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RESUMO GERAL

Na equinocultura mundial é cada vez maior a utilizacdo do sémen congelado e
refrigerado devido a recente liberagdo do seu uso por grande parte das
associacoes de criadores. Entretanto, a fertilidade do sémen congelado ainda é
baixa e isto dificulta a sua utilizacdo em larga escala. Objetivou-se avaliar o efeito
in vitro da adi¢cao de glutationa em cinco concentragdes sobre espermatozoides
de 12 garanhdes em diferentes protocolos de congelamento, sendo Experimento |
(El): congelamento automatizado imediatamente pds-colheita e Experimento |l
(Ell): congelamento automatizado (RM) e manual (RG) apos refrigeragéo passiva
por 24h a 16°C. As variaveis avaliadas foram motilidade total e progressiva, vigor,
integridade das membranas plasmatica e acrossomal. A adigéo de glutationa na
concentragao de 2,5mM ao meio de congelamento preserva a motilidade total,
incrementa significativamente a motilidade progressiva e a integridade de
membrana plasmatica, tanto para sémen congelado imediatamente pds-colheita
quanto para o refrigerado e congelado de forma manual. Concentragbes
superiores a 2,5mM foram deletérias aos espermatozoéides nos diferentes
protocolos de congelamento, com ou sem refrigeracdo passiva. No capitulo 3
objetivou-se avaliar o efeito in vitro da adicdo de cisteina e glutationa em sete
tratamentos, sobre espermatozdides de 12 garanhdes em protocolo de
refrigeracédo passiva a 16°C por 36h. As variaveis avaliadas foram motilidade total
e progressiva, vigor e integridade das membranas plasmatica e acrossomal em
sete momentos diferentes (0, 6, 12, 18, 24, 30 e 36h). Para discussao dos dados
foram levados em consideracdo somente os valores dos momentos 1, 3, 5e 7 (0,
12, 24 e 36h). A concentracao de cisteina 1,0mM mostrou-se mais eficiente para
protecdo da célula espermatica no sistema comercial de refrigeragdo passiva a
16°C por 36h, com valores maiores de motilidade e integridade de membrana.

Palavras chave: Cisteina, espermatozoéide, Garanhdo, glutationa, recursos
genéticos



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A equinocultura brasileira vem se desenvolvendo ativamente e certos
segmentos, como o esporte, tém representatividade internacional tanto pela
qualidade dos animais quanto dos cavaleiros. O turismo rural vem ganhando
muitos adeptos e esta presente em diversas propriedades histéricas e
fazendas, aumentando as opg¢des de renda com a utilizagao do cavalo.

Os equinos integram o conceito de preservacao ambiental e de
qualidade de vida, sendo parceiros importantes para programas ligados a
temas ecoldgicos, turismo rural e de valorizagdo da vida no campo, além da
importancia do equino como terapia, no caso da equoterapia.

A Confederagédo da Agricultura e Pecuaria do Brasil, em parceria com o
Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada/ESALQ, criou a
Comissao Nacional do Cavalo, que teve como meta preparar um estudo sobre
0 agronegécio equino dimensionando cientificamente o porte do setor, 0 que
esta auxiliando na formacao de estratégias viaveis para o desenvolvimento da
equinocultura brasileira.

De acordo com LIMA et al. (2006), somente entre os animais
registrados, sdo 300 mil Mangalarga Marchador; 278 mil Quarto-de-Milha; 197
mil Crioulo, 186 mil Mangalarga, 88 mil Campolina, 80 mil Arabe, 30 mil Puro
Sangue Inglés e 25 mil Appaloosa, entre outros, e quase cinco milhées de
animais sem raca definida. Este é o tamanho da equinocultura que forma no
Brasil uma importante cadeia do agronegdcio, com forte interrelagcdo com
setores ligados ao lazer, cultura e turismo. Isso sem considerar os animais sem
registro e os equinos de trabalho das inumeras fazendas de gado espalhadas
pelo pais, colocando o Brasil como o terceiro maior rebanho do mundo, com
5,9 milhdes de animais, atras apenas da China e México.

Esses numeros provam o poder que 0s equinos representam para a
economia nacional, sendo impossivel imaginar que somente individuos de alto
poder econbmico desenvolvam essa atividade produtiva. O uso do cavalo

ocupa diretamente mais de 640 mil pessoas no pais, gera de forma indireta 3,2



milhées de empregos e movimenta por ano 7,5 bilhdes de reais na economia
nacional.

Na equinocultura mundial € cada vez maior a utilizacdo do sémen
congelado devido a recente liberacdo do seu uso por grande parte das
associacoes de criadores. Entretanto, a fertilidade do sémen congelado ainda é
baixa e isto dificulta a sua utilizacdo em larga escala (VIDAMENT, 2005;
MILLER, 2008). As taxas de concepgao por estro utilizando essa técnica
variam bastante, sendo que em alguns garanhdes chegam a oscilar entre 25 e
40%. Adicionalmente sabe-se que boa parte dos garanhdes nao responde bem
a essa biotécnica, o que faz com que o niumero de pesquisas nesse sentido
venha aumentando cada vez mais, com o intuito de superar a variagao
individual (VIDAMENT, 2005).

A utiizacdo da criopreservacdo de sémen iniciou-se ha
aproximadamente 60 anos com a descoberta do glicerol como crioprotetor.
Essa descoberta permitiu que os espermatozdides fossem congelados,
armazenados por tempo indeterminado e usados com sucesso na inseminagao
artificial. Felizmente os pioneiros desta biotécnica escolheram trabalhar com
espermatozoides bovinos e de galos, pois se tivessem escolhido outras
espécies, como € o caso dos equinos, teriam encontrado uma série de
problemas espécie-especificos que até hoje ndo foram solucionados.

Além do melhoramento genético, o congelamento de sémen serve como
banco de reserva genética para animais de alto padrdo racial e comercial,
propicia maior intercambio entre criatorios das mais variadas regides e paises e
seleciona individuos e linhagens quanto a sua fertilidade e congelabilidade. A
criopreservagao também contribui para minimizar perdas econémicas advindas
da morte de reprodutores de alto valor comercial ou que participem de
programas de revitalizagdo de ragas, para a preservagao contra a extingao de
racas nativas e conservacao de espécies ameagadas (WATSON, 2000).

Varias técnicas tém sido testadas para a criopreservacao espermatica
utilizando diferentes velocidades e meios de centrifugagao; curvas e meios de
congelamento; crioprotetores e suas concentracdes; inclusdo de substancias
ao meio crioprotetor, como antioxidantes diversos; bem como protocolos de

descongelamento. Embora varios centros de pesquisa tenham se envolvido em



estudos nesta area, ainda ndo ha uma metodologia de congelamento
universalmente aceita para esta espécie.

Desta forma os objetivos do presente experimento foram avaliar o efeito
in vitro da adi¢cao de antioxidantes em diferentes concentragdes, protocolos de

congelamento e refrigeragao do sémen equino.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A célula espermética

O espermatozoéide € uma célula alongada, formada por duas regides
altamente especializadas: a cabecga, na qual esta contido o DNA e o
acrossomo, vital para a interacao espermatozoéide-odcito; e o flagelo, envolvido
com a motilidade da célula. Neste, encontra-se a peca intermediaria contendo
as mitocéndrias relacionadas com a producdo de energia. A cabeca do
espermatozoide, além do nucleo, contém pequena quantidade de citoplasma e,
no seu extremo apical, o acrossomo, uma vesicula contendo enzimas
necessarias para a penetragdo na zona pelucida (GARNER & HAFEZ, 1995).

Toda a caracteristica estrutural especializada do espermatozéide esta
voltada para sua atividade funcional Unica, ou seja, assegurar a liberagcao do
material genético contido no seu nucleo para o odcito, onde a unido dos
pronucleos masculino e feminino ocorre, produzindo o zigoto. Desta forma, a
funcao principal da cabeca do espermatozoide é contribuir com uma série
hapléide de cromossomos para o oécito, enquanto a do flagelo & promover a
motilidade da célula para permitir sua passagem pelo trato reprodutivo feminino
e a penetracao através da zona pelucida do odcito (GARNER & HAFEZ, 1995).

A membrana plasmatica tem permeabilidade seletiva e atua como uma
barreira, mantendo, assim, diferencas de composi¢cao intra e extra-celular.
Danos nesta estrutura podem levar a perda da homeostase com posterior
morte celular. Portanto, a integridade da membrana plasmatica exerce papel
fundamental na sobrevivéncia do espermatozdide no trato genital da fémea e
na manutencdo de sua capacidade fertilizante (PARKS & GRAHAM, 1992).

Fatores externos as células espermaticas, tais como alteracdes na
composi¢ao, pH, temperatura e osmolaridade do meio que as circunda, podem
provocar alteracbes irreversiveis em suas membranas limitando a funcao
fertilizante dos espermatozéides (AMANN & PICKETT, 1987).

2.2 Criopreservagéo



Para que o espermatozoéide criopreservado possa fertilizar o odécito, ele
deve manter alguns atributos gerais, como: metabolismo para produgédo de
energia; motilidade progressiva; viabilidade das enzimas localizadas no
acrossomo e proteinas na membrana plasmatica, importantes para a
sobrevivéncia do espermatozoide dentro do trato reprodutivo feminino e para a
ligacao do mesmo com a membrana plasmatica do odcito para a fertilizagdo. A
destruicdo de componentes da célula espermatica, associada com uma ou
mais dessas funcgdes, reduzira a fertilidade. Por exemplo, um espermatozéide
movel nem sempre é fértil; espermatozéides méveis usualmente tém adequada
producdo de energia, mas outro importante aspecto pode ter sido alterado
(AMANN & PICKETT, 1987).

O principal solvente biolégico responsavel pelo transporte de nutrientes
e substancias quimicas € a agua que, em seu estado puro, forma cristais a
0°C, e quando contém ions e outras substancias em solugdo, congela a
temperaturas mais baixas, dependendo da concentracdo e natureza desses
componentes (MAZUR, 1984).

Quando uma suspensao de espermatozoides é resfriada abaixo de 0°C,
cristais de gelo extracelulares comegam a se formar, resultando em aumento
da concentracdo de sais no liquido extracelular. A proporcdo de agua
cristalizada como gelo e consequentemente a osmolaridade da solugao
remanescente dependem da temperatura. Inicialmente a agua do interior do
espermatozoide ndo se congela, mas é resfriada abaixo do ponto de
congelamento. A agua se move do interior do espermatozdide para o meio
extracelular, desidratando progressivamente a célula. Se a velocidade de
congelamento é muito lenta, a alta concentragéo de sais intracelulares causada
pela desidratagdo pode danificar o espermatozoide; se a taxa de congelamento
for muito rapida, cristais de gelo intracelular podem se formar. A taxa de
congelamento adequada é um equilibrio entre esses fatores (MAZUR, 1984).

Quando o volume celular atinge um minimo critico, a bicamada de
fosfolipideos da membrana celular fica muito comprimida e sua estrutura se
quebra, alterando as funcbes de transporte e protecdo da membrana nao

podem ser mantidas. Ao mesmo tempo, rupturas da membrana promovem uma



ponte para entrada do gelo extracelular para o interior da célula (AMANN &
PICKETT, 1987).

Assim, os danos causados aos tecidos durante os processos de
congelamento e descongelamento s&o devidos a: formacao de cristais de gelo
intracelulares, que afetam a estrutura da célula; concentracdo de soluto
resultante do processo de desidratagdo, que ocorre durante o congelamento
tanto no meio extra como intracelular e interagdo entre esses dois fatores
(AMANN & PICKETT, 1987).

O mecanismo de acao dos crioprotetores baseia-se principalmente na
promog¢ao da redugdo do ponto de solidificagdo da solugédo no congelamento,
promovendo um maior tempo para a desidratacdo da célula e diminuindo a
formacao de cristais de gelo intracelulares (MAZUR, 1984).

Uma segunda fung¢ado do crioprotetor é sua interagdo com a membrana
celular exercendo acao estabilizadora durante as mudangas do estado liquido
para o solido, e vice-versa, no descongelamento. Outra agao dos crioprotetores
€ a de diminuir os efeitos das altas concentracbes osmoticas durante a
desidratagao celular. Muitas moléculas se dissolvem na mistura de crioprotetor
€ ha agua, tornando-se menos lesivas do que quando dissolvidas em altas

concentragées em um liquido na auséncia do crioprotetor (MAZUR, 1984).

2.2.1 Lesdes espermaticas causadas pela criopreservacao

O espermatozoide tem uma diversidade de atributos funcionais
altamente diferenciados regionalmente que devem ser mantidos até a
fertilizacdo. A criopreservacgéao ideal deve ter o compromisso de manter o maior
numero possivel de células viaveis e a integridade de diferentes estruturas
espermaticas (WATSON, 2000).

O resfriamento leva a célula a um estado de quiescéncia, reduz o
metabolismo e proporciona diminuigdo nos gastos energéticos e na producio
de catabdlitos téxicos, contribuindo para preservacdo celular. Da mesma
maneira que o congelamento pode diminuir ou paralisar algumas reagdes
bioquimicas celulares, ele pode também acelerar outras, levando a danos ou
mesmo morte celular (WATSON, 2000).



O termo estresse térmico, ou choque térmico, define um conjunto de
alteragdes ocorridas nos espermatozoéides dos mamiferos quando resfriados da
temperatura corpérea até temperaturas proximas a 5°C, tendo como
consequéncia um decréscimo irreversivel da motilidade espermatica,
mudancas bioquimicas e na funcédo espermatica (AMANN & PICKETT, 1987).

A reducdo da temperatura de 37°C a valores proximos de 4-5°C pode
levar ao rearranjo de alguns fosfolipideos semelhantes dentro da bicamada da
membrana plasmatica, que podem agrupar-se e assumir outras configuragdes.
Com este rearranjo, as propriedades bioldégicas basicas da membrana
plasmatica, como permeabilidade seletiva e difusdo lateral de proteinas, nao
s&o mantidas, alterando a sua fungdo (AMANN & PICKETT, 1987).

Os principais fatores que afetam a fluidez caracteristica da membrana
plasmatica sdo a composicao relativa entre fosfolipidios e colesterol e a
temperatura a qual a membrana é exposta. Com a queda da temperatura, os
lipidios passam pela transicdo de estado liquido para gelatinoso. Sendo assim,
as cadeias de acidos graxos organizam-se em um modelo paralelo, ficando
impossibilitadas de se mover aleatoriamente. Isso ira resultar na formagao de
dominios cristalinos, com apenas pequenas regides de lipidios no estado
liquido, onde ficam aderidas as proteinas, produzindo uma estrutura rigida.
Deste modo, areas da membrana plasmatica tornam-se fracas, sujeitas a
rupturas e permeaveis a ions, como o calcio (HAMMERSTEDT et al., 1990).

A regulagao do influxo de calcio é claramente afetada pelo resfriamento,
sendo, indiscutivelmente, uma das mais graves alteragdes em termos de
funcdo espermatica, e em alguns casos, esta alteragdo pode ser incompativel
com a viabilidade espermatica. A entrada de célcio na célula durante o
resfriamento, mimetizando o que ocorre fisiologicamente durante a
capacitagao, contribui para o inicio das reagdes fusogénicas entre a membrana
plasmatica e a membrana acrossomal externa (DOBRINSKI et al., 1997).
WATSON (2000) relatou a existéncia de grande similaridade entre os danos
verificados na membrana plasmatica durante o congelamento e as alteragoes
apods a reacgdo acrossomal.

A formacdo de cristais de gelo durante o congelamento, descrita por
MAZUR (1984), leva ao aumento da concentracdo de sais na fragdo nao

congelada, que pode ser prejudicial ao espermatozodide. Altas concentragdes



de sais podem desidratar a célula espermatica, deformando-a, provocando
danos a estrutura da membrana, desestruturacdo e desnaturacdo das
proteinas. Em consequéncia, os espermatozdides sofrem danos irreversiveis,
caracterizados por movimentos anormais (circular ou retrégrado), rapida perda
da motilidade, danos ao acrossomo e membrana plasmatica, reducdo do
metabolismo e perda de componentes intracelulares (AMANN & PICKETT,
1987).

Como o espermatozoide é congelado na velocidade de -25°C a -
40°C/min, a agua intracelular ndo congelada se difunde para fora do
espermatozoide devido ao aumento da concentracao de solutos na fragao de
agua nao congelada extracelular, causando desidratagdo da célula (MAZUR,
1984).

Com o declinio constante da temperatura, as células ficam expostas a
temperatura de congelamento e, com isto, os espermatozoides sdo submetidos
a alteragbes de osmolaridade do meio que os circunda. A agua presente no
meio extracelular encontra-se sob a forma de solugdo. Com o congelamento de
parte desta agua, a saturagao de solutos aumenta, tornando hipertdbnico o meio
externo. Neste momento, para que o equilibrio osmatico seja atingido, ocorre
efluxo de agua da célula para o meio externo. Esta tentativa da célula de
equilibrar-se com o meio que a circunda pode conduzi-la a um efeito deletério
devido a grande desidratacdo e a exposicdo a um meio extremamente
saturado, denominado efeito de solucdo, considerado um dos pontos criticos
no processo de congelamento das células espermaticas (MAZUR, 1984).

No descongelamento, os cristais de gelo extracelulares se descongelam
liberando agua que dilui as concentragdes de sais extracelulares e a agua se
difunde lentamente para o interior da célula. Este processo restaura o volume
celular inicial e dilui as concentragbes celulares de soluto aos valores originais
(MAZUR, 1984; AMANN & PICKETT, 1987).

2.3 Refrigeracéo de sémen

A criacao de cavalos no Brasil esta em destaque no cenario nacional,

sendo o pais que possui o terceiro maior rebanho de equinos do mundo. Desta

forma, os criadores de cavalos buscam alternativas para melhorar os indices



reprodutivos e aumentar o ganho genético. Atualmente a utilizagdo de
biotécnicas da reproducdo, como a inseminacao artificial (IA) com sémen
fresco, refrigerado e congelado e a transferéncia de embrides, estd ganhando
espaco no manejo reprodutivo equino. O congelamento, a refrigeragdo e o
transporte de sémen possibilitam a utilizacdo de material genético sem
prejuizos para a reprodugdo. Os paises que mais realizam |A com sémen
resfriado transportado sédo os Estados Unidos e o Brasil. Entre varios aspectos
positivos do uso desta biotecnologia, destaca-se a possibilidade de se proceder
a colheita do sémen em uma propriedade e envia-lo para inseminar éguas em
locais diferentes e distantes. Este procedimento, além de seguro e mais barato,
evita riscos associados com transporte tanto de éguas como do garanh&o
(AVANZI, et al., 2006). Entretanto, a fertilidade do sémen refrigerado € mantida
por 24-48 horas. Apds esse tempo, a taxa de prenhez diminui drasticamente
(AURICH, 2008).

Existem algumas diferengcas quanto a estrutura da membrana e
metabolismo do espermatozoide de acordo com a temperatura na qual o
mesmo esta mantido. Os lipideos da membrana espermatica estdo na fase
liquida a 22°C e em gel a 4°C e esta mudanca pode acarretar danos a célula
espermatica. O metabolismo do espermatozéide a 21°C é de 10 a 20% do
metabolismo a 37°C, e a 4°C é de apenas 2 a 7%. A via metabdlica a 37°C é
aerdbia, assim como a 15°C; ja, a 4°C a via de metabolizagdo é anaerdbia
(VIDAMENT et al., 2000).

PROVINCE et al. (1985) verificaram que o sémen armazenado a 20°C e
15°C apresentou valores superiores de motilidade espermatica do que a 10°C
ou 5°C por até 36h de refrigeragdo. BATELLIER et al. (2001) obtiveram maior
longevidade espermatica e melhores indices de prenhez quando o sémen foi
armazenado a 15°C do que a 5°C, por 24h.

Segundo BATELLIER et al. (2001), o armazenamento a 15°C pode
prevenir os danos a membrana plasmatica causados pelo choque frio,
principalmente para o sémen de garanhdes que nao respondem bem a
refrigeracao.

A preservagao do sémen por pelo menos 24h é importante para que seja
transportado e utilizado na IA. O armazenamento por longos periodos pode

desencadear processos bioquimicos que podem comprometer a fertilidade,
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como a capacitacao espermatica prematura, instabilidade nuclear, perda de
componentes intracelulares e peroxidagdo lipidica das membranas
espermaticas (POMMER et al., 2002).

Uma das razbes para a reducao da fertilidade durante a estocagem do
sémen é a peroxidacdo de lipidios na presenca de ions de oxigénio. A
membrana do espermatozéide contém grandes quantidades de acidos graxos
insaturados particularmente susceptiveis a peroxidacdo, com subsequente
perda da integridade da membrana e funcdo celular, além da redugdo da
motilidade espermatica (AURICH et al., 1997).

O manuseio do sémen durante o processo de refrigeracédo e transporte
até o local de realizacdo da inseminacao artificial deve ser feito de forma a
manter a capacidade fecundante dos espermatozéides, sendo que, alteragdes
que ocorram durante a colheita e o armazenamento do sémen até o seu
encontro com o odcito no trato reprodutor feminino podem afetar o processo de
fecundacdo. Entdo, para a obtencdo de bons resultados na inseminacao
artificial, os espermatozoides devem apresentar integridade funcional e
estrutural até o momento da fertilizacado (AMANN & GRAHAM, 1992).

O uso de sémen equino refrigerado tem aumentado muito nos ultimos
anos, resultado da sua aceitacdo entre as associa¢des de criadores. Esta
técnica facilita o manejo, ja que ndo ha necessidade da presenca da égua e do
garanhdo no mesmo local (SQUIRES et al.,, 1998). O armazenamento do
sémen diluido em baixas temperaturas prolonga a viabilidade espermatica pela
reducao do consumo de energia e da formacao de subprodutos (ALTHOUSE et
al.,1998).

A tecnologia de sémen refrigerado é estudada com o intuito de manter o
potencial fertilizante do sémen equino por varios dias. Na verdade, quanto mais
tempo o potencial fertilizante do sémen refrigerado puder ser estendido, mais
facil sera o uso do sémen transportado (BATELLIER et al., 2001).

Entretanto, apesar da difusdo do seu uso, ha uma variagao consideravel
nas taxas de fertilidade do sémen equino refrigerado transportado. Os fatores
que podem afetar essas taxas incluem a fertilidade intrinseca do garanhao e da
égua, a composi¢cao do diluente, a curva de refrigeracdo e temperatura de
armazenamento do sémen diluido, a dose inseminante (numero de

espermatozoides moveis), a proximidade da ovulagdo e o tempo de



11

armazenamento in vitro. A medida que o tempo de armazenamento aumenta a
fertilidade do sémen diminui (PICKETT, 1995).

A refrigeracao do sémen pode ser feita em sistemas ativos ou passivos.
Os sistemas ativos, embora possuam taxas de refrigeracédo pré-determinadas,
sdo caros e de pouca utilidade pratica em condi¢cdes de campo. Ja os passivos
possuem a vantagem de serem mais baratos, porém possuem taxa de
refrigeragcdo dependente de fatores como a temperatura ambiente, volume e
temperatura inicial da amostra (VALLE et al., 1999).

O sistema passivo de refrigeracdo do sémen é o mais utilizado para
equinos, sendo feito em dispositivos (containers) de refrigeragdo que devem
atender as seguintes exigéncias: completo isolamento isotérmico do meio
exterior, obtencdo de taxa de refrigeracdo lenta (ideal = -0,33°C/min),
manutencdo da temperatura pelo maior tempo possivel apds a estabilizacao,
protecdo do sémen, estrutura forte que permita o uso de diferentes meios de
transportes, ser barato, leve e de facil manuseio (SILVA FILHO et al, 1994).

Existem diversos modelos de refrigeragao nacionais e importados, com
diferentes taxas de refrigeragdo, temperatura final e tempo maximo de
armazenamento. Dentre o0s internacionais pode-se citar: Equitainer 1°,
Equitainer 1I®, ExpectaFoal®, Bio-Flite®, Lane STS®, Equine Express®, Foal
Flight®, Celle®, Sarstedt®, Salsbro Box®.

O Equitainer®, desenvolvido por DOUGLAS-HAMILTON et al. (1984), é o
mais conhecido; sua taxa de refrigeragdo inicial € de aproximadamente -
0,3°C/min, e em 10h atinge a temperatura final de aproximadamente 5°C, e
mantendo por 30 a 50h. De acordo com o fabricante, seu tempo maximo de
armazenamento € de aproximadamente 72h. Apesar de ser muito resistente e
poder ser reutilizado, seu alto custo de aquisicao e a necessidade de retorno
ao haras de origem podem dificultar a sua utilizagdo (BRINSKO et al., 2000).

Modelos de dispositivos de refrigeracdo nacionais estdo com aceitagcao
crescente devido ao menor preco e maior facilidade de aquisicdo. O Botu-Box®
e Max-Sémen Express® apresentam temperatura final de aproximadamente
15°C e tempo de armazenamento de aproximadamente 24h, enquanto o
Botutainer® tem temperatura final de aproximadamente 5°C e tempo maximo de

armazenamento de 48h.
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MACHADO et al. (2002) realizaram estudo com objetivo de testar dois
sistemas de refrigeracdo passiva compostos de dois isopores, um pequeno
(15X11cm) dentro de um maior (25X16cm), com duas fontes de gelo diferentes
(gelo reciclavel gelatinoso versus gelo derivado de polimero Ice Foam),
comparando-os com o dispositivo Equine Express®. Esse estudo comprovou
que o primeiro dispositivo realizou uma curva de refrigeracdo adequada de -
0,02°C/min, sendo eficaz na manutencdo da temperatura (16°C por periodo
superior a 24h), e da qualidade espermatica por andlise computadorizada
(motilidade total e progressiva), bem como a integridade de membrana
plasmatica por fluorescéncia quando comparado a outro sistema. Com isso,
demonstrou-se que esse sistema foi eficiente, além de ser uma alternativa
economicamente mais viavel para o transporte de sémen equino refrigerado
que os sistemas importados.

A preservagao do sémen é um manejo importante na reproducao de
equinos. A preservagdo da motilidade e da fertilidade no sémen refrigerado &
fundamental para possibilitar o emprego da inseminagao artificial nesta
espécie. A melhoria da preservagao do sémen refrigerado tem sido direcionada
ao uso de diluidores, assim como a adicao de componentes especificos para
manter a integridade da membrana, prevenir o estresse oxidativo e preservar a
motilidade espermatica (SAMPER, 2000).

2.4 Efeito do garanhao na congelabilidade e refrigeracdo do sémen

Dentre os animais das espécies domésticas o cavalo € o que mais se
assemelha aos humanos no que diz respeito a clinica da reprodugédo. Os
cruzamentos raramente incluem a fertilidade como um critério de selegao, isto
acarreta um numero significante de reprodutores com baixo desempenho
reprodutivo ou subférteis (LOOMIS, 2005).

A selegado de reprodutores geralmente é feita pelo padrdo racial e
desempenho atlético, o que leva a utilizacdo de garanhdes subférteis. Apesar
das caracteristicas reprodutivas terem herdabilidade moderada, a utilizacdo
destes garanhbGes pode perpetuar na populagdo através de genes
particularmente indesejaveis sob o aspecto reprodutivo (AMAN & GRAHAM,
1992).
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Com a finalidade de aumentar o desempenho reprodutivo, a utilizacao
de métodos avangados para o processamento e selecdo do sémen de
garanhdes € uma boa ferramenta para o uso do sémen de baixa qualidade ou
para obter espermatozoides para programas de reproducdo assistida
(LOOMIS, 2005).

A congelabilidade do sémen do garanhao é definida como o niumero de
ejaculados selecionados pelo numero total de ejaculados congelados. O
ejaculado selecionado é aquele que apresenta uma motilidade progressiva
=>35% pos-descongelamento (VIDAMENT et al., 1997).

Avaliando a congelabilidade de 427 garanhdes, VIDAMENT et al. (1997)
encontraram somente 20% apresentando resposta ao congelamento. A
congelabilidade n&o varia somente entre garanhdes, mas também entre os
ejaculados do mesmo garanhdo. Os mecanismos que diferenciam um
garanhdo do outro quanto a resposta ao congelamento ainda nao foram
elucidados. Poderiam ser ou ndo de origem genética, e se fossem, a selegéo
genética seria um aspecto para selecdo de garanhdes que apresentassem boa
resposta ao congelamento (SIEME et al., 2008).

Protocolos de diferentes paises, métodos de congelamento e instrugdes
para inseminagdo com sémen congelado foram comparados por SIEME et al.
(2008), que concluiram nao haver um padrao, demonstrado por inumeras
diferengas no processamento do sémen para criopreservagao.

Variagdes individuais entre os garanhdes, como na composi¢do do
plasma seminal e das membranas espermaticas, podem interferir na
manutencédo da motilidade espermatica e integridade da membrana plasmatica
durante o processo de refrigeracdo, podendo ocasionar redugédo na taxa de
fertilidade (BATELLIER et al., 2001; KARESKOSKI et al., 2006).

A influéncia do plasma seminal heter6logo na motilidade espermatica no
sémen refrigerado e congelado ja foi detectada por alguns autores, sendo
notado um efeito benéfico na adigdo de plasma seminal de garanhdes com alta
motilidade ao ejaculado de garanhdes com baixa motilidade (MATTOS et al.,
2003).

A sensibilidade ao choque frio também varia consideravelmente entre
garanhdes e mesmo entre ejaculados. Em alguns animais a fertilidade do

sémen refrigerado por 24h pode reduzir a ponto de inviabilizar seu uso para
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transporte, sendo entdo recomendada a inseminagdo logo apdés a colheita
(AURICH, 2005).

De acordo com a susceptibilidade do sémen a refrigeracdo, BRISNKO et
al. (2000) classificaram o ejaculado de garanhées como de alta e baixa
qualidade. Os de baixa qualidade apresentam redugéo superior a 40% da

motilidade progressiva inicial apds 24h de armazenamento.

2.5 Espécies reativas de oxigénio

Embora as células necessitem de oxigénio para exercer suas fungdes, o
metabolismo oxidativo de moléculas bioldgicas pode ser potencialmente toxico
pela formagao de espécies reativas de oxigénio (EROS) que podem modificar a
fungéo celular ou sua viabilidade (BAUMBER et al., 2000).

Grande parte do oxigénio consumido pela célula é utilizada na
mitocdndria para a fosforilagao oxidativa, onde é reduzido a agua. Entretanto,
uma pequena fragdo de oxigénio pode ser liberada da cadeia transportadora de
elétrons e produzir EROS (URSO & CLARKSON, 2003). Os espermatozéides
sdo capazes de produzir quantidades controladas de EROS de forma
endbgena, com o objetivo de induzir a capacitacdo espermatica e a reagao
acrossomal, promovendo sua habilidade fertilizante. Todavia, quando a
producdo de EROS é excessiva torna-se prejudicial a fisiologia espermatica,
em virtude de reduzir a motilidade espermatica, a capacidade de fusdo dos
gametas e a fertilidade, através da interagdo com lipideos da membrana,
proteinas e DNA mitocondrial e nuclear (BAUMBER et al., 2005).

As EROS cumprem importante fungao na fisiologia espermatica normal,
mas o desequilibrio entre a sua producao e degradagao causa efeitos adversos
sobre o espermatozéide (BALL, 2008). O balango entre a produgcéo de EROS e
a desintoxicacdo das mesmas pode ser fator importante de sobrevivéncia e
funcionalidade dos espermatozodides antes, durante e apds a criopreservacao,
influenciando diretamente a fertilidade. O estresse oxidativo causado pelo
peréxido de hidrogénio altera o funcionamento mitocondrial e conduz a morte

celular programada (LIU et al., 2000). A interrupgao da cadeia mitocondrial de
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transporte de elétrons predispde a formacado de radicais livres (HICKS &
MEDINA-NAVARRO, 1995).

Por estarem sujeitos a condi¢gbes aerdbias, os espermatozdides também
experimentam o efeito paradoxal do oxigénio, por este ser ao mesmo tempo
necessario a vida, mas originar, durante o seu metabolismo oxidativo, a
formagao de espécies reativas de oxigénio, potencialmente téxicas (BAUMBER
et al., 2000). A producgao de altos niveis de EROS nos espermatozoides causa
perda da funcdo e até morte celular, mas a producdo de quantidades
controladas é essencial para a aquisicdo da habilidade. Estas células séo
extremamente susceptiveis as EROS porque sio deficientes em enzimas
protetoras, pois perderam grande parte do citoplasma durante a
espermiogénese (DeLAMIRANDE & LAMOTHE, 2009).

O estresse oxidativo € determinado pelo balango entre a geragao e
degradacédo de EROS dentro de um tecido. Os espermatozdéides e o plasma
seminal possuem enzimas e antioxidantes de baixo peso molecular que
eliminam as EROS, prevenindo possiveis danos celulares. Os sistemas
protetores antioxidantes dos espermatozdides sdo primariamente de origem
citoplasmatica. Como o espermatozéide perde a maior parte do seu citoplasma
durante o estagio final de diferenciacéo, eles apresentam uma defesa limitada
contra o estresse oxidativo e sdo dependentes de antioxidantes presentes no
plasma seminal. Trés sistemas de enzimas participam desta protecéo:
superoxido desmutase, que tem a capacidade de remover o radical superéxido,
convertendo-o em peroxido de hidrogénio; catalase, que destréi o peréxido de
hidrogénio, produzindo agua e oxigénio; e o sistema glutationa
peroxidase/redutase, que € o mais importante na remocao de perdoxidos nas
células. Varios outros componentes do plasma seminal também sao
caracterizados como antioxidantes, incluindo &cido ascoérbico, a-tocoferol,
uratos, albumina, taurina e hipotaurina (BAUMBER et al., 2005).

As EROS sao reconhecidas pelos efeitos deletérios sobre quase todos
os tecidos e células, tendo sido associadas com cancer, problemas vasculares,
diabetes, neuropatias, etc. Sao produzidas por uma variedade de sistemas e
reacdes, tais como sistemas de transporte de elétrons, xantina oxidase e
peroxidase (DeLAMIRANDE & LAMOTHE, 2009).
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O radical livre é conceituado como qualquer espécie quimica, atomo, ion
ou molécula que contém um numero de elétrons ndo pareados na camada de
valéncia, apresentando alta reatividade e instabilidade. Para BROUWERS et al.
(2005) existem compostos igualmente tdo reativos quanto os radicais livres,
mas que nao possuem elétron ndo pareado na ultima camada e, portanto, ndo
podem ser classificados como radicais livres. Estas substancias sao
classificadas de maneira mais ampla como espécies reativas de oxigénio ou
espécies de nitrogénio reativas (ENR) e incluem o peréxido de hidrogénio
(H20>), principal espécie reativa no sémen de equinos (BAUMBER et al., 2000);
o cation nitrosonium (NO®); o anion nitroxila (NO") e o peroxinitro (ONOO").
Estima-se que entre 2 e 5% do oxigénio utilizado pela mitocdndria seja
convertido em EROS (URSO & CLARKSON, 2003).

Os radicais livres podem reagir com diversas biomoléculas, subtraindo
elétrons para se estabilizarem. Os substratos moleculares mais frequentes
incluem os acidos graxos poliinsaturados das membranas celulares,
nucleotideos no DNA, proteinas e carboidratos (BECKMAN & AMES, 1998). A
reacao inicial de oxidagdo dos acidos graxos poliinsaturados denomina-se
lipoperoxidagao e é gerada pelas EROS, que induzem uma reagdo em cadeia
(MEDINA-NAVARRO et al., 1997).

Varios mecanismos séo propostos para explicar o declinio da motilidade
espermatica em consequéncia do estresse oxidativo. Um dos mais citados se
refere ao fato dos espermatozoéides serem susceptiveis a peroxidacgao lipidica,
em razdo da alta concentracdo de acidos graxos poliinsaturados em sua
membrana plasmatica. Essa alta quantidade é que da fluidez a membrana,
que, por sua vez, é importante para a motilidade e participacdo nos eventos de
fusdo de membranas durante a fertilizagdo, bem como para a manutencao da
integridade estrutural. A perda da integridade pode levar ao aumento na
permeabilidade da membrana, acarretando perda na capacidade de regular a
concentragao intracelular de ions envolvidos no controle da motilidade
espermatica. A peroxidacdo excessiva lesara a membrana plasmatica,
diminuindo a motilidade e a capacidade fertilizante (AITKEN & BAKER, 2004).

A geragao controlada de EROS exerce funcgao fisiolégica na sinalizagao
de eventos relacionados com a capacitacdo espermatica no homem
(DeLAMIRANDE & GAGNON, 1993), e segundo BAUMBER et al. (2000),
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também nos equinos; além de sinalizar eventos que controlam a reacao
acrossdmica e a fusdo do espermatozoide no odcito. Entretanto, a geracao
excessiva de EROS por espermatozoides que apresentam defeitos ou
contaminacdo com leucdcitos pode levar a estresse oxidativo. BAUMBER et al.
(2002) revelaram que o estresse oxidativo em espermatozoéides de equinos
esta associado com diminuicdo na motilidade e aumento na fragmentagao do
DNA espermatico.

Desta maneira, os acidos graxos insaturados podem ser atacados
quimicamente pelo radical livre, fazendo com que ocorra reagéo propagadora
de auto-oxidagcao, na formacado de novos radicais livres. Como a membrana
espermatica é rica em acidos graxos poliinsaturados, torna-se altamente
sensivel as EROS (BAUMBER et al., 2000).

As EROS possuem vida média muito curta devido a maior possibilidade
de extrair elétrons de outras moléculas e formar outras substancias reativas
(PEREIRA, 1996), que sao altamente lesivas e promovem trocas e
modificagbes na sequéncia de bases de DNA, causando apoptose celular;
alteracbes de cadeias protéicas e peroxidacido lipidica, com consequente
prejuizo do transporte intracelular; além de inativacdo dos canais de ions
membranares, causando elevacao de calcio e ferro ionizados, o que pode
culminar com o efeito citotdoxico (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Embora o sémen equino seja rico em enzimas eliminadoras de EROS,
os procedimentos que requerem diluicdo ou remocdo do plasma seminal
podem reduzir o efeito das mesmas (BALL et al., 2001).

O plasma seminal de equinos apresenta uma grande atividade de
catalase e superoxido desmutase, existindo, porém, variagbes significativas
entre garanhdes na atividade destas enzimas (BALL, 2008). Entretanto, a
remocdao do plasma seminal que €& feita durante a preparacdo dos
espermatozoides para a criopreservagao acarreta em remocgao da fonte
predominante de antioxidantes (BAUMBER et al., 2005), podendo aumentar a
susceptibilidade dos espermatozdides ao estresse oxidativo, em consequéncia
da remocéo destas enzimas.

O volume do citoplasma espermatico € pequeno e contém pequenas
quantidades de substancias “limpadoras” de EROS, o que proporciona aos

espermatozoides grande sensibilidade ao estresse oxidativo (AITKEN,1994).
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AITKEN & CLARKSON (1988) mostraram que a adigdo de enzimas e
antioxidantes as preparagdes espermaticas in vitro neutraliza os efeitos do
estresse oxidativo sobre a motilidade e viabilidade espermatica, a peroxidagao
lipidica, e a fragmentacao do DNA.

Para BAUMBER et al. (2000) o estresse oxidativo durante a estocagem
do sémen é um fator associado com o declinio da fertilidade, especialmente
pela geracao de EROS, em consequéncia do metabolismo oxidativo. O
peréxido de hidrogénio é a principal EROS relacionada com a perda de
motilidade dos espermatozéides equinos, com modificacbes da membrana, em
razao da peroxidacao lipidica; bem como alteracbes na membrana acrossomal
e funcdo mitocondrial.

MORTE et al. (2008) realizaram estudo com o objetivo de correlacionar
os efeitos do estresse oxidativo causado por EROS e lesbées de DNA com os
parametros classicos de avaliagédo seminal em garanhdes férteis e subférteis.
Os resultados mostraram que durante a estacao reprodutiva houve tendéncia
de normalizar a oxidagao lipidica nos espermatozéides e plasma seminal, bem
como a oxidacao protéica no plasma seminal de animais férteis e subférteis.
Considerando que houve correlagédo positiva entre a oxidagao protéica com a
motilidade e viabilidade espermatica, os resultados sugerem, segundo o0s
autores, que a oxidacdo de proteinas do sémen pode ser uma importante
funcao espermatica. Por outro lado, a oxidacéo lipidica parece ser um indicador
de lesbes dos espermatozéides. Acrescentaram, ainda, que altos niveis de
EROS néao causaram danos a integridade do DNA, sugerindo que as medidas
se encontravam em niveis fisiolégicos e/ou que houve uma eficiente atividade
antioxidante das células espermaticas dos garanhdes.

Na peroxidacdo lipidica, inicialmente, o radical hidroxila captura um
atomo de hidrogénio de um carbono metileno da cadeia polialquil do acido
graxo poliinsaturado da membrana celular, formando o radical lipidico. O fato
de o oxigénio ser sete a oito vezes mais soluvel em meio ndo polar do que em
meio polar permite que as membranas biolégicas apresentem elevada
concentracao de oxigénio na regido hidrofébica medial, resultando em maior
dano aos acidos graxos poliinsaturados, que ira determinar maior
susceptibilidade a desestruturacdo provocada pela peroxidacdo lipidica

(ALVAREZ et al., 1987). Assim, um acido graxo com elétron desemparelhado
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reage com o oxigénio gerando o radical peroxila, produto altamente reativo,
gue pode se combinar com outros radicais semelhantes, alterando as proteinas
de membrana (BAUMBER et al., 2000).

2.6 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da
oxidacao através da inibicdo da producao ou dos efeitos deletérios dos radicais
livres (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Em condigbes normais os mecanismos
antioxidantes celulares, presentes em quase todos os tecidos e suas
secrecdes, sao responsaveis por inibir a elevada produgdao de EROS,
protegendo as células de danos oxidativos (BALL et al., 2001). Todavia, o
controle da concentracdo das EROS ocorre pela inclusdo de antioxidantes ou
pelo uso de condigdes que reduzam a oxidagdo durante o congelamento
(AGARWAL et al., 2004). A eficacia do antioxidante depende do tipo e da
concentragdo das EROS produzidas (PENA et al, 2003). Assim, é
perfeitamente possivel que um antioxidante atue como protetor em
determinado sistema, mas falhe na protecdo ou mesmo aumente as lesdes
induzidas em outros sistemas (HALLIWELL, 1990).

Células somaticas contém antioxidantes dentro de seu citoplasma,
porém o espermatozoide perde a maioria de seu citoplasma durante a
maturagao, faltando, assim, mecanismos enddégenos que regulem e realizem
as defesas enzimaticas observadas em outros tipos celulares (BAUMBER et
al., 2005). Por conseguinte, com o objetivo de reduzir os danos oxidativos
causados pela elevada concentracdo de EROS exdgenas, pesquisadores tém
adicionado substancias antioxidantes aos diluentes de sémen de equinos
(AURICH et al., 1997; BALL et al., 2001; BAUMBER et al., 2005), suinos
(GADEA et al., 2004; GADEA et al., 2005), bovinos (BILODEAU et al., 2001),
ovinos (UPRETI et al., 1997), aves (BREQUE et al., 2003) e homens
(AGARWAL & SALEH, 2002).

Segundo AITKEN (1999), o espermatozoide apresenta um sistema
intracelular de defesa antioxidante contra EROS, desempenhado pelos

antioxidantes enzimaticos (superdxido dismutase, catalase, glutationa
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peroxidase e redutase) e ndo enzimaticos (acido ascérbico e a-tocoferol).
Entretanto, enzimas antioxidantes intracelulares ndo conferem protecao total a
membrana plasmatica que envolve o acrossomo e a cauda, forcando os
espermatozoides a suplementarem essa limitada defesa intrinseca com a
protecao conferida pelo plasma seminal, que contém antioxidantes enzimaticos
(ALVAREZ & STOREY, 1989) responsaveis por neutralizar a agcao do Oy e
H.O,; além de uma variedade de antioxidantes ndo enzimaticos, como acido
ascorbico, urato, a-tocoferol piruvato, taurina e hipotaurina (AGARWAL &
SALEH, 2002).

A criopreservagao dos espermatozéides esta associada com estresse
oxidativo promovido por EROS, as quais exercem mudangas fisicas e quimicas
na membrana espermatica, pois ha perda da dinamica existente entre as
substancias pro6 e antioxidativas, prejudicando o sistema de defesa antioxidante
e favorecendo a formacg&o das EROS e o estresse oxidativo (BAUMBER et al.,
2000).

Ocorre redugcdao na motilidade, viabilidade, integridade acrossomal
(BALL, 2008) e no potencial de fertilizagado (ROCA et al., 2004) em fungao da
peroxidacao lipidica desencadeada pelas EROS durante o processo de
criopreservacdo do sémen, tendo em vista que o0s espermatozdides de
mamiferos apresentam altos niveis de fosfolipideos e acidos graxos saturados
e poliinsaturados.

Dentro de um sistema anaerébico, ou mesmo parcialmente aerdbico, a
producao de EROS é inevitavel. Os radicais mais lesivos sdo superoxido,
peréxido e hidroxila. Os peroxidos sdo os oxidantes mais agressivos dentre
todos os pro-oxidantes formados (BILODEAU et al., 2001).

As lesbes oxidativas ao DNA mitocondrial e a estrutura da membrana
representam fatores da maior importancia para explicar a reducao da fertilidade
e motilidade do sémen criopreservado (CUMMINS et al., 1994). Considerando
que as mitocondrias sdo as responsaveis pela producao de energia necessaria
para a motilidade espermatica, mudancas no potencial mitocondrial podem
representar um bom indicador para a diminuicao da capacidade funcional.

BAUMBER et al. (2000) mostraram que o aumento de EROS resultou
em declinio acentuado da motilidade, embora nao tenha sido detectada

diminuicdo na viabilidade espermatica ou na integridade acrossomal; e que a
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motilidade pode ser um indicador mais sensivel do estresse oxidativo, sendo
inibida antes de algum aumento mensuravel na peroxidacio lipidica, o que
indica que ela pode ser afetada pelas EROS através de um mecanismo de
acao que nao envolva a peroxidacao lipidica. Talvez este efeito adverso na
motilidade possa ser devido a alteragdes na fungao mitocondrial.

A criopreservacdo do sémen equino pode promover lesdes nas
mitocdndrias espermaticas. Segundo BALL (2008), a avaliagao morfolégica dos
espermatozdides apdés o processo de congelamento/descongelamento
demonstra edema da peca intermediaria de intensidade moderada a forte, o
que caracteriza distensdo das mitocéndrias, sugerindo que estas organelas
representam um local significativo de lesdes pela criopreservacado, gerando
EROS e induzindo mudancas apoptéticas.

Os radicais livres sado bloqueados pelos sistemas antioxidantes. As
substancias antioxidantes apresentam a importante funcido de recolher os
radicais livres responsaveis por causar a peroxidagao lipidica da membrana
plasmatica dos espermatozoides (BAUMBER et al., 2000).

Em equinos, a adicdo de antioxidantes, como &cido ascérbico ou
piruvato, manteve a integridade da membrana em melhores condi¢cdes, bem
como a motilidade espermatica (AURICH et al., 1997).

BALL (2008) analisou varios experimentos com a adicdo de
antioxidantes ao sémen equino criopreservado, concluindo que essas
substancias nao mostraram efeito positivo sobre os pardmetros de motilidade
pos-descongelagao, bem como nao diminuiram a fragmentacdao de DNA ou
aumentaram o potencial de membrana mitocondrial. Ja, AGUERO et al. (1995)
relataram efeito positivo da adicdo de a-tocoferol ao sémen equino
criopreservado. FOOTE et al. (2002), avaliando varios antioxidantes, ao sémen
bovino fresco ou congelado, ndo observaram resultado benéfico.

BALL et al. (2001) realizaram estudo para avaliar o efeito de
antioxidantes na manutengao da motilidade do sémen equino refrigerado a 5°C,
por um periodo de 72 a 96 horas, mostraram que em alguns casos houve efeito
na manutencdo de parametros da cinética espermatica, porém em nenhum
caso ficou claramente evidenciado o efeito positivo dos antioxidantes aos
espermatozoides refrigerados. Os autores afirmaram, ainda, que existiu uma

grande variacao na atividade da catalase entre os garanhdes.
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2.6.1 Glutationa

A glutationa esta presente em todo organismo animal, ndo apenas em
células somaticas, mas também em gametas. Ela é um tiol tri-peptideo (y-
glutamina-cisteina-glicina) nao protéico, sendo o maior composto sulfidrila ndo
protéico que desempenha diversas fungdes bioldgicas, dentre elas a reagao de
reducdo que se contrapde aos processos oxidativos. E sintetizada a partir dos
aminoacidos glutamato, cisteina e glicina. Estes aminoacidos ndo essenciais
podem ser sintetizados no organismo e também obtidos a partir da dieta (KIM
et al., 1999).

Seu poder redutor é utilizado para manter os grupos tiol nas proteinas
intracelulares e em outras moléculas. Atua como reservatorio fisiolégico da
cisteina e esta envolvida na regulagao da sintese protéica, detoxificagéo celular
e sintese de leucotrienos. A evolucao bioldgica da glutationa indica que existe
uma estreita correlagdo entre ela e o metabolismo eucaridtico aerdbico,
mostrando que esta molécula evoluiu para proteger as células contra a
toxicidade causada pelo oxigénio (LUBERDA, 2005).

Esta molécula pode ser rapidamente utilizada como uma defesa contra as
EROS. A protecao contra o dano oxidativo conferida pela glutationa se deve ao
seu grupamento sulfidrila (SH), que pode estar em duas formas: a reduzida
(GSH) e a oxidada (GSSG). O ataque da GSH as EROS é facilitado pelas
interagcbes com enzimas associada, tais como a glutationa redutase e
glutationa peroxidase (GPx) (LUBERDA, 2005).

A glutationa peroxidase € uma enzima antioxidante selénio-dependente,
que catalisa a redugdo do peroxido de hidrogénio (e também produtos da
peroxidacgao lipidica) na presenca da GSH, a qual é convertida em GSSG. Em
seguida, sofre reagdo de reducdo pela glutationa redutase na presenca de
fosfato dinucleotideo de nicotinamida e adenosina (NADPH), havendo redugao
de NADPH+ que é convertido a NADP (ARUOMA et al., 1989).

O Sistema tiol antioxidante, representado principalmente pela glutationa,

dominante no sémen do garanhdo, ocorre largamente no plasma seminal. A
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quantidade de GSH no plasma seminal é dez vezes maior que no sémen de
suinos (LUBERDA, 2005).

Sobre as demais fungbes da GSH podemos citar sua participagdo no
estoque e transporte da cisteina, regulagdo do balanco “redox”, metabolismo
de prostaglandinas e leucotrienos, sintese de desoxirribonucleotideos, fungao
imune e proliferagdo celular. No entanto, a calatase e a GPx sao os principais
varredores enzimaticos de EROS, estando presentes em teores elevados nos
eritrocitos e hepatdécitos (LUBERDA, 2005).

2.6.2 Cisteina

A cisteina é um aminoacido de baixo peso molecular contendo um
grupamento tiol. E um antioxidante ndo enzimatico que previne a peroxidacéo
lipidica (BILODEAU et al., 2001). Tanto a cisteina quanto a N-acetil-L-cisteina,
sdo precursoras da biossintese da glutationa e aumentam os niveis de
glutationa reduzida (GSH) (BILODEAU et al., 2001). A glutationa reduzida é
capaz de agir diretamente em muitas EROS (LUBERDA, 2005), além de ser
um co-fator para a glutationa peroxidase, que catalisa a redugdo do perdxido
de hidrogénio e hidroperéxidos, protegendo a célula contra o estresse
oxidativo.

Nos ultimos anos a cisteina tem sido usada como antioxidante na

criopreservacao do sémen de caes (MICHAEL, et al., 2008).
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CAPITULO 2 - ADIQAQ DE GLUTATIONA AO DILUENTE, PARA
CONGELAMENTO DE SEMEN EQUINO FRESCO E REFRIGERADO,
UTILIZANDO DIFERENTES PROTOCOLOS DE CONGELAMENTO

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito in vitro da adicdo de glutationa em cinco
concentragcdes (controle; 2,5; 5,0, 7,5 e 10mM), tratamento 1 a 5,
respectivamente, sobre espermatozdides de 12 garanhdes em diferentes
protocolos de congelamento, sendo Experimento | (El): congelamento
automatizado imediatamente pés-colheita e Experimento Il (Ell): congelamento
automatizado (RM) e manual (RG) apds refrigeragéo passiva por 24h a 16°C.
As variaveis avaliadas foram motilidade total e progressiva, vigor, integridade
das membranas plasmatica e acrossomal. Para EI utilizou-se, apéds
descongelamento, a analise computadorizada da cinética espermatica. No El a
motilidade total foi superior nos tratamentos 1 e 2 (p<0,05); a motilidade
progressiva e integridade de membrana plasmatica foram superiores no
tratamento 2 (p<0,001). Para integridade de membrana acrossomal o
tratamento 3 apresentou os melhores resultados (p<0,05). No Ell a motilidade
progressiva do tratamento 1 (RM) foi superior (p<0,05). Considerando-se as
diferentes concentragdes de glutationa, verificou-se que o tratamento 2 mostrou
maior percentual de motilidade progressiva, nos dois métodos (p<0,05) e que
em RM os resultados de integridade de membrana foram superiores no
tratamento 1 (p<0,05), mas em RG os melhores resultados para integridade de
membrana plasmatica foram verificados no tratamento 2. Para integridade
acrossomal os percentuais foram ligeiramente maiores no tratamento 3. A
adicdo de glutationa na concentragdo de 2,5mM ao meio de congelamento
preserva a motilidade total, incrementa significativamente a motilidade
progressiva e a integridade de membrana plasmatica, tanto para sémen
congelado imediatamente pos-colheita quanto para o refrigerado e congelado
de forma manual. Concentragdes superiores a 2,5mM foram deletérias aos
espermatozodides nos diferentes protocolos de congelamento, com ou sem
refrigeragao passiva.

Palavras-chave: Antioxidante, espermatozéide, garanhdo, recursos genéticos,
sémen congelado
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CHAPTER 2 — ADITION OF GLUTHATIONE TO THE DILUENT FOR FROZEN
FRESH AND COOLED STALLION SEMEN IN DIFFERENT PROTOCOLS

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of in vitro addition of
glutathione at five concentrations (control, 2.5, 5.0, 7.5 and 10mM), treatment 1
to 5, respectively, on spermatozoa from 12 stallions in different frozen protocols.
In Experiment | (El) spermatozoa were cryopreserved using an automated
system immediately after collection. For Experiment Il (Ell) the automated or
manual system (RM, RG) were used after cooling the seminal samples during
24 hours at 15°C. Analyzed variables were motility (total and progressive),
vigor, integrity of plasmatic and acrosome membranes. For El the computerized
analysis of sperm kinetics were used. In El total motility was higher in treatment
1 and 2 (p<0.05). Progressive motility and integrity of plasmatic membrane were
higher in treatment 2 (p<0.001). For acrosome’s integrity, treatment 3 showed
the best results (p<0.05). In EIll, motility in treatment 1 (RM) was higher
(p<0.05). Considering the different concentrations of glutathione, it was found
that treatment 2 showed a higher percentage of progressive motility in both
methods (p<0.05); for RM results of membrane integrity were higher in
treatment 1 (p<0.05), but in RG the best results for plasma membrane integrity
were observed in treatment 2; acrosomal integrity percentages were slightly
higher in treatment 3. The addition of 2.5 mM glutathione to the freezing diluent
preserves the total motility and increases significantly progressive motility and
plasmatic membrane integrity, both for semen frozen immediately after
collection and for the cooled and frozen manually. Concentrations above 2.5
mM were deleterious to sperm in all protocols of freezing, with or without
cooling.

Keywords: Antioxidant, frozen semen, genetic resource, spermatozoa, stallion



33

1 INTRODUCAO

Cinquenta e quatro anos se passaram desde o nascimento do primeiro
potro com a utilizagcdo do sémen congelado (BARKER & GANDIER, 1957).
Desde entdo avangos significativos foram observados com a utilizacdo dessa
biotécnica, entretanto os indices de prenhez continuam baixos e sujeitos a
inUmeras variaveis.

A utilizagdo do sémen congelado criou uma nova dimensdo para a
criacdo de equinos por possibilitar a preservacdo por tempo indeterminado
desse material e permitir a distribuicdo mundial, 0 que maximiza a utilizagao de
garanhdes com mérito genético superior e reduz custos com transporte e
doengas. Barreiras geograficas sao abolidas, além disso, pode-se utilizar
sémen congelado de garanhdes que estdo em competicdo ou se recuperam de
patologias que os impedem de cobrir, ou até mesmo de garanhdées mortos
(MILLER, 2008).

O uso do sémen refrigerado e congelado cada vez mais ganha adeptos
na “industria” equina. O procedimento utilizado para refrigerar sémen é
relativamente simples e pode ser realizado em todas as propriedades.
Entretanto a criopreservagdo requer equipamentos caros e sofisticados,
indisponiveis na maioria dos criatorios. Varias metodologias tém sido
desenvolvidas com sucesso para congelamento de sémen fresco,
imediatamente apds a colheita, 0 que requer que o garanhao esteja localizado
no mesmo local dos equipamentos. A colheita e envio do sémen refrigerado
para um local especializado facilita o processo de congelamento, sem a
necessidade de deslocamento do garanh&o até as universidades ou centrais de
reproducdo, nem transporte de equipamentos caros e pesados até as
propriedades (CROCKETT et al., 2001).

A tecnologia de refrigeracdo do sémen equino tem sido estudada pelo
interesse na manutencdo do potencial fertilizante durante um periodo
prolongado, dando maior flexibilidade ao proprietario do garanh&o para colher e
enviar o sémen no momento oportuno (HECKENBICHLER et al., 2011). A
utilizacado do sémen refrigerado apresenta vantagens, como a redugao com 0s
gastos inerentes ao transporte e hospedagem de animais, a diminuicdo do

estresse pelo transporte destes, bem como riscos de acidentes e doencas
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resultantes da exposicdo a patdégenos de um novo ambiente (BRINSKO &
VARNER, 1992).

A manipulagdo do sémen equino durante esses processos reduz a
viabilidade e fertilidade espermatica em consequéncia, entre outros problemas,
da peroxidacdo de lipidios da membrana, devido ao alto conteudo de acidos
graxos poliinsaturados que tornam as células altamente susceptiveis a acao
dos radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROS) (COCCHIA et al.,
2011).

O efeito oxidativo causado pela geracao das EROS pode ser diminuido
pela adicao de antioxidantes ao plasma seminal ou aos diluentes utilizados no
congelamento. Os resultados s&o contraditérios quanto a preservagado da
viabilidade do espermatozoide no sémen fresco e congelado em virtude do tipo
e da concentracdo do antioxidante utilizado, assim como seu mecanismo de
acao especifico referente a protecao espermatica (BAUMBER et al., 2005).

Um dos antioxidantes incorporados ao sémen de algumas espécies é a
glutationa, um tiol tripeptideo (y-glutamilcisteinilglicina) com inumeras funcées
bioldgicas e encontrado amplamente no organismo animal, ndo sé nas células
somaticas como nos gametas. Esse tiol tem um papel importante na
antioxidacdo de compostos enddogenos e exoégenos, assim como na
manutencdo da condi¢cdo redox intracelular. A glutationa € um reservatério
natural de forca redutora, que pode ser usada de forma rapida pelas células
como defesa contra o estresse oxidativo (LUBERDA, 2005).

O grupo sulfidrico (SH) confere a glutationa protecdo contra danos
oxidativos. A glutationa existe em duas formas: reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG). A agao protetora da glutationa contra as EROS é facilitada pela
interacdo das enzimas, tanto peroxidase como redutase (LUBERDA, 2005).

O sistema de defesa antioxidante presente no sémen de mamiferos
consiste principalmente em sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos, sendo
que o ultimo é representado principalmente pela glutationa. A fun¢do basica da
GSH no sémen é a interacdo com outros sistemas para prevenir acido das
EROS. Essa fungao “escaneadora” da GSH ajuda a contrapor o efeito do
estresse oxidativo nas células espermaticas, que pode resultar em peroxidagao
lipidica do plasmalema, perda irreversivel da motilidade, extravasamento das

enzimas intracelulares e danos na cromatina (AITKEN, 1999).
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A escassez de informacdes quanto as variaveis de fertilidade, e a
disparidade de dados sobre o efeito de antioxidantes adicionados ao sémen
criopreservado de equinos, indicam a necessidade de mais estudos. Assim,
objetivou-se avaliar o efeito in vitro da adicdo do antioxidante glutationa, em
cinco concentragcdes, sobre espermatozdides equinos submetidos a
criopreservacao em diferentes protocolos de congelamento, com ou sem
refrigeracdo prévia, avaliando motilidade, vigor, integridade funcional e

estrutural das membranas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e periodo experimental

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Reproducédo Animal da
Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias.

Foram utilizados doze garanhdes das racas Quarto de milha, Arabe e
Cruza-arabe com idade entre 4 e 15 anos, mantidos sob o mesmo manejo
alimentar, alojados na regiao metropolitana de Goiania, entre os meses de abril
e maio/2009.

2.2 Colheita e processamento de material

Apds o0 esgotamento das reservas extra-gonadais, os garanhdes foram
submetidos a trés colheitas de sémen em dias alternados, obtendo-se 36
ejaculados por meio de vagina artificial modelo “Botucatu”, composta por um
tubo rigido de PVC, tubo flexivel de latex, camisa sanitaria descartavel e copo
coletor com filtro de nailon acoplado para obtencédo da fragao livre de gel. A
metodologia empregada foi a colheita fechada e a temperatura da vagina
artificial em torno de 42-44°C. Para realizagcao das colheitas, utilizou-se uma
égua em cio devidamente contida. No momento da monta, o pénis ereto foi
desviado em direcao da vagina artificial. A ejaculacao foi detectada pelos jatos
ejaculatérios, verificados com a palma da mao na porgéo ventral do pénis ou
observacao dos movimentos da cauda.

Imediatamente apds a colheita avaliou-se a motilidade total e progressiva,
vigor, concentragao, pH, osmolaridade, morfologia espermatica e integridade
das membranas plasmatica e acrossomal.

O percentual de espermatozdéides moveis e o vigor foram avaliados com
20uL de sémen entre lamina e laminula previamente aquecidas a 37°C, em
aumento de 200x, em microscopio Optico de contraste de fase (BX41TF,
Olympus, Japao), classificando a motilidade progressiva de 0 a 100% e o vigor
de 0 a 5 (CBRA, 1998).
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A concentragdo espermatica foi avaliada com a contagem em camara
hematimétrica (Neubauer) apoés diluicao 1:20 (sémen/formol citrato tamponado,
Anexo I). As duas areas da camara (superior e inferior) foram preenchidas com
sémen diluido e apds cinco minutos, tempo necessario para sedimentagcédo dos
espermatozoides, cinco quadrados de cada uma das duas areas foram
avaliados. Essa avaliagao foi realizada em microscépio 6ptico, em aumento de
400x (CBRA, 1998).

O pH foi aferido com pHmetro (Q400BC, Quimis, Diadema, SP) imergindo
o eletrodo na amostra seminal e a leitura do valor verificada no visor apos
estabilizagdo. A osmolaridade foi avaliada com osmémetro de pressdo de
vapor (VAPRO®, Wescor Inc, Logan, Utah, EUA).

Para avaliagdo da morfologia espermatica foi utilizada a técnica de
camara umida, na qual uma amostra de 20uL, daquela reservada para
concentragao espermatica, foi colocada entre ldamina e laminula e contados 200
espermatozoides, em aumento de 1000x no contraste de interferéncia
diferencial (DIC) do microscépio Optico. As porcentagens das diversas
anormalidades morfoldgicas foram agrupadas e classificadas em defeitos
maiores, menores e espermatozoéides normais (CBRA, 1998).

Para avaliagdo da integridade estrutural da membrana plasmatica foi
utilizada a coloracdo supravital com o corante eosina-nigrosina, em que
volumes iguais (20uL) de sémen e corante foram colocados sobre lamina de
vidro identificada e aquecida a 37°C, homogeneizados, realizando-se o
esfregaco, os quais foram secos ao ar. A leitura foi realizada em aumento de
1000x, contando-se 500 espermatozdides, imediatamente apds secagem da
lamina e classificando-se os ndo corados como aqueles de membrana integra
(DOTT & FOSTER, 1972).

Para integridade funcional da membrana plasmatica do espermatozdide
foi realizado o teste hiposmético em camara umida, por meio da incubacao de
100uL de sémen em 1,0mL de solugdo de sacarose a 100mOsm/L em banho
maria a 37°C por 30 minutos. Apds esse periodo, 20uL dessa solucao foi
avaliada em camara umida em microscopia de contraste de fase em aumento
de 1000x. Foram contados 200 espermatozoides, considerando-se a

apresentacdo da cauda enrolada indicativo de membrana integra, apds
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descontar o percentual de alteragdes de cauda obtido na avaliagdo morfolégica
(MELO & HENRY, 1999).

Para avaliagdo da integridade de membrana acrossomal utilizou-se a
coloragao Trypan Blue/Giemsa. Volumes iguais de sémen e corante Trypan
Blue 0,2% (20uL) foram colocados sobre Iamina identificada e aquecida a 37°C
e homogeneizados, realizando-se o esfregaco, o qual foi seco ao ar. Os
esfregacgos secos foram fixados em solugéo de vermelho neutro (ANEXO II) por
cinco minutos, lavados em agua corrente, novamente secos ao ar e entéo
submersos em solugdo de corante Giemsa 7,5% por 4h (KUTVOLGYI et al.,
2006)

A leitura foi realizada em aumento de 1000x, contando-se 200
espermatozodides, classificando-os nas seguintes categorias: vivos -
acrossomo corado em rosa ou roxo e regido poés acrossomal nao corada;
mortos — corados em azul na regido pdés acrossomal e acrossomo corado em
roxo ou rosa; reagdo acrossomal verdadeira — acrossomo e regidao poés
acrossomal nao coradas e reagao acrossomal falsa — acrossomo nao corado e
regiao pos acrossomal corada em azul (DIDION et al., 1989)

Imediatamente apds a colheita, o ejaculado foi diluido para obter a
concentracao de 50x10° espermatozoides/mL com meio a base de leite em po
desnatado, glicose, bicarbonato de sddio e amicacina (Botu-sémen® — Biotech
Botucatu — Botucatu/SP). Apés a homogenizagao com o meio, o conteudo foi
dividido em 2 aliquotas de igual volume, sendo uma delas processada para
congelamento imediato (Experimento ), e a outra acondicionada em
embalagem plastica atoxica e estéril, retirando-se todo o ar e fechando-se
hermeticamente (Experimento Il). Essa segunda aliquota foi utilizada para o
processamento de refrigeragcdo, em um sistema comercial constituido por duas
caixas de isopor com fonte de gelo reciclavel, mantendo a temperatura de 16°C

por 24 horas (Max-Sémen®, Campinas, SP).

2.3 Adicao de antioxidante e congelamento das amostras

Para o Experimento |, a aliquota foi centrifugada a 600g por 10 minutos e

os sedimentos de espermatozoéides (pellets) ressuspendidos com meio de
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congelamento (Botucrio®, Biotech Botucatu, Botucatu, SP), ajustando uma
concentracdo de 200x10° espermatozoides/mL, sendo a solugcédo resultante
fracionada em cinco tubos de centrifuga de 15mL. Essas aliquotas resultantes
foram designadas para os grupos de tratamento pela adicdo de glutationa
(G6013 - Sigma Chemical CO, EUA) nas diferentes concentragdes: controle
(tratamento 1); 2,5 (tratamento 2); 5 (tratamento 3); 7,5 (tratamento 4) e 10mM
(tratamento 5).

Apds a homogeneizagao o conteudo foi utilizado para o preenchimento
das palhetas de 0,5mL, as quais foram acondicionadas na maquina de
congelamento (TK 3000° SE modular e compacta, TK, Uberaba, MG) para
curva de refrigeracao (estabilizagdo) e congelamento.

Para estabilizacdo, as palhetas foram colocadas no porta-palhetas, que
foi acondicionado ao tubo de resfriamento até a temperatura de estabilizacao
(5°C), obedecendo uma curva de resfriamento de -0,25°C/minuto (rampa
positiva), aguardando 20 minutos nesta temperatura. Apos esse intervalo, o
porta-palhetas foi removido para a caixa térmica contendo nitrogénio liquido,
com uma curva de congelagao 15°C/minuto de 5°C até -80°C e de 10°C até -
120°C (rampa negativa). As palhetas foram removidas do recipiente e imersas
no nitrogénio liquido para serem acondicionadas em raques previamente
identificadas e acondicionadas em canecos no botijao criogénico.

Para o Experimento I, a aliquota mantida por 24 horas em sistema de
refrigeragdo passiva foi processada da mesma forma descrita para o
Experimento |, ou seja, centrifugacao, ressuspensao dos pellets com meio de
congelamento Botucrio, divisdo em cinco tubos contendo as diferentes
concentragdes de glutationa (tratamento 1 a 5) e preenchimento das palhetas.
A partir desse momento as palhetas foram distribuidas para dois sistemas de
estabilizagdo e congelamento: automatico (RM) e manual (RG).

Para RM o procedimento foi semelhante ao Experimento |. Para RG as
palhetas foram colocadas em posicao horizontal sobre uma estante de metal e
mantidas em refrigerador comercial (Eletrolux R130, Eletrolux Brasil, Curitiba,
PR) a 5°C por 20 minutos (rampa positiva). Apds esse tempo a estante foi
mergulhada em recipiente isotérmico contendo nitrogénio liquido, ficando as

palhetas a 6cm do vapor por mais 20 minutos (rampa negativa).
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Apds a curva nos dois sistemas, as palhetas foram imersas no nitrogénio
liquido para serem acondicionadas em raques previamente identificadas e

organizadas em canecas no botijao criogénico.

2.4 Andlises p6s-descongelamento

Duas palhetas, de um mesmo garanhdo, de cada partida, foram
descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos, duas semanas apos
o congelamento, em tubo de microcentrifuga com capacidade de 1,5mL, pré-
aquecido a 37°C.

As andlises pds-descongelamento foram as mesmas descritas no item
2.2, além da avaliagdo computadorizada de caracteristicas do movimento

espermatico - CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) no Experimento I.

2.4.1 Avaliacdo computadorizada de caracteristicas do movimento espermatico

Para avaliagdo da cinética espermatica, 2uL de sémen, descongelado
conforme procedimento descrito no item 2.4, 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 IlIl) 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).

2.5 Anéalise estatistica

No experimento | o delineamento experimental foi inteiramente

casualizado, e no experimento Il um esquema fatorial 5x2 onde as parcelas



FORMOL-CITRATO

Citrato de sdédio
Formaldeido 35%
Agua destilada

ANEXO |

2,99
4,0mL
Completar até 100mL
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ANEXO Il
VERMELHO NEUTRO
Solugao acido cloridrico 1 N 86mL
Formaldeido 37% 14mL

Vermelho neutro 0,29
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ANEXO 11l
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SETUP — HAMILTON THORNE BIOSCIENCES (Ultimate — Sperm Analyzer)

CARACTERISTICA

Numero de imagens adquiridas

Taxa de aquisicéo das imagens
Contraste minimo de célula

Tamanho minimo de célula

Contraste para células imoveis

Limite inferior para indice retilineo
Referéncia de VAP para células lentas
VAP minimo para células progressivas
Referéncia de VSL para células lentas
Limite superior de tamanho da célula
Limite inferior de tamanho da célula
Limite superior de intensidade da célula
Limite inferior de intensidade da célula
Limite superior de alongamento da célula
Limite inferior de alongamento da célula
Tamanho da cabeca estatica
Intensidade da cabeca estatica
Aumento

Temperatura

AJUSTE
45

60Hz

70 pixels

4 pixels

30 pixels
60%

20,0 um/s
50,0 uym/s
20,0 uym/s
1,51 pixels
0,32 pixels
1,19

0,24

98%

0%

0,32 a 1,51
0,62 a1,20
1,89

37°C





