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RESUMO

Os antioxidantes tém como funcdo neutralizar os efeitos dos radicais livres
proporcionando uma melhor qualidade do sémen fresco e criopreservado. O
objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da adicdo dos antioxidantes
catalase, a-tocoferol e piruvato de sédio no sémen bovino visando um controle
das espécies reativas de oxigénio para melhorar a qualidade espermatica pos-
criopreservacdo. Foram utilizados seis touros adultos da raca Nelore
selecionados previamente entre outros animais por meio da avaliagcdo de
condicao corporal e exame androlégico. O sémen foi coletado e imediatamente
avaliado quanto a motilidade e vigor no laboratério. Em seguida, o sémen foi
diluido com o meio Tris-gema-glicerol com as moléculas antioxidantes nas
diferentes concentracdes. O trabalho foi estruturado em quatro grupos
experimentais: Grupol (controle sem adicdo de antioxidantes); grupo 2 (com
antioxidante catalase em trés concentracdes 20 Ul, 80 Ul e 200 Ul); grupo 3
(com antioxidante a-tocoferol nas concentracées de 50 uM, 100 uM e 150 uM)
e o0 grupo 4 (com antioxidante piruvato de sodio nas concentracdes de 1.5 uM,
35 uM e 5 pM). Apdés a descongelagdo foram realizadas as analises
computadorizada (CASA) da motilidade, da integridade de membrana
plasmatica, de integridade acrossomal, da atividade mitocondrial e mensuracéo
de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). Observou-se que 0s
antioxidantes ndo tiveram efeito significativo na maioria dos parametros
avaliados, porém nas menores concentracfes tiveram melhor resultado
comparando-se com 0 grupo controle para os parametros de motilidade total,
motilidade progressiva, velocidade de trajeto e integridade de membrana. Em
relacdo a avaliacdo de TBARS observou-se que as maiores concentragdes dos
antioxidantes tém menor peroxidacdo lipidica. Desta forma, tornam-se
necessarias mais pesquisas em relacdo a avaliagdo funcional dos
espermatozoides, bem como a identificacdo da concentracdo ideal que

beneficie todos os parametros espermaticos pos-descongelacéo.

Palavras chave: alfa tocoferol, catalase, criopreservacdo, espermatozéides,

piruvato de sodio, radicais livres, touro.
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ABSTRACT

The function of antioxidants is control the free radicals to improve the quality of
fresh and cryopreserved semen. The objective this work was to study the effect
of antioxidants catalase, a-tocopherol and sodium pyruvate added in bull semen
in order to control the reactive oxygen species and improve sperm quality after
cryopreservation. Were used six adult Nelore bulls previously selected from
other animals by evaluation of body condition and andrological examination.
Semen was collected and immediately evaluated for motility and vigor at the
laboratory. After, the semen were diluted with Tris-egg yolk-glycerol medium
with the antioxidants molecules in different concentrations. The work was
divided into four experimental groups: Group 1 (control without addition of
antioxidants), Group 2 (with catalase antioxidant in three concentrations 20 U,
80 IU and 200 IU), Group 3 (with a-tocopherol antioxidant in the concentrations
of 50 mM, 100 mM and 150 mM) and Group 4 (with sodium pyruvate
antioxidant in the concentrations of 1.5 mM, 3.5 mM and 5 mM). After semen
thawing the computerized analysis (CASA) of motility, plasm membrane, and
acrosome integrity, mitochondrial activity and measurement of thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS). It was observed that the antioxidants had no
significant effect on most parameters measured, but the lower antioxidants
concentrations were more efficient than the control group for the total maotility,
progressive motility, average path velocity, and plasm membrane integrity
parameters. In the TBARS evaluation was observed lower lipid peroxidation
when higher antioxidants concentrations were used. Thus more research is
needed to determine the functionality of sperm, as well as indentify the optimal
concentration of the antioxidants that benefits all sperm parameters after

thawing.

Keywords: a-tocopherol, bull, catalase, cryopreservation, free radicals, sodium

pyruvate, sperm.



1. INTRODUCAO

As biotecnologias reprodutivas podem ser utilizadas para aumentar a
producdo na pecuaria, buscando maior produtividade por hectare, para diminuir
0os custos de producdo. Estas tecnologias utilizadas normalmente séo
inseminacao artificial (1A), transferéncia de embrides (TE) e fecundacédo in vitro
(FIV). As duas ultimas dependem da disponibilidade de gametas viaveis, podendo
ser provenientes do sémen criopreservado ou fresco.

Sabe-se que a congelagdo de sémen apresenta muitas vantagens,
dentre elas se destacam: a utilizacdo de sémen de animais ndo adaptados as
condicbes ambientais, aumento da vida reprodutiva dos machos, possibilidade da
comercializacdo nacional e internacional do sémen, criopreservacdo do sémen de
animais que morreram para evitar a perda de material genético (MARTINS et al.,
2007) e a criagao de bancos de germoplasma para a preservacao de materiais
genéticos. Neste sentido torna-se necessario estudar o desenvolvimento e a
introducdo de novas substancias que auxiliem na preservacao das células para
aumentar a porcentagem de espermatozoides viaveis.

Em condi¢bes naturais de acasalamento, os espermatozoéides estédo
em ambiente anaerdbica, assim o0s potenciais danos causados pelas espécies
reativas de oxigénio (EROs) sédo reduzidos. Porém, quando o sémen é
manipulado para uso na inseminacao artificial ele € exposto ao oxigénio e varios
passos no seu processamento podem levar a producédo de EROs, bem como a
reducdo dos antioxidantes naturais (MAIA, 2006). Assim, a retirada do plasma
seminal, diluicio do sémen, as manipulacfes feitas no laboratério para o
processamento como pipetagem e centrifugacdo e o processo de separagdo de
gametas na sexagem favorecem a incorporacdo do oxigénio com producdo de
radicais livres que atuam nas membranas celulares desencadeando 0 processo
de peroxidagéo.

As mudangas de temperatura durante os processos de congelacéo e
descongelacdo a que estas células sdo submetidas ocasiona o choque térmico,
que determina a morte de muitos espermatozoides. Ainda, nestes processos
muitos sdo danificados, alterando sua Vviabilidade e consequentemente

comprometendo sua fertilidade. Acredita-se que a fertilidade espermatica pode



ser reduzida devido as baixas temperaturas de criopreservacdo, bem como
devido as grandes quantidades de EROs liberadas pelos espermatozéides
danificados e mortos (BALL et al., 2001).

Com o aumento do numero de células viaveis apds o processamento
do material € possivel diminuir a concentracdo de espermatozoéides por palheta,
assim aumenta-se o numero de palhetas produzidas por reprodutor e
consequentemente diminui o valor da dose tornando-se mais acessivel para os
produtores.

O estudo dos antioxidantes, os quais se constituem na primeira linha
de combate as EROS, para melhoria da qualidade do sémen a fresco e
principalmente criopreservado, torna-se de fundamental importancia para
desenvolver protocolos padrdes e aplicaveis, uma vez que existem muitas
controvérsias, em relacdo aos tipo de molécula antioxidante e as doses, o
momento adequado para ser acrescentado e possiveis interagdes destes com 0s

diferentes meios de criopreservacao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Criopreservacao de sémen

A criopreservagao baseia-se na interrupgdo do metabolismo celular
com a conservacdo das estruturas celulares integras e do seu potencial de
fecundacdo por periodos prolongados (AMANN & PICKETT, 1987;
HAMMERSTEDT et al., 1990). Portanto, a interacdo dos espermatozéides com o
meio de criopreservacdo € de grande importancia, pois seus constituintes afetam
a integridade das células e consequentemente sua viabilidade e habilidade de
fecundacdo (MANJUNATH et al., 2002).

As interacbes entre diluidor, crioprotetor, curva de resfriamento,
congelagdo e descongelagéo visam minimizar os danos causados pelo choque
frio, formacao de cristais de gelo e desidratag&o celular e por fim obter sucesso na
preservacao das estruturas espermaticas (AMANN & PICKETT, 1987).

No processo de congelacdo e descongelacdo os espermatozoides
estdo sujeitos ao estresse quimico, osmotico, térmico, mecanico (RASUL et al.,
2001) e oxidativo (CHATTERJEE & GAGNON 2001), que podem causar lesdes
celulares diretas que afetam estruturalmente as organelas (ruptura de
membranas) ou indiretas que provocardo alteracdes nas funcdes celulares
através do processo metabdlico (HOLT, 2000). O estresse oxidativo causado pela
acdo das espécies reativas ao oxigénio provoca danos estruturais a biomoléculas,
DNA, lipideos, carboidratos e proteinas, assim como a outros componentes
celulares (HALLIWELL, 1991).

Apesar da criopreservacao ser a principal biotecnologia que permite o
transporte, a conservacao e posterior utilizacdo do sémen, esta técnica provoca
inumeras lesbes na célula espermatica, sendo o estresse oxidativo um dos
principais fatores que danificam os espermatozoides (WANG, 1997). Portanto, a
adicdo de antioxidantes aos diluidores de congelacédo, tem sido empregada em
varias espeécies, com o intuito de minimizar ou reverter os efeitos deletérios aos
espermatozoides, produzidos pelos metabdlitos reativos do oxigénio, tais como o
peréxido de hidrogénio (H-0,), 0 anion superéxido (O2) e radicais hidroxila (OH")
(SOBRINHO, 2009).



2.2 Radicais livres

Radicais livres sdo moléculas ou atomos instaveis e altamente
energéticos, que contém um ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima
camada eletrbnica e sédo capazes de existir de forma independente (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG &
ARNER, 2001). Eles sdo formados por fontes de energia externa (luz, calor e
radiacdo) ou interna (metabolismo), em reacdes catalisadas por metais (ferro e
cobre) ou enzimas. Assim, no organismo a producdo de radicais livres e outras
espécies reativas ocorre naturalmente durante o metabolismo e a respiracdo
celular (BORGES, 2008).

Baixas concentracfes de radicais livres sdo importantes para o0s
processos bioquimicos e para as fungBes esperméaticas normais, porém quando
h&d uma producdo superior & capacidade das células em neutralizar estes
compostos, havera disturbios celulares e metabdlicos, sendo altamente téxicos as
células (MICHAEL et al., 2007).

No meio cientifico utilizam-se os termos espécies oxigénio reativo
(ROS) ou espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ERMO) para incluir
todos os radicais e ndo radicais derivados do oxigénio e as espécies reativas de
nitrogénio (ENR) (HALLIWELL & GUTTERIDG, 1999; NORDBERG & ARNER,
2001).

As ROS mais importantes encontradas em todos o0s sistemas
bioldgicos sdo: radical hidroxila (OH), &nion superéxido (O2), 6xido nitrico (NO) e
o nao radical peréxido de hidrogénio (H.0,). O radical hidroxila € a espécie mais
reativa do oxigénio, portanto é prejudicial as células, podendo ser formada por
meio do peroxido de hidrogénio e através da reacdo do anion superéxido com o
oxido nitrico, que produz o peroxinitrito (OONQO"), que se decompde em dioxido de
nitrogénio (NO,) e na hidroxila (HALLIWELL, 1991). Este radical ao ser produzido
proximo do DNA pode provocar mudancas nas bases purinicas e pirimidicas e
consequentemente mutacdo ou inativagdo do DNA. Além disto, nas membranas
celulares pode acontecer a oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados,
ocasionando rupturas nas membranas (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).



Segundo NORDBERG & ARNER (2001) o anion superoxido é formado
a partir da adicdo de um elétron ao oxigénio molecular. Ele é gerado
principalmente na membrana mitocondrial, sendo espontéanea sua formacédo na
cadeia respiratéria. O radical é pouco reativo e ndo tem habilidade de penetrar em
membranas lipidicas, agindo apenas no local onde é produzido.

O peroxido de hidrogénio € gerado através da dismutase enzimatica ou
n&do enzimatica do anion superoxido (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). E um
metabdlito extremamente deletério do oxigénio, pois participa da formacédo do OH
(MAIA, 2006). Este metabdlito atravessa as membranas biolégicas com facilidade
e possui vida longa, podendo ser removido pelos antioxidantes enzimaticos
(NORDBERG & ARNER, 2001). Nos espermatozéides o H,O, inibe a producéo de
energia (ATP), o que ocasiona a diminuicdo da motilidade (ARMSTRONG et al.,
1999), porém néo afeta a viabilidade (BILODEAU et al., 2002).

Com relagcdo ao Oxido nitrico, ele tem pouca reatividade com as
biomoléculas, porém reage facilmente com outros radicais livres e gera moléculas
menos reativas. O Oxido nitrico inibe a peroxidacédo de lipideos nas membranas
celulares (NORDBERG & ARNER, 2001).

As ROS degradam a membrana plasmatica por um processo
denominado de lipoperoxidacdo, no qual os fosfolipidios insaturados, glicolipidios
e 0 colesterol presentes nas membranas celulares sdo os principais alvos da
oxidacdo (GIROTTI, 1998).

Portanto, os espermatozoides sao muitos sensiveis a oxidacao, devido
a alta quantidade de acidos graxos poliinsaturados presentes em sua membrana
plasmatica e baixas concentracfes de enzimas antioxidantes em seu reduzido
citoplasma (VERNET et al., 2004; SHARMA & AGARWAL, 1996). Desta forma, o
plasma seminal tem importante funcdo, pois contém enzimas e moléculas como a
vitamina E que sdo capazes de evitar o ataque das ROS (BARROS, 2007).

A oxidag&do é um processo comum sofrido pelos sistemas biol6gicos
em condi¢des aerdbicas (GARRIDO et al., 2004). O desequilibrio entre as
moléculas antioxidantes e as ROS resulta o estresse oxidativo (MAIA, 2006). Este
ocasiona a diminuicdo da fertilidade do sémen criopreservado (TRINCHEIRO et
al., 1990; BILODEAU et al., 2002), pois provoca danos na membrana plasmatica,

no DNA dos espermatozoides, alteragGes estruturais do acrossomo, alteragbes



metabolicas, perda irreversivel da motilidade e dano na capacidade respiratéria
(OCHSENDORF, 1999).

As células espermaticas criopreservadas perdem a qualidade devido
ao estresse oxidativo (MAZZILLI et al.,1995; WANG et al., 1997; THOMSON et
al., 2009; ZRIBI et al., 2010), que desencadeia a peroxidacéo lipidica que ocorre
principalmente na peca intermediaria e em menores propor¢des na parte posterior
da cauda e na cabeca do espermatozéide (BROUWERS & GADELLA, 2003).

Segundo SOBRINHO (2009) ndo se sabe o momento que os ROS tém
maior atuacao, ou seja, se durante a refrigeragcdo ou no periodo de congelacgéo,
sendo necessarios mais estudos para determinar o periodo mais critico no qual as

células sofrem danos oxidativos.

2.3 Antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias que em baixas concentragdes,
comparadas a do substrato oxidavel, retardam ou previnem a oxidacdo deste
substrato (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Estas substancias protegem a
membrana plasmatica dos espermatozéides criopreservados, mantendo sua
atividade metabdlica e viabilidade (BECONI et al., 1993).

As propriedades ideais de um antioxidante consistem em ter baixa
capacidade de perder ou ganhar elétrons e de reagir com o oxigénio, ter atividade
antioxidante mesmo em pequenas quantidades, poder ser reciclada direta ou
indiretamente por sistemas enzimaticos e apresentar menor energia de ativacao
gue as moléculas oxidaveis (BUETTNER, 1993).

A atuacdo dos antioxidantes consiste no fornecimento de hidrogénio
para o radical livre com o objetivo de estabiliza-lo. Assim o antioxidante torna-se
um radical livre, porém com sua capacidade de reajustar-se em um conjunto
estavel interrompe a reacdo de propagacao (SWENSON et al., 1996).

As células possuem um sistema de defesa antioxidante enzimatico e
um néo enzimatico, que as protege do efeito letal das ROS. O sistema enzimatico
€ composto por superoxido dismutase (SOD); catalase (CAT), glutationa (GSH),
glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx). O sistema ndo enzimatico

fazem parte um grande nimero de compostos de baixo peso molecular que inclui



as vitaminas C e E, diferentes compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q),
acido urico e acido lipéico (NORDBERG & ARNER, 2001).

Os sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos podem atuar em duas
linhas: como removedor/varredor do agente antes que ele cause leséo (glutationa
reduzida, superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e vitamina E) ou
como reparador da lesdo ocorrida (acido ascoérbico, glutationa redutase - GR e
glutationa peroxidase - GPx). Estes antioxidantes encontram-se no meio
intracelular, com excecdo da vitamina E que € um antioxidante estrutural da
membrana (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

As células esperméticas durante o periodo de maturacdo perdem a
maioria do seu citoplasma e com isto perdem parte dos antioxidantes endégenos,
ficando vulneraveis a acdo de EROs (CARVALHO et al.,, 2002). Porém, esta
perda € compensada pelo plasma seminal que contém enzimas e moléculas
antioxidantes (PASQUALOTTO et al., 2000). Este sistema antioxidante € crucial
para a manutencdo da integridade da membrana espermatica e para as
propriedades fisiologicas, incluindo fluidez de membrana, flexibilidade e
permeabilidade necessaria para o processo de fecundacdo (RUTZ et al., 2007).
Um desequilibrio entre a producédo e a eliminacdo de EROs no sémen causa
efeitos prejudiciais aos espermatozdides, assim justifica-se a utilizacdo de
antioxidantes exdégenos, que se constituem na principal defesa contra o estresse
oxidativo induzido pelos radicais livres (AGARWAL et al., 2005).

Tem sido estudado a adicdo de varios antioxidantes aos
espermatozoides como a catalase, acido ascorbico, piruvato de sodio, superéxido
dismutase, glutationa redutase e oxidase, hipotaurina, trolox, vitamina C, acetil
cisteina e urato (AURICH et al 1997; HUGHES et al., 1998; CALAMERA et al ,
2001; PENA et al., 2003; ROCA et al., 2005; KLINC & RATH, 2007;
FERNANDEZ-SANTOS et al., 2007; PEIXOTO et al., 2008; SILVA et al., 2008;
BECCAGLIA et al., 2009; SARIOZKAN et al., 2009; THIANGTUM et al., 2009).

2.4 Vitamina E

A vitamina E (a-tocoferol) é uma molécula lipossoluvel, presente nas

membranas de organelas e ligada a complexos protéicos (ERNSTER et al., 1992).



Ela contétm um grupo hidroxila através do qual reage com elétrons
desemparelhados, podendo assim, reduzir radicais peroxii (NORDBERG &
ARNER, 2001). Portanto, é considerada um antioxidante estrutural da membrana
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997) que previne a reacdo oxidativa em cadeia
(MATES, 2000).

A denominacéo vitamina E € um termo nutricional que se refere a um
grupo de tocoferdis e tocotriendis com atividade antioxidante. Existem oito
moléculas naturais que apresentam atividade antioxidante, sendo quatro
tocoferdis (a, B, y, 8) e quatro tocotriendis (a, B, y, 0) diferenciadas de acordo com
a posicao do grupo metil no anel cromanol (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

O a-tocoferol estd presente na bicamada lipidica das membranas
celulares (MARZZOCO & TORRES, 2007) e é considerado o antioxidante
lipossolavel mais efetivo, sendo a forma de a-tocoferol mais ativa e amplamente
distribuidas nos tecidos e plasma. Esta substancia tem o papel importante de
proteger as membranas celulares contra danos causados por radicais livres
(BRAMLEY et al., 2000; SILVA & NAVES, 2001; SILUK et al., 2007; TRABER &
ATKINSON, 2007). Esta molécula protege as células de radicais de oxigénio, 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).

A propriedade antioxidante da vitamina E consiste no bloqueio da
oxidacdo dos acidos graxos insaturados das membranas celulares, ou seja,
diminuicdo da lipoperoxidagcdo (MARZZOCO & TORRES, 2007). Esta substancia
ao oxidar interrompe a reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica de
biomembranas e lipoproteinas (BARROS, 2007), ndo necessitando estar ligada a
outra substancia (CHOW, 1989; FARISS, 1991). Seu mecanismo de acao
consiste na destrui¢éo do radical hidroxila (BJORNEBOE et al.,1990).

A vitamina E natural esta sujeita a destruicdo por oxidagdo que pode
ser acelerada pelo calor, umidade, gordura rancificada, luz, &lcali e microminerais
(cobre e ferro). A esterificacdo da vitamina E aumenta sua estabilidade, por isso
formas comerciais usualmente contém acetato, sGo muito estaveis a oxidacéo e
nao possui atividade antioxidante in vitro (MCDOWELL et al., 2000).



Segundo BOLLE et al. (2002) esta molécula ao ser utilizada como
antioxidante pode atuar de forma favoravel ou desfavoravel, dependendo da dose
ou da concentracao utilizada. BECONI et al. (1993) afirmam que a viabilidade
celular e atividade metabdlica dos espermatozéides podem ser protegidas pela
vitamina E. SOBRINHO (2009) n&o constatou protecao sobre a motilidade, vigor,
porcentagem de espermatozoides com membrana e acrossomo integros. Assim,
verifica-se que na literatura existem controvérsias a respeito da utilizacdo desta

molécula, necessitando assim de maiores estudos.

2.5 Catalase

A catalase € um antioxidante enzimatico que faz parte do sistema de
defesa contra a peroxidagdo lipidica, sendo importante para a manutencdo da
motilidade e viabilidade espermatica (GADEA et al. 2004). E uma das mais
eficientes enzimas conhecidas, pois ndo pode ser saturada por nenhuma
concentracdo de seu substrato (MATES & SANCHES-JIMENEZ, 1999).

Esta enzima tem como fung&o prevenir a formacéao da hidroxila a partir
do H,0O,, pois ela catalisa a reducédo do H,O, que produzira 4gua e o oxigénio
molecular. A catalase é encontrada na célula espermética e no plasma seminal de
humanos, ratos e coelhos (DANDEKAR et al., 2002).

A molécula de catalase mantém os ROS em niveis basais (CALAMERA
et al., 2001), ao ser utilizada individualmente ou combinada com outros
antioxidantes. No diluidor de sémen é capaz de neutralizar os ROS gerados
durante o processo de criopreservacdo, reduzindo os efeitos nocivos do estresse
oxidativo, permanecendo o sémen descongelado com boas condicGes
(LAMIRANDE et al., 1998; O'FLAHERTY et al., 1999).

Em espermatozoides bovinos a catalase se torna um antioxidante de
grande importancia, pois segundo BILODEAU et al. (2002) estas células séo
pouco adaptadas para metabolizar o H,0O,. Como os radicais livres estdo
envolvidos com a capacitacdo espermatica e reacdo acrossomal, altos niveis
destes radicais poderdao desencadear estes eventos antecipadamente. De acordo
com AITKEN et al. (1996) a capacitacdo de espermatozoéides bovinos é inibida na

presenca deste antioxidante.
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AURICH et al. (1997) verificaram que a catalase pode atuar sobre a
qualidade do sémen de equino de forma negativa ou positiva, pois em alta
concentracdo diminuiu a percentagem de espermatozéides com membranas
integras e a motilidade progressiva, ja em menores concentracdes preservou as
células.

Em diferentes espécies de animais a utilizacao da catalase no meio de
diluicdo para a criopreservacdo de sémen melhorou os parametros espermaticos
(MAXWELL & STOJANOV, 1996; ROCA et al., 2005; FERNANDEZ-SANTOS et
al., 2007; MICHAEL et al.,, 2007). Segundo ROCA et al. (2005) a catalase
preservou a motilidade total, progressiva e a percentagem de espermatozdides
viaveis com acrossoma integro apos a descongelacdo. J& ROSSI et al. (2001) e
THIANGTUM et al. (2009) ndo constataram preservacdo dos parametros de
cinética de movimento, de integridade de membrana plasméatica e acrossomal.

Verifica-se que na literatura ha uma grande variedade de resultados em
relacdo a utilizacdo do antioxidante para a preservacdo dos espermatozoides,
podendo tal fato ser decorrente dos diferentes meios de criopreservacao,
concentracbes, das diferencas de constituicdo do plasma seminal de cada

espécie e do momento em que o antioxidante é adicionado ao meio.

2.6 Piruvato de Sdédio

A atuacdo do piruvato como antioxidante deve-se a sua estrutura
quimica e a sua acado metabdlica. A estrutura de alfa-cetoacido permite ao
piruvato neutralizar per6xidos em uma reacao quimica direta, ndo-enzimatica, em
gue os peroxidos sao reduzidos a alcodis conjugado e o piruvato é decomposto
em acetato e CO, (MALLET et al., 2005).

O piruvato tem sido reconhecido como removedor do H,O, no sistema
celular promovendo a protecdo contra danos oxidativos (O DONNELL-TORMEY
et al.,, 1987; VARMA et al., 1990; SALAHUDEEN et al., 1991; LONG &
HALLIWELL, 2009). A degradagcdo do H,O, pelo piruvato foi reportada
primeiramente por Holleman em 1904 e nesta destruicdo ndo ocorre liberagédo do
O, (MELZER & SCHMIDT, 1988). Assim, este composto torna-se importante para

a protecdo dos espermatozoides criopreservados, uma vez que na sua presenca



11

nao havera formacédo de oxigénio no meio diluente, porém o piruvato é consumido
durante a reacdo de degradacdo do H,0O,. Por esta razdo deve utiliza-lo
associado a outro antioxidante (UPRETI et al., 1998).

Foi determinado que em altas concentragdes o piruvato agiu como um
antioxidante para espermatozoéides ovinos (UPRETI et al., 1998) e de células
somaticas (O'DONELL-TORMEY et al. 1987; MEYER et al., 1996; MAZZIO &
SOLIMAN, 2003). Em espermatozdides de garanhdo o piruvato na concentracao
de 2 mM manteve-os com boa motilidade. J& em concentracdes de 10 mM reduz
a motilidade e a velocidade da célula espermatica equina (BRUEMMERT et al.,
2002) e de humanos (DE LAMIRANDE & GAGNON, 1992).

Além da acdo antioxidante o piruvato, em concentracdo de 0,02 mM,
pode ser utilizado no diluente como substrato energético para espermatozoéides
(BAVISTER et al., 1969), pois ele pode mover-se livremente no citoplasma e nas
mitocéndrias das células. Assim, o piruvato € importante para o processo de
congelacdo e descongelacdo, uma vez que os espermatozoides necessitam de
energia para superar o estresse provocado durante este processo (FABBROCINI
et al., 2000).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Estudar o efeito da adicdo dos antioxidantes catalase, o a-tocoferol e
piruvato de sédio no sémen bovino diluido em meio Tris-gema-glicerol, visando o
controle das espécies reativas ao oxigénio e a melhora da qualidade espermatica
poOs-criopreservacao.

3.2 Objetivos especificos

v Verificar qual o melhor antioxidante a ser adicionado ao sémen para

protegé-lo das espécies reativas ao oxigénio no processo de criopreservacao.

v' Determinar a concentracao de antioxidante que garanta uma maior viabilidade

espermatica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Locais e periodo de experimentacao

As atividades de colheita, avaliacdo prévia do sémen e criopreservacao
foram desenvolvidas no Laboratério de Reproducdo Animal da Embrapa
Cerrados. As avaliacfes de integridade de membrana plasmatica e acrossomo,
bem como a avaliacdo da cinética do movimento esperméatico por meio do CASA
foram realizadas na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A avaliacao da
resisténcia ao estresse oxidativo induzido e a atividade mitocondrial foram
realizadas no Laboratério de Reproducdo Animal da Universidade de Sao Paulo.
O periodo de experimentagéo e avaliacdo transcorreu de julho de 2010 a fevereiro
2011.

4.2 Animais e Manejo

Foram utilizados seis touros adultos da raca Nelore, com idade entre
trés a cinco anos, selecionados previamente por meio da avaliacdo de condicao
corporal e exame androldgico. Os animais selecionados apresentavam no minimo
70% de motilidade espermatica, vigor 3 (0-5) e menos de 30% de patologias
esperméaticas totais. Estes animais foram mantidos a pasto, com &agua e sal
mineral ad libitum. O controle de ectoparasitas e endoparasitas, bem como as
vacinacfes obrigatorias foram realizadas regularmente seguindo o calendario

profilatico-sanitario estabelecido pela Embrapa Cerrados.
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FIGURA 1 - Touros da raca Nelore utilizados para a colheita de sémen durante o
experimento

4.3 Colheita e Avaliacdo do Sémen Pré-Criopreservacao

Dois meses antes do inicio do experimento os animais foram
adaptados a colheita de sémen por meio de eletroejaculacdo. Antes de cada
colheita a regido externa do prepucio foi higienizada com agua e sabdo neutro e
para a higienizacdo interna utilizou-se solucdo de Kilol (Kilol-L Higienizante —
Quinabra), para evitar possiveis contaminacdes do sémen.

Durante o experimento coletou-se um touro por dia. ApGs a colheita o
sémen foi imediatamente levado ao laboratério, determinado o volume do
ejaculado em tubo graduado, mantendo-o em banho-maria a 37°C até seu
processamento final, para evitar o choque térmico e alteracdes das caracteristicas
seminais. A motilidade e o vigor foram analisados subjetivamente, colocando-se
10 pl de sémen entre lamina e laminula aquecidas a 37°C, avaliando em
microscopio de contraste de fase (Nikon Biophot) com aumentos de 100 e 400x.

Atribuiu-se a motilidade valores de 0-100%. O vigor foi classificado em
uma escala de 0-5, sendo o escore 1 0 mais lento e o escore 5 correspondendo
ao mais rapido movimento.

A concentracdo foi avaliada coletando-se uma amostra do sémen e
diluindo-a na proporgdo 1:200, na solu¢cdo de formol-salina tamponada. A
contagem espermatica foi realizada em camara de Neubauer em microscopio de

contraste de fase com aumento de 400x.
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Para a avaliacdo da morfologia espermética uma aliquota de sémen foi
diluida em formol-salina tamponada, previamente aquecida (37°C), para fixacao e

avaliada posteriormente.

4.4 Delineamento Experimental

Para avaliar a influéncia individual dos antioxidantes e a melhor
concentracdo de cada molécula testada foram utilizados quatro grupos
experimentais: Grupo 1 — Controle, sem adicdo de antioxidantes; Grupo 2 -
catalase nas trés concentragdes de 20 Ul, 80 Ul e 200 Ul; Grupo 3 - a-tocoferol
(andlogo da Vitamina E) nas trés concentracdes de 50 uM, 100 uM e 150 uM e
Grupo 4 - piruvato de sédio nas concentracdes de 1.5 uM, 3.5 uM e 5 uM.

4.5 Preparo das soluc¢des de antioxidantes

As solucdes estoque de antioxidantes foram preparadas antes de cada
colheita, protegidas da luz e armazenadas na geladeira até 0 momento da diluicdo
no meio de congelagao Tris gema glicerol. Antes da colheita do sémen o meio de
crioprervacao foi dividido em 10 porgdes e acondicionados em tubos conicos de
15 ml para receberem as diferentes concentracbes das trés moléculas
antioxidantes.

Para o preparo da solucdo estoque de catalase (Sigma-C 9322) com
17500 Ul/ml diluiu-se o reagente em solucdo tampéo de fosfato de sodio de 50
mM em pH 7,0. Calculou-se o volume em microlitros da solu¢do estoque para ser
adicionado ao meio TRIS de forma que as concentracdes nas palhetas fossem de
20, 80 e 200 UlI.

Na solucdo estoque de piruvato de sodio (Sigma-P5280) foi utilizado
uma solucdo tampéo de fosfato de sédio de 50 mM em pH 7,0 para a diluigdo do
reagente de forma a obter uma solugcéo estoque de 10 mM. E posteriormente
acrescentar ao meio Tris-gema-glicerol para obter solu¢des de 1,5; 3,5 e 5,0 uM

por palheta.
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O a-tocoferol (Sigma-T3251) foi diluido com Etanol (Merck) tendo-se
uma solucéo estoque de 15 mM que foi diluida no diluente Tris-gema-glicerol para
obter uma concentracéo final de 50, 100 e 150 uM por palheta.

4.6 Criopreservacao do sémen

Apos a avaliagcdo da motilidade, vigor e do célculo da concentracao
espermatica, o ejaculado foi dividido em dez aliquotas (tratamentos) de mesmo
volume, em tubos conicos de 15 ml. O ejaculado foi diluido utilizando-se o diluidor
TRIS (Anexo 1) com os diferentes antioxidantes nas diferentes concentragdes. A
diluicdo foi realizada em banho maria a temperatura de 37°C, atingindo uma
concentracdo de 20 x10° espermatozéides/palheta. O diluidor Tris-gema-glicerol
foi previamente preparado no laboratério de Reprodugdo Animal da Embrapa
Cerrados, depois mantido em freezer a —20°C.

Em seguida, o sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,5 ml que
foram lacradas com seladora (Imap FM-15-SD). As palhetas foram previamente
identificadas quanto ao antioxidante, concentracdo e numero do touro.

Para o resfriamento e congelacdo do sémen foi utilizado um sistema
programavel de criopreservacdo de sémen portatil (modelo TK-3000), composto
por um aparelho programavel, equipado com um porta-palhetas de ago-inox, uma
unidade ou tubo de resfriamento e uma caixa térmica para nitrogénio liquido, com
uma bateria em casos de queda de energia.

As palhetas foram colocadas no porta-palhetas, o qual foi adicionado
ao tubo de resfriamento, permanecendo até alcancar 5°C. O aparelho foi
programado para realizar o resfriamento a partir da temperatura ambiente e
seguindo uma curva de resfriamento de 0,25°C/min. até 5°C, com duragdo em
torno de 1h e 30 min. e com tempo de equilibrio de 2 horas. Ao final do tempo de
equilibrio, o porta-palhetas foi removido para a caixa térmica contendo nitrogénio
liquido (nivel de 7 cm), na qual realizou-se a curva (P1S1) de congelagdo com
uma taxa de -20°C/min. de 5°C ate -120°C.

Apos atingir a temperatura de -120°C as palhetas foram removidas do
porta-palhetas e imersas em nitrogénio liquido. Por fim, as palhetas foram

acondicionadas em “racks” e entdo armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C),
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em botijdes criogénicos até o momento de realizacdo das andlises pos-
descongelacdo. Neste experimento foi criopreservado apenas um ejaculado por
touro, e estes apresentaram motilidade igual ou superior a 70% e vigor 3 (escala
de 1-5).

FIGURA 2 - Aparelho TK 3000 utilizado para a criopreservacdo das
amostras de sémen

4.7 Avaliacdo do Sémen Pds criopreservacao

Para cada andlise realizada pds-descongelacao utilizou-se uma palheta
de cada tratamento. As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C
por 30 segundos. Apés descongelar o sémen, este foi colocado em um microtubo
de 1,5 ml (tipo Eppendorf), homogeneizado e avaliado quanto aos parametros da
cinética do movimento pelo sistema computadorizado (CASA), integridade das
membranas plasmatica, integridade acrossomal por microscopia de
epifluorescéncia (Axiophot Zeiss), peroxidacao lipidica por leitura de absorbancia

e atividade mitocondrial em microscoépio de contraste de fase.

4.7.1 Analise computadorizada da motilidade (CASA)
Esta andlise foi realizada no sémen criopreservado com a diluicdo de
20x10° sptz/palheta logo apds a descongelacdo do sémen. A amostra foi

descongelada em banho maria a 37°C/ 30 segundos em seguida o material foi
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transferido para um microtubo de 1,5 ml que foi mantido na mesma temperatura
para posteriores avaliagbes. Retirou-se 2 pyL da amostra que foi colocada na
lamina de leitura (camara de Makler) previamente aquecida a 37°C. Utilizou-se o
aparelho modelo Ivos-Ultimate 12 da Hamilton Thorne Biosciences, previamente
ajustado (setup) para analise de sémen bovino (Anexo 2). Este equipamento
realiza a andalise do sémen por sistema computadorizado (Computer Assisted
Semen Analysis — CASA), capturando a imagem da amostra por um microscépio
acoplado a um computador e envia os dados para andlise do movimento
espermatico através do programa Animal Motility. Realizou-se a escolha manual
dos campos de leitura e andlise, sendo selecionados os trés melhores campos
por amostra.

As caracteristicas de movimento espermatico analisadas foram:
motilidade Total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade do trajeto
(VAP, pm/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL,
pm/s), deslocamento lateral da cabecga (ALH, uym), frequéncia de batimento (BCF,
Hz), retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN, %).

FIGURA 3 - Equipamento Computer Assisted Semen Analysis (CASA)
utilizado para avaliar os parametros cinéticos de movimentos
das amostras de sémen bovino

7.7.2 Andlise da morfologia espermética

Para a analise de morfologia espermatica utilizou-se a técnica de
camara Umida. Para isso o sémen diluido em formol salina tamponado,
previamente aquecido (37°C), foi preparado uma camara imida, com uma gota do

sémen diluido entre lamina e laminula e a avaliagéo foi realizada pela contagem
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de 200 células, em aumento de 1000x, sob microscopia de contraste de fase. As
porcentagens das diversas anormalidades morfolégicas foram agrupadas e
classificadas em defeitos maiores e defeitos menores de acordo com o manual de

andrologia do Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (CBRA, 1998).

4.7.3 Analise da integridade de membrana plasmética e reacdo acrossomal

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica utilizou-se o
diacetato de 6 carboxifluoresceina (C-FDA) (Sigma C5041) e iodeto de propidio
(IP) (Molecular Probe, Eugene, Oregon, EUA) conforme descricdo de HARRISON
& VICKERS (1990). Uma amostra de sémen de 10 pl foi adicionada a 40 pl da
solucéo trabalho (anexo 3) e incubadas por 10 minutos em microtubos protegidos
da luz.

Uma aliquota de 7 pl de solucdo corante com o sémen foi colocada em
uma lamina e coberta por uma laminula e observada em microscopio de
epifluorescéncia (Axiophot Zeiss: filtro com comprimento de onda de 395/420 nm
de excitacdo/emissdo). Foram contadas 200 células espermaticas, sendo
classificadas de acordo com a coloragcdo em: membrana integra (coloragéo verde)
e membrana lesada (as células com coloracdo vermelha e as que coravam de

verde e vermelho).
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FIGURA 4 - Espermatozoides corados com diacetato
de 6 carboxifluoresceina e iodeto de
propideo, demonstrando membrana
plasmética integra (A) e membrana
plasmatica lesada (B e C).

Para a avaliagdo da integridade do acrossoma utilizou-se uma
conjugacao de isotiocianato de fluoresceina — FITC (sonda fluorescente) com
lecitina de amendoim (peanut aglutinin — PNA) (L7381-Sigma) e IP, como descrito
por KLINC & RATH (2007). Amostra de sémen de 10 pL foi adicionada a 30 pL de
solucéo trabalho (anexo IV) e incubada por 10 minutos.

Uma aliquota de 7 pl de solucdo corante com o sémen foi colocada em
uma lamina e coberta por uma laminula e observada em microscépio de
epifluorescéncia (Axiophot Zeiss: filtro de comprimento de onda de 494/517 nm de
excitacao/emissao). Foram contadas 200 células espermaticas, sendo
classificados em quatro categorias: morto com acrossoma sem reacao (coloracéo
vermelha na cabeca e auséncia de coloragdo no acrossomo); morto com
acrossoma reagido (coloragdao vermelha na cabeca e verde na regido
acrossomal); vivo com acrossoma nao reagido (auséncia de coloracdo na cabeca
e acrossoma) e vivo com acrossoma reagido (auséncia de coloracéo na cabeca e

presenca de coloracdo verde na regido acrossomal).
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FIGURA 5 - Fotografias em microscépio de contraste de fase e
epifluorescéncia do mesmo campo de leitura.
Espermatozoides morto com acrosssoma reagido
(A), vivo sem reacao acrossomal (B) e morto sem
reacao acrossomal (C).

4.7.4 Avaliacdo da resisténcia ao estresse oxidativo induzido

Para verificar a suscetibilidade do espermatozéide ao estresse
oxidativo utilizou-se a metodologia descrita por OHKAWA et al. (1979), que tem
como fundamento a reacdo de duas moléculas de acido tiobarbitlirico com uma
molécula de malondialdeido (MDA), subproduto da peroxidacéo de lipideos. Foi
utilizado um sistema gerador de ROS com posterior mensuragao da concentragao
de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) através da
espectrofotometria.

As palhetas de sémen foram descongeladas em banho-maria a
37°C/30min e em seguida foi realizada a lavagem das amostras com solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS). Apés este procedimento pipetou-se 300 ul
do sémen lavado em um microtubo, onde foram adicionados 75 ul de acido
ascorbico e 75 ul de sulfato de ferro. Apos incubou-se a solugéao por 90 minutos a

37°C para a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS).
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Apés o periodo de incubacgdo foram adicionados 900 ul de solugéo de
acido tricloroacético a 10% (TCA 10%) e as amostras foram centrifugadas por 15
min a 20.000 g, para precipitacdo de proteinas. Aliquotas de 600 ul do
sobrenadante foram colocadas nos criotubos e congeladas para posteriormente
serem avaliadas. ApoOs todas as amostras do experimento estarem preparadas,
descongelou-se e acrescentou-se 600 ul de acido tiobarbitarico a 1% (TBA1%),
dissolvido em hidréxido de sédio (NaOH 0,05 M), preparado instantes antes de
ser utilizado. Os tubos contendo esta mistura foram incubados em banho-maria
(90-100°C) por 15 min. e resfriados imediatamente em banho de gelo, no intuito
de parar a reagéo.

A concentracdo de TBARS foi quantificada através de leitura em
espectrofotometro (Ultrospec 3300pro, Amersham Pharmacia), no comprimento
de onda de 532 nm. Os resultados foram comparados com uma curva padrao feita
previamente com MDA.

O MDA é uma das principais substancias que reage com o &cido
tiobarbitlrico e a concentracdo de TBARS é determinada utilizando-se o valor
1,56x10°xM™*mI™* como coeficiente de extingdo molar do malondialdeido (BUEGE
& AUST, 1978).

A concentracdo de TBARS nas amostras foi expressa em nanogramas

de TBARS por 1x10° espermatozéides (ng/10° sptz).

4.7.5 Avaliagéo da atividade mitocondrial

Para esta avaliagdo utilizou-se a técnica citoquimica que foi
desenvolvida por HRUDKA (1987), a qual baseia-se na oxidacdo da 3,3-
diaminobenzidina (DAB) pelo complexo citocromo C dependente da enzima
citocromo C-oxidase (CCO). Esta enzima tem um papel fundamental no processo
de respiracdo celular e metabolismo energético das células, aléem de ser pré-
requisito para as fungdes osmoéticas e sintéticas, para a motilidade e manutencao
da estrutura celular.

Através da reacdo em cadeia o DAB € polimerizado e se deposita nos
locais onde ocorre a reacdo, ou seja, nas mitocondrias. Esta deposi¢cado pode ser

identificada através de microscopia convencional pela sua coloracdo marrom.
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Desta maneira, é possivel descrever o declinio espontaneo da CCO ocasionado
por tratamentos fisicos e/ou quimicos a que os espermatozoides sao submetidos.

Para realizacdo desta técnica, uma aliquota de 20 pl de amostra foi
incubada com 20 ul de DAB (1mg/ml de PBS), a 37°C, por uma hora. Apés a
incubacéo, foram realizados esfregacos em lamina de vidro e estas fixadas em
formol a 10% por 10 min, em seguida foram retiradas da solugcéo para secar e
protegidas da luz. As leituras das laminas foram realizadas em microscopio de
contraste de fase, sob aumento de 1000 vezes, em imersdo. Foram contados 200
espermatozoéides/lamina e classificados de acordo com o grau de coloragdo da

peca intermediaria em quatro classes:

Classe I: células espermaticas com peca intermediaria totalmente corada, alta
atividade mitocondrial;

Classe IlI: células espermaticas com segmentos corados (ativos) e ndo corados
(inativos), havendo predominéncia dos ativos;

Classe lllI: células espermaticas com segmentos corados (ativos) e ndo corados
(inativos), havendo predominancia dos inativos;

Classe IV: células esperméaticas com peca intermediaria totalmente descorada,

sem atividade mitocondrial.

4.8 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados em delineamento de blocos ao acaso, com
dez tratamentos e seis blocos (bovinos), utilizou-se para a analise estatistica o
programa Statistical Analysis System for Windows (SAS), versdo 9.1.3. O efeito
dos tratamentos sobre os parametros da motilidade espermatica, integridade de
membranas, reacdo acrossomal, peroxidacao lipidica e atividade mitocondrial
foram avaliados por meio da andlise de variancia (ANOVA) e a comparacéo de
médias pelo teste de Tukey com nivel de significancia p<0,05.

Para as variaveis em porcentagem aplicou-se a transformacéo
arco/seno da raiz quadrada para homogeneizar os dados de acordo com
HADDAD & VENDRAMIM (2000) e em seguida foi aplicado o teste Kolmogorov-
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Smirnov para confirmar a normalidade. Os resultados foram apresentados como
médias, desvio padrdo e coeficiente de variagao.
A associacao entre as variaveis respostas foi analisada pela correlacao

de Pearson e os resultados expressos pelo coeficiente de correlagéo (r).



25

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 encontram-se os resultados das avaliagdes dos aspectos
fisicos e morfolégicos do sémen in natura que foi diluido e acrescido de
antioxidantes para a congelacdo. As médias dos valores de motilidade foram
acima de 70% e o vigor 2 3, estando de acordo com os valores preconizados pelo
Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (CBRA, 1998).

A avaliacdo da morfologia espermatica € um exame de rotina e pode
juntamente com outros testes estimar o potencial de fertilidade (VERSTEGEN, et
al., 2002; ZAHALSKY et al., 2003), a média dos defeitos totais do sémen utilizado
foi de 12,2%.

TABELA 1 - Aspectos fisicos e morfolégicos do sémen in natura dos touros
Nelore, utilizados no experimento na Embrapa Cerrados.

Touros Mot  Vigor Volume Concentragcdo Defeitos

(%) (0a5) (ml)  10°celulas/ml ~Maiores Menores Totais

(%) (%) (%)
1 70 3 7 435 7 6 13
2 70 35 9 175 4,9 3,4 8,3
3 77,5 3 6,5 1155 5,7 5,7 11,4
4 72,5 4 8 270 10,9 43 15,2
5 77,5 4 1035 8,2 2,4 10,6
6 77,5 4 245 4,7 9,8 14,5
Média 742 3,6 6,9 552,5 6,9 53 12,2

Na tabela 2 estdo descritas as médias e desvio padrao dos parametros
da cinética espermatica, obtidas pelo sistema de analise computadorizada
(CASA), do sémen bovino criopreservado com os diferentes antioxidantes e as
respectivas concentracdes. Sabe-se que o aumento nos niveis de ROS tem sido
correlacionado com a diminuicdo da motilidade, no entanto ndo se sabe o
mecanismo pelo qual os ROS causam esta diminuicdo (AGARWAL, 1994).

Tem sido sugerido que o H,O, difunde-se através das membranas das
células e inibe a atividade de algumas enzimas, como a glicose-6-fosfato, e esta

controla o fluxo de glicose pela via da hexose monofosfato controlando a
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disponibilidade de NADPH, que é usado como fonte de elétrons pelo
espermatozodide para a formacdo de ROS. Outra hipétese envolve uma série de
eventos que leva a diminuicdo da fosforilacdo de proteinas do axonema e
imobilizacdo dos espermatozodides (MAKKER et al., 2009).

Neste trabalho verificou-se que as diferentes concentragdes dentro do
mesmo antioxidante n&do influenciaram os resultados de forma significativa para
os parametros VAP, VSL, ALH, BCF, STR e LIN. Isto indica que os antioxidantes
nao atuaram na protecdo destas caracteristicas contra os ROS, ou nédo houve
produgdo significativa de ROS para desafiar as amostras do sémen e
consequentemente ter respostas diferentes quanto as distintas concentracfes de
antioxidantes.

Nos parametros motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP), as
doses do antioxidante a-tocoferol 50 e 150 uM diferiram, sendo que na dose de
150 pM foram obtidos valores mais baixos, 43 e 17% respectivamente. Para as
doses de 50 e 100 uM obteve-se respectivamente para MT 76,5 e 53,8% e para a
MP 32,8 e 21,7%. Com isto pode se verificar que esta molécula atuou de forma
desfavoravel, dependendo da concentracao utilizada.

De acordo com GUOHUA & RICHARD (1993), o trolox (forma solavel
da vitamina E) pode agir como um estimulador de oxidagdo, em vez de
antioxidante, o mecanismo envolvido pode ser a reagdo do a-tocoferol com
radicais hidroxila, que pode causar a formacao de novos radicais prejudiciais e,
consequentemente, prejudicar a mobilidade dos espermatozdides. No trabalho de
HU et al. (2011) foi verificado que a maior dose de vitamina E (2,0 mg/ml) utilizada
no meio para sémen bovino baixou de forma significativa a atividade da glutationa
peroxidase e glutationa redutase e estas tem importante papel na neutralizacao
de ROS. Segundo estes mesmos autores, a vitamina E apresentou efeito dose
dependente, pois em vez de melhorar a qualidade do sémen, a suplementacéo
com vitamina E na concentracdo de 2,0 mg/ml influenciou negativamente os

parametros da qualidade seminal.
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TABELA 2 - Médias e desvio padrdo dos parametros da cinética espermatica: motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP), velocidade de trajeto (VAP), velocidade progressiva (VSL), velocidade curvilinear
(VCL), amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH), frequéncia de batimento flagelar (BCF),
retilinearidade (STR) e linearidade (LIN), obtidos pelo sistema de andalise computadorizada (CASA) do
sémen bovino criopreservado com diferentes antioxidantes e concentracoes.

Trat. MT (%) MP (%) VAP (um/s) VSL (um/s) VCL (um/s) ALH (um) BCF (Hz) STR (%) LIN (%)
Cat20 76,7154 353+1542 68,148,728  50,8+8,12 121,3+14,728 5,9+0,62 26,944,228 7584543 43 8+5 62
Cat80 70,2+10,1%® 34,7132  67,5+4,9% 51+7,12  118,7+10,3%® 58+1.0a 28,244,728 77,0+8,32 455+7,32
Cat 200 66,5+12,8%° 32,5+14,228 651+58%° 495+86% 1155+8,2a° 5,9+0,92 26,744,528 76,3+7,22 44,7+6,72
Trol 50 76,549,728  32,8+10,72 63,8+7,8°° 474+65® 112,8+157® 509+1,12 26,5+4,5% 76,0£5092 44,845 62
Trol 100 53,8+8,6° 21,7+7,4*® 60,2453  46,3+4,9% 108,4+13,3® 5,7+0,92 27,8+4,92 77,7%6,62 452+6,72
Trol 150  43+246° 17+12,1° 57,2479  43,4+6,4° 103,8+16,2° 6,0+0,62 26,8+3,62 76,2+4,82 43,5+4,22
Pir1,5 67,8+18,4% 33,8+19,72 67,7+6,7%  50+8,8%®° 119,8+12,12 5,7+0,728 27,4+532 753+7,32 445+712
Pir 3,5 59,7+155%° 25+13.0ab 66,1+6,3%° 48,6+8,6%° 117,4+11,3%® 5,9+1,128 27,3+4,32 75+8,6% 44,2+8 12
Pir50  72,5+12% 328+13,82 62,8+7,7%° 47,4+85% 111,9+10,3%® 5,9+0,82 250+4,82 76,5450 44 34652
Cont  61,2+22,6%°° 26,2+19,8% 64,4+10,0°°° 46,9+9.8% 1158+17,3%° 6,0+0,92 26,944,528 74,7+7,82 43,3+7.42
CcV 15,9 24.8 6,4 7.6 6,8 6,5 6,7 3,2 4,5

Cat 20: Catalase 20 Ul; Cat 80: Catalase 80 Ul; Cat 200: Catalase 200 Ul; Trol 50: a-tocoferol 50 uM; Trol 100: a-tocoferol 100 uM; Trol 150: a-tocoferol 150 uM; Pir 1,5: Piruvato 1,5

uM; Pir 3,5: Piruvato 3,5 uM; Pir 5,0: Piruvato 5,0 uM. CV: Coeficiente de variacéo. Letras diferentes, na mesma coluna, indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos.
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Nos valores de motilidade total ndo houve diferenca estatistica entre
0 grupo controle e as diferentes concentracdes dos antioxidantes. Nos
tratamentos com catalase e a-tocoferol, observa-se uma diminuicdo dos
valores com o aumento da concentracdo dos antioxidantes. De acordo com
WANG & QUINN (1999), o a-tocoferol interage com outros constituintes da
membrana formando complexos que desestabiizam a bicamada,
consequentemente estas alteracdes na estrutura da membrana podem
provocar diminuicdo da motilidade.

Nos grupos tratados com piruvato também nao foi observada
diferenca estatistica entre as concentracfes. Sabe-se que o piruvato € um
substrato energético, move-se livremente no citoplasma chega nas
mitocdndrias e participa da geracdo de ATP (BRUEMMERT et al., 2002). SILVA
et al. (2008) verificaram em sémen de eqino que o grupo tratado com piruvato
mostrou maior motilidade total em comparagdo com 0S grupos sem
antioxidante e o tratado com trolox.

Na motilidade progressiva ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos tratados e o controle. Entretanto, o tratamento de a-tocoferol 150 uM
demonstrou 17% de espermatozdides com movimento progressivo, diferindo
estatisticamente dos tratamentos com catalase 20, 80, 200 Ul; a-tocoferol 50
uM; piruvato 1,5 e 5,0 uM. Dentro do grupo que utilizou a-tocoferol, 0 aumento
da dose promoveu a diminuicdo da porcentagem de espermatozéides com
movimento progressivo. Nas concentracdes de 1,5 e 5,0 uM de piruvato houve
um aumento em relacdo a concentracdo de 3,5 UM, porém sem diferenca.
BRUEMMERT et al. (2002) verificaram que no sémen de equino in natura
diluido com leite desnatado e acrescido das concentracdes de 1, 2 ou 5 mM de
piruvato de sbédio e incubado a temperatura de 25°C durante 24 horas,
manteve 45% de espermatozoides com motilidade progressiva, enquanto o
grupo sem o piruvato teve 26%, ou seja o antioxidante ajudou a manter a
motilidade progressiva, porém as diferentes concentra¢des ndo influenciaram.

AURICH et al. (1997) trabalhando com diferentes doses de catalase
em sémen equino verificaram que o aumento da dose influencia de forma
negativa a motilidade progressiva, comportamento também observado neste

experimento, porém sem diferenca estatistica.
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No parametro velocidade média da trajetoria dos espermatozoides
ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos e o grupo controle, porém
houve diferenga entre alguns grupos tratados com antioxidantes. O tratamento
com a-tocoferol 150 uM diferiu estatisticamente dos tratamentos catalase 20 e
80 Ul e piruvato 1,5 e 3,5 uM, assim pode-se verificar mais uma vez o efeito
negativo do a-tocoferol na maior concentracdo. ROCA et al. (2005) trabalhando
com concentracdes de 200 e 400 Ul/ml de catalase no sémen de suino nao
verificaram diferenca estatistica entre as diferentes doses. Apenas observaram
maiores velocidades nos grupos tratados em relacdo ao controle, o que néo foi
verificado neste trabalho.

Os valores da velocidade progressiva e da velocidade curvilinear
entre 0s grupos tratados e o controle ndo diferiram estatisticamente, porém o
tratamento com a-tocoferol 150 uM teve as menores velocidades comparando-
se com os demais tratamentos e este teve diferenca estatistica entre a catalase
20 e 80 Ul para a VSL e catalase 20 para a VCL. Os tratamentos com a
catalase tiveram maiores velocidades, porém sem diferenca estatistica entre as
doses. Verifica-se que o aumento das doses dos antioxidantes provoca um
decréscimo das velocidades. ROSSI et al. (2001) utilizaram catalase na dose
de 200 Ul/ml em sémen humano e nao verificaram diferenca para VSL e VCL
entre 0 grupo tratado e o controle. Assim, constatou-se que o antioxidante néo
atuou de forma eficiente nestes parametros.

Nos parametros ALH e BCF ndo foram observadas diferengas
estatisticas entre tratamentos, doses e grupo controle. Também ndo se
verificou um comportamento uniforme dos parametros avaliados com o
aumento da doses dos antioxidantes. Segundo MATOS et al. (2008) a ALH esta
relacionada com a capacidade de penetragdo na zona pellcida do ovdcito, ou
seja, esta associada com a fecundacdo. O aumento na frequéncia do batimento
flagelar e no deslocamento lateral da cabeca sédo algumas das caracteristicas
observadas durante a hiperativacdo dos espermatozéides (MORTIMER, 1997;
VERSTEGEN et al.,, 2002). Portanto, neste trabalho n&o foi verificada a
influéncia dos antioxidantes nestes parametros, quando comparados ao
controle. Este fato pode ser justificado pelo tipo de antioxidante, concentracéo,
guantidade insuficiente de ROS que induza o estresse oxidativo, uma vez que

as amostras nao foram desafiadas, podendo estes danos serem oriundos do
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processo de criopreservacdo (congelacdo e descongelacdo). A extensao dos
danos causados pelo estresse oxidativo ndo depende apenas da natureza e
quantidade de ROS, mas também de fatores extracelulares tais como
temperatura, tensdo de oxigénio e composicdo do meio (ions, proteinas,
antioxidantes) ao qual os espermatozoides sdo submetidos (MAKKER et al.,
2009).

Para a retilinearidade (STR) e linearidade (LIN) n&o observou-se
diferenca estatistica significativa entre os grupos estudados, e a interacdo dos
espermatozoides com os antioxidantes ao modificar as doses nao se observou
uniformidade na resposta. Verifica-se para os parametros STR e LIN que o
grupo controle obteve a menor porcentagem, sendo de 74,7 e 43,3%,
respectivamente. ROCA et al. (2005) trabalhando com 200 e 400 Ul/ml de
catalase nao verificaram diferenca estatistica para a linearidade.

Na tabela 3 sdo apresentadas as médias da porcentagem de células
com membrana plasmatica integra e lesada nos diferentes grupos. Verifica-se
que as diferentes concentracbes do mesmo antioxidante ndo alteraram de
forma significativa a viabilidade celular.

De acordo com SOBRINHO (2009), se o antioxidante utilizado no
tratamento ndo for responsavel pela destruicdo dos EROS em determinado
momento, este tratamento ndo apresentara resultados desejados. Assim pode-

se supor que os antioxidantes ndo estao atuando na protecdo da membrana.
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TABELA 3 - Médias e desvio padrdo da integridade de membrana plasmatica

do sémen bovino criopreservado com diferentes antioxidantes e

concentracbes
Tratamento Membrana Plasmética (%)
integro Lesado
Cat 20 39,5+11,82 60,5+11,8"
Cat 80 36,3+11,32 63,7+11,3%
Cat 200 37,5+8,42 62,5+8,4°
Trol 50 30,8+9,3% 69,2+9,3%
Trol 100 29,5+17,6% 70,5+17,6%
Trol 150 22,5+8,8" 77,5+8,82
Pir 1,5 37,7+12,42 62,3+12,4"
Pir 3,5 34,5+12,32 65,5+12,3%
Pir 5,0 33,5+11,8% 66,5+11,8%
Cont 35,5+12,72 57,5+18,6"
CV (%) 18,1 12,1

Cat 20: Catalase 20 Ul; Cat 80: Catalase 80 Ul; Cat 200: Catalase 200 Ul; Trol 50: a-tocoferol 50 uM; Trol 100: a-
tocoferol 100 pM; Trol 150: a-tocoferol 150 puM; Pir 1,5: Piruvato 1,5 pM; Pir 3,5: Piruvato 3,5 pM; Pir 5,0: Piruvato 5,0
pM; Cont: controle. CV: Coeficiente de variag8o. Letras diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca significativa

(p<0,05) entre os tratamentos

O tratamento com a-tocoferol 150 uM diferiu do grupo controle em
relacdo a porcentagem de espermatozéides com membrana integra, sendo de
22,5 e 35,5%, respectivamente. Assim foi observado um efeito negativo desta
concentracdo, as demais concentracbes do a-tocoferol ndo apresentaram
diferencas estatisticas com os outros tratamentos.

SOBRINHO (2009) ndo encontrou diferenca estatistica significativa
em sémen canino quando utilizou a vitamina E para integridade de membrana
e acrossoma. Segundo BRADFORD et al. (2003) o a-tocoferol tem maior acéo
sobre a atividade enzimética do que sobre a estrutura da membrana. BECONI
et al. (1991) confirmam que a vitamina E diminui a peroxidacéo lipidica
espermatica através da manutencdo dos niveis da superoxido dismutase no
plasma seminal. Desta forma, torna-se importante trabalhar com esta vitamina
associada a antioxidantes enzimaticos, uma vez que durante o processo de
congelacdo ha inativacdo parcial das enzimas relacionadas a degradacédo dos
radicais livres (BILODEAU et al., 2002).
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N&o foi verificado diferenca entre o grupo controle e as diferentes
concentracOes de catalase e piruvato. KLINC & RATH (2007) trabalhando com
sémen bovino sexado utilizaram a associagdo de 1mM de piruvato com 15
Ul/ml de catalase, obteve no grupo sem antioxidantes uma porcentagem de
53,5 £ 8,6 e no grupo com antioxidante 57,4 + 6,9 de espermatozdides com
membranas integras apos o descongelamento ndo tendo diferenca, porém
gquando as amostras foram incubadas por 24 horas a 37°C, ou seja, foram
desafiadas devido a maior exposicdo ao oxigénio, o grupo com antioxidante
permaneceu com 40,7% de membranas integras enquanto o grupo sem
antioxidante caiu para 7,4% tendo diferenca significativa entre 0s grupos.

Desta forma, a provavel justificativa para os resultados deste
trabalho ndo apresentarem diferenca estatistica significativa pode estar
relacionada ao fato de nao ter ocorrido excesso e/ou suficiente producdo de
radicais livres para promover o efeito protetor dos antioxidantes ou as doses
nao serem eficazes.

Com relacdo aos espermatozoides vivos sem reacdo e com reacao
acrossomal nao verificou diferenca estatistica do grupo controle com os demais
tratamentos. No tratamento com a-tocoferol 150 mM teve-se uma menor
porcentagem de espermatozoides vivos sem reacdo e o com catalase 200Ul a

maior porcentagem de espermatozoides vivos sem reacéao (tabela 4).
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TABELA 4 - Porcentagem de espermatozoéides vivos com acrossomo reagido, vivos sem
reacdo acrossomal, mortos com acrossomo reagido e mortos sem reagao
acrossomal, das amostras de sémen pos descongelacdo nos diferentes
tratamentos com antioxidantes.

Tratamentos Vivo sem Vivo com Morto com Morto sem
reacao reacao reacao reacao
Cat 20 32,0+14,6% 1,3+1,22 31,5+12,22 35,2+10,12
Cat 80 32,8+13,6% 1,8+1,32 32,7+12,92 32,7+6,62
Cat 200 36,2+11,22 1,5+1,52 31,2+8,82 30,5+5,42
Trol 50 28,8+12,2%° 0,5+1,22 32,547,728 38,2+7,22
Trol 100 29,3+16,8% 3,2+3,32 37,5+17,62 30,0+11,62
Trol 150 23,2+10,3° 1,7+2,02 35,0+16,92 40,2+11,22
Pir 1,5 35,712,432 0,3+0,82 31,5+5,22 32,5+11,12
Pir 3,5 31,2+411,7% 2,3+2,32 26,8+9 02 39,7+8,02
Pir 5,0 30,7+9,5%° 0,0£0,02 29,8+7,32 39,3+10,22
Cont 35,3+14,4% 0,8+1,22 31,2+10,92 32,748,432
CV (%) 21 121,8 29,4 19,4

Cat 20: Catalase 20 Ul; Cat 80: Catalase 80 Ul; Cat 200: Catalase 200 Ul; Trol 50: a-tocoferol 50 pM; Trol 100: a-tocoferol 100 pM;
Trol 150: a-tocoferol 150 uM; Pir 1,5: Piruvato 1,5 uM; Pir 3,5: Piruvato 3,5 pM; Pir 5,0: Piruvato 5,0 uM; Cont: controle. CV:

Coeficiente de variagéo. Letras diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.

No trabalho de ROCA et al., (2005) foram utilizadas 200 e 400 Ul/ ml
de catalase no sémen de suinos, obtendo-se respectivamente 66,96% e
68,85% de espermatozoides viaveis com acrossoma integro pOs-
descongelacdo, sem diferenca estatistica entre eles. De acordo com o0s
mesmos autores, a adicdo de catalase no diluidor para a preservacao do
sémen de mamiferos tem apresentado resultados variados. Esta variacdo pode
ser explicada devido o uso de diferentes protocolos de criopreservacao,
formulacbes diferentes de diluentes e variacdo entre as espécies. PAUDEL et
al. (2010) utilizando catalase na concentracdo de 200Ul/ml para sémen sexado
de bovino obteve 31,5% de espermatozoides vivos com acrossoma integro e
24,4% vivos com acrossoma reagido pos-descongelacao

Com relacao ao a-tocoferol PEIXOTO et al. (2008) utilizaram 60uM/L
deste antioxidante no sémen de ovino e obtiveram 53,8 % de espermatozéides
com acrossoma integro e 70,2%, no grupo controle, verificando uma queda na

porcentagem ao utilizar o antioxidante. Este comportamento também foi
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verificado neste trabalho. Estes resultados contradizem SILVA et al. (2008) que
afirmaram que a vitamina E € o principal antioxidante de membrana tendo uma
maior atuacao na protecao.

A exposicado do sémen a condi¢cdes que produzam maior quantidade
de radicais livres proporciona uma maior resposta dos antioxidantes
acrescentados no meio. De acordo com KLINC & RATH, (2007), os grupos com
e sem antioxidante diferiram estatisticamente apenas quando o sémen foi
incubado por 24 horas a 37°C, constatando-se assim o efeito protetor do
antioxidante.

Pode-se verificar na literatura diversos trabalhos utilizando
antioxidantes, porém como existem diferencas de respostas entre as espécies
e os meios de diluicdo, concentracbes de antioxidantes, metodologias de
preparo, tempo de estabilizacdo do antioxidante no meio, torna-se dificil a
comparacao dos resultados entre os diferentes grupos de pesquisa. Sendo
assim, torna-se necessaria a padronizagdo das metodologias para uma
eficiente comparacédo de resultados com vistas a obtencao de avancos técnicos
e cientificos nas pesquisas.

Com relagéo a atividade mitocondrial, os resultados s&o mostrados
na tabela 5. Verifica-se que a maioria dos antioxidantes e concentra¢cées néo
influenciaram de forma significativa a manutencdo da alta atividade
mitocondrial (DABI) quando comparada ao grupo controle. Apenas no grupo a
tocoferol 100 pM houve diferenca estatistica com o controle, no qual o
antioxidante interferiu de forma negativa. Os grupos tratados com piruvato
tiveram uma maior porcentagem de espermatozoides com auséncia de
atividade mitocondrial (DABIV). J4 os tratamentos com catalase 80 e a
tocoferol 150 tiveram uma menor porcentagem de espermatozoéides com total
auséncia de atividade mitocondrial, 0 que sugere uma maior protegao.
Segundo MAKKER et al. (2009) os ROS causam danos na membrana
mitocondrial e estes danos causam aumento na producao de ROS, e por esta
razao, torna-se importante a utilizagdo de antioxidantes que consigam atuar

neste compartimento.



TABELA 5 - Efeito dos tratamentos antioxidantes sobre a
porcentagem (média * desvio padrdo) de
espermatozoides classes LILIILIV na avaliacdo da
atividade mitocondrial das amostras do sémen
bovino criopreservado.

Trat. DABI DABII DABIII DABIV
Cat 20 69,71+10,74% 19,685,12%° 4,06+2,972 6,55+4,862
Cat 80 69,42+7,22%  215045,49%° 4,58+1,692 4 5+4,062
Cat 200 71,17+7,89%°  20+6,31% 3,081,162 5,754,362
Trol 50 67,33+11,32% 20,25+6,74%° 5,67+2,622 6,75+9,362

Trol 100 63,42+13,51° 22,89+6,54% 6,72+4,192 6,97+6,622

Trol 150 67,44+14,70%°° 21,60+9,30% 5,08+2,523 4,99+6,232

Pir 1,5 71,02+7,98%  16,40+3,92% 4,66+1,972 7,91+9,672
Pir 3,5 69,44+8,40°°  18,23+5,64% 2,910,582 9,41+12,102
Pir 50 71,08+10,50%° 15,98+6,73%° 3,91+1,642 9,04+10,582
Cont 78,8019,342 11,99+4,11° 3,74+1,612 5,47+7 412
Cv 9,95 29,55 45,51 62,86
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Cat 20: Catalase 20 Ul; Cat 80: Catalase 80 Ul; Cat 200: Catalase 200 Ul; Trol 50: a-tocoferol 50 uM; Trol
100: a-tocoferol 100 uM; Trol 150: a-tocoferol 150 uM; Pir 1,5: Piruvato 1,5 pM; Pir 3,5: Piruvato 3,5 pM; Pir
5,0: Piruvato 5,0 pM; Cont: controle. CV: Coeficiente de variacdo. Letras diferentes, na mesma coluna,

indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.

Para avaliacdo dos niveis de protecao antioxidante e de peroxidacao
lipidica nos espermatozoéides utilizou-se a geracéo artificial de ROS com a
mensuracdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).
Observa-se na tabela 6 que ndo houve diferenca estatistica nas respostas a
resisténcia dos espermatozoides a peroxidacdo lipidica dos diferentes
tratamentos com o grupo controle. Apenas entre a catalase 20 Ul e o a-
tocoferol 150 uM houve diferenca estatistica, demonstrado que o tratamento
com a-tocoferol teve uma menor peroxidacao lipidica. Apesar de nao ter havido
diferenca estatistica significativa entre as concentracdes dentro de cada
antioxidante, verificou um aumento na peroxidacdo quando se tem menor
concentragdo dos antioxidantes. ROCA et al. (2005) n&o verificaram diferenca
estatistica para 0 TBARS ao comparar 0 grupo controle e as concentragfes de
200 e 400 Ul/ml de catalase em sémen de suino descongelado. JA PAUDEL et

al. (2010) verificaram diferenga no nivel de TBARS no sémen de touro com
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catalase na dose 200Ul/ml e o grupo controle, porém este sémen além de
passar pelo processo de criopreservacéao foi sexado, apresentando assim uma
maior manipulacéo, exigindo do antioxidante uma maior atuagdo na protecao

dos espermatozoides.

TABELA 6 - Efeito dos tratamentos antioxidantes sobre as concentracdes de
substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS) (ng/milhdo de
células espermaticas) das amostras do sémen bovino criopreservado.

Cat20 Cat80 Cat200 Trol50 Trol100 Troll50 Pir1,5 Pir35 Pir50 Cont

TBARS 150,5° 149,1® 140,7® 136,2® 121,2® 109,5° 144,80 1282® 131,1® 148,6™
Desv.P 76,86 8546 89,93 8198 79,03 73,76 9862 77,23 86,56 97,15

Cat 20: Catalase 20 Ul; Cat 80: Catalase 80 Ul; Cat 200: Catalase 200 Ul; Trol 50: a-tocoferol 50 uM; Trol 100: a-tocoferol 100 pM;
Trol 150: a-tocoferol 150 puM; Pir 1,5: Piruvato 1,5 pM; Pir 3,5: Piruvato 3,5 uM; Pir 5,0: Piruvato 5,0 uM; Cont: controle. Letras

diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos; Desv.P: desvio padrao; CV(coeficiente de variagao): 15,64%

Na tabela 7 encontram-se as correlacbes entre as variaveis, sendo
algumas delas complementares ou calculadas a partir de outras, portanto nédo
serdo utilizadas na discussao. Verifica-se que as células classificadas com alta
atividade mitocondrial tiveram correlacdo negativa com a motilidade total,
motilidade progressiva, VSL, BCF, STR e LIN e positiva para ALH. Isto indica
que se ha maior numero de células com alta atividade mitocondrial pode haver
maior producdo de ROS e estes interferem nos indices de motilidade. As
mitocondrias sdo responsaveis pela maior parte da producdo endogena de
ROS e quando se tem um desequilibrio entre producdo e o sistema
antioxidante gera-se o estresse oxidativo que provoca danos nas células e
imobilizacdo (COPELAND, 2002; PERIS et al., 2007).

A auséncia de atividade mitocondrial foi correlacionada
negativamente com TBARS, ou seja quanto maior a porcentagem de células
sem atividade mitocondrial, menor foi o valor de TBARS e consequentemente
menor producdo de ROS e menor peroxidacéo lipidica.

As células com membranas integras tiveram correlacdo negativa
com 0s espermatozoides mortos com e sem reacdo acrossomal e TBARS,
porém positiva com células vivas sem reacdo acrossomal e motilidade total.
Desta forma, quando houve uma maior porcentagem de células integras, estas
apresentaram-se moveis e sem reacdo acrossomal, ou seja, com

caracteristicas desejaveis para amostras criopreservadas. A existéncia da
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correlacdo negativa entre integridade de membrana e TBARS justifica-se pelo
fato de que quando se tem maior indice de TBARS, obtém maior peroxidacao
e, consequentemente, maior lesdo de membranas, podendo ser um indicativo
da ndo atuacao adequada dos antioxidantes.

A analise dos parametros desta correlacdo deve ser avaliada com
cautela uma vez que para fazer esta correlagao utilizou-se dados de todos os
tratamentos e quando se trata do parametro TBARS, deve-se lembrar que a
peroxidacdo medida por ele foi induzida, ou seja, ndo foi ocasionada por
estresse oxidativo durante o processo de criopreservacdo, congelacdo e

descongelacdo das amostras.

TABELA 7 - Coeficientes de correlagdo entre as variaveis resposta da
integridade de membrana das células integras (INT), e
lesada (LES); reac&o acrossomal, com reagédo (CR) e sem
reacdo (SR); concentracdo de espécies reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP), velocidade de trajeto (VAP), velocidade
progressiva (VSL), velocidade curvilinear (VCL), amplitude
de deslocamento lateral da cabeca (ALH), frequéncia de
batimento (BCF), retilinearidade (STR) e linearidade (LIN) ,
células classe I, I, lll, IV da atividade mitocondrial ( DABI,
DABII, DABIII, DABIV) das amostras do sémen bovino
criopreservado.
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Integro Lesado Vivo Vivo Morto Morto DAB | DAB I DAB DAB IV MT MP VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN MDA
sem com sem com 1]
reacdo reacdo reacdo reacéo

Lesado -0,94* 1,00

Vivo 0,21 -0,16 0,18 1,00
com
reacao

Morto -0,563**  0,50** -0,51**  -0,39 -0,20 1,00
com
reacao

DABIl -014 018 -016 005 009 009 -052* 100 -

DABIV 026+ -019 033 -010 -027* -011 -0,68* -0,25 044* 1,00

MP 0,18 -0,16 0,15 -0,21 -0,22 0,10 -0,35* 0,13 0,10 0,34  0,79* 1,00 --- == --- ---

VSL 0,09 -0,15 0,03 -0,08 -0,19 0,22 -0,29* 0,20 0,06 0,21 0,54  0,87**  0,76** 1,00 --- ---

ALH -0,15 0,13 -0,20 0,15 0,17 0,04 0,48* -0,11  -0,27* -0,47* -0,36* -0,69* -0,14 -0,64* 0,29* 1,00

STR 0,00 0,01 0,06 -0,15 -0,10 0,07 -0,49* 0,04 0,33 0,53* 0,38 0,73* 0,09 0,71 -0,32* -0,85** 0,88** 1,00

MDA -0,25 0,18 -0,34* -0,08 0,08 0,37* 0,18 023 -0,14 -0,39* 0,08 -0,10 0,53 0,08 0,73* 0,40~ -0,26* -0,40* -0,37* 1,00

**com diferenga estatistica com p<0,0001; * p<0,05
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6. CONCLUSAO

Os parametros avaliados tiveram respostas variadas em relagéo aos
antioxidantes e as diferentes concentracdes. As menores concentracées dos
antioxidantes foram aparentemente mais eficientes comparando com o grupo
controle para as motilidade, velocidade de trajetoria e integridade de
membrana. O a-tocoferol na concentracdo de 150uM apresentou resultados
negativos em diversos parametros, sugerindo um efeito téxico. Em relacéo a
peroxidagdo lipidica, as maiores concentragbes dos antioxidantes o0s
espermatozoides tiveram menor peroxidagao lipidica.

Novas abordagens com as mesmas moléculas tornam-se
necessarias para identificar a concentracéo ideal que possa beneficiar todos os

parametros espermaticos pés-descongelacao.
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ANEXOS
Anexo 1
Meio TRIS
Triladyl ... 10ml
HOmMIilli Q... 30ml
Gemadeovo..........cvviinn. 10ml

Triladyl (Minitub)®
Solucdo TRIS

Acido citrico

AcuUcar
Glicerina

Agua purissima

Antibidticos (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina, Lincomicina)
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Anexo 2

SETUP-HAMILTON THORNE BIOSCIENCES (IVOS- ULTIMATE 12)
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Caracteristicas Ajuste
Numero de imagens adquiridas por campo 30
Taxa de aquisicdo das imagens 60 HZ
Contraste minimo das células 80
Tamanho minimo de células 5 pix
Velocidade de trajeto (VAP) 50 um/s
Retilinearidade (STR) 75%
Valor de corte VSL para células lentas 10 pum/s
Selecdo de campo Manual




Anexo 3

Solucéo para avaliagédo de integridade de membrana plasmética

Solucéo | — Solucéo estoque de IP (0,75 mM)

Formaldeido 40%..........ccceueenveenan.. 4 mi
Solucédo Salina 0,9%.........ccccceeeennn... 96 ml

Solucéo IV — Solucéo de citrato de sodio 3%

Citrato de sOdi0..........ccuvvveeeeeennnnnne. 39
Solucédo Salina 0,9%.........ccccceeenn.... 100 mi

Solugéo trabalho

SOIUGEOD | v, 2%
SOIUGEOD e, 1%
SOIUGEOD e, 1%

SOIUGAO V...t 96%



Anexo 4

Solucéo para avaliacdo da integridade acrossomal

Solucéo | — Solucao estoque de IP (0,75 mM)

Formaldeido 40%.........ccoceuvveeennen... 4 mi
Solucédo Salina 0,9%............cceeenee 96 ml

Solucéo IV — Solucéo de citrato de sodio 3%

Citrato de sOdi0..........ccuvvveeeeeennnnnne. 39
Solucédo Salina 0,9%.........ccccceeeenn.... 100 mi

Solugéo trabalho

SOIUGEOD | v, 2%
SOIUGEO [l 1%
SOIUGEOD e, 1%

SOIUGAO V..., 96%





