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EPIGRAFE

There's a hero, if you look inside your heart.
You don't have to be afraid of what you are.
There's an answer, if you reach into your soul,
And the sorrow that you know will melt away.

And then a hero comes along, with the strengtlatoyan,
And you cast your fears aside, because you knowcgaisurvive.
So when you feel like hope is gone,
Look inside you and be strong,
And you'll finally see the truth, that a hero liasyou.

It's a long road, when you face the world alone.
No one reaches out a hand for you to hold.

You can find love, if you search within yourself,

And the emptiness that you felt will disappear.

And then a hero comes along, with the strengtlatoyan,
And you cast your fears aside, because you knowcgawsurvive.
So when you feel like hope is gone,
Look inside you and be strong,
And you'll finally see the truth, that a hero liasyou.

Lord knows, dreams are hard to follow.
But don't let anybody, tear them away.
Hold on, there will be tomorrow.
In time, you'll find the way.

And then a hero comes along, with the strengtlatoyan,
And you cast your fears aside, because you knowcgaisurvive.
So when you feel like hope is gone,
Look inside you and be strong,
And you'll finally see the truth, that a hero liasyou .

That a hero lies in...
Every single one of you

(MARIAH CAREY, 1993)
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PEREZ, E. G. A. Efeito da adicdo de Glutationa na funcio e estresse oxidativo em sémen
ovino criopreservado. [Effect of glutathione on ovine cryopreserved sperm function and
oxidative status] 2009. XXX f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2009.

Os 4cidos graxos poliinsaturados garantem a fluidez a4 membrana plasmatica do
espermatozoide. No entanto, as duplas ligagdes presentes, os tornam mais susceptiveis aos
efeitos nocivos da peroxidagdo lipidica que produz grande quantidade de radicais livres. A
adigdo do antioxidante Glutationa reduzida (GSH) poderia conferir protecio aos
espermatozoides de ovinos submetidos a criopreservagdo contra danos, em membranas
plasmaticas, acrossomais, DNA e atividade mitocondrial causados pelo estresse oxidativo. O
objetivo do presente experimento foi: avaliar se a GSH protege os espermatozdides ovinos
criopreservados contra danos causados pelo estresse oxidativo. Foram colhidos ejaculados de
quatro carneiros adultos. As amostras foram avaliadas apos a criopreservagdo (T1). As
analises convencionais foram: concentragfo, motilidade, vigor e morfologia. As analises
funcionais foram: integridade de membrana, integridade acrossomal, integridade de cromatina
e atividade mitocondrial. O sémen foi criopreservado utilizando o diluidor Tris-gema-critrato
suplementado com GSH (controle, 1, 5 e 10mM). Uma aliquota de cada amostra foi
. submetida ao protocolo de peroxidagdo lipidica induzida e subseqiiente quantificagio das
substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico(TBARS). As anélises estatisticas foram realizadas
utilizando o Sistema SAS para Windows. Os resultados indicam que ndo houve efeito do
tratamento com GSH sobre as varidveis avaliadas pelos testes convencionais. A GSH
diminuiu a propor¢do de acrossomas integros. Amostras tratadas com 5mM de GSH
apresentaram menor percentual de células com membranas integras quando comparadas com
as amostras controle e aquelas tratadas com 10 mM; , o percentual de células sem atividade
mitocondrial foi influenciado pela GSH também ndo houve de efeito nas TBARS. As
amostras do grupo controle foram mais susceptiveis a desnaturagdo da cromatina. Em

conclusdo, a adi¢do do antioxidante Glutationa reduzida (GSH) confere protecdo ao DNA e &

atividade mitocondrial de espermatozéides de ovinos.

Palavras-chave: Radicais livres. Sémen. Glutationa. Ovino. Criopreservagio



PEREZ, E. G. A. Effect of glutathione on ovine cryopreserved sperm function and
oxidative status [Efeito da adi¢cdo de Glutationa na fungdo e estresse oxidativo em sémen
ovino criopreservado.] 2009. XXX f. Dissertagio (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sio Paulo, Sdo Paulo, 2009

It is well known that sperm is extremely suséeptible to the oxidative stress. This occurs
especially due to the high content of poly-unsaturated fatty acids (PUFASs) in its plasma
membrane. The PUFAs provide the necessary fluidity to the plasma membrane, which allows
the sperm to move. However the double bonds present in those fatty acids are more
susceptible to the oxidative stress. Therefore, sperm is highly dependent of the extra-cellular
environment antioxidant protection. Studies in human indicate that cryopreservation may lead
to damages to the sperm due to the oxidative stress. The objective of this experiment was to
study if the antioxidant glutathione (GSH) may protect ovine cryopreserved sperm against the
damages caused by the oxidative stress.

Semen samples of four rams were collected using an artificial vagina. Samples were then
cryopreserved using Tris-egg yolk extender supplemented with different concentrations of
reduced glutathione (control, 1, 5 and 10 mM). After thawing, samples were evaluated using
conventional (motility and vigor) and functional tests (membrane integrity and mitochondrial
activity). An aliquot of each thawed sample was submitted to the protocol of induced lipid
peroxidation using ascorbate (20 mM) and ferrous sulphate (4 mM), with the further
measurement of the tiobarbituric acid reactive substances (TBARS), as an index of oxidative
stress. This technique aims to evaluate sperm oxidative status by its susceptibility to the lipid
peroxidation. Statistical analysis was performed using SAS system for Windows. The results
indicate that there was no effect of GSH on the variables assessed by conventional tests. GSH
decreased the proportion of intact acrosomes. Samples treated with 5 mM GSH showed a
lower percentage of cells with intact membranes when compared with control samples and
those treated with 10 mM, the percentage of cells with mitochondrial activity was affected by
GSH and there was also no effect on TBARS. Samples from the control group were more
susceptible to denaturation of chromatin. In conclusion, the addition of the antioxidant

Glutathione (GSH) offers protection to DNA and mitochondrial activity of ovine sperm.

Key words: Free radicals. Semen. Glutathione. Ovine. Cryopreservation.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a ovinocultura nacional tem demonstrado grande potencial para o
agronegocio, sendo uma boa opgdo de producdo de carne, principamente para médios e
grandes produtores. Esta atividade caracteriza-se por seus rebanhos serem de diferentes

tamanhos e produtividades, com leve tendéncia para médios e grandes produtores.

A inclusdo de novas éreas produtoras ndo tradicionais, principalmente nas regioes
Sudeste e Centro-oeste, levou a um aumento da producdo nos ultimos anos, mas que ainda
nado é suficiente para suprir ademanda do mercado interno.

Estes fatores justificam o grande interesse de se intensificar a exploragdo econémica
dos ovinos, uma vez que a ovinocultura ja € a principa atividade produtiva de diversas
propriedades (SALAMON et al., 2000).

As inadequadas técnicas aplicadas a reproducdo nos rebanhos podem comprometer a
lucratividade da exploracdo por impedir que o potencial produtivo méximo do rebanho sgja
atingido.

Biotecnologias como a inseminacdo artificial, transferéncia de embrides, fecundacéo in vitro
(FIV) e clonagem, sdo empregadas, cada vez mais frequentemente, na ovinocultura nacional,
visando a exceléncia dos rebanhos.

A inseminacéo artificial (IA) € uma biotécnica de grande importancia, desenvolvida
para 0 manejo reprodutivo e melhoramento genético dos animais, visto que, é ferramenta de
controle de enfermidades reprodutivas, possibilita a dispersdo de material genético, favorece
testes de progénie, implanta programas de controle zootécnico e melhor utiliza reprodutores
de relevancia produtiva (HAFEZ; HAFEZ, 2000).

A necessidade de produzir grande nimero de borregos com sémen de carneiros
oriundos de criatorios distantes estimulou o desenvolvimento de técnicas de transporte e
estocagem de sémen (SALAMON et al., 2000).

A criopreservacdo de espermatozOides é uma biotecnologia de extrema importancia para
programas de inseminacdo artificial, pois viabiliza a utilizacdo de reprodutores de localidades
distantes, mesmo depois de mortos, uma vez que 0 sémen estocado a -196°C (temperatura do

nitrogénio liquido) permanece viavel por tempo indefinido (HAFEZ; HAFEZ, 2000).
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Entretanto, sucesso da criopreservacdo depende muito da susceptibilidade especifica
do espermatozoide a baixas temperaturas (HOLT, 2000), resultados obtidos na
criopreservacdo de sémen de diversas espécies sdo muito diferentes entre si, devido as
particularidades dos espermatozoides de cada espécie, principalmente no que se refere a
Ccomposi¢do e estrutura de membranas biol6gicas (DARIN-BENNETT; WHITE, 1977).

Ollero et al. (1998), relatam como principais danos causados pelo decréscimo da
temperatura, alteracbes em membranas acrossomais, plasmaética e em mitocdndrias, o que
pode acarretar aliberagdo desordenada e exacerbada das espécies reativas de oxigénio (ROS).

A membrana plasmatica dos espermatozéides ovinos tem uma composi¢ao particular
que dificulta sua criopreservacdo com eficiéncia. Por essa razdo, a utilizacdo de sémen
congelado em programas de inseminacdo artificial, com deposicdo cervical, necessita de
diluidores que melhorem as taxas de concepcéo por servico (VALLERIOTE et al., 2005).

Assim sendo, a criopreservacdo de sémen ovino € uma &rea de pesquisas cujo interesse
€ crescente sendo tema de diversos estudos atuais a qual envolve uma interrupcao artificial do
processo fisioldgico de capacitacdo espermatica pds-€jacul acao.

O sémen descongelado sofre uma capacitacdo prematura, em parte, relacionada a
ligacdo de ROS e peroxidagdo lipidica. Um excesso de ROS também leva ao decréscimo da
motilidade e fertilidade além de serem, também, deletérias a0 DNA e membranas (AISEN et
al. 2005).

A integridade das membranas e do DNA requer uma concentracdo adequada de
Glutationa (GSH). Assim, a adicdo de antioxidantes aos meios para criopreservacéo vem
sendo adotada com o intuito de se driblar 0 estresse oxidativo e garantir melhor qualidade
espermatica apos a descongelacdo (DONNELLY ; MCCLURE; LEWIS, 1999.
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2 REVISAO DE LITERATURA

No Brasil, a ovinocultura estd em expansédo confatat®s do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica(IBGE, 2004), sendo hoj@itavo maior criador de carneiros do

mundo.

2.1 Colheita de sémen ovino

Em ovinos sao utilizadas duas metodologias parbettak de ejaculados; vagina
artificial e eletroejaculacdo. O método de vaginé#ical é o de eleicdo, uma vez que a
eletroejaculacdo tem o inconveniente de produza amostra que pode nao ser fidedigna ao
ejaculado natural do reprodutor. Esta particulaiédaempre deve ser ponderada quando da
interpretacdo de um exame androlégico (CBRA, 1998).

A colheita de sémen em ovinos deve ser prefereneigk, realizada pelo método de
vagina artificial, em virtude desta metodologiaapeoximar das condicbes de monta natural,
influenciando positivamente a libido do macho epasdmetros espermaticos do ejaculado
(CBRA, 1998; JIMENEZ, 2004; VALLERIOTE, 2005).

2.2 Aspectos gerais do sémen ovino

Ollero et al. (1998), relatam que a membrana éposta de trés classes lipidicas
principais: glicolipideos, fosfolipideos e colesterA fluidez da membrana depende da
temperatura, teor de colesterol e seu grau deagdinir colesterois saturados garantem rigidez
enquanto os insaturados conferem maior fluidezermbrnanas.

Watson (1981) relata que os fosfolipideos reptasemté 70% do total de lipideos da
membrana espermatica; em carneiros, 45% séo plegémabs e 0 espermatozoide ovino é

distinto das demais espécies pela sua alta prapdesfosfoglicerideos de colina.
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Nos espermatozoéides ovinos, 60% das ligacdeslifpisficas dos acidos graxos séo no
carbono 22 sendo que em espécies mais resistentémaue-frio, a proporcéo é de 30% das
ligacdes. Aléem disso, os espermatozoides de caseantém proporcdes menores de acidos
palmitico, estearico e oléico (WATSON, 1995).

A proporgdo entre colesterdis poliinsaturados eiradbs € de 2.5 vezes ou mais se
comparada a taxa de espécies resistentes ao chimgummo os coelhos e humanos
(DARIN-BENNETT, WHITE, 1977).

2.3 Aspectos gerais da conservacédo do sémen

A susceptibilidade ao choque frio se desenvolvaendoa@ espermatozoéide atravessa o
epididimo, mas espermatozoides da cauda epididimmdd menos susceptiveis ao choque frio
gue os pos-ejaculados (WATSON, 1995).

Durante a primeira etapa da congelacédo, que éfmarasnto, ocorre a mudanca de
fase dos colesterbis de membrana, que passamedhdfaisia para a fase gel, etapa que pode
danificar estruturas espermaticas (p. ex canaisnmdenbrana) devido ao fendmeno
denominado choque-frio o qual pode provocar umraeg@ nas ultra-estruturas celulares,
determinando alteracées em mecanismos fisiologamap por exemplo, na permeabilidade
das membranas (OLLERO et al., 1998). Watson (198Hta que os principais danos
causados pelo choque-frio, sdo: alteracbes no oletaim de carboidratos, liberagédo de
enzimas intracelulares, liberacdo de lipideoserajbes na distribuicdo de cétions.

A susceptibilidade ao choque frio se desenvolvendoa@ espermatozoide atravessa o
epididimo, mas espermatozoides da cauda do epididdin menos susceptiveis ao choque
frio que os pés-ejaculados (WATSON, 1995).

Apds o choque-frio, a glicélise anaerdbica e aiddde respiratéria diminuem no
espermatozoide ovino. A frutdlise também é redugudiase a zero em espermatozoéides com
motilidade antes do choque-frio. Proteinas inttdaeds como o citocromo C, sédo liberadas
do espermatozdéide que sofreu o choque, porémgistinsiderado um efeito ndo imediato.
Estes achados comprovam a injUria mitocondrial,&jabservada em pecas intermediarias de

espermatozoides submetidos a eletromicrografia (8@, 1981).
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A liberagéo de enzimas intracelulares tem sidoafestnada como um resultado do
choque-frio. Estas enzimas incluem lactato-deseliage, transaminases, fosfatase alcalina e
acida, glicose-6-fosfatodesidrogenase e glicodatimgssomerase (WATSON, 1981).

Segundo Watson (1981), os lipideos sao perdidts mspermatozoides de ovinos
como um resultado do choque-frio. Estes sdo pretimtemente fosfolipideos, e a natureza
particulada deste material liberado do espermalezdie carneiro, sugere que héa
fragmentacdo da membrana. Fosfoglicerideos deacalfio freqientemente liberados dos

espermatozoides ovinos.

2.4 Criopreservacao

A criopreservacdo é uma biotécnica que consistnabiose e estocagem de material
vivo por tempo indeterminado sob baixas temperatud® entanto, segundo Holt (2000), a
membrana, de espermatozéides submetidos a baimgeeraturas, sofre modificacbes na
estrutura lipidica e permeabilidade o que paredazie a viabilidade e funcgfes fisioldgicas
espermaticas.Por outro lado, a diluicdo em meioa paoprotecdo, aparentemente garante
resisténcia ao choque-frio para os espermatozadides.

Um dos grandes entraves para a criopreservacagsisoma presenca de agua nas
células vivas. Uma vez que esta se solidifica a, @mam-se cristais de gelo que
desintegram a estrutura celular. A presenca deéosolivres no meio atraem osmoticamente
moléculas de 4gua, comprometendo assim a intelgrida biomoléculas e contribuindo para
0 processo de desidratacao celular (MAZUR, RIGOPOSL1983).

Além disso, segundo. Holt (2000) é importante d@ames o fluxo hidraulico nas
membranas celulares por meio de calculos, porémsisgorna dificil considerando que uma
estrutura danificada pelo resfriamento ja teve tagiidade da membrana comprometida,
acarretando em alteracdes importantes na condiddithd hidraulica.

Em curvas de resfriamento lentas (-0,25 a -0,40fQ, a desidratacao celular é mais
acentuada, fato que favorece a integridade dosreafmzodides, uma vez que a quantidade de
gelo intracelular fica menor (WATSON, 1995). Osstais de gelo formados no meio
extracelular também devem sofrer reaquecimentoo,lepara que a agua seja liberada

lentamente, favorecendo a rehidratacdo das ceélSksocorrer um reaquecimento rapido,
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poderia ancontecer um influxo brusco de agua o quamoveria edema celular e
consequentemente dano & membrana plasmatica (WATHON).

Em curvas de resfriamento muito rapidas (>-0,60n%Q), ndo ha tempo para a agua
se difundir para o meio extracelular (MAZUR, 1988%sim, quando o sémen € congelado
rapidamente, a descongelacdo deve ser rapida,qustas células ndo foram completamente
desidratadas, logo, ndo havera influxo brusco dm.dBntretanto, deve-se observar que o
aquecimento demasiadamente rapido, resulta emagdes da membrana acrossomal,
organelas e metabolismo similares as alteracbe®gadas pelo choque-frio. Este processo é
denominado estresse de reaquecimento e o dantukss e da em funcdo da recristalizacao
dos microcristais em aglomerados, formando graodstis que, danificam a célula (HOLT
& NORTH, 1994).

No processo de congelacéo, a faixa de temperatunsiderada critica para danos no
espermatozoide, fica entre —15 e -50°C. Quandonmerséatravessa esta faixa critica, a
atividade metabdlica cessa e as células permaneatiras (HOLT, 2000).

Watson (1995) resume 0 exposto acima, mencionandy @ dano a membrana
provocado pela congelacdo se deve ao atrito ggralio agua passando rapidamente pela
membrana, excedendo a sua capacidade de condDadsa forma, a perda da integridade da
membrana resulta no crescimento do gelo extracghalea dentro da célula. Neste caso, o

gelo intracelular é consequéncia, ndo a causarmo aaembrana.

2.5 Estresse oxidativo (EO)

E impossivel abordar o estresse oxidativo (EQ) eetender primeiramente, o que €é
um radical livre; qualquer molécula, ou atomo camau mais elétrons despareados (ou seja,
com muita afinidade de ligagdo), € considerada anfical livre. O EO é o resultado de um
desequilibrio entre a concentracdo de antioxidafdgentes redutores) e concentracao
radicais livres (agentes oxidantes); este deségoilimuitas vezes, ocorre em virtude de
exacerbacédo da producao de ROS (NICHI, 2003).

Entre as espécies reativas de oxigénio, as maisriemtes sao o radical hidroxila
(OH), o anion superoxido (Q, o peroxido de hidrogénio ¢B,), e o O0xido nitrico (N@
(AGARWAL; IKEMOTO; LOUGHLIN, 1994). Dentre estas, @nion superoxido e o

peroxido de hidrogénio sdo as ROS formadas primaiidée, sendo o J@, gerado através da
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dismutase (enzimatica ou ndo enzimatica) do aniperéxido (NICHI, 2003). A ROS mais
reativa e prejudicial € o radical hidroxila (QHjue pode ser formado através d@ie do
anion superoxido, e através da reacdo do anioméuge com o 6xido nitrico, produzindo o
peroxinitrito (OONO), que entdo ird se decompor para,NOOH (Figura 1) (BARROS,
2008).

e e e e
024’ 02-'_>_> H202 #’OH +> HQO
2Ht HT H,0 Ht
NO’
ONOO'

Figura 1. Formacao das espécies reativas de ogi¢f§fCHI, 2003).

Embora, quando as ROS apresentam-se mais abundaetes antioxidantes em um
dado sistema acarretarem o EO, é importante fjisarestas moléculas instaveis, quando em
concentracdo e momento adequado, participam tandieépnocessos fisiologicos tais como:
hiperativacéo, capacitacao e ligacdo do espermdmaona pelucida (NICHI, 2003).

Os colesterdis poliinsaturados sdo moléculas guesantam mais de uma ligacéo
entre os atomos de hidrogénio e carbono. Do pontdsta eletroquimico, ligacdes multiplas
possuem menor forca de ligagéo individual, port@stdo mais sujeitas a perdas de atomos (e
elétrons), fato este que as confere maior instiule. Entdo, acidos graxos insaturados, estao
mais sujeitos a acdo das ROS as quais promovenoxigegao lipidica.

A alteracdo dos lipidios presentes nas membrands plterar a sua fluidez e a
permeabilidade seletiva. Com tais fungBes comprlidaset as células podem sofrer
degeneracéo e necrose, liberando ainda maior gadetide ROS para o sistema no qual elas
estdo dispostas. Este € um fendmeno que ocorreoemna fcascata; um pequeno evento
desencadeia uma série de outros, de propor¢cdcentesgue determina danos com maior

extensdo e, consequemente de mais dificil repar&s® cascata pode determinar o EO.
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2.6 Mensuracao do estresse oxidativo

Para a dosagem de ROS no sémen sdo necessarieastécunito sensiveis, visto que a
producdo destes pelo sémen é relativamente baeadqucomparada com a produzida por
leucacitos, por exemplo, e, além disso, a meia-g@aROS é muito curta (BARROS, 2007).
Para mensura-las sdo usadas técnicas de quimi@scdincia, que, mesmo sendo bastante
sensiveis, ndo conseguem dosar niveis de ROS quemcem amostras seminais de homens
normais (NICHI, 2003).

A dosagem de componentes oxidados que se mantérfluidis corporais € uma
técnica mais especifica, visto que avalia indirefa® o estresse oxidativo efetivamente
ocorrido, e, um destes componentes, o malondiad@tDA), pode ser usado como um
indice de peroxidacao lipidica (BARROS, 2007). Aleagdo da concentracdo de MDA tem
sido extensivamente utilizada como marcador daxmaoao lipidica (NICHI, 2003).

Entre os diferentes métodos analiticos estabelecidoreacdo com o acido 2-
tiobarbiturico (TBA) € o mais utilizado, sendo questa reagcdo, o composto formado pela
reacdo entre o MDA e o TBA pode ser mensurado édrage sua absorbancia ou
fluorescéncia (NICHI, 2003).

Uma ferramenta importante e muito utilizada paevaiacdo dos niveis de protecdo
antioxidante e de peroxidacéao lipidica é a geragéificial de ROS, o que permite avaliar
dois aspectos: a peroxidacdo lipidica espermati@a disponibilidade de hidroperéxidos
lipidicos na membrana plasméatica do espermatoz@e®s quais iria se iniciar a reacao
peroxidativa em cadeia; e a habilidade do espemb@e em inibir a propagacdo deste
processo através de mecanismos antioxidantes (ANFKHARKISS; BUCKINGHAM,
1993a).

Uma técnica frequentemente utilizada para provacagseroxidacdo lipidica, € a
inducdo pelo sistema sulfato ferroso (FgS@ &cido ascoérbico (AITKEN; HARKISS;
BUCKINGHAM, 1993b; GRIVEAU et al., 1995). Esta téca se baseia na formacdo de
metais de transicdo (Ferro e Cobre) que irdo satalh quebra de hidroperoxidos pre-
existentes iniciando a propagacdo da reacdo emacddeperoxidagdo lipidica promovida
pelo ferro através da reacdo de Fenton (Figur@ Arido ascorbico, por sua vez, provocaria a
reducdo do F& para F&', alimentando novamente a reacdo (AITKEN; HARKISS:;
BUCKINGHAM, 1993b)
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Cu*/Fe’* + H,0, » Cu’t/Fe3" + OH +HO°

Figura 2: Reacao de Fenton, adaptado de Barro3)Y200

2.7 Glutationa reduzida (GSH)

A GSH esta presente em todo organismo animal; péoas em células somaticas mas
em gametas também. Ela € um thiol tripeptiggbftamilcistenilglicina) o qual é o maior
composto de sulfidrila n&o protéico que desempeéntasas funcdes biologicas, dentre elas a
reacdo de reducdo que se contrapde a processoatimsd Esta molécula pode ser
rapidamente utilizada como uma defesa contra o A@rotecdo contra o dano oxidativo
conferida pela GSH se deve ao seu grupamento glalf{iH); pode estar em duas formas: a
reduzida e a oxidada (GSSG). O ataque da GSH asé&Rfa8ilitado pelas interagcbes com
enzimas associadas tais como a glutationa redugsea glutationa peroxidase
(GPx)(LUBERDA, 2005).

A GPx € uma enzima antioxidante selénio dependente catalisa a redugcdo do
peroxido de hidrogénio (e também produtos da pdeggio lipidica) na presenca da GSH, a
qual é convertida em GSSG. Em seguida, esta foofn@ seacédo de reducéo pela glutationa
redutase na presenca de fosfato de dinucleotidenxcdgnamida e adenosina (NADPH) - o
qual é doador de elétrons nas reacdes da via déssps-fosfato, havendo reducdo de
NADPH" é convertido a NADP (ARUOMA et al., 1989).

A protecdo antioxidante no sémen de mamiferos perdkente de um complexo
sistema composto por agentes enzimaticos e namétzos; segundo AITKEN (1999), o
principal antioxidante ndo enzimatico € a GSH efsngdo esté relacionada a suas interacdes
com outros sistemas (p.ex. a superéxido dismutased mecanismo profilatico as ROS.

BILODEU (2000) relata que espermatozoéides bovisalsmetidos a incubacdo em
ambiente aerobio, apresentam deplecdo da concgmtratracelular sem a ocorréncia de
aumento da concentragdo de GSSG,; isto pode sedadocpelo fato da GSH interagir com
outras moléculas e se apresentar indisponivel (G&Hta). Pelo fato de proteinas estarem
ligadas a GSH, na forma de dissulfitos, estasrmepi@tegidas contra a injuria oxidativa. Por
outro lado, os compostos acima mencionados, tanpleéiem ter relacdo com um mecanismo

de estocagem intracelular.
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No entanto, a presenga de GSH, em meios utilizadosseminacédo artificial, tem
sido relacionada com o0 aumento na taxa de blagiscimias ndo afeta o numero de células do
trofoblasto. Além disso, ja foi demonstrado quecascentracdes de GSH intracelular em
oocitos ndo sofrem influéncia da presenca da mesnmaeio extracelular. Isto indica que a
producdo de blastocistos n&o parece ser efeitouder@to da concentracdo intracelular de
GSH nos zigotos. Apesar do mecanismo que leva e efsito positivo ainda nado ser
completamente elucidado, pode-se supor que a GBé&tebular previne peroxidacao lipidica
das membranas celulares tanto em gametas mascotinas em gametas femininos. Isto se
deve a remocédo do excesso de ROS no meio paraingsgn. Essa fungdo antioxidante da
GSH pode melhorar a fecundacgéo e desenvolvimenioi@mario subsequente (BOQUEST et
al., 1999). Além disso, o efeito da suplementagdmdios para inseminacdo com GSH, pode

depender da concentracdo empregada, bem como enatiarindividuos (KIM, 1999).
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3 HIPOTESE

A adicdo do antioxidante Glutationa reduzida (G®ld)meio para criopreservacao
confere protecdo aos espermatozoides de ovinosesulos a criopreservacao contra danos

causados pelo estresse oxidativo.



ODbjetivo
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4 OBJETIVO

O objetivo do presente experimento foi: avalian8SH protege os espermatozoides
ovinos criopreservados contra danos causados piksge oxidativo através da avaliacdo da
integridade das membranas plasmaticas e acrossomaissusceptibilidade do DNA
espermatico a denaturacdo, da atividade mitocdndeia da susceptibilidade dos

espermatozoides ao estresse oxidativo induzido.



Material e Método
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5 MATERIAL E METODO

O presente experimento foi conduzido nas instatagise Pontificia Universidade
Catdlica de Minas Gerais, Campus de Pocos de Calaes Laboratério de Andrologia do
Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade elicMia Veterinaria e Zootecnia da

Universidade de Sao Paulo , durante os mesestaeguagosto de 2009.

5.1 Animais

Foram utilizados quatro carneird®vs aries), adultos, sem raca definida, mantidos
em baias com dimensdo 3x3m forradas com serragemadevalha. Recebiam alimentacéo
duas vezes ao dia composta por volumoso (silagemiltie) e feno de graminea do género
cynodon. Agua e sal mineralizado eram forneciddsibtum.

Todos os animais selecionados estavam em boacéontisica (escore de condicéo

corporal médio de 3,5).

5.2 Colheita do sémen

Duas semanas antes do inicio do experimento,ioganforam treinados e colocados
em regime de colheita de sémen diaria.

As colheitas foram realizadas pelo método de vagitificial e 0 manequim utilizado
foi uma fémea ovina sem deteccdo de estro ou estimagao prévia para colheita de sémen
por vagina artificial.

A vagina artificial era preparada com agua aqueaid5°C dentro de mucosa de latex
e com tubo de 50mL descartavel acoplado.

Apenas um ejaculado de cada animal foi colhidodgde rotina experimental.
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5.3 Processamento do sémen

Imediatamente ap0s a obtencdo de uma amostra, marea analisada a fim de se
detectar eventuais alteracbes macroscopicas,dais,gresenca de urina, sangue, ou outros
sinais anormais. Em seguida era realizada umasanadlicroscépica, com a finalidade de
qualificagdo do ejaculado quanto a presenca déhantamento e motilidade subjetiva maior
ou igual a 70%. Ejaculados que ndo obedecessempstaissas seriam descartados.

Os ejaculados obtidos de um animal eram divididws quatro aliquotas iguais
(100uL); as aliguotas foram distribuidas em tubmemkaio de 15mL. Apos esta distribuicao,
0sS 4 meios eram lentamente adicionados, e as aspagondicionadas a 37°C em banho-
maria.

Cada um dos diluidores foi previamente preparadm aquatro concentracdes
diferentes de glutationa reduzida (GSH): OmM (aae); 1mM; 5mM e 10mM.

Apés as aliquotas estarem diluidas com seus régspeabeios, foram envasadas em palhetas
de 0,5mL e raqueadas. As mesmas eram submetidasaacurva de resfriamento de -
0,2°C/min até atingirem 5°C em geladeira converadioAp0s uma hora de incubacgdo, as
raques eram acondicionadas sobre um suporte man#ddeentimetros do nitrogénio liquido
em caixa de isopor por 20 min. Decorrido este teagpalhetas eram imersas no nitrogénio e
estocadas em botijao criogénico.

As amostras foram descongeladas em duplicidada §gaevitar um possivel efeito de
palhetas), em banho-maria, com agua aquecida ar°80".

Apos as descongelacdo o conteudo das palhetasaasdetido para microtubos de
2,0 mL contendo 1mL de PBS aquecida a 37°C.

As amostras eram centrifugadas a 800 x g por 5S5tosreiforam ressuspensas em PBS
para a remocdo do diluidor. Este procedimento dalizado duas vezes antes das amostras
serem processadas com a finalidade de isolar pissivbstratos para oxidacéo, constituintes
do meio para criopreservacdo (p.ex gema de ovo)na@o a prevenir que os resultados
fossem mascarados pela peroxidacao de lipidioge@entes aos espermatozoides.
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5.4 AvaliagOes convencionais

As avaliagbes convencionais empregadas neste limalbaiam: motilidade e vigor e

morfologia espermatica.

5.5 Avaliagdo da motilidade espermatica

A motilidade foi entdo classificada, numa escalaeed e 100%, segundo a proporgcao
de espermatozoides moveis nos campos observadosawwolento de 100 vezes em
microscopio convencional, sendo 0% para nenhunrmespezéide movel no campo e 100%

para todos 0s espermatozoides moveis.

5.6 Avaliacdo do vigor espermatico

O vigor, foi avaliado quanto ao movimento progressetilineo dos espermatozoides
numa escala de 0 a 5, na qual, O representa aasBnoiovimento e 5 representa movimentos

progressivos intensos.

5.7 Avaliacdo da morfologia espermatica

A avaliagdo morfologica dos espermatozoides falizada pelo método de camara
Umida; uma aliquota de 5uL de cada amostra do legmin natura, foram diluidos em
1995uL de solucdo de formaldeido-salina (diluic&o1d 400); 15uL de cada amostra ja
fixada foram colocados sobre lamina e cobertos tmminula; a avaliacdo se deu sob
microscopia Optica em aumento de 1000 vezes; d0aséram computadas e a porcentagem
de cada defeito era aferida.
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5.8 Testes funcionais

Os testes funcionais utilizados neste experimestni a avaliagéo da integridade das
membranas acrossomal e plasmatica, avaliacdo da@laale citoquimica mitocondrial e

avaliacao da integridade da cromatina espermatica.

5.9 Avaliacéo da integridade acrossomal

Visando monitorar os possiveis danos causados téuaacongelacdo das amostras, a
técnica da Coloracdo Simples de Pope (POPE; ZHADRESSER, 1991) foi utilizada para
a avaliagdo da integridade estrutural da membrar@ssomal. Para tanto, uma aliquota de
cada amostra (5ul) foi adicionada ao Corante Sisnple Pope (5ul), sendo a mistura
incubada por 70 segundos. ApOs incubacado, foramosfedsfregacos sobre laminas de
microscopia, 0s quais foram analisados em micrasadmvencional sob aumento de 1000
vezes. Foram contadas 200 células por lamina,ifitasias como:

Acrossomo integro: regido acrossomal de coloraité® levemente mais escura que a regio
pos-acrossomal;
Acrossomo N&ao-integraegidao acrossomal de coloracdo rosa, levemente cteis que a

regido pos-acrossomal.

5.10 Avaliacdo da integridade da membrana plasmatic

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasinfati utilizada a coloracdo de
Eosina-Nigrosina (E/N) segundo Barth e Oko (198®3sta coloracdo, por alteragbes na
permeabilidade das membranas dos espermatozoéidesjrea cora estas células de rosa. Os
espermatozoides com membranas integras ndo permaitemirada do corante, portanto,
contrastando com o plano de fundo tomado pela agdor escura da nigrosina, as células
aparecem brancas. Desta maneira, uma aliquotameEng®ul) foi misturado ao corante na
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propor¢céo de 1:1 e realizados esfregacos sobraed&nde microscopia. As laminas foram
analisadas em microscopio convencional sob aundmtd000 vezes. Foram contadas 200
células por lamina, classificadas como células coembrana integra (ndo coradas) e nao-

integra (coradas).

5.11 Avaliacéo da atividade mitocondrial

Segundo Hrudka (1987), a enzima Citocromo C-Oxidg3€0) tem um papel
fundamental no processo de respiracéo celular aboktmo energético das células, além de
ser pré-requisito para manutencdo das fun¢des msresintética, motilidade e integridade
da estrutura celular. A técnica citoquimica desbmda por este autor baseia-se na oxidacao
da 3,3'-diaminobenzidina (DAB) pelo Complexo Ciwoo C, o que inclui a CCO. Atraves
de uma reacdo em cadeia, 0 DAB € polimerizado depesita nos locais onde ocorre a
reacdo, ou seja, nas mitocondrias. Esta deposad® ger identificada através de microscopia
convencional pela sua coloracdo marrom. Desta maanéipossivel descrever o declinio
espontaneo da CCO ocasionado por tratamentos dis@ou quimicos a que o0s
espermatozoides sdo submetidos.

Para realizacdo desta técnica, uma aliquota dd 88 gmostra foi incubada com 25
puL de DAB (1mg/ml de PBS), a 37°C, por uma horad®imcubacao, foram feitos esfregacos
em lamina de vidro e estas fixadas em formol @ p@r 10 minutos. As laminas foram entéo
lavadas e secas no ar sob protecéo da luz.

A atividade citoquimica da mitocondria espermatitavaliada segundo descrito por Hrudka
(1987). Desta maneira, as laminas foram obsenadamicroscopio de contraste de fase, sob
aumento de 1000 vezes, em imersdo. Foram contad@segpermatozdéides/lamina e

classificados de acordo com a quantidade de covasualizada na peca intermediaria em 4

classes:

1 Classe I: células espermaticas com peca internmi@d@dalmente corada, alta atividade
mitocondrial (DAB 1);

2 Classe llI: células esperméaticas com segmentos adi@ativos) e ndo-corados (inativos),
havendo predominancia dos ativos (DAB II);
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3 Classe lll: células esperméaticas com segmentoslasr@tivos) e ndo-corados (inativos),
havendo predominancia dos inativos (DAB Ill);

4 Classe IV: células espermaticas com peca intermadtatalmente descorada, sem
atividade mitocondrial (DAB V).

5.12 Ensaio da estrutura da cromatina espermatica (SCSA)

Para o Teste de SCSA, foi utilizada metodologigpsta por Evenson et al. (1999).
Para isso, uma palheta de sémen de cada tratafieérdwaliada por citometria de fluxo.
Resumidamente, o sémen foi descongelado em bantha-{8&°C/30 segundos) e diluido em
tampao TNE na concentracdo de 2 x 106 células/ml.volume de 0,1 ml da diluicéo foi
incubado com 0,2 ml de solugcéo detergente (1% d@enlX-100) por 30 segundos para
permitir o acesso da LA ao DNA espermatico. Apde periodo o sémen foi incubado com
0,6ml de solucéo de LA (®/ml). As amostras foram analisadas utilizandotonoetro de
fluxo Guava EasyCyte, com excitacao de 488 nm m\db

A avaliagao da LA foi feita baseada na diferengaeea fluorescéncia emitida pelos
espermatozoides com DNA integro (dupla fita), qoeteam fluorescéncia verde e os com

DNA fragmentado (fita simples), que emitem fluodssta vermelha.

5.13 Avaliagdo da resisténcia ao estresse oxidativo

A avaliacao foi realizada com base na metodologipgsta por Ohkawet al. (1979),
que tem como fundamento a reacdo de duas molédalagido tiobarbitirico com uma
molécula de malondialdeido (MDA), subproduto deopielacéo de lipideos. Foi empregado
um sistema gerador de ROS com posterior mensugg@&oncentracdo de espécies reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS) através da espéatometria, mensurando-se, portanto, a

susceptibilidade das células a peroxidacéao lipidica
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A cada amostra descongelada, uma aliquota de 4@@ pmostra, foi incubado (90
minutos 37°C) com o sistema de geracdo de RO®sjitb, constituido por acido ascérbico
(20mM) e o sulfato de ferro (4mM).

ApoOs o periodo de incubacdo, foram adicionados |1R08e solucdo de acido
tricloroacético a 10% (TCA) e centrifugadas por rbfnutos, a 15°C e 5.000g, com a
finalidade de separacao de proteinas precipitadas.

Aliquotas de 1000uL de sobrenadante foram coloocataisibos de ensaio juntamente
com 1000 pL de acido tiobarbitarico a 1% (TBA). thbos contendo esta mistura foram
incubados em banho-maria (100°C) por 15 minutes&iados imediatamente em banho de
gelo, com a finalidade de interrup¢éao da reacandetependente.

A concentracdo de TBARS foi quantificada atravédetteara em espectrofotometro,
num comprimento de onda de 532nm. Os resultad@nfaromparados com uma curva
padrédo, feita previamente, com malondialdeido.

A MDA ¢é uma das principais substancias que reagam @ acido tiobarbiturico e a
concentracdo de TBARS é determinada utilizando-salar 1,56 x 105 x M mL™* como
coeficiente de extincdo molar do malondialdeid@oAcentracdo de TBARS nas amostras foi

expressa em nanogramas de TBARS por 1g$permatozédes (ngfldbptz).

5.14 Andlise estatistica

Os dados foram analisados através do programa $st8ns for Windows (2000).

Através do aplicativo Guided Data Analisys, os dadoram testados quanto a
normalidade dos residuos e homogeneidade das siasarCaso ndo obedecessem a estas
premissas foram transformados (logaritmo na base L0g, X; Raiz quadrada — RQ X;
Quadrado — X e se a normalidade ndo fosse obtida empregaeats®, o procedimento
NPAR1IWAY de analise de variancia ndo paramétriggeréncas significantes para os dados
paramétricos foram avaliadas atraves do teste [Szpgire Differences (LSD).

Para descricdo dos resultados, foram empregadesras padrbes das médias e as
médias (média + erro padrdo da média) dos dadgmais; e os niveis de significancia (p)

dos dados originais, quando obedecessem as premdsa dados transformados, quando



44

necesséria a transformacao; e dos dados analisadwés da analise ndo paramétrica, quando
ndo obedecessem as premissas e ndo houvessermrimagsies possiveis.

A variavel classificatéria utilizada foi a conceagtio de GSH (0, 1, 5 e 10mM).

As variaveis resposta motilidade, vigor, porcenmtagee células com acrossomo
integro (ACRO), porcentagem de células com defeitomiores (DEFMA), menores
(DEFME) e totais (DEFTOT) obedeceram as premiss@ rsendo necessarias
transformacdes.

As variaveis resposta porcentagem de células DAB Bdbstancias reativas ao acido
tiobarbitdrico por espermatozéides (TBARS) obedmreas premissas apos a transformacéo
de seus valores para o logaritmo na base 10.

As variaveis resposta porcentagem de células DABIII, assim como a porcentagem
de espermatozdoides com membrana integra (VIT) ceea® as premissas apos a
transformacgao de seus valores a raiz quadrada.

As variaveis resposta porcentagem de células DARibstancias reativas ao &cido
tiobarbiturico por mL (MDA) e porcentagem de cétutm fragmentacdo de DNA (SCSA),
obedeceram as premissas apoés a transformacaosieadenes para o quadrado, o inverso e o
inverso da raiz quadrada, respectivamente.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar (pdtese de nulidade) foi de 5%,
isto é, para um nivel de significaAncia menor q@& 0considerou-se que ocorreram diferengas
estatisticas entre as variaveis classificatoriaadentracdbes de GSH) para uma determinada
variavel resposta.

Por serem todas paramétricas, as variaveis respostimm analisadas através da
correlacdo de Pearson, sendo os resultados expiesawvés do coeficiente de correlacao (r) e

seu nivel de significancia (p).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados no presente estudoamdgue ndo houve efeito do
tratamento com GSH sobre as variaveis avaliades/ésr dos testes funcionais (e.g.,

motilidade, vigor e defeitos espermaticos; Tabgla 1

Tabela 1 - Efeito do tratamento com diferentes entra¢cdes de GSH (1ImM, 5mM e 10mM)
em sémen ovino criopreservado sobre a motilidadgor,v defeitos maiores,
menores e totais - Sdo Paulo - 2009

Concentracéo de GSH

Controle 1 mM 5mM 10 mM
Motilidade (%) 38,44 +425 29,693,755 28,44 18, 36,56 + 4,87
Vigor (1-5) 297+0,23 2,37+0,24 2,69%0,20 40,18
Defeitos maiores (%) 531+045 531+045 5046 4,81+0,46
Defeitos menores (%) 6,44+£081 6,44+081 7,00/ 7,56=x0,76
Defeitos totais (%) 11,75+0,92 11,75+0,92,062- 0,91 12,37 +0,90

2P| etras diferentes na mesma linha indicam difereessatisticas (LSD, p<0,05)

Podemos observar que as amostras tratadas com ®rBSH apresentaram menor
percentual de células com membranas integras quamdparadas com as amostras controle
e aquelas tratadas com 10 mM (9,22 £ 1,32, 1528% e 18,31 £ 2,15%, respectivamente;
Tabela 2). Com relac&o a variavel integridade acnad, 0 emprego das concentracfes de 1 e
5 mM de GSH diminuiu a proporcéo de acrossomagriogeem relacdo ao controle (60,40 £
3,75, 59,09 + 4,10 e 69,84 + 2,31%, respectivamérabela 2). Estes resultados, assim como
0S encontrados para as variaveis avaliadas atdogdestes convencionais, contrariaram
nossa hipotese de que o tratamento com GSH addailnielhoraria a qualidade espermética
pos criopreservacao. Uma possivel explicacdo pstes eesultados seria que a GSH néo

estaria envolvida na destruicio das ROS relacianadas danos causados pela
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criopreservacao aos acrossomas e membranas. Ad8m ds danos ocorridos em acrossomas
e membranas, podem nao ser resultado da acdo das/ARMjuria observada poderia ser
devida a formacéo de cristais de gelo os quaisacamns danos mecanicos as estruturas
espermaticas (SARAGUSTY et al.,, 2009). Neste casoiratamento do meio para
criopreservacdo com GSH nao forneceria qualquete@éio aos acrossomas e membranas.
Além disso, estas estruturas estdo sempre em corat 0 meio extracelular. O plasma
seminal conta com maquinaria enzimatica para pioteantioxidante oriunda do epitélio
epididimario, principalmente composta pela SOD & @PARTI et al., 2007). No entanto,
para a criopreservacao, faz-se necessaria a dildigd&émen com meio extensor o que leva a
consequente diluicdo dos antioxidantes presenis® §ue o principal efeito antioxidante da
GSH é como substrato da enzima selénio-dependemg ALLIWELL; GUTTERIDGE,
1989), nas amostras criopreservadas, as baixagroagdes desta enzima seriam um fator
limitante para a atuacdo da GSH. Tal fato seridaaimais deletério uma vez que o sistema
Gpx-GSH seria 0 responsavel pela destruicdo doxjkerdae hidrogénio, evitando assim a
formacdo do radical hidroxila, a ROS mais potenogmite reativa. Talvez o emprego de
concentracdes maiores que 10mM GSH concomitantenoemt a adicdo de Gpx, exerceria
efeito positivo sobre a integridade das membrarsasessomais.

Quanto a atividade mitocondrial (DAB), os tratanosntdo exerceram efeito sobre o
percentual de células classe I, Il e Ill. No erdgamt percentual de células sem atividade
mitocondrial (DAB 1V) foi influenciado pela GSH; grupo controle apresentou maior
porcentagem de células sem atividade quando codpa@grupo tratado com 10 mM(9,53
+ 1,45 e 6,87 = 1,40%, respectivamente; Tabel®a@8)mesma forma, as amostras do grupo
controle foram mais susceptiveis a denaturacdoraaatina quando comparadas com as
amostras tratadas com 10 mM de GSH (12,32 + 16584+ 0,62%, respectivamente; Tabela
2). Embora os tratamento com 1 e 5mM néao tenhaenidiif do controle (9,07 + 1,52, 7,85 +
1,07 e 12,32 = 1,54%, respectivamente; Tabelpde-se observar um efeito dose-
dependente de GSH sobre a susceptibilidade da tnanégadenaturacao, isto €, quanto maior
a concentracdo de GSH utilizada, mais resistesteélalas estariam.

O emprego de GSH influenciou positivamente a indegie mitocondrial bem como a
resisténcia da cromatina a desnaturacdo. Segunalad@ne e Ferrari-lliou (1999), a Gpx € a
enzima antioxidante mais abundante em mitoconerigtplasma. Assim, o tratamento com
GSH foi eficiente nos ambientes com maiores comaedés de Gpx. Resultados semelhantes

foram encontrados por Baumber et al. (2003) em aamespermaticas de garanhdes tratadas
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com 10mM de GSH. Neste experimento, os autoreBozggam, por meio do ensaio cometa, o
efeito protetor da GSH sobre o DNA exposto a utesia de geracédo de ROS.

Tabela 2 - Efeito do tratamento com diferentes entra¢cdes de GSH (1mM, 5mM e 10mM)
em sémen ovino criopreservado sobre a integridedeneimbrana (Vitalidade),
integridade de acrossomo (ACRO), atividade mitocahdDAB |, II, 1l e IV) e
fragmentacdo de DNA (SCSA) - Séo Paulo - 2009

Concentracédo de GSH

Controle 1mM 5mM 10 mM

Vitalidade (%) 15,06 +2,38 13,07 +1,9%8 922+1,32 18,31+ 2,15
ACRO (%)  69,84+231 60,40+3,7% 59,09+4,10  62,59+278
DAB | (%) 64,12 +3,75 69,70 + 3,58 60,00 +557 @+ 3,87
DAB Il (%) 16,59 + 1,81 14,73 +1,81 20,75+2,61 9,83 + 2,44
DAB IIl (%) 9,75+1,24 8,57 +1,21 7,31 0,92 6,51,01
DAB IV (%) 9,53 +1,48 7,00+157%  7,00+1,36° 6,87 + 1,48

SCSA (%) 12,32+1,%4 9,07 +1,52 7,85 +1,07 6,64 + 0,62

2P| etras diferentes na mesma linha indicam difereessatisticas (LSD, p<0,05)

Apesar do efeito aparentemente dose-dependenteat@mnento com as diferentes
concentracdes de GSH sobre as substancias reativasido tiobarbitirico (TBARS), tanto
da producao total como a calculada por espermatezdirabela 3), ndo foi observado efeito
significativo deste tratamento. A técnica de TBARSa mensurar o subproduto do ataque
das ROS a lipideos, encontrado no ambiente exttac€NICHI, 2003). Assim, quando este
atague ocorre em componentes de natureza naczépice., proteinas, carboidratos e DNA),
ou no meio intracelular, esta técnica por ndo $ererte. Como pudemos verificar na
avaliacdo convencional e funcional do sémen, a @fidsentou um efeito benéfico, apenas
para a atividade mitocondrial e para a suscemtddle da cromatina espermatica a
denaturacédo, variaveis relacionadas ao meio intdace Desta forma, baseando-se nestes
resultados e na auséncia de efeitos da GSH nas $Bp&demos inferir que, nas amostras

criopreservadas de ovinos, o estresse oxidativaméas importante no meio intracelular.
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Tabela 3 - Efeito do tratamento com diferentes entra¢cdes de GSH (ImM, 5mM e 10mM)
sobre a producao total de substancias reativasido &obarbitarico (TBARS,
ng/mL) e sobre a producdo de substancias reatigasacado tiobarbiturico
(TBARS, ng/16 sptz) em sémen ovino criopreservado submetido esafib
oxidativo pelo ascorbato e o sulfato de ferro - Baolo - 2009

Concentracédo de GSH

Controle 1mM 5mM 10 mM

TBARS (ng/mL) 1292,9 +£252,4213,7 +117,81145,1 + 107,2883,1 + 54,3

TBARS (ng/16 sptz) 19,99 +527  16,12+2,18 1515+2,29 11,23 +1,66

2P| etras diferentes na mesma linha indicam difererssatisticas (LSD, p<0,05)

Foi observada uma correlacdo positiva (r=0,35, @i=0Tabela 4) entre TBARS
(ng/10 sptz) e SCSA. Apesar de, a primeira vista, esteltaslo levar a crer que houve uma
correlacdo entre estresse oxidativo e fragmentdgdaNA, € importante salientar que ambas
as técnicas, submetem os espermatozoides a umodessd representando valores reais e
fisiologicos. Este resultado indica que célulasssaisceptiveis ao estresse oxidativo seriam
mais propensas a lesées em DNA.

Uma explicacdo para as correlagbes negativas eadast entre a porcentagem de
células com membrana integra tanto com TBARFLE sptz; r=-0,39, p=0,02; Tabela 4)
como com SCSA (r=-32, p=0,03; Tabela 4) seriaapglelas com membrana lesada estariam
mais propensas ao ataque das ROS e também, adkes@omatina. Além disso, verificou-se
fortes correlagBes entre células com membranarategatividade mitocondrial (DAB I:
r=0,51, p=0,0002; DAB II: r=-0,38, p=0,0092; DAB:Ir=-0,37, p=0,014 e DAB IV: r=-
0,35, p=0,017; Tabela 4). Uma hipotese para expisges resultados seria as mitocéndrias de
células com membrana lesada estariam mais sugitasdes, o que levaria a liberagdo de
fatores pré-oxidativos e pro-apoptoticos. Casosesédulas sejam submetidas a um estresse
adicional, ocorreria um atague mais agressivo ad\ @ENmesmo a ceélulas vizinhas. Da
mesma forma, Blumer et al. (2007) também verificarana relacdo entre fragmentacdo de
DNA e atividade mitocondrial defectiva. Segundessutores, existe a uma estreita relacéo
entre a disfungéo da atividade mitocondrial caugesdia estresse oxidativo e a fragmentacéo
de DNA.
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Verificou-se que a motilidade correlacionou-se @porcentagem de células DAB llI
(r=-0,36, p=0,015) e com a porcentagem de célulmm enembrana integra (r=0,45,
p=0,0013). Isto comprovaria a influéncia negative atividade mitocondrial altamente
comprometida, possivelmente exacerbada pela les&wethbrana que, por sua vez, levaria a
decréscimo da motilidade. Da mesma forma, as em@es encontradas entre vigor e
motilidade com o SCSA (r=-0,35, p=0,016 e r=-0,280,047, respectivamente), indicariam
que células com comprometimento da cromatina, pelssente causado pelos eventos
citados anteriormente, apresentariam lesfes ox&fatido extensas que levariam entdo, a
diminuicdo de motilidade e vigor. Estes resultashoicam que, provavelmente, a lesdo de

cromatina seria um dos Ultimos eventos causadoso petresse oxidativo.



Tabela 4 — Coeficientes de correlacdo (significancia) entre as variaveis resposta concentracdo de écies reativas ao acido tiobarbitdrico
G g €sp ac €sp
TBARS; ng/mL e ng*10°%), fragmentacdo do DNA (SCSA), ermatozoides classes I, I, Il e IV na avdiacdo da atividade
g g g ac €sp ac
mitocondria (DABI, II, Il e V), ermatozéides com membrana plasmética integra (Vivos), ermatozoides com acrossomo
€sp P €g €sp
integro (POPE), defeitos espermaticos maiores (DEFMA) e menores (DEFME), Motilidade (MOT) e Vigor (VIG) de amostras
€g €esp g
esperméticas de cées, coletadas através de manipulacdo digital e criopreservadas com diferentes concentracbes de GSH (0; 1, 5 e
10mM) — Sdo Paulo— 2009
TBAQ;RS SCSA DAB | DAB 11 DAB 111 DAB IV Vivos POPE DEFMA DEFME VIG MOT
(ng/10° sptz)
TBARS (ng/ml) 0,52 -0,17 -0,20 0,13 0,39 0,27 -0,26 -0,16 0,14 0,17 -0,22 -0,24
9 (0,25) (0,18) (0,39) (0,008) (0,07) (0,08) (0,29) (0,35) (0,26) (0,13) (0,093)
3 0,35 -0,21 0,14 0,14 0,23 -0,36 -0,26 0,24 0,13 -0,21 -0,37
TBARS (ng/10” sptz) (0,02) (0,17) (0,38) (0,38) (0,14) (0,02) (0,09) (0.11) (0,39) (0,17) (0014)
SCSA (%) 0,017 -0,08 -0,12 0,002 -0,32 -0,08 -0,006 0,15 -0,35 -0,29
°. (0,9) (0,59) (0,4435) (0,99) (0,03) (0,59) (0,97) (0,32) (0,016 (0,047)
DAB | (%) -0,82 -0,71 -0,70 0,51 -0,06 -0,25 -0,39 0,03 0,21
(<,0001) (<,0001) (<,0001) (0,0002) (0,70) (0,09) (0,0074) (0,82) (0,16)
DAB 11 (%) 0,29 0,34 -0,38 0,02 0,26 0,17 -0,003 -0,13
(0,06) (0,018) (0,0092) (0,88) (0,08) (0,26) (0,98) (0,39)
0,67 -0,37 -0,10 0,06 0,17 -0,22 -0,36
DAB Il (%) (<,0001) (0,014) (0,52) (0,68) (0.26) (0,15) (0,015)
-0,35 0,21 0,09 0,49 -0,12 -0,24
DABIV (%) (0,017) (0.16) (0.55) (0,0005) (0,40) (0,097)
Vivos (% 0,18 -0,02 -0,08 0,27 0,45
%) 0.23) (0,88) (0,56) (0,062) (0,0013)
o 0,05 0,35 -0,14 0,017
POPE (%) (0.74) (0,015) (0,36) (0,91)
0 -0,01 -0,12 0,02
DEFMA (%) (0,94) (0,39) (0,90)
VIG (1-5) (<?6ggl)

TS
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7 CONCLUSAO

A adicdo do antioxidante Glutationa reduzida (G$bi)fere protecdo ao DNA e a
atividade mitocondrial de espermatozoides de ovswsmetidos a criopreservacao contra

danos causados pelo estresse oxidativo.
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