por espermatozéides mortos. Em um deles, 20 minutos apés a
adicdo de espermatozoides mortos pelo choque frio ao sémen, a motilidade e
viabilidade foram seriamente comprometidas. Em outro estudo, a retirada de
espermatozéides mortos ou anormais por filtracdo em Sephadex aumentou em 60%

a fertilidade de sémen de touros.

2.5 Antioxidantes

O estudo dos radicais livres iniciou-se em 1954 quando Gerschman e
colaboradores publicaram a teoria dos radicais livres de oxigénio e quando, dois
anos mais tarde, Harman publicou a teoria dos radicais livres no envelhecimento. O
campo ganhou mais atengdo em 1969 quando McCord e Fridovich descobriram a
enzima superoéxido dismutase (KIRSCHVINK et al., 2008).

Antioxidantes estédo incluidos no sistema de defesa contra os oxidantes
gue implicam: sistemas que previnem a formacéo das EROS; sistemas antioxidantes
gue inativam os oxidantes e sistemas capazes de limitar os efeitos deletérios dos

oxidantes permitindo o reparo dos danos oxidativos (KIRSCHVINK et al., 2008).
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O estresse oxidativo tem sido definido como um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes. O estresse oxidativo ocorre
gquando o sistema de defesa antioxidante é sobrecarregado por um aumento na
carga oxidante ou na reducao da oferta de antioxidantes (KIRSCHVINK et al., 2008).

Segundo BALL (2008), os efeitos do estresse oxidativo séao
particularmente importantes durante o armazenamento do espermatozoéide tanto no
resfriamento quanto no congelamento, e este dano € ainda maior em situacfées que
grande parte do liquido seminal é removido, devido a maior capacidade antioxidante
encontrar-se no plasma seminal. A atividade antioxidante enzimatica no
espermatozdide equino parece ser predominantemente derivada do plasma seminal
adsorvido na membrana plasméatica (BAUMBER & BALL, 2001).

Sob condig¢@es fisioldégicas, uma menor geracdo de EROS é estimulada
na presenca de célcio, e a NADPH oxidase associada a membrana, NOX5, aparece
como sendo o provavel mecanismo para geracdo de EROS. Esta menor producéo
de EROS pelo espermatozéide equino € importante na capacitacdo do
espermatozoide. A habilidade de baixas concentragcbes de EROS de induzir a
capacitacdo também influencia na preservacao do espermatozéide (BALL, 2008).

Devido o descarte da maior parte do citoplasma do espermatozoide
durante o estégio final da diferenciacdo, estes tem uma defesa limitada contra o
estresse oxidativo e sdo dependentes do refor¢co antioxidante do plasma seminal
(BAUMBER et al, 2005).

Sistemas antioxidantes controlam o equilibrio entre a producdo e
neutralizacdo das EROS e protegem o espermatozdide contra danos peroxidativos
(COCCHIA et al.,, 2011). SICHERLE et al. (2011) relataram que, embora o
espermatozoide contenha enzimas antioxidantes intracelulares ao deixarem o
epididimo, também é protegido por enzimas antioxidantes do plasma seminal.

No sémen de mamiferos, a capacidade de defesa antioxidante consiste
de sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos, sendo a glutationa a maior
representante deste ultimo grupo (LUBERDA, 2005). Entre as enzimas pode-se citar:
superéxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase, e glutationa redutase,
assim como 0s componentes nao enzimaticos as vitaminas C e E, albumina, taurina
e hipotaurina (SICHERLE et al., 2011).

A glutationa (GSH), um tiol tripeptideo, € 0 maior composto protéico nao
sulfidrilico em células de mamiferos, que € conhecida por desempenhar numerosas

funcdes biologicas. A glutationa existe em duas formas: a forma reduzida (GSH) e a
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forma oxidada (GSSG). A acgdo protetora da glutationa contra as EROS ¢é facilitada
pela interagdo com suas enzimas associadas, tais como glutationa peroxidase e
glutationa redutase (LUBERDA, 2005).

O sistema antioxidante tiol, representados principalmente pela glutationa,
domina no sémen de garanhdes e ocorre em grandes quantidades no plasma
seminal. O teor de GSH no presente fluido é mais de 10 vezes superior & de sémen
de javali (LUBERDA, 2005).

No homem uma alta ingestao de antioxidantes esta associado com sémen
de melhor qualidade, incluindo maior nimero de espermatozdides e uma melhor
motilidade (CONTRI et al., 2011).

Em um experimento conduzido por CONTRI et al (2011) verificou-se que
uma suplementacdo diaria com selénio (Se) resultou em aumento da capacidade
antioxidante do sémen, que pode ser explicado por um acréscimo na glutationa
peroxidase ou outra enzima relacionada com a atividade do Se. Esse fato pode
explicar a razdo de uma dieta suplementada com Se organico aumentar a qualidade
no sémen do garanhdo. Essa melhoria na qualidade do sémen também foi
observada na suplementacdo com a vitamina E. Os achados encontrados sugerem
gue o papel antioxidante da vitamina E possa ser devido a uma incorporacao na
membrana plasmatica do espermatozéide durante a espermatogénese ou
maturacdo epididimal mas ndo devido a uma atividade antioxidante da vitamina E
livre no plasma seminal.

Uma maneira para melhorar a viabilidade espermatica e,
consequentemente a capacidade de fertilizacdo seria a adicdo de antioxidantes ao
diluente de congelamento (OLIVEIRA et al., 2013). Nos dultimos anos, 0s
antioxidantes tem sido utilizados para proteger os espermatozoéides dos efeitos
nocivos da criopreservagao. Glutationa é um dos antioxidantes mais adicionados as
diferentes amostras de sémen. Ela € um reservatorio natural para reacdes redox, a
qual pode ser rapidamente utilizada para defender as células contra o stress
oxidativo (OLIVEIRA et al., 2013).

O estresse oxidativo tem sido considerado um dos fatores de maior
impacto na fertilidade masculina pelo aumento no dano celular, em especial na
membrana plasmatica, e uma das estratégias propostas para reduzir esse dano é a
adicdo de substancias com acdo anti oxidante ao meio diluente utilizado para
preservacao seminal. Anti oxidantes sdo agentes que quebram a cadeia de reacéo

oxidativa retirando, suprimindo ou inativando as EROS. A L-acetil-cisteina € um
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agente nao enzimético, precursor da glutationa, que atravessa facilmente a
membrana plasmética e aumenta a biossintese de glutationa, favorecendo a
eliminacao rapida dos radicais livres, e sua adicdo ao meio diluente utilizado para
sémen de ruminantes foi benéfica para a preservacdo da motilidade pos
descongelamento (BANSAL & BILASPURI, 2011).

O axonema e as fibras densas associadas da peca intermediaria do
espermatozoide sdo cobertas por mitocOndrias que geram energia a partir de
reservas intracelulares de ATP, sendo responsavel com isso, pela motilidade
espermética (LAMIRANDE & GAGNON, 1992).

O sémen equino é rico na enzima catalase, produzida primariamente pela
prostata. Existe uma marcante variacdo entre os reprodutores na atividade da
catalase presente no sémen. Garanhdes com baixa atividade da catalase podem ser
mais suscetiveis ao estresse oxidativo durante o armazenamento do sémen (BALL
et al, 2000). A alta atividade da catalase no sémen do garanhdo normal sugere que
EROS que sao produzidas séo rapidamente degradadas antes que causem algum
efeito prejudicial ao espermatozoide (BALL, 2000).

A catalase € a enzima que degrada o peréxido de hidrogénio, protegendo
0 espermatozdide contra os danos do peroxido de hidrogénio, que é normalmente
presente em grandes quantidades no sémen equino (BALL, 2000).

Os produtos residuais finais originarios da fosforilacdo oxidativa, tais
como as substancias reativas ao acido tiobarbitarico (SRAT) ou hidroxinonenal
também exercem efeitos toxicos e podem diminuir a motilidade espermética. Estes
produtos podem servir como indicadores bioquimicos da peroxidacdo lipidica
(KANKOFER et al, 2005).

Ao sujeitar os espermatozdéides ao estresse oxidativo durante o processo
de criopreservacao, ativa-se a fosfotirosina regulando a transducdo de sinal. O
estresse oxidativo ativa a ERK (extracellular signal-regulated kinase) (THOMAS et al,
2006). Um produto da fosforilag&o lipidica é o malondialdeido (MDA), que pode ser
determinado pela quantidade de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (SRAT).
Um alto nivel de EROS também pode resultar em oxidacdo proteica, levando a
producdo de grupos carbonila. Consequentemente, a determinacdo da carbonila
presente nas proteinas pode ser usado como um biomarcador dos danos oxidativos
proteicos e varios meétodos tem sido desenvolvidos para determinacdo e

qguantificacdo de proteinas dos grupos carbonila (MORTE et al, 2008).
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Em humanos um aumento expressivo na ERK pode ser sugestivo de
baixa qualidade dos espermatozoéides e pode ser um indicio do estresse oxidativo.
Existe correlagdes inversamente proporcionais entre a ERK e motilidade
espermatica, motilidade progressiva, morfologia espermatica e viabilidade
(COCCHIA et al., 2011).

Em um experimento conduzido por Bustamante et al. (2006), estudou-se
em seis garanhdes da raca Crioula a atividade das enzimas glutationa peroxidase e
catalase durante a criopreservacdo do sémen. A concluséo foi que as técnicas de
criopreservacao padrbes diminuiam a atividade das enzimas catalase e glutationa
peroxidase e que os protocolos de congelamento ndo afetaram as atividades
enzimaticas residuais no sémen diluido. Esta informacé&o deve contribuir com o0s
estudos que otimizem os protocolos de congelamento de sémen pela adicdo de
enzimas antioxidantes ao diluente.

Em outro estudo COCCHIA et al. (2011) utilizaram cinco garanhdes da
raca Puro Sangue Inglés e verificou o desempenho da adicdo de Superoxido
Dismutase (SOD) ao diluente de congelamento em duas aliquotas : 25 Ul/ml e 50
Ul/ml. Os autores concluiram que a adicdo de SOD ao diluente melhorou a
qualidade do sémen resfriado e reduziu a ERK ativagao.

2.6 Inseminacao artificial

A primeira IA bem sucedida que se tem noticia data de 1322, quando o
sémen de um garanh&o Arabe foi recolhido da vagina de uma égua recém coberta
transportado em leite de camela e depositado no Utero de outra égua gerando um
potro (MORRIS, 2006).

Segundo MIES FILHO (1987), as primeiras inseminacfes artificiais
ocorreram no Brasil entre 1931 e 1932 em éguas do exército no Rio Grande do Sul.

A 1A oferece seguranca, diminuindo os risco na transmissao das doencgas
sexualmente transmissiveis e uma otimizagdo dos indices gestacionais quando
comparados com a cobertura natural (GAHNE, 1997), pois 0 processo ir4 ocorrer
sob a supervisdo de médicos veterinarios especializados em reproducdo equina, e a
inseminacao ira ocorrer em um momento 6timo economizando tempo gasto em
manejos desnecessarios (DAVIES MOREL, 2005).

Entre outras importantes conquistas adquiridas pelo método KATILA
(2005) lembra a reducdo nos custos de transporte, a diminuicdo dos riscos em

potenciais com a seguranca dos animais durante o transporte e o0 acesso a material
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genético de alta qualidade. DAVIES MOREL (2005) complementa dizendo que os
garanhfes podem estar instalados a grandes distancias, inclusive no exterior, além
da ampliacio no numero de reprodutores utilizados nos acasalamentos das
matrizes. Permite também a utilizacdo de reprodutores mortos, por meio de sémen
congelado (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Pode ser citado como desvantagens que um nimero minimo de 20 éguas
deverdo ser cobertas por um garanhdo fértii em cada estacdo reprodutiva para
tornar a inseminacao artificial uma ferramenta valiosa de manejo reprodutivo e que
mao de obra qualificada que compreenda fisiologia basica do garanhdo e da égua
deverao ser contratadas (PICKETT & VOSS, 1999).

Inameros fatores podem influenciar o indice de prenhez em éguas
inseminadas. Entre eles incluem-se os fatores inerentes da égua e do garanh&o, o
tipo de sémen utilizado na inseminagdo, o niumero de espermatozéides na dose
inseminante, a concentracdo do diluente e o tempo que o sémen refrigerado ira
aguardar até o momento da I.A (SIEME et al., 2003). A inseminacdo pode ser com
sémen fresco recém coletado, diluido com diluidores permitindo-se estocagens por
até 48 horas ou criopreservado em nitrogénio liquido (KATILA, 2005).

Nos anos recentes, a maioria das associa¢des de racas tem permitido a
adocéao da IA. A maioria delas tem aceitado a utilizacdo do sémen refrigerado a 5°C
e transportado entre propriedades nas mais diferentes e distantes localidades do
mundo (PICKETT & VOSS, 1999).



18

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito in vitro do congelamento de sémen de garanhdes da raca

Mangalarga Marchador com meio suplementado de L-acetil-cisteina.

3.2 Objetivos especificos

v' Verificar os resultados dos parametros espermaticos dos espermatozoéides crio-

preservados sem e com adi¢do de L-acetilcisteina.

v'Avaliar a contribuicdo da L-acetil-cisteina em um protocolo de criopreservacao

de sémen equino.



19

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local do experimento e animais utilizados

O experimento foi desenvolvido no laboratério da Central Estabulo-
Sobradinho/DF , CENARGEN - Brasilia/DF e CTZL — GAMA/DF.

Foram utilizados sete garanhfes da raca Mangalarga Marchador
devidamente registrados na associagao de criadores e com fertilidade conhecida em
monta natural. Os animais tinham entre 5 e 10 anos de idade, eram criados em
regime semi-extensivo. A alimentacao consistia em sal mineral e agua ad libitum,
4kg de concentrado com 12% PB/dia e como volumoso Adropogon, alojados em
Sobradinho-DF, entre os meses de setembro e outubro de 2013 .

Foi realizado o0 esgotamento prévio das reservas espermaticas
extragonadais, com colheitas em dias alternados, por sete dias. Os animais foram
submetidos a avaliacdo andrologica atendendo aos padrées do Colégio Brasileiro
de Reproducdo Animal (CBRA, 1998). Apds o esgotamento foram realizadas trés
colheitas, em dias alternados, de cada garanhdo, totalizando 21 ejaculados
criopreservados.

Imediatamente apos a colheita do sémen foi avaliado o volume, aspecto
(cor e densidade) e odor. A avaliagdo microscépica estimou-se os valores de
motilidade total e vigor espermaticos. Foram utilizados para o congelamento apenas

os ejaculados com motilidade total 260% e vigor 24.

4.2. Adicao do antioxidante e criopreservacao do sémen

O sémen foi diluido na proporcao de 1:1 em meio a base de leite em po
desnatado® e centrifugado a 600 x g por 10 minutos. Apds a centrifugacdo o
sobrenadante foi desprezado e o pellet de espermatozoides resultante foi
ressuspendido com o diluente de criopreservacao a base de gema de ovo, glicerol e
dimetilformamida?®, em dois grupos: diluente sem antioxidante (controle) e diluente

com 2,5mM de cisteina® (CIS). Apés a diluicdo as amostras foram envasadas em

! Botusémen — Biotech Botucatu/SP
2 BOTU-CRIO - Biotech Botucatu — Botucatu/SP.
¥ L-Cysteine - C7352 — Sigma-Aldrig — Jap&o.
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palhetas de 05 mL com concentracdes ajustadas para 100x106
espermatozoides/mL.

As palhetas foram distribuidas em uma plataforma-suporte e estabilizadas
a 5°C, em refrigerador comercial, por 20 minutos. Para o congelamento a plataforma
foi exposta ao vapor de nitrogénio liquido, sendo as mesmas posicionadas
horizontalmente a 6 cm acima do nivel de nitrogénio liquido, por 20 minutos.
Imediatamente apés, as palhetas foram imersas no nitrogénio liquido,
acondicionadas em raques e estocadas em botijao criogénico a -196°C, para

posterior avaliacao.

4.3. Analises laboratoriais do sémen

As amostras foram descongeladas a 37°C por 30 segundos. Avaliou-se a
cinética esperméatica computadorizada e integridade das membranas plasmatica e
acrosomal.

Para avaliacdo da cinética espermatica, 2uL de sémen descongelado
foram colocados na lamina de leitura (Makler® counting chamber, Selfi-medical
instruments, Califérnia, EUA), sendo a amostra avaliada no aparelho modelo Ivos-
Ultimate 12 da Hamilton Thorne Biosciences, previamente ajustado (ANEXO 1) para
analise de sémen equino (Anexo Il). Trés campos foram selecionados para leitura e
analise. As variaveis mensuradas foram as seguintes: Motilidade total (%; MT),
motilidade progressiva (%; MP), velocidade de trajeto (um/s; VAP), velocidade
retilinea (um/s; VSL), velocidade curvilinear (um/; VCL), amplitude lateral de cabeca
(um; ALH), frequéncia de batimentos (Hz; BCF), linearidade (%; LIN) e
retilinearidade (%, STR).
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FIGURA 1- Equipamento Computer Assisted Semen Analysis (CASA)
utilizado para avaliar os parametros cinéticos de movimen-
tos das amostras de sémen equino

Para avaliacdo da integridade de membrana plasmatica foram utilizadas
as sondas fluorescentes iodeto de propideo (IP) e diacetato de 6-carboxifluoresceina
(CFDA), conforme técnica descrita por Harrison & Vickers (1990). Foram avaliadas

200 células em microscopia de epifluorescéncia em aumento de 1000x.

FIGURA 2 - Espermatozoides corados com diacetato de 6 carboxifluo-
resceina e iodeto de propideo, demonstrando membrana
plasmatica integra (A) e membrana plasmatica lesada (B)
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Para integridade da membrana acrossomal foi utilizada a sonda
fluorescente isotiocianato de fluoresceina conjugado com a aglutinina do amendoim
(Arachis hypogea) (FITC-PNA) e iodeto de propideo (IP), como descrito por Klinc e
Rath (2007). Foram avaliados 200 células em microscopia de epifluorescéncia

alternada com o contraste de fase no aumento de 1000x.

FIGURA 3 - Espermatozéides corados com isotiocianato de
fluoresceina conjugado com a aglutinina do amen-
doim (Arachis hypogea), demonstrando esperma-
tozéide LSRA (A) e espermatozdide LCRA (B)

As informacdes obtidas no trabalho de campo foram editadas em planilhas
eletrbnicas do aplicativo Excel.

ApOs as analises de critica e consisténcia dos dados para determinar se 0s
erros experimentais das variaveis possuiam distribuicdo normal de probabilidade e
homogeneidade de variancia os resultados foram submetidos a analise de variancia
e as diferencas entre médias estudadas pelo teste t usando-se o pacote
computacional Winstat (FITCH, 2006).



5. RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os resultados relacionados as varidveis de cinética

espermatica.

TABELA 1 - Cinética espermatica pos-descongelacdo de sémen equino criopre-

servado em meio contendo cisteina

Tratamentos

Variavel Controle Cisteina P

Motilidade Total 11,38+2,35% 23,95+3,33° 0,003
Motilidade Progressiva 2,04+0,362 4,66x0,84° 0,006
VAP (um/s) 40,71+1,51 40,8+1,05 0,958
VSL (um/s) 35+1,51 33,47+0,95 0,594
VCL (%) 74,14+1,67 76,55+0,99 0,22
ALH (%) 3,47+0,42 3,62+0,43 0,812
BCF (%) 41,66+1,12 40,28+0,98 0,636
STR (%) 86,95+1,02° 82,28+1,02° 0,002
LIN (%) 49,85+1,32% | 45,19+1,17° 0,01

VAP-Velocidade média da trajetéria; VSL-Velocidade linear progressiva; VCL-
Velocidade curvilinea; ALH-Amplitude deslocamento de cabeca; BCF-Frequéncia de

batimento flagelar cruzado; STR-Retilinearidade; LIN-Linearidade

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca (P<0,05).
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Na Tabela 2 estdo expostos os resultados relacionados a integridade de

membranas dos espermatozoides apos o descongelamento.

TABELA 2 - Resultados das analises pos-descongelamento referentes a integridade

de membrana plasmatica e acrossomal

Tratamentos
variavel Controle Cisteina P
Vivos 125+ 2,6 15,1+2,6 0,99
ISRA 24,2+3,60 25,4+3,85 0,82
ICRA 0,8+0,2° 4,7+1,6° 0,02
LSRA 51,8+2,8 52,4+3,6 0,88
LCRA 23,2£3,5 17,5+£2,6 0,19

ISRA-Integro sem reacéo acrossomal; ICRA-Integro com reacao acrossomal; LRSA-
Lesado sem reagéao acrossomal; LCRA-Lesado com reagao acrossomal
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca (P<0,05).

As motilidades progressiva e total foram significativamente maiores para
CIS (P< 0,05), mas as variaveis relacionadas a linearidade (STR e LIN) foram
superiores para as amostras Controle (P< 0.05). Os resultados relativos a velocidade
espermatica (VAP, VSL, VCL, ALH, BCF) dos espermatozoides apods a
criopreservacao nao foram alterados pela adicdo do antioxidante.

Quanto ao numero de espermatozoides vivos, sem considerar a
ocorréncia ou ndo de reacdo acrossomal, ndo houve diferenca entre Controle e CIS.
Verificou-se diferenca apenas entre o nimero de espermatozoides integros com

reacao acrossomal, o qual foi superior para CIS (P< 0,05).
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6. DISCUSSAO

As biotecnologias voltadas para a reproducdo necessitam de estudos
para otimizar os diversos protocolos de criopreservacao do sémen equino.

Os garanhdes podem ser classificados em bons ou ruins em relacdo a
congelabilidade do sémen (COCCHIA et al., 2011). BALL (2000), afirmou que 25 a
40% dos garanhdes nao sao aprovados para criopreservagdo ou transporte de
sémen resfriado devido a baixa sobrevivéncia espermatica apds armazenamento.

Como uma das causas apontadas para esta diminuicdo na viabilidade
espermética, pode-se citar a producdo de EROS, que é produzida a partir do
metabolismo do oxigénio (O;) (BALL, 2000). Durante a criopreservagédo do sémen do
cavalo acontece um aumento na producdo de EROS, tornando o espermatozoide
um alvo facil aos efeitos do estresse oxidativo (BAUMBER & BALL, 2001). Outro
fator que ocorre na criopreservacédo € a retirada de grande parte do plasma seminal
(BAUMBER & BALL, 2001).

Entdo uma maneira de melhorar a viabilidade do espermatozéide no
processo apos a retirada do plasma e principal fonte de protecdo contra as EROS,
seria a recomendacédo da adicdo de antioxidantes ao meio de congelamento para
auxiliar na protecéo contra os efeitos das EROS (BUSTAMANTE-FILHO et al,2006),
evitando assim,que aconteca peroxidacéo lipidica na membrana celular (SICHERLE
et al, 2011) e outras séries de eventos que culminardo na perda de funcao e morte
esperméatica (KANKOFER et al, 2005).

Com base nesta evidéncia, testou-se no experimento a acdo da cisteina
na concentracdo de 2,5mM na viabilidade de espermatozéides equinos em um
protocolo de criopreservacdo de cavalos da ragca Mangalarga Marchador.

A Tabela 1 avalia o efeito da cisteina incorporada ao meio de
congelamento para prevenir os efeitos das EROS e aumentar a viabilidade
espermética. O axonema e as fibras densas associadas da peca intermediaria do
espermatozoide sdo cobertas por mitocbndrias que geram energia a partir de
reservas intracelulares de ATP, sendo responsavel com isso, pela motilidade
espermatica (LAMIRANDE & GAGNON, 1992). Os resultados demonstram que a
cisteina melhorou significativamente as motilidades progressiva (4,66+0,84 X
2,04+0,36) e motilidade total (23,95+3,33 X 11,38+2,35) em relagéo ao tratamento

controle, o que pode sugerir a influéncia protetora da cisteina na integridade funcio-
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nal do axonema e mitocondrias, possibilitando com isso, 0 aumento na motilidade do
sémen descongelado do grupo CIS. Outros estudos como o de OLIVEIRA et al.
(2013), utilizando glutationa em diferentes concentracées (2,5 mM, 5,0 mM, 7,5 mM
e 10 mM) ao meio de congelamento, concluiram que a concentracdo de 2,5 mM
havia melhorado a motilidade total e mostrado incremento na motilidade progressiva.
Esses resultados reforcam os aqui apresentados visto que a cisteina é um precursor
da glutationa (BARSAL & BILASPURI, 2011). No entanto, para espermatozoéides
bovinos (TUNCER et al., 2010) e caninos (NEAGU et al, 2011) a cisteina, nas
concentrages de 5 mM e 10 mM, néo alterou a motilidade espermatica.

Apesar de alguns garanhdes terem apresentado um melhor resultado das
motilidades progressiva (4,66+0,84 X 2,04+0,36) e total (23,95+3,33 X 11,38%2,35)
ap0s a criopreservacdo, a meédia geral ficou abaixo do recomendado de 30%
(CBRA,1998). GOMES et al (2002) utilizando 15 garanhdes da raca Mangalarga
Marchador em um experimento que comparava dois diluentes de congelamento
obteve como motilidade progressiva (8,8% X 23,26%) e motilidade total (21,46 X
49%).

Com relacéo a integridade da membrana plasméatica do espermatozoide,
apresentada na Tabela 2, geralmente ocorrem quedas esperadas nos valores apos
a criopreservacao. Este fato ocorre devido aos danos sofridos pela membrana
plasmatica em decorréncia da formacdo de cristais de gelo e mudancas
intracelulares devido a desidratacdo levando a morte celular (AMANN & PICKET,
1987). Os resultados demonstram que houve aumento significativo no percentual de
células com membranas integras com reacdo acrossomal de CIS em relacdo ao
controle (0,8+0,2 X 4,7+1,6). Confirmando que a cisteina foi capaz de inibir a
peroxidacdo dos lipideos da membrana durante o armazenamento, demonstrando
com isso, a acao protetora da cisteina nas membranas do espermatozodide. Neste
aspecto os autores OLIVEIRA et al (2013), TUNCER et al (2010) e NEAGU et al
(2010) observaram resultados similares.

Correlacbes fortemente positivas entre motilidade progressiva e
parametros de velocidade indicam que o espermatozoide com boa velocidade linear
progressiva, percorre distancias maiores em um curto periodo de tempo
(KATHIRAVAN et al,2008).

As variaveis VCL, VSL e a motilidade total dos espermatozéides de
amostras de sémen descongeladas estdo positivamente correlacionadas com
fertilidade (VERSTEGEN et al, 2002).
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Neste trabalho verificou-se que a adi¢cdo da cisteina na concentracao de
25 mM ao meio de congelamento néo influenciou os resultados de forma
significativa para os parametros VAP, VCL, VSL, ALH, BCF, STR e LIN. Isto indica
gue os antioxidantes ndo atuaram na protecdo destas caracteristicas contra as
EROS, ou ndo houve produgéo significativa de EROS para desafiar as amostras do
sémen. TUNCER et al. (2010) observaram que os parametros VCL e VSL
mantiveram-se preservados apos a adicao do antioxidante ao meio de congelamento
e OLIVEIRA et al. (2013) conseguiram aumento de ambos parametros adicionando

glutationa na concentragéo de 10 mM.
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7. CONCLUSAO

A adicdo de 2,5 mM de cisteina foi altamente eficaz em preservar a
integridade de membrana quando comparada ao tratamento controle.

Os resultados apresentados sugerem que a adi¢cdo de L-acetil-cisteina ao
meio diluente a base de gema de ovo, glicerol e dimetilformamida para
criopreservacao de espermatozoides de garanhdes da raca Mangalarga Marchador
pode ser uma alternativa para melhorar a viabilidade desses gametas durante o
descongelamento. Mais estudos devem ser conduzidos com essa raca para
determinar a melhor concentracédo de L-acetil-cisteina, assim como o0s resultados in

Vivo.
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