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RESUMO

SILVA, R. O. C. Efeito da adicio de antioxidantes enzimaticos na criopreservacao do
sémen caprino. [Effect of enzymatic antioxidants on goat cryopreserved semen]. 2011. 83 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

A caprinocultura no Brasil vem crescendo consideravelmente nos tltimos anos. No entanto,
este crescimento € limitado pela qualidade espermdtica pds-descongelamento, o que
inviabilizaria a utilizacdo de biotecnologias aplicadas a reproducdo (e.g., inseminacdo
artificial e transferéncia de embrides). Um dos motivos para a queda na qualidade espermatica
pos-descongelacdo € o ataque das espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem levar a
danos em membrana, acrossomo, mitocondria e DNA. Uma alternativa para a melhora na
qualidade espermadtica de amostras criopreservadas de caprinos seria o tratamento do meio
diluidor com a antioxidantes. No entanto, é fundamental identificar a espécie reativa de
oxigénio mais deletéria ao s€émen de caprinos para determinar o antioxidante ideal. O objetivo
do presente estudo foi identificar a ROS mais deletéria ao s€émen de caprinos e, com isso,
tratar o diluidor com antioxidantes especificos para a destrui¢io da mesma. No experimento 1,
amostras espermdticas de 12 bodes foram submetidas 4 incubacdo com 3 sistemas de
producdo de ROS e um subproduto da peroxidacdo de lipideos, conhecida por também levar a
danos oxidativos. As amostras espermaticas foram submetidas a incubagdo com xantina
(20mM) e xantina oxidase (anion superdxido), sulfato de ferro (4mM) e ascorbato (20mM-
Radical hidroxila), per6xido de hidrogénio (H,O,; 20 mM) e malondialdeido (20 mM). Apds
a incubacdo as amostras espermdticas foram avaliadas quanto a morfologia, motilidade,
membrana (eosina/nigrosina), acrossomo (Rosa Bengala/ Fast Green), mitocondria (3,3
diaminobenzidina) e substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS, avalia a
susceptibilidade do espermatozéide ao estresse oxidativo). Os resultados do experimento 1
indicaram que a ROS mais deletéria ao espermatozdide caprino é o H,O,, que levou a danos
de membrana plasmdtica e mitocondria. Assim, no Experimento 2, o diluidor para a
criopreservacdo do s€émen caprino foi suplementado com catalase e Glutationa Peroxidase

(GPx), antioxidantes enzimadticos responsaveis pela destruicdo do H,O,. A andlise estatistica



dos dois experimentos foi realizada através do SAS system for Windows. Os resultados do
experimento 2 ndo revelaram efeitos benéficos para nenhuma das varidveis e com a utilizagdao
de ambos os antioxidantes. De fato, a catalase apreesntou efeitos deletérios a membrana
plasmética das amostras criopreservadas com 240 UI/mL de catalase quando comparadas ao
controle (13,42+296% e 25,08t4,80% de espermatozdides com membrana integra,
respectivamente). De fato, estudos anteriores indicam que as concentragdes de catalase em
sémen de caprinos sdo extremamente baixas, o que indicaria que o tratamento com as
dosagens utilizadas de catalase pode ter sido excessivo. Além disto, diferentes antioxidantes
aparentemente atuam em diferentes regides do espermatozéide, sendo que, apenas a
combinacdo de diferentes antioxidante poderia ser eficiente. Por outro lado, os resultados do
Experimento 1 foram obtidos em amostras frescas, sendo que provavelmente, em amostras

criopreservadas, a espécie reativa mais deletéria poderia ser outra.

Palavras-chave: Sémen. Caprino. Antioxidante. Espécies reativas de oxigénio.

Criopreservagao.



ABSTRACT

SILVA, R. O. C. Effect of enzymatic antioxidants on goat cryopreserved semen. [Efeito
da adicdo de antioxidantes enzimadticos na criopreservacdo do s€émen caprino]. 2011. 83 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

The goat production in Brazil has grown considerably in recent years. However, this growth is
limited by the post-thaw sperm quality, which would impais the use of biotechnologies
applied to reproduction (e.g., artificial insemination and embryo transfer). One reason for the
decline in sperm quality after thawing is the attack of reactive oxygen species (ROS), which
can lead to damage of membrane, acrosome, mitochondria and DNA. An alternative to
improve the quality of cryoprerved goat sperm samples would be the treatment of the
extender with antioxidants. However, it is crucial to identify the reactive oxygen species more
deleterious to semen of goats to determine the ideal antioxidant. The aim of this study was to
identify the ROS more deleterious to semen of goats and thereby to treat the extender with
specific antioxidants for the destruction of this ROS. In experiment 1, sperm samples from 12
goats were incubated with 3 systems of production of ROS and a by-product of lipid
peroxidation, known to also lead to oxidative damage. The sperm samples were subjected to
incubation with xanthine (20 mM) and xanthine oxidase (superoxide anion), iron sulfate (4
mM) and ascorbate (20mM-hydroxyl radical), hydrogen peroxide (H202, 20 mM) and
malondialdehyde (20 mM). After incubation the samples were evaluated for sperm
morphology, motility, membrane (eosin / nigrosin), acrosome (Rose Bengal / Fast Green),
mitochondria (3.3 diaminobenzidine) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS,
assesses the susceptibility of sperm to oxidative stress). The results of experiment 1 indicated
that ROS most deleterious to the goat sperm is the H,O,, especially due to damages to the
plasma membrane and mitochondria. Thus, in Experiment 2, the extender for
cryopreservation of goat semen was supplemented with catalase and glutathione peroxidase
(GPx), enzymatic antioxidants responsible for the destruction of H,O,. Statistical analyses

were performed using the SAS system for Windows. The results of experiment 2 revealed no



beneficial effects of the use of neither catalase oor GPx. In fact, catalase showed deleterious
effects on the plasma membrane of cryopreserved samples; Samples treated with 240 IU / mL
of catalase showed a lower percentage of sperm with intact membrane when compared with
controls (13.42 + 2.96 £ 4.80% and 25.08%, respectively ). In fact, previous studies indicate
that concentrations of catalase in semen of goats are very low, which indicates that catalase
treatment with the dosages used in the present study may have been excessive. Apparently
different antioxidants work in different regions of the sperm, and only the combination of
different antioxidant could be effective. Moreover, the results of Experiment 1 were obtained
in fresh samples, and probably, in cryopreserved samples, other ROS could be the most

deleterious.

Keywords: Semen. Goat. Antioxidant. Reactive oxygen species. Cryopreserved.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a caprinocultura nacional vem crescendo consideravelmente,
sobretudo em regides que a tradicdo em criacdo de caprinos ndo € muito antiga e o perfil dos
criadores estd sofrendo mudancas consistentes. Observa-se uma transi¢do da atividade de
subsisténcia para um agronegdcio, justificando assim novos investimentos em produtividade,
melhoramento genético e em novas tecnologias de produgdo e reproducdo.

A falta da aplicacdo adequada de biotécnica reprodutiva nos rebanhos pode
comprometer a lucratividade da exploracdo por impedir que o potencial produtivo maximo do
rebanho seja alcancado. Dessa maneira a multiplicagdo dos individuos geneticamente
interessantes para a produc¢do fica prejudicada levando sérios prejuizos ao produtor, que ndo
consegue o melhoramento do seu rebanho da melhor maneira para diluir os custos fixos de
producio.

Biotécnicas como a inseminacdo artificial e a transferéncia de embrides sdo
empregadas, cada vez mais freqlientemente na caprinocultura nacional, visando a exceléncia
dos rebanhos e a multiplicacdo de animais geneticamente superiores, possibilitando uma
producdo mais barata e rentdvel.

A inseminagdo artificial (IA), desenvolvida para o manejo reprodutivo e
melhoramento genético dos animais, pois possibilita a dispersdo de material genético,
favorece testes de progénie, implanta programas de controle zootécnico utilizando
reprodutores de relevancia produtiva, além de prevenir enfermidades reprodutivas (HAFEZ;
HAFEZ, 2000).

A necessidade de produzir grande nimero de descendentes com sémen de bodes
oriundos de criatdrios distantes estimulou o desenvolvimento de técnicas de transporte e
estocagem de s€émen (SALAMON; MAXWELL, 2000).

Com a implantacdo de programas de inseminagdo artificial nos atuais rebanhos, € de
extrema importancia o aperfeicoamento da criopreservacao de células espermaticas. Técnica
esta que possibilita a utilizacdo posterior de s€émen oriundo de reprodutores de localidades
distantes ou pds morten, uma vez que o sémen estocado a -196°C (temperatura do nitrogénio
liquido) permanece vidvel por tempo indefinido (HAFEZ; HAFEZ, 2000).

A criopreservacdo do sémen caprino, assim como todas as espécies de producdo

domésticas, € um dos gargalos da estocagem de gametas e inseminacao artificial.
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O processo de congelacdo promove danos fisicos e metabdlicos aos espermatozdides
provenientes de estresse oxidativo. Recentemente o estudo da associacdo entre as espécies
reativas ao oxigé€nio e a fungdo das células germinativas tem sido reportada pela ocorréncia de
radicais livres do oxigénio no sémen, afetando adversamente a viabilidade dos

espermatozoides.

O estresse oxidativo é o resultado de um desequilibrio entre a concentracdo de
antioxidantes (agentes redutores) e concentracdo radicais livres (agentes oxidantes); este
desequilibrio, muitas vezes, ocorre em virtude de exacerbacao da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (NICHI, 2003).

Assim, a adicdo de anti-oxidantes nos meios de criopreservacdo € uma alternativa
promissora. Estudos realizados incubando amostras de sémen com diferentes Espécies
Reativas de Oxigénio, demonstraram que o s€émen de bodes € particularmente suceptivel ao
peroxido de hidrogénio (SILVA et al, 2010). Portanto, € possivel que a adi¢do dos
antioxidantes enzimaticos catalase e glutationa peroxidase, responsdveis pela destruicdo do

peréxido de hidrogénio, apresentem efeitos positivos e relevantes sobre a qualidade

espermatica apds a criopreservacao.
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2 HIPOTESE

A maior ou menor susceptibilidade do espermatozdide caprino ao estresse oxidativo
depende das diferentes espécies reativas de oxigénio, sendo que o tratamento com
antioxidantes especificos para a destruicdo das espécies reativas mais lesivas melhora a

qualidade espermadtica apds a criopreservacao.
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3 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho € identificar a espécie reativa de oxigénio mais lesiva
ao espermatozodide caprino e se a adicdo de antioxidantes especificos podem proteger as
membranas plasmatica e acrossomal, a atividade mitocondrial a integridade de cromatina e o

status oxidativo de espermatozdides durante a cripreservacao.
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4 REVISAO DE LITERATURA

Nas ultimas décadas a caprinocultura brasileira, atingiu um efetivo de 9.850 milhdes
de caprinos segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica (IBGE, 2009),
produzindo cada vez mais produtos de origem caprina como leite, carne e pele, conquistando
0 15° lugar na producdo mundial leite de cabra, produzindo mais de 140.000 toneladas (FAO,
2006).

4.1  ASPECTOS GERAIS DO SEMEN

A colheita de s€émen na espécie caprina € realizada usualmente através da vagina
artificial, podendo ser utilizada a técnica da eletroejaculacido, ou ainda a menos comum, a

cirtrgica por acesso a cauda do epididimo (KUNDU et al., 2002).

Os espermatozdides sao células especializadas, que possui limitada capacidade de
reparagdo (MCKINNON; VOSS, 1993) e sdo formadas dentro dos tibulos seminiferos dos
testiculos (FRANDSON; WILKE; FAILS, 2005; CUNNINGHAM; KLEIN, 2008).
Desordens na espermatogénese podem ocasionar alteracdes nos parametros dos
espermatozdides no ejaculado ou até provocando quadros de infertilidade (HAFEZ, 2004;
CUNNINGHAM; KLEIN, 2008; GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008). Para que
seja considerado qualitativamente vidvel e potencialmente fértil € necessdrio que, o
espermatozéide possua morfologia, atividade metabdlica e membranas normais. A presenca
de membranas integras é pré-requisito para que os eventos relacionados ao processo de
fertilizacdo, como a capacitagdo espermdtica, penetragdo nos revestimentos do ovdcito,

ligacdo a zona peliicida e fusdo com o odcito possam ocorrer (ARRUDA et al., 2005).

Histologicamente, a célula espermadtica estd subdividida em trés segmentos: cabega,
corpo e cauda (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008). A membrana espermética é

composta basicamente de uma bicamada de lipideos, principalmente os dcidos graxos poli-
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insaturados, em especial o dcido decosa-hexandico (DHA), que sdao de grande importincia
celular, pois conferem as caracteristicas de fluidez, necessaria para os eventos associados a
fertilizacdo, e permeabilidade a membrana (HAFEZ, 2004; CUNNINGHAM; KLEIN, 2008;
GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008). Essa fluidez depende da temperatura, teor
de colesterol e seu grau de saturacdo. Colesterdis saturados garantem maior rigidez, enquanto
os insaturados conferem maior fluidez as membranas (OLLERO; POWERS; ALVAREZ,
2000).

O sémen caprino apresenta particularidades que o diferencia de outras espécies, sendo
a mais importante a sintese e secrecdo de enzimas pelas glandulas bulbo uretrais, liberadas no
plasma seminal (BEZERRA, 2010). De acordo com esses autores, essas enzimas hidrolizam
lecitina, fosfolipidios mais abundante nas membranas plasmaticas, em lisolecitinas e dcidos
graxos, que sao altamente toxicos para os espermatozéides. Dessa forma, as composi¢des
enzimaticas do sémen e dos diluidores seminais do bode assumem grande importancia no

processo de conservagdo do s€men desta espécie.

4.2 CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

7z

Para o sucesso da fertilizacdo € necessdrio a disponibilidade de gametas vidveis e
funcionalmente normais, tanto in vivo quanto in vitro. A criopreservacdo de gametas e
embrides tornou-se um procedimento complementar e essencial para a aplicacdo de
biotécnicas como inseminagdo artificial, fertilizacdo in-vitro, transferéncia de embrides e

engenharia genética (PARKS, 1985).

A criopreservacdo permite o armazenamento de material genético por tempo
indeterminado sob baixas temperaturas (CARDOSO et al., 2005). Esse processo € constituido
de diluicdo, refrigeracdo, congelacdo, armazenamento e descongelacio (HAMMERSTEDT;
GRAHAM; NOLAN, 1990). Durante o resfriamento, os colesterdis se modificam de fase
liquida para fase gel, e durante esta etapa podem ocorrer danos nas estruturas espermaticas

devido ao choque frio que pode provocar um rearranjo nas ultra-estruturas celulares
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(OLLERO et al., 1998). A susceptibilidade ao choque frio se desenvolve quando o
espermatozdide atravessa o epididimo (WATSON, 1995). Os protocolos de criopreservacao
que véem sendo utilizados submetem as células espermdticas a situagdes de estresse,
comprometendo sua viabilidade, apesar da tentativa de preservacdo das estruturas
espermaticas e minimiza¢do dos danos causados pelo choque frio através da interacdo entre
diluidor, crioprotetor, curvas de refrigera¢do, congelaciao e descongelacao (WATSON, 2000;

YOSHIDA, 2000).

No processo de congelagdo, a faixa de temperatura considerada critica para danos no
espermatozodide, fica entre —15 e -50°C. Quando o sémen atravessa esta faixa critica, a
atividade metabdlica cessa e as células permanecem inativas (HOLT, 2000).
Tradicionalmente, o s€émen caprino envasado em palhetas é descongelado a 37 °C durante 12

a 30 s (CABRERA et al., 2005; PURDY, 2006).

Parks e Graham (1992) observaram que o tipo de fosfolipidio predominante na
membrana também influenciava na sensibilidade ao choque frio e que quanto maior o

conteddo de proteina da membrana, mais baixa a resisténcia ao choque frio.

Estudos com bovinos demonstraram que a criopreservacao espermdtica estd associada
ao aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio (BILODEAU et al., 2000). Peris et
al., em 2007 observou a diminui¢do na qualidade espermadtica de sémen criopreservado de
ovinos, em todas as caracteristicas avaliadas, utilizando as técnicas de estabilidade de DNA
(SCSA), peroxidagdo lipidica de membranas (LPO) e caracteristicas funcionais, como

motilidade (CASA), viabilidade (eosina/nigrosina) e integridade de acrossomo (CTC).

Em caprinos a técnica de criopreservacdo vem demonstrando a susceptibilidade a

danos na célula espermética devido ao processo de congelacio (BEZERRA, 2010).
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4.3 TECNICAS DE AVALIACAO DA INTEGRIDADE ESPERMATICA

A falta do procedimento ou critérios da avaliacdo seminal poderd afetar a fertilidade
de todo um rebanho, trazendo prejuizos econdmicos. Em programas de IA (inseminac¢do
artificial), IATF (inseminacdo artificial em tempo fixo), TETF (transferéncia de embrido em
tempo fixo) e TE (transferéncia de embrido), os prejuizos podem ser ainda maiores, visto que
os gastos com farmacos para a sincronizacdo dos estros, bem como para a induc¢do da

ovulacdo das fémeas, além do dispéndio em material, sémen e tempo (ARRUDA et al., 2005).

Caso haja qualquer alteragdo no ambiente espermatico, seja ela por aumento de
temperatura, criopreservacdo, excesso de radicais livres ou até mesmo escassez de
antioxidantes, toda caracteristica estrutural e funcional dos espermatozdides serd afetada,
resultando em alteracdes estruturais do espermatozdide e comprometendo profundamente o

potencial fertilizante das células (RODRIGUES, 2009).

4.3.1 Testes convencionais

Normalmente as avaliagdes laboratoriais realizadas com o objetivo de estimar o
potencial de fertilidade de uma partida de s€men sdo: motilidade espermatica (%); vigor (1-5);
concentracdo espermadtica (milhdes/ml); anormalidades espermaticas (%) e o teste de

termoresisténcia (lento ou ripido) (ARRUDA et al., 2005).

Usualmente, a motilidade e vigor esperméticos sdo estimados de forma subjetiva,
sendo analisados sob microscopia Optica, com uma gota de s€men entre ldmina e laminula,
estimando-se a porcentagem, apenas visualmente. As anormalidades espermadticas sao
avaliadas em esfregacos corados ou cadmara umida, em uma avaliagdo que depende da

habilidade do técnico. Entretanto estudos reportam que esse tipo de andlise manual ¢é
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impreciso, mesmo quando executado por técnicos experientes (NICHI, 2003; RODRIGUES,
2009).

O carater mével dos espermatozdides € um meio facilmente distinguivel de determinar
seu estado fisioldgico, e € amplamente aceito que a boa motilidade € um componente central
para a fertilidade normal (TURNER, 2006). A estimativa da porcentagem de células
espermaticas exibindo movimento progressivo € a avaliagdo mais utilizada durante a andlise
seminal e deve ser superior a 70%, quando se trata de amostra seminal fresca (FONSECA et
al.,, 1997). No entanto, essa avaliacao € considerada, em geral, mais como uma forma de
verificar a viabilidade da célula espermatica do que predizer sua fertilidade, pois, os
espermatozéides podem perder sua capacidade fertilizante, antes mesmo de perder a

motilidade (BARROS, 2007).

Na determinacdo do vigor estima-se a intensidade dos movimentos que acaba
influenciando a velocidade. O mesmo varia de 0, sem movimentos, at€ 5 com movimento
muito intenso (FONSECA et al., 1997). Tal fato faz com que as avaliacdes da motilidade e
vigor por meio visual sejam consideradas como um método subjetivo, mesmo quando feita
por técnicos bem treinados, que apresentam uma boa repetibilidade e confianca nas avaliacdes

(RODRIGUES, 2009).

A concentragdo espermdtica é determinada pela quantidade de espermatozdides
presentes em um dado volume de ejaculado, sendo geralmente expressa em 10%ml
(milhdes/ml); o ndmero total de espermatozoéides no ejaculado obtém-se pela multiplicagdo da

concentracdo espermética pelo volume (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008).

Uma determinagdo acurada do nimero de espermatozdides por volume de ejaculado
especifica o nimero de fémeas que poderdo ser inseminadas. A concentragdo espermatica
pode ser realizada através de hemocitdometro, fotocolorimetro ou espectrofotdmetro, sendo
uma técnica extremamente importante de andlise, j4 que seus parametros variam devido a
fatores como método e frequéncia de coleta, idade do reprodutor e sadde testicular

(GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008; RODRIGUES, 2009).

Para s€émen congelado também € realizado o teste de termo-resisténcia (TTR). A
técnica consiste em submeter o sémen, apds avaliacdo de motilidade e vigor, a temperatura de
38°C/4 horas (TTR lento) ou 45°C/1 hora (TTR rdpido), em banho-maria, aproximando as

condi¢des em que fica exposto no trato genital das fémeas em cio (ARRUDA et al., 1992).
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Posteriormente € novamente mensurado motilidade e vigor, devendo manter no minimo 50%

do valor obtido anteriormente (ARRUDA et al., 1989).

4.3.2 Testes funcionais

Os testes funcionais utilizados neste experimento estdo descritos a seguir.

4.3.2.1 Integridade da Membrana Plasmaética

A membrana plasmética possui um importante papel nos processos de capacitagio e
fertilizacdo do odcito e sua constituicao bioquimica € um dos principais pontos de interesse do
estudo da fisiologia e patologia espermadtica. Teorias sobre a fusdio de membranas
(odcito/espermatozéide) sugerem que sua fluidez é pré-requisito para a funcdo normal da
célula (BARROS, 2007). E responsdvel ainda, pela manutencio do equilibrio osmético e atua
como uma barreira mantendo, assim, diferencas de composi¢do entre 0s meios intra e

extracelulares (NICHI, 2003).

Para avaliar a integridade da membrana plasmatica € utilizada a colora¢do de Eosina-

Nigrosina. Esse método de coloragdo foi descrito por Barth e Oko (1989).

No caso de membranas lesionadas, ocorrem alteragdes de permeabilidade, onde a
eosina consegue penetrar nessas células corando-as de rosa. Os espermatozdides com
membranas plasmaéticas integras nao permitem a entrada do corante, contrastando, portanto,

com o plano de fundo corado pela nigrosina, apresentando-se branca (BARTH; OKO, 1989).

Para realizar essa coloracdo, uma aliquota de s€men deve ser misturada ao corante, na
propor¢do de 1:1, e apds, fazer esfregacos sobre laminas de microscopia. Essas laminas

devem ser analisadas em microscopio convencional sob 6leo de imersao em aumento de 1000
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vezes. Deve-se contar 200 células, que devem ser classificadas como células com membrana

integra (ndo coradas) e ndo integra (coradas) (BARTH; OKO, 1989).

4.3.2.2 Integridade Acrossomal

O acrossomo € um dos principais componentes da célula espermatica, visto ser ele o

responsavel pela fusdo do espermatozéide com o odcito (BARROS, 2007).

Portanto, a integridade acrossomal, bem como a manutencdo de suas enzimas sao
cruciais para que ocorra a fertilizagdo. Dessa maneira, € muito importante aplicar técnicas

seguras de avaliacdo ao se estudar viabilidade espermatica (NICHI, 2003).

A avaliag¢do da integridade da membrana acrossomal pode ser feita observando suas
alteracdes morfoldgicas (microscopia eletronica) ou através de testes funcionais, lancando-se

mao do uso de corantes ou de sondas fluorescentes (RODRIGUES, 2009).

Diante disso, Pope, Zhang e Dresser (1991) desenvolveram um método simples e
rdpido para a coloragdo dessa organela, comprovando sua eficicia para a avaliacdo da
integridade acrossomal. Desde entdo, essa coloragao vem sendo cada vez mais utilizada para

avaliacdo da integridade acrossomal de espermatozéides de diversas espécies (NICHI, 2003).

Para realizar essa coloracdo, uma aliquota de s€men deve ser misturada ao corante, na
propor¢ao de 1:1, e apds, fazer esfregacos sobre laminas de microscopia. Essas laminas
devem ser analisadas em microscopio convencional sob 6leo de imersao em aumento de 1000

vezes (POPE, ZHANG E DRESSER, 1991).

Deve-se contar 200 células, que devem ser classificadas como células com acrossoma

integro (coradas) e ndo integra (ndo coradas) (POPE, ZHANG E DRESSER, 1991).

- Acrossoma intacto: regido acrossomal de coloracdo lilds, levemente mais escura que

a regido pds-acrossomal;



39

- Acrossoma lesionados: regido acrossomal de coloracdo rosa, levemente mais clara

que a regido pds-acrossomal.

4.3.2.3 Atividade Citoquimica Mitocondrial

A mitocondria é responsdvel por aproximadamente 90% da producdo de energia
celular, que ocorre por meio do processo de fosforilacdo oxidativa. Essa organela também ¢é
responsavel pela maioria da producdo enddgena de espécies reativas ao oxigénio (radicais
livres), além disso, € considerada a reguladora central da apoptose celular (CAMARA;

GUERRA, 2008).

O conjunto de a¢des da mitocondria é comandado por aproximadamente 1000 genes,
distribuidos em dois sistemas diferentes presentes nas células de mamiferos que sd@o o genoma

nuclear e mitocondrial (CAMARA; GUERRA, 2008).

A enzima citocromo C-oxidase (CCO), presente nas mitocondrias dos
espermatozoéides, possui um papel fundamental no processo de respiracdo celular e
metabolismo energético das células e, além disso, € pré-requisito para as funcdes osmoticas e

sintéticas, motilidade e manutengdo da estrutura celular (NICHI, 2009).

A técnica citoquimica, para avaliar a atividade mitocondrial dos espermatozoides,
desenvolvida por Hrudka (1987) € baseada na oxidacdo da 3,3’ diaminobenzidina (DAB) pelo
Complexo Citocromo C, através de uma reagdo em cadeia na qual o reagente € polimerizado e
se deposita na mitocondria. Essa deposi¢do pode ser identificada através de microscopia
convencional devido a coloragdo marrom da mitocondria formada por esse complexo. Para
realizar essa técnica, adiciona-se uma aliquota de 25 L. de amostra incubada juntamente com
25 uL de DAB, a 37° C, por uma hora. Apds a incubacdo, sdo confeccionados esfregacos em
laminas de vidro e fixadas em formol a 10% por 10 minutos. Posteriormente as laminas sdo

secas ao ar sob protecdo da luz.
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A atividade mitocondrial € avaliada segundo descrito por Hrudka (1987), em que as
laminas sdo observadas em microscopio de contraste de fase, sob aumento de 1000 vezes, em
imersdo. Sao contados 200 espermatozdides por 1amina, e sdo classificados de acordo com o

grau de coloracao da peca intermedidria em 4 classes:

- Classe I: Células espermdticas com peca intermedidria totalmente corada indicando

alta atividade mitocondrial.

- Classe II: Células espermdticas com mais da metade ou metade dos segmentos

corados (ativos) indicando atividade mitocondrial média a alta.

- Classe III: Células espermdticas com menos da metade dos segmentos corados

indicando baixa atividade mitocondrial.

- Classe IV: Células espermaticas com peca intermedidria totalmente descorada

indicando auséncia de atividade mitocondrial.

4.3.2.4 Integridade de DNA

Espermatozéides com dano de DNA podem ser capazes de fertilizar o odcito. A
questdo que permanece ¢ em relacdo ao efeito que esse dano causa no embrido e no

desenvolvimento fetal (SAKKAS; ALVAREZ, 2010).

Quando o DNA espermdtico apresenta pouca fragmentacdo, o odcito e o embrido
possuem mecanismos capazes de reparar esses danos gerando um individuo normal (NICHI,
2003; GASCA, et al.,, 2007). A habilidade do odcito em reparar um dano de DNA ird
depender da qualidade do citoplasma e do genoma deste odcito (SAKKAS; ALVAREZ,
2010).

Um odcito fertilizado por um espermatozédide que apresenta uma alta fragmentacao de

DNA pode ter como consequéncia morte embriondria e abortamento (TESARIK; GRECO;
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MENDQOZA, 2004) ou aparecimento de doengas congénitas em geracdes futuras (NICHI,
2003).

E de extrema importancia que sejam realizados testes para avaliar a integridade do
DNA espermatico, ja que estudos demonstram que espermatozéides que possuem organizagao

anormal da cromatina é mais frequente em machos subférteis e inférteis (BARROS, 2007).

Uma hipoétese para explicar a fragmentagdo de DNA seriam as mitocondrias de células
com membrana lesada estariam mais sujeitas a lesdes, o que levaria a liberacdo de fatores pro-
oxidativos e pré-apoptoticos. Caso estas células sejam submetidas a um estresse adicional,
ocorreria um ataque mais agressivo ao DNA e mesmo a células vizinhas. Da mesma forma,
Blumer et al. (2008) também verificaram uma relacao entre fragmentacao de DNA e atividade
mitocondrial defectiva. Segundo estes autores, existe a uma estreita relacio entre a disfungdo

da atividade mitocondrial causada pelo estresse oxidativo e a fragmentacdo de DNA

Um dos métodos utilizados para detectar fragmentagdo do DNA espermético € através

da técnica de estabilidade de DNA (SCSA).

4.4 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo refere-se ao desequilibrio entre o nivel de produgdo de espécies
reativas ao oxigénio (ROS) e o grau de protecdo dos mecanismos antioxidantes (BARROS,

2007).

Uma das hipéteses para a diminuicdo da qualidade do sémen dos animais submetidos
ao estresse térmico ¢ uma maior producdo de Espécies Reativas ao Oxigénio (ROS) que sdo
radicais livres (dtomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons despareados) (NICHI,

2003; ARRUDA et al., 2005; RODRIGUES, 2009).

O processo de peroxidacdo lipidica inicia-se na presenga de ROS, que ao ter contato
com os 4cidos decosa-hexandicos da membrana espermaética, retiram um hidrogénio de uma

dupla ligacdo, transformando-o em radical livre, que por sua vez ird agir em outro acido
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decosa-hexandico. Esse processo desencadeia a cascata de peroxidagdo, causando lesdes na
membrana plasmadtica, com perda de fluidez e de sua capacidade de regular a concentracdo
intracelular de fons envolvidos no controle do movimento espermatico e, por fim, perda da
sua funcdo de fertilizacio (MAIA; BICUDO, 2009). A geracdo de radicais livres também
pode atingir o DNA do nucleo espermatico, promovendo fragmentacao. Essa fragmentacdo é
comumente observada nos espermatozoides de individuos inférteis e ha fortes evidéncias que
esses danos mediados pela a¢do dos radicais livres sejam induzidos por estresse oxidativo

(NICHIL, 2003).

Em condig¢des de normalidade do metabolismo celular aerébico, o oxigénio molecular
(O,) sofre redugdo, resultando na formagdo de H,O. Durante esse processo, sdo formados

intermedidrios reativos (radicais livres) (MAIA; BICUDO,2009).

Entre as ROS, as mais importantes s@o o radical hidroxila (OH’), o &nion superéxido
(O7), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e o 6xido nitrico (NO,) (NICHI, 2003; BARROS,
2007).

O anion superoxido, gerado a partir de uma molécula de oxigénio pela adicao de um
elétron, apesar de ser um radical livre, ndo € altamente reativo, pois ndo consegue penetrar em
membranas lipidicas, ficando restrito ao compartimento onde € produzido. O anion
superoxido parece ser o produto primdrio do sistema de producdo de ROS, gerando o

perdéxido de hidrogénio apds uma reagao de dismutase (RODRIGUES, 2009).

A formagdo de super6xido acontece espontaneamente, especialmente no meio
aerébico, rico em elétrons, préoximo a membrana mitocondrial interna, que ocorre devido ao

escape de elétrons da cadeia respiratéria (NORDBERG; ARNER, 2001).

O per6xido de hidrogénio (H,O;) ndo é um radical livre, mas € um metabdlito do
oxigénio extremamente deletério porque participa como intermedidrio na reacdo que produz o
radical OH". E gerado a partir da dismutacdo enzimdtica do O, pela superéxido dismutase,

tem vida longa e é capaz de atravessar membranas biolégicas (MAIA; BICUDO, 2009).

O radical hidroxila € considerado o radical mais reativo em sistemas biolégicos, sendo
capaz de causar mais danos do que qualquer outra ROS. E formado a partir do peréxido de
hidrogénio, em uma reagfo catalisada por fons metais (Fe™ ou Cu"), denominada reagio de

Fenton. O OH reage rapidamente com biomoléculas e pode desencadear a peroxida¢do dos
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lipidios na membrana plasmatica do espermatozdéide (ARUOMA et al.,1989; RODRIGUES,
2009; NICHI, 2003).

O o6xido nitrico apresenta aspectos similares ao O, visto que ndo reage diretamente
com as biomoléculas apesar de seu elétron despareado. O NO™ reage facilmente com outros
radicais livres, gerando principalmente radicais menos reativos, funcionando entdo, como um
antioxidante. Porém, se O, for produzido em grandes quantidades paralelamente com o NO,
ambos reagem produzindo o peroxidonitrito (OONQO), altamente citotéxico (HALLIWELL,;
GUTERIDGE, 1989).

O mecanismo bioquimico responsavel pela produ¢ao de ROS pelos espermatozdides
ainda nao esta totalmente elucidado (NICHI, 2003). Aitken (1994) sugere que a nicotinamina
adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) seja a principal fonte de elétrons
responsavel pela producdo de O, pelo espermatozdide humano com o possivel envolvimento

do sistema NADPH-oxidase como ocorre em outros tipos de células.

Os espermatozdides s@o altamente susceptiveis aos danos causados pelas ROS. Isso
ocorre devido a sua membrana plasmadtica possuir uma alta quantidade de dcidos graxos poli-
insaturados, que sdo extremamente sensiveis ao ataque das ROS, e devido a baixas
concentracdoes de enzimas antioxidantes, ja4 que seu citoplasma € muito reduzido (NICHI,

2003; BARROS, 2007).

A produgdo de ROS pelos espermatozdides € um processo fisiolégico normal, sendo
importante para a regulacdo da taxa de hiperativagdo, para a ocorréncia da reagao acrossomica

e para a fusdo entre o espermatozéide e o odcito (SENGOKU et al., 1998; NICHI, 2003).

Embora a geragao controlada de ROS tenha fung¢des fisiologicas em diferentes tipos de
células, altas concentracdes delas sdo prejudiciais as fungdes celulares podendo danificar
todos os tipos de biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipideos. Distirbios no balango
oxidante-antioxidante levam ao estresse oxidativo, que, em principio, pode ser causado por
reducdo na quantidade de antioxidantes nos sistemas de defesa celular ou por produgdao

elevada de ROS (HALLIWELL;GUTERIDGE,1999).

A geracdo de altas quantidades de ROS no sémen estd associada ao declinio do
metabolismo de energia do espermatozdide, na motilidade e na viabilidade espermdtica e a

fragmentacdo do DNA em cavalos, touros, carneiros, bodes e homens (NICHI, 2003).



44

A produciao espermitica de ROS ocorre principalmente por células morfologicamente
anormais e , dentre essas, especialmente as células que possuem residuos de citoplasma (gotas
proximal e distal). Acredita-se que a presenca desse citoplasma residual aumentaria a

capacidade dessas células imaturas de gerar NADPH, que serve como fonte de elétrons para a

producdo de ROS (NICHI, 2003; RODRIGUES, 2009).

Outros fatores responsdveis pela maior producdo de ROS pelas células espermaticas
imaturas, seria um aumento na disponibilidade de enzimas ligadas & membrana, responséaveis
pela producdo de ROS e, possivelmente, pela falha na elaboracdo de inibidores intrinsecos na

atividade redutora da membrana plasmatica (BARROS, 2007).

Espermatozéides imdveis e espermatozdides morfologicamente normais, porém,
funcionalmente anormais, também sao fontes de ROS (NICHI, 2003). Rhemrev et al. (2001),
verificaram que a producdo de ROS por espermatozdides imodveis, funcionalmente e/ou
morfologicamente anormais ocorre, provavelmente devido a inativacdo dos sistemas

antioxidantes dessas células.

Defini-se um antioxidante como qualquer substancia que, quando presente em baixas
concentracdes, quando comparadas com as de um substrato oxidédvel, retarda ou previne

significativamente a oxidacao desse substrato (HALLIWELL; GUTTERIDGE,1989).

O espermatozdide conta com um sistema enzimatico de defesa antioxidante, que inclui
superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(GR) , bem como os antioxidantes ndo enzimaticos como: acido ascérbico e alfa-tocoferol
(AITKEN,1994). No meio extracelular, ele é protegido pelo plasma seminal que contém
antioxidantes, enzimaticos € nao enzimaticos, como o acido ascorbico, acido urico, albumina

e outras proteinas, catalase, SOD, glutationa, taurina, hipotaurina e vitamina E (NICHI, 2003).

Os antioxidantes protegem a célula através da prevencgdo, da interceptacao e do reparo

das reacdes de oxidagao (RODRIGUES, 2009).

A prevengdo na formagao de ROS tem como o principal meio de controle a quelacdo
de metais de transi¢do, que, por sua vez, ao se desprenderem dos produtos da reducdo do
oxigénio, produzem oxidantes secunddrios ainda mais reativos como o radical hidroxila

(BARROS, 2007).
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A interceptacdo das ROS estd relacionada com a quebra da reagdo que ocorre com 0s
radicas livres para a formacao de produtos oxidantes, sendo que essa quebra deve resultar em

produtos finais nao radicais, ou seja, sem elétrons despareados (NICHI, 2003).

O reparo dos danos causados pelas espécies reativas ao oxigénio, no caso dos
espermatozodides, se torna impossivel na falta de sistemas de enzimas citoplasmaticas

necessdrias a essa fungdo (BARROS, 2007; RODRIGUES, 2009).

A producdo de ROS leva a ocorréncia da peroxidacdo lipidica no espermatozdide,
causando acumulo de hidroperéxidos lipidicos na membrana espermadtica, que posteriormente
formam o malondealdeido (MDA), permanecendo nos fluidos corporais, podendo ser usado
como marcador de peroxidacdo lipidica. Dentre os diferentes métodos analiticos, a reacdo
com o 4cido 2-tiobarbiturico (TBA) é o mais utilizado, em que reacdo do MDA com o TBA
forma um composto que pode ser mensurado através de absorbancia e florescéncia, sendo
esses produtos chamados de substincias reativas ao 4cido tiobarbitirico (TBARS)

(JANERO,1990).

Zalata et al., em 1998, estudaram o efeito do estresse oxidativo induzido, através da
peroxidacao lipidica dos acidos graxos que compdem os espermatozoéides, e notaram que o
aumento da produg¢do de TBARS estava associado com uma diminui¢do significativa dos
acidos graxos poli-insaturados.

Um ano mais tarde, Zabludovky et al. (1999) verificaram que os niveis de TBARS
foram significativamente maiores nas amostras que possuiam taxa de fertilizagdo igual a zero,

quando comparadas com as amostras com taxa de fertilizacdo maior que zero.

As determinagdes baseiam-se na metodologia descrita por Ohkawa, Ohish e Yagi
(1979), que tem como fundamento a reagdo de duas moléculas de 4cido tiobarbittirico (TBA)
com uma molécula de malondialdeido (MDA), que s6 ocorre em pH acido entre 90° e 100°C,
mensurando apds incubag¢do a concentragdo de espécies reativas ao dcido tiobarbitidrico
(TBARS) através da espectrofotometria, verificando a susceptibilidade do espermatozéide ao

estresse oxidativo.



Material e Métodos
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5 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 bodes adultos, com idades entre 1 e 7 anos, da raca Saanen,
localizados na regido de Pocos de Caldas-MG. Estes animais sdo criados em regime de semi-
confinamento em baias de 4 m* com pé direito de 2m, em estacio reprodutiva. Foram colhidos
2 ejaculados de cada reprodutor pelo método de vagina artificial, utilizando um outro
reprodutor como manequim para que o bode efetue o salto e o s€émen coletado de uma forma
mais natural possivel, ndo deixando o método da coleta interferir nas caracteristicas seminais.

Cada amostra foi fracionada em 7 aliquotas de 200 ul. Cada fracao foi diluida no meio
(tris-gema-citrato com glicerol) para criopreservacdo contendo 0 (controle negativo), 1, 5 e 10
Ul/ml de glutationa peroxidase e 60, 120 e 240 Ul/ml de catalase. Para avaliagdo dos
tratamentos foram descongeladas 2 palhetas de cada tratamento. A avaliacdo do sémen
constitui-se de andlise computadorizada de s€émen (CASA), morfologia espermética pelo
metodo de camara imida, testes funcionais (eosina-nigrosina para membranas, fast-green/rosa
bengala para acrossomo, 3-3’diaminobenzidina para atividade mitocondrial e SCSA para
susceptibilidade a desnaturagdo de cromatina) e indice de peroxidacdo lipidica pela

quantificacdo da malondialdeido por espectrofotometria.

5.1 COLETA DO SEMEN

Duas semanas antes do inicio do experimento, os animais foram treinados e colocados
em regime de coleta de s€men didria. As coletas foram realizadas pelo método de vagina
artificial e o manequim utilizado foi uma cabra com deteccdo de estro ou estrogenizagdao
prévia para colheita de sémen por vagina artificial.

A vagina artificial foi preparada com dgua aquecida a 45°C dentro de mucosa de latex

e com tubo de 50 mL descartdvel acoplado. Foi coletado sémen, referente a duas montas de
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cada reprodutor, a fim de aumentar a quantidade de sémen para a realizacdo do Experimento I

e Il

5.2 EXPERIMENTO 1

O experimento 1 visava verificar qual espécie reativa de oxigénio mais lesiva ao

espermatozdide caprino.

5.2.1 Processamento do sémen

Imediatamente apds a obtengdo de uma amostra, foi realizada uma andlise
microscOpica, com a finalidade de qualificacio do ejaculado quanto a presenca de
turbilhonamento e motilidade subjetiva maior ou igual a 70%. Ejaculados que ndo
obedecessem estas premissas seriam descartados.

Os ejaculados obtidos de um animal foram divididos em 4 aliquotas de 200 ul. As
fracdes foram entdo submetidas a 3 mecanismos de producdo de espécies reativas de oxigénio
e a incubacdo com um subproduto da peroxidacdo lipidica, agente extremamente lesivo ao
espermatozoéide. Para a producio do anion superéxido foi utilizado o sistema xantina-xantina
oxidase. A producdo do radical hidroxila foi induzida através da incubacdo das células
espermaticas com sulfato de ferro (4mM) e ascorbato (20mM). O peréxido de hidrogénio e o

malondialdeido (produto da peroxidacdo lipidica) foi utilizado diretamente, na concentragdao

de 20 mM. Todas as incubagdes foram realizadas por 1 hota.
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5.3 EXPERIMENTO 2

O experimento 2, baseando-se nos resultados encontrados no experimento 1, visava
verificar se o tratamento antioxidante com Catalase e Glutationa Peroxidase (GPx)

protegeriam o espermatozdide caprino durante a criopreservagao.

5.3.1 Processamento do sémen

Imediatamente apds a obtengdo de uma amostra, foi realizada uma andlise
microscépica, com a finalidade de qualificacdo do ejaculado quanto a presenca de
turbilhonamento e motilidade subjetiva maior ou igual a 70%. Ejaculados que ndo
obedecessem estas premissas seriam descartados.

Os ejaculados obtidos de um animal foram divididos em 7 aliquotas de 200 ul. Cada
fracdo foi diluida no meio (tris-gema-citrato com glicerol) para criopreserva¢do contendo 0
(controle negativo), 1, 5 e 10 Ul/ml de glutationa peroxidase e 60, 120 e 240 Ul/ml de
catalase. Apos as aliquotas estarem diluidas com seus respectivos meios, foram envasadas em
palhetas de 0,5mL e raqueadas. As mesmas foram submetidas a uma curva de resfriamento de
-0,2°C/min até atingirem 5°C em geladeira convencional. Apés uma hora de incubagdo, as
raques foram acondicionadas sobre um suporte mantido a 4 centimetros do nitrogénio liquido
em caixa de isopor por 20 min. Decorrido este tempo as palhetas foram imersas no nitrogénio
e estocadas em botijao criogénico. As amostras foram descongeladas em duplicidade (para se
evitar um possivel efeito de palhetas), em banho-maria, com 4gua aquecida a 37°C por 30”.
Ap06s as descongelacdo o conteido das palhetas foi transferido para microtubos de 2,0 mL
contendo 1mL de PBS aquecida a 37°C.

As amostras foram centrifugadas a 800g por 5 minutos e ressuspensas em PBS para a
remog¢ao do diluidor. Este procedimento foi realizado duas vezes antes das amostras serem
processadas com a finalidade de isolar possiveis substratos para oxidagdo, constituintes do
meio para criopreservagao (p.ex gema de ovo), de modo a prevenir que os resultados fossem

mascarados pela peroxidacao de lipidios ndo inerentes aos espermatozdides.
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54 AVALIACOES CONVENCIONAIS

As avaliacdes convencionais empregadas neste trabalho foram: motilidade e vigor e

morfologia espermatica.

5.4.1 Avaliagcao da motilidade espermadtica

A motilidade foi entdo classificada, numa escala entre 0 e 100%, segundo a propor¢ao
de espermatozdides moveis nos campos observados sob aumento de 100 vezes em
microscopio convencional, sendo 0% para nenhum espermatozéide mével no campo e 100%

para todos os espermatozdides moveis.

5.4.2  Avaliagdo do vigor espermdtico

O vigor, foi avaliado quanto ao movimento progressivo dos espermatozéides numa
escala de 0 a 5, na qual, O representa auséncia de movimento e 5 representa movimentos

progressivos intensos (WALTON, 1949).

5.4.3 Avaliacdo da morfologia espermdtica

A avaliacdo morfoldgica dos espermatozdides foi realizada pelo método de camara
umida; uma aliquota de SulL de cada amostra do ejaculado in natura, foram diluidos em
1995uL de solucdo de formaldeido-salina (diluicdo de 1: 400); 15ul. de cada amostra ja

fixada foram colocados sobre lamina e cobertos com laminula; a avaliacdo foi feita através de
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microscopia diferencial de fase em aumento de 1250 vezes; 200 células foram computadas e a

porcentagem de cada defeito foi aferida.

5.5 TESTES FUNCIONAIS

Os testes funcionais utilizados neste experimento foram a avalia¢do da integridade das
membranas acrossomal e plasmdtica, avaliacdo da atividade citoquimica mitocondrial e

avaliacdo da integridade da cromatina espermatica.

5.5.1 Avaliagdo da integridade acrossomal

Visando monitorar os possiveis danos causados durante a congelacdo das amostras, a
técnica da Coloracdo Simples de Pope (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991) foi utilizada para
a avaliacdo da integridade estrutural da membrana acrossomal. Para tanto, uma aliquota de
cada amostra (Sul) foi adicionada ao Corante Simples de Pope (Sul), sendo a mistura
incubada por 70 segundos. Apds incubagdo, foram feitos esfregacos sobre laminas de
microscopia, os quais foram analisados em microscépio convencional sob aumento de 1000
vezes. Foram contadas 200 células por lamina, classificadas como: Acrossomo Integro: regido
acrossomal de coloracdo lilds, levemente mais escura que a regido pds-acrossomal;
Acrossomo Nao-integro: regido acrossomal de coloracdo rosa, levemente mais clara que a

regido pos-acrossomal (Figura 1).
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Figura 1- Espermatozéides com colora¢do de POPE (arquivo do L.A.)

5.5.2 Avaliagdo da integridade da membrana plasmdtica

Para a avaliagdo da integridade da membrana plasmatica, foi utilizada a colorag¢do de
Eosina-Nigrosina (E/N) segundo Barth e Oko (1989). Nesta colorag¢do, por alteracdes na
permeabilidade das membranas dos espermatozdides, a eosina cora estas células de rosa. Os
espermatozéides com membranas integras ndo permitem a entrada do corante, portanto,
contrastando com o plano de fundo tomado pela coloracdo escura da nigrosina, as células
aparecem brancas. Desta maneira, uma aliquota de s€émen (5pl) foi misturado ao corante na
propor¢do de 1:1 e realizados esfregacos sobre laminas de microscopia. As laminas foram
analisadas em microscopio convencional sob aumento de 1000 vezes. Foram contadas 200
células por lamina, classificadas como células com membrana integra (ndo coradas) e ndo

integra (coradas) (Figura 2).
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Figura 2-Espermatozéides corados com Eosina / Nigrosina (arquivo L.A.)

5.5.3 Avaliagdo da atividade mitocondrial

Segundo Hrudka (1987), a enzima Citocromo C-Oxidase (CCO) tem um papel
fundamental no processo de respiragdo celular e metabolismo energético das células, além de
ser pré-requisito para manutencdo das fungdes osmdtica e sintética, motilidade e integridade
da estrutura celular. A técnica citoquimica desenvolvida por este autor baseia-se na oxidagdo
da 3,3'-diaminobenzidina (DAB) pelo Complexo Citocromo C, o que inclui a CCO. Através
de uma reacdo em cadeia, o0 DAB ¢é polimerizado e se deposita nos locais onde ocorre a
reacdo, ou seja, nas mitocondrias. Esta deposicdo pode ser identificada através de microscopia
convencional pela sua coloragdo marrom. Desta maneira, € possivel descrever o declinio
espontaneo da CCO ocasionado por tratamentos fisicos e/ou quimicos a que os
espermatozdides sdo submetidos.

Para realizacdo desta técnica, uma aliquota de 25 pl de amostra foi incubada com
25uL. de DAB (Img/ml de PBS), a 37°C, por uma hora. Apds incubagdo, foram feitos
esfregacos em lamina de vidro e estas fixadas em formol a 10% por 10 minutos. As laminas
foram entdo lavadas e secas no ar sob protecdo da luz.

A atividade citoquimica da mitocondria espermatica foi avaliada segundo descrito por

Hrudka (1987). Desta maneira, as laminas foram observadas em microscépio de contraste de
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fase, sob aumento de 1000 vezes, em imersdo. Foram contados 200 espermatozéides/lamina e
classificados de acordo com a quantidade de corante visualizada na peca intermedidria em 4

classes (Figura 3):

1 Classe I células espermdticas com peca intermedidria totalmente corada, alta
atividade mitocondrial (DAB I);

2 Classe II: células espermdticas com segmentos corados (ativos) e nao-corados
(inativos), havendo predominéncia dos ativos (DAB II);

3 Classe III: células espermadticas com segmentos corados (ativos) e nao-corados
(inativos), havendo predominancia dos inativos (DAB III);

4 Classe IV: células espermdticas com peca intermedidria totalmente descorada, sem

atividade mitocondrial (DAB IV).

/ Classel Classe IV
‘h"“‘-._‘_. o
—

Classe Il

Classe Il

Figura 3-Grau de coloracdo da pega intermedidria da célula espermadtica (Arquivo pessoal L.A.)

5.5.4 Ensaio da estrutura da cromatina espermdtica (SCSA)

Para o Teste de SCSA, foi utilizada metodologia proposta por Evenson et al. (1999).
Para isso, uma palheta de sémen de cada tratamento foi avaliada por citometria de fluxo. O
sémen foi descongelado em banho-maria (37°C/30 segundos) e diluido em tampao TNE na
concentracdo de 2 x 10° células/ml. Um volume de 0,1 ml da diluicao foi incubado com 0,2

ml de solugado detergente (1% de Triton X-100) por 30 segundos para permitir o acesso da LA
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ao DNA espermadtico. Apds este periodo o s€men foi incubado com 0,6ml de solu¢dao de LA
(6pg/ml). As amostras foram analisadas utilizando o citometro de fluxo Guava EasyCyte, com
excitacdo de 488 nm e 15 mW. A avaliacdo da LA foi feita baseada na diferenca entre a
fluorescéncia emitida pelos espermatozdéides com DNA integro (dupla fita), que emitem
fluorescéncia verde e os com DNA fragmentado (fita simples), que emitem fluorescéncia

vermelha.

5.5.5 Avaliagdo da resisténcia ao estresse oxidativo

A avaliacdo foi realizada com base na metodologia proposta por Ohkawa, Ohish e
Yagi (1979), que tem como fundamento a reacdo de duas moléculas de acido tiobarbitdrico
com uma molécula de malondialdeido (MDA), subproduto da peroxidagcdo de lipideos. Foi
empregado um sistema gerador de ROS com posterior mensuracdo da concentracdo de
espécies reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS) através da espectrofotometria,
mensurando-se, portanto, a susceptibilidade das células a peroxidacao lipidica.

A cada amostra descongelada, uma aliquota de 400 pl da amostra, foi incubado (90
minutos 37°C) com o sistema de geracdao de ROS, ja descrito, constituido por dcido ascérbico
(20mM) e o sulfato de ferro (4mM). Apds o periodo de incubagio, foram adicionados 1200uL
de solugdo de acido tricloroacético a 10% (TCA) e centrifugadas por 15 minutos, a 15°C e
5.000g, com a finalidade de separagdo de proteinas precipitadas.

Aliquotas de 1000puL de sobrenadante foram colocadas em tubos de ensaio juntamente
com 1000 pL de &4cido tiobarbitirico a 1% (TBA). Os tubos contendo esta solu¢ao foram
incubados em banho-maria (100°C) por 15 minutos e resfriados imediatamente em banho de
gelo, com a finalidade de interrup¢do da reacdo termo-dependente. A concentracdo de
TBARS foi quantificada através de leitura em espectrofotdmetro, num comprimento de onda
de 532nm. Os resultados foram comparados com uma curva padrao, feita previamente, com
malondialdeido. A MDA ¢ uma das principais substidncias que reagem com o &cido
tiobarbitdrico e a concentracdo de TBARS € determinada utilizando-se o valor 1,56 x 10° x
M-1 mL-1 como coeficiente de extincdo molar do malondialdeido. A concentragdo de
TBARS nas amostras foi expressa em nanogramas de TBARS por 1x10° espermatozodides

(ng/10° sptz).
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa SAS System for Windows (2000).
Através do aplicativo Guided Data Analisys, os dados foram testados quanto a normalidade
dos residuos e homogeneidade das variancias. Caso ndo obedecessem a estas premissas foram
transformados (logaritmo na base 10 — Log10 X; Raiz quadrada — RQ X; Quadrado — X2) e se
a normalidade ndo fosse obtida empregava-se entdo, o procedimento NPARIWAY de andlise
de variancia ndo paramétrica. Diferengas significantes para os dados paramétricos foram
avaliadas através do teste Least Square Differences (LSD). Para descricdo dos resultados,
foram empregados os erros padroes das médias e as médias (média + erro padrdo da média)
dos dados originais; e os niveis de significancia (p) dos dados originais, quando obedecessem
as premissas: dos dados transformados, quando necessdria a transformacdo; e dos dados
analisados através da andlise ndo paramétrica, quando ndo obedecessem as premissas € nao
houvessem transformacgdes possiveis. A varidvel classificatoria utilizada foi a concentragdo de
GSH (0, 1, 5 e 10mM). As varidveis motilidade, vigor, porcentagem de células com
acrossomo integro (ACRO), porcentagem de células com defeitos maiores (DEFMA),
menores (DEFME) e totais (DEFTOT) obedeceram as premissas niao sendo necessarias
transformacgdes.

As varidveis porcentagens de células DAB IV e substincias reativas ao acido
tiobarbitdrico por espermatozéides (TBARS) obedeceram as premissas apds a transformagao
de seus valores para o logaritmo na base 10. As varidveis porcentagens de células DAB II e
III, assim como a porcentagem de espermatozdides com membrana integra (VIT) obedeceram
as premissas apds a transformacdo de seus valores a raiz quadrada. As varidveis resposta
porcentagem de células DAB I, substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico por mL (MDA) e
porcentagem de células com fragmentacdo de DNA (SCSA), obedeceram ds premissas apds a
transformacgdo de seus valores para o quadrado, o inverso e o inverso da raiz quadrada,
respectivamente. O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipétese de nulidade) foi
de 5%, isto é, para um nivel de significAncia menor que 0,05, considerou-se que ocorreram
diferencas estatisticas entre as varidveis classificatorias (concentragcdes de GSH) para uma

determinada varidvel resposta. Por serem todas paramétricas, as varidveis foram analisadas
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através da correlacdo de Pearson, sendo os resultados expressos através do coeficiente de

correlagdo (r) e seu nivel de significancia (p).



Resultados e Discussao
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo apresentados separadamente, de acordo com a

metodologia apresentada.

6.1 INDUCAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Os resultados referentes ao efeito dos diferentes mecanismos indugao do estresse

oxidativo de serdo apresentados nas tabelas 1, 2, 3 e 4 e na figura 4.
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Tabela 1- Efeitos das inducdes com diferentes espécies reativas de oxigénio e do subroduto da peroxidagio
lipidica (Anion: anion superéxido; H,O,: peréxido de hidrogénio; Hidroxila: radical hidroxila;

MDA: malondialdeido) nas alteracdes morfolégicas em s€men de caprinos. Pogos de Caldas, MG

Anion H,0, Hidroxila MDA
Estreita na base 0,25 £025 0,08 £ 0,08 0,08 £0,08 0,25£0,13
Piriforme 0 0 0 0
Contorno 0,08 £ 0,08 0,75+£0,53 0,50 £0,23 0,50+ 0,50
Subdesenvolvida 0,08 £ 0,08 0,08 £ 0,08 0 0
Acrossomo 0 0,16 +0,16 0 0
Superficie Anormal 0° 0° 0° 0,33 +0,19°
Peca Intermediéria 0 o° 0,17 +0,11° 0°
Cauda Dobrada c¢/Gota 0,25+0,18° 0,66 + 0,39* 1,33+ 0,37* 0,25+0,13°
Cauda Forte Enrrolada 2,42+ 1,03 1,08 £ 0,48 1,33+ 0,50 1,42+ 0,64
Cauda Forte Dobrada 325+ 1,17 3,00£0,74 1,75+ 0,44 4,00+ 1,34
Fratura de Cauda 0,08 £0,08 0,08 £0,08 0 0,17 £0,17
Cabega Destacada 0 0 0,08 £ 0,08 0,08 + 0,08
Cauda Destacada 0,17%0,11° 0° 0° 0°
Gota Proximal 0,58 £0,26 0,33 £0,26 0,33 10,14 0,08 £ 0,08
Cabeca Estreita 0,25 +0,25 0,42 +0,34 0,17+0,17 0,33+ 0,26
Cabeca Gigante 0 0 0 0
Abaxial 0 0 0 0
Cabeca Pequena Normal 0,08 £ 0,08 0,25+0,18 0 0
Cabeca Solta Normal 0,67 0,31 1,00 £ 0,39 0,67 0,43 0,92 +0,47
Retro Axial 0,08 £ 0,08 0 0,17£0,11 0
Cauda Enrrolada 3,50+1,14 3,08 £0,77 2,33 +0,57 2,50+ 0,83
Cauda Dobrada 4,17 0,68 2,33+0,74 3,17+ 0,89 2,83 £0,80
Gota Distal 1,91 +0,80 2,17+1,21 1,25+0,35 1,17 £ 0,67

a,b,c: letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05)
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Tabela 2- Efeitos das indugdes com diferentes espécies reativas de oxigénio e do subproduto da peroxidacio
lipidica (Anion: 4nion superéxido; H,O,: peréxido de hidrogénio; Hidroxila: radical hidroxila;
MDA: malondialdeido) nas taxas de anormalidades morfoldgicas espermdticas maiores € menores
em sémen de caprinos. Pogos de Caldas, MG

Anion H,O, Hidroxila MDA
Defeitos Maiores (%) 7,17 £ 1,98 6,25 £ 1,66 5,58 £1,20 7,08 £ 1,82
Defeitos Menores (%) 10,67 £ 1,59 9,25+2,46 7,75 £ 1,26 7,75 £1,40

a,b,c: letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05)

Tabela 3- Efeitos das indugdes com diferentes espécies reativas de oxigénio e do subproduto da peroxidagio
lipidica (Anion: anion superéxido; H,O,: peréxido de hidrogénio; Hidroxila: radical hidroxila;
MDA: malondialdeido) nas taxas de espermatozdides com membrana e acrossomo integros,
espermatozoéides com atividade mitocondrial DAB I, DAB II, DAB III e DAB IV, e susceptibilidade
ao estresse oxidativo (TBARS) em sémen de caprinos. Pogos de Caldas, MG

Anion H,O, Hidroxila MDA

M. Plasmatica (%) 65,97 3,68 48,80 + 7,69 67,06 £3,79"° 64,19 +£4,71"

Acrossomo (%) 75,90 + 4,78 70,60 * 6,49 78,94+4,59  79,19+4.25
DAB I (%) 59,84 + 4,64 55,20 + 8,27 60,31 £4,69 58,73 +4,89
DAB 1I (%) 12,50 + 3,24 3,83+ 1,83¢ 528+1,75  13,41+336°
DAB 111 (%) 6,87 + 1,69 3,67 +0,91 3254124  684+1,84
DAB 1V (%) 20,87 +4.28"™  3730+8,77°  31,25+5,09" 18,87 +4,60°
TBARS (ng/10° 998,32 +245,65" 759,60+ 151,73° 2178,0+£358,78* 765,4+204,3"
espermatozdides)

a,b,c: letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05)
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Memb. | Acro. | DABI | DABII | DABIII | DABIV | TBARS
(ng/10°

sptz)

Memb. 1.00 0.33 0.41 0.22 0.09 -0.50 -0.15
(0.0) | (0.007) | (0.0008) | (0.0002) | (0.47) |(<0.0001)| (0.23)

Acro. 0.33 1.00 0.33 0.02 -0.16 -0.17 0.06
(0.007) | (0.0) | (0.007) | (0.85) | (0.18) (0.17) (0.59)

DAB I 0.33 1.00 -0.08 -0.27 -0.59 -0.15
(0.0075)| (0.00) | (0.53) | (0.02) |(<0.0001)| (0.24)

DAB II -0.08 1.0 0.61 -0.59 -0.31
(0.53) (0.0) | (<0.0001) | (<0.0001) |  (0.01)

DAB III 0.61 1.00 -0.35 -0.35
(<0.0001 | (0.0) (0.00) (0.00)

)

DAB IV -0.35 1.0 0.36
(0.0) (0.0) (0.00)

TBAR6S 1.0

o

Figura 4- Correlagdo entre as taxas de espermatozéides com membrana e acrossomo ntegros, espermatozéides
com atividade mitocondrial DAB I, DAB II, DAB III e DAB IV, e susceptibilidade ao estresse
oxidativo (TBARS) em sémen de caprinos submetido a inducio do estresse oxidativo com diferentes

espécies reativas de oxigénio. Pogos de Caldas, MG.

As diferencas encontradas em algumas anormalidades espermaticas frente as

diferentes espécies reativas de oxigé€nio ocorreram apenas naqueles defeitos com baixa

prevaléncia (Tabela 1). Além disto, alteracdes como a cauda dobrada com gota, t&€m sua

origem no testiculo, ou seja, antes que qualquer efeito advindo da manipulagdo do sémen

possa ser observado. Assim, muito provavelmente, tais diferencas ocorreram por artefato de

técnica, o que pode ser comprovado pela auséncia de diferencas estatisticas entre as inducdes
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nos defeitos quando considerados conjuntamente (defeitos menores e maiores; Tabela 2). De
fato, apesar da importancia de espermatozdide a morfologicamente normais para que uma
amostra espermadtica seja vidvel, estudos indicam que mesmo espermatozdides normais
podem apresentar anormalidades funcionais que inviabilizariam a fecundacdo (AITIKEN et

al., 2004).

Na avaliacdo das caracteristicas funcionais dos espermatozéides submetidos a inducdo
do estresse oxidativo verificou-se que o peroxido de hidrogénio (H,O;) foi o mais deletério.
Uma menor porcentagem de espermatozdides com membrana integra foi observada nas
amostras incubadas com o perdxido de hidrogénio (H,O;) em comparacdo as amostras
tratados com anion superoxido, radical hidroxila e malondialdeido (48,80 + 7,69%, 65,97 *
3,68, 67,06 = 3,79 e 64,19 £ 4,71, respectivamente; Tabela 3). Da mesma forma, maiores
taxas de espermatozdides com nenhuma atividade mitocondrial foram observadas no grupo
tratado com peroxido de hidrogénio em comparacio ao tratado com MDA (37,30 £ 8,77 e
18,87 = 4,60, respectivamente; Tabela 3). Apesar destes resultados, a espécie reativa de
oxigénio que mais induziu a peroxidacdo lipidica foi o radical hidroxila (Radical:
2178,0+358,78; Anion: 998,32 + 245,65; H,01: 759,60 + 151,73; MDA: 765,4+204,3;
Tabela 3). No entanto, € importante salientar que os niveis de producdo de espécies reativas
de oxigénio utilizados neste desafio sdo nives extremamente altos, dificilmente encontrados
em sistemas bioldgicos. No entanto, € importante destacar que, mesmo ndo sendo tdo lesivo
ao espermatozoide caprino, como verificado com os testes funcionais, o efeito do radical
hidroxila ndo pode ser ignorado visto que a peroxidagdo dos colesterois libera subprodutos

que com propriedades mutagénicas e que com potencial de causar danos de DNA (BLAIR,

2001).

Verificou-se que a maior susceptibilidade dos espermatozéides caprinos submetidos
ao estresse oxidativo correlacionou positivamente com uma atividade mitocondrial
prejudicada (TBARS e DAB IV; r=0,33, p=0,001; Tabela 4), o que indica que células mais
suscetiveis ao estresse oxidativo apresentavam uma menor atividade mitocondrial. Além
disto, verificou-se uma alta correlagdo negativa entre espermatozdides com membrana integra
e células sem mitocondrias ativas (Membrana e DAB IV; r=-0,50, p<0,0001), indicando que
quanto mais células com mitocondria sem atividade maior a porcentagem de células com a
membrana lesada. Uma hipdtese para explicar estes resultados seria que a indugdo das

espécies reativas de oxigénio poderia levar a danos de membrana e mitocondria que, por sua
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vez, levaram a liberacdo de mais fatores pré-oxidativos, exacerbando os efeitos do estresse

oxidativo (CURLI, et al.,2003) (Figura¥).

Figura 5- Formulagdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), modificado de Chabot et al., (1998).

6.2 EFEITO DO TRATAMENTO COM CATALASE

Os resultados referentes ao tratamento com a enzima antioxidante catalase serdo

apresentados nas tabelas 5, 6, 7 e 8.
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Tabela 4- Efeitos do tratamento de amostras espermdticas caprinas criopreservadas com diferentes
concentragdes de catalase (0, 60, 120 e 240 UI/mL) nas taxas de anormalidades espermaticas.

Pocos de Caldas, MG

Controle Cat-60 Cat-120 Cat-240

Estreita na base 0,33+0,21 0 0 0,67 £0,49
Piriforme 0 0 0 0
Contorno 0,33+ 0,33 0,17 £0,17 0 0,17 £0,17
Subdesenvolvida 0 0 0 0,17+0,17
Acrossomo 0 0 0,33 +£0,33 0
Superficie Anormal 0 0,17+0,17 0 0,33+0,33
Peca Intermedidria 0 0 0 0
Cauda Dobrada c/Gota 0,67 = 0,33 0,67 £0,49 0,50 £ 0,34 0,83 £0,65
Cauda Forte Enrrolada 1,83 £ 0,87 1,50+ 0,85 2,67+ 1,46 1,50 £ 0,85
Cauda Forte Dobrada 5,17+£2,21 2,01+0,68 4,17+2,44 4,50 + 1,69
Fratura de Cauda 0 0 0 0,33+0,33
Cabeca Destacada 0 0 0,17+0,17 0,17+0,17
Cauda Destacada 0 0 0,17+0,17 0
Gota Proximal 0,50 £ 0,50 0,17 £0,17 0,83 £ 0,48 0,33 £ 0,21
Cabeca Estreita 0,50+ 0,50 0,50+ 0,50 0 0,17+0,17
Cabeca Gigante 0 0 0 0
Abaxial 0 0 0 0
Cabega Pequena 0 0,17+0,17 0,33+0,33 0
Normal

Cabeca Solta Normal 0,83 +0,83 1,33 £ 0,67 0,50+ 0,34 0,67 £0,33
Retro Axial 0 0,17 £0,17 0 0,17 £0,17
Cauda Enrrolada 1,67 £0,49 3,33£0,95 3,33+ 1,67 3,67£1,65
Cauda Dobrada 3,50+ 0,76 4,17 £ 1,47 3,17 £1,27 2,83 +1,56
Gota Distal 1,83 +£1,47 3,33+£2,39 1,67 £0,92 1,17 £0,54

a,b,c: letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05)
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Tabela 5- Efeitos do tratamento de amostras espermdticas caprinas criopreservadas com diferentes
concentragdes de catalase (0, 60, 120 e 240 UI/mL) nas taxas de anormalidades morfoldgicas
espermdticas maiores e menores

Controle Cat-60 Cat-120 Cat-240
Defeitos Maiores(%) 8,83+3,14 4,67 0,99 8,83 +3.39 9,0+ 2,54
Defeitos Menores(%) 8,33+1,76 13.0+4,42 9,0£2,08 8,67+2,31

a,b,c: letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05)

Tabela 6- Efeitos do tratamento de amostras espermdticas caprinas criopreservadas com diferentes
concentragdes de catalase (0, 60, 120 e 240 UI/mL) nas taxas de espermatozdides com membrana
e acrossomo integros, espermatozdides com atividade mitocondrial DAB I, DAB II, DAB III e
DAB IV, e susceptibilidade ao estresse oxidativo (TBARS). Pocos de Caldas, MG

Controle Cat-60 Cat-120 Cat-240
M. Plasmatica(%) 25,08 + 4,80 16,25 +3,76™ 15,50 +2,60™ 13,42 +£2,96°
SCSA(%) 3,53+0,82 3,67+ 0,37 4,58 +1,01 4,56 +0,73
Acrossomo(%) 45,33 + 6,75 41,75+ 6,92 43,92+ 6,83 44,08 + 8,87
DAB I (%) 44,0 +5,18 48,83 + 5,75 43,28 + 5,82 39,60 + 4,12
DAB II(%) 26,33 +2,99 23,25+ 4,95 27,86 +4,33 33,20+ 1,32
DAB II1(%) 10,17 £2,76 10,50 + 2,50 11,86 +2,90 12,40 +3,51
DAB IV (%) 19,50 + 2,86 17,42 +3,62 16,0 * 3,66 14,80 £2,04
TBARS (ng/10° 625,67 +169,54 652,76 +189,92 660,38+ 182,99 44223 +92.75

sptz)

a,b,c: letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05)
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Memb | SCSA TBARS ACRO DAB I DABII | DAB III DAB IV
(ng/10°
sptz)

Memb. 1.00 | -0.19 -0.43 0.61 0.31 -0.49 -0.56 0.35
(0.0) (0.46) (0.07) (0.007) (0.22) (0.04) (0.01) (0.16)

SCSA 1.00 0.37 -0.02 0.06 0.07 0.13 -0.13
(0.0) (0.13) (0.92) (0.82) (0.79) (0.61) (0.61)

TBARS 1.0 -0.69 0.07 -0.32 0.50 -0.34

(ng/ 10°

sptz) (0.0 (0.001) (0.78) (0.20) (0.04) (0.19)
ACRO 1.00 0.22 -0.03 -0.73 0.37
(0.0 (0.40) (0.90) (0.0009) (0.14)

DAB 1 1.0 -0.55 -0.49 -0.58
(0.0 (0.02) (0.04) (0.01)

DAB I 1.0 -0.008 0.07
(0.0) (0.97) (0.78_

DAB III 1.0 -0.11
(0.0) (0.67)

DAB IV 1.0
(0.0)

Figura 6- Correlagdo entre as taxas de espermatozéides com membrana e acrossomo integros, espermatozéides com
atividade mitocondrial DAB I, DAB II, DAB IIl e DAB IV, e susceptibilidade ao estresse oxidativo
(TBARS) em sémen criopreservado de caprinos suplementado com diferentes concentracdes de catalase.
Pocos de Caldas, MG.

Baseado nos resultados do experimento 1, esperava-se que o tratamento do diluidor

com catalase, importante antioxidante responsdvel pela destruicdo do peréxido de hidrogénio

(H,0,), levasse a uma melhora na qualidade espermatica pos descongelamento so s€émen de

bodes. No entanto, a catalase nao apresentou efeitos benéficos ao s€émen criopreservado de

bodes em relagdo as alteragdes morfoldgicas (Tabelas 5 e 6) ou aos testes funcionais (Tabela
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7). De fato, em relacdo a integridade de membrana plasmatica, o tratamento com catalase
apresentou efeitos deletérios, sendo que o tratamento com 240 Ul/mL apresentou uma
porcentagem menor de espermatozdides com membrana integra quando comparado com as

amostras controle (13,42 + 2,96 e 25,08 £ 4,80, respectivamente; Tabela 7).

Os niveis de catalase observados no sémen de diferentes espécies variam
extremamente. Estudos em touros (NICHI et al., 2006), cachacos (FOOTE, 1962) e caes
(STRZEZEK et al., 2009) ndo observaram niveis detectdveis de catalase no plasma seminal.
Por outro lado, estudos anteriores verificaram altos niveis de catalase no s€émen de coelhos
(FOOTE, 2000) e garanhdes (BALL et al., 2000). Apesar da possivel influéncia da
sensibilidade das diferentes técnicas utilizadas, presume-se que, nas espécies em que a
catalase ndo foi detectada, os niveis, se presentes, seriam relativamente baixos. Assim, uma
hipétese para explicar o efeito deletério da catalase encontrados no presente estudo, seria que
os espermatozoides de espécies com baixos niveis poderiam ser sensiveis ao tratamento com
esta enzima. No entanto, estudos visando avaliar os niveis de catalase em caprinos sdo

necessarios.

Além destes resultados, verificou-se que as amostras tratadas com catalase e que
continham espermatozdides mais susceptiveis ao estresse oxidativo apresentavam uma menor
porcent\agem de células com acrossomo integro (r=-0,69, p=0,001), uma tendéncia a uma
menor porcentagem de células com membrana integra (r=-0,43, p=0,07) e uma maior
porcentagem de células com mitocondria severamente alterada (DAB III; r=0,50, p=0,04;
Tabela 8), evidenciando a baixa eficiéncia da catalase na conten¢do dos danos oxidativos

provocados pela criopreservacao do s€men de caprinos.

6.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM GLUTATIONA PEROXIDASE

Os resultados referentes ao tratamento com a enzima antioxidante glutationa

peroxidase serdo apresentados nas tabelas 9, 10, 11 e 12.
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Tabela 7- Efeitos do tratamento de amostras espermdticas caprinas criopreservadas com diferentes
concentragdes de glutationa peroxidase (0, 1, 5 e 10 UI/mL) nas taxas de anormalidades
espermadticas. Pocos de Caldas, MG

Controle GPXt-01 GPX-05 GPX-10
Estreita na base 0,33 £0,21 0 0,33 £0,21 0
Piriforme 0 0 0 0
Contorno 0,33 £0,33 0,33 £0,33 1,17 £0,98 1,50+ 1,02
Subdesenvolvida 0 0 0,17 +£0,17 0
Acrossomo 0 0 0 0
Superficie Anormal 0 0 0 0
Peca Intermedidria 0 0 0,17 +0,17 0
Cauda Dobrada c/Gota 0,67 + 0,33 0,17 +0,17° 1,50 £ 0,72% 0,50 £+ 0,22%
Cauda Forte Enrrolada 1,83 £ 0,87 2,83+£1,72 1,50 £ 0,67 0,67 £ 0,49
Cauda Forte Dobrada 5,17+£2,21 2,0£0,52 3,17+£0,48 1,83 £0,70
Fratura de Cauda 0 0 0,17 %+0,17 0,17 £0,17
Cabeca Destacada 0 0 0 0
Cauda Destacada 0 0 0 0
Gota Proximal 0,50 £ 0,50 0,33 £0,33 0,17 £0,17 0,33+ 0,21
Cabeca Estreita 0,50 £ 0,50 0 0,33 + 0,33 1,17 £ 0,65
Cabeca Gigante 0 0 0 0
Abaxial 0 0 0 0
Cabeca Pequena 0 0 0 0,17+0,17
Normal
Cabeca Solta Normal 0,83 + 0,83 0,83 + 0,54 1,50 £ 0,85 2,17+1,45
Retro Axial 0 0 0,17 £0,17 0
Cauda Enrolada 1,67 £0,49 2,50+£1,43 2,83 +0,87 2,17+0,40
Cauda Dobrada 3,50+ 0,76 3,33 £1,56 2,67 £0,99 2,67 £0,80
Gota Distal 1,83 + 1,47 0,83 £0,65 1,50 £0,76 1,67 £0,99
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Tabela 8- Efeitos do tratamento de amostras espermdticas caprinas criopreservadas com diferentes
concentracdes de glutationa peroxidase (0, 1, 5 e 10 Ul/mL) nas taxas de anormalidades
morfolégicas espermaticas maiores € menores

Controle GPX-01 GPX-05 GPX-10
Defeitos Maiores(%) 8,83+£3,14 5,67 £2,30 8,33+2.46 5,0£ 1,43
Defeitos Menores(%) 8,33+ 1,76 7,50 £2,60 9,0+2,03 10,0 £2,06

Tabela 9- Efeitos do tratamento de amostras espermdticas caprinas criopreservadas com diferentes
concentracdes de glutationa peroxidase (0, 1, 5 e 10 UI/mL) nas taxas de espermatozéides com
membrana e acrossomo integros, espermatozéides com atividade mitocondrial DAB I, DAB II,
DAB Il e DAB 1V, e susceptibilidade ao estresse oxidativo (TBARS). Pogos de Caldas, MG

Controle GPX-1 GPX-05 GPX-10
M. Plasmaética(%) 25,08 = 4,80 18,75+ 2,90 20,58 £2,02 14,58 + 3,90
SCSA(%) 3,53+£0,82 3,10£0,35 4,32£0,56 3,74 £ 0,86
Acrossomo(%) 45,33 £6,75 42,25 +7,15 43,92+ 6,83 43,42 +7,51
DAB I (%) 44,0+ 5,18 35251491 44,50 + 4,07 39,58 £ 6,92
DAB II(%) 26,33 £2,99 3,50+ 3,86 27,58 4,51 25,83 £5,83
DAB III(%) 10,17 2,76 12,25 £2,20 9,33+ 1,52 11,33 £2,89
DAB IV (%) 19,50 + 2,86 21,0+4,37 18,58 + 3,29 23,25+ 3,68

TBARS (ng/10°

sptz)

625,67 £ 169,54

518,50 £ 86,62

665,72 £ 170,12

672,19 = 140,46
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Memb. | SCSA | TBARS | ACRO DABI | DABII | DABIII | DABIV
(ng/10°
sptz)

Memb. 1.00 0.15 -0.29 0.46 -0.13 -0.08 -0.06 0.28
(0.0) | (0.56) (0.24) (0.06) (0.60) (0.76) (0.80) (0.26)

SCSA 1.00 0.25 -0.007 -0.08 0.12 0.44 -0.17
(0.0) (0.32) (0.98) (0.74) (0.62) (0.07) (0.50)

TBARS 1.0 -0.48 0.37 -0.26 0.35 -0.42
igi)l o (0.0) (0.04) (0.13) (0.30) (0.15) (0.08)
ACRO 1.00 -0.16 -0.07 -0.29 0.35
(0.0) (0.52) (0.79) (0.24) (0.15)

DAB I 1.0 -0.42 -0.44 -0.58
(0.0) (0.08) (0.06) (0.01)

DAB II 1.0 0.002 -0.35
(0.0) (0.99) (0.15)

DAB III 1.0 0.11
(0.0) (0.65)

DAB IV 1.0
(0.0)

Figura 7- Correlagio entre as taxas de espermatozéides com membrana e acrossomo {ntegros, espermatozéides
com atividade mitocondrial DAB I, DAB II, DAB III e DAB IV, e susceptibilidade ao estresse oxidativo
(TBARS) em sémen criopreservado de caprinos suplementado com diferentes concentracdes de glutationa

peroxidase. Pogos de Caldas, MG

Da mesma forma que o tratamento com catalase, o tratamento com glutationa

peroxidase (GPx), também responsavel pela destrui¢do do peréxido de hidrogénio, baseava-se

na maior susceptibilidade dos espermatozdides caprinos ao ataque desta espécie reativa de

oxigénio verificada no Experimento 1. No entanto, ndo foram verificados efeitos do
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tratamento com GPx nas anormalidade morfoldgicas espermdticas ou mesmo na andlise
funcional do sémen (Tabelas 9, 10 e 11). Sabe-se que um tratamento antioxidante sé €&
eficiente em sistemas que esteja submetidos ao estresse oxidativo, que se caracteriza por um
desbalané entre uma maior producdo de especies reativas de oxigénio e/ou uma menor

producdo de antioxidante (JONES; MANN, 1977; HALLIWELL, 1991).

De fato, um tratamento antioxidante pode também ser deletério ao espermatozoide,
visto que as espécies reativas de oxigénio apresentam importante papel na fisiologia normal

do espermatozéide (LAMIRANDE et al., 1997).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Para amostras que apresentem estresse oxidativo, isto €, um desbalanco entre uma
maior produ¢do de ROS e uma menor atividade antioxidante, quantidades insuficientes de
antioxidante em uma suplementacdo ndo apresentariam os efeitos desejados. Assim, o
tratamento com diferentes concentracdes de antioxidantes visando identificar a concentragao
ideal € imprescindivel. A auséncia de efeitos significativos do tratamento antioxidante, para
algumas varidveis avaliadas no presente experimento, pode ter ocorrido pela suplementacdo

com niveis insuficientes ou excessivos.

Outro aspecto a ser levado em consideracdo em uma terapia visando evitar os efeitos
lesivos das ROS, seria o antioxidante a ser utilizado. A formacao e destrui¢cdo das ROS € uma
reacdo em cadeia em que cada um dos antioxidantes, em seqiiéncia, elimina as ROS formadas.
Assim, caso o antioxidante utilizado no tratamento nao seja o responsavel pela destruicdo da
ROS mais deletéria em um determinado momento, este tratamento ndo apresentard os efeitos
desejados. Além disso, como visto anteriormente, na escolha do antioxidante utilizado, €
importante avaliar seu local de acdo. Os diferentes antioxidantes apresentam atuacdo mais
destacada em determinados compartimentos especificos da célula. Assim, caso os danos
causados pelo estresse oxidativo ndo envolverem este determinado compartimento, o

tratamento antioxidante ndo sera eficiente (NICHI, 2009).

Estudo anterior avaliando o efeito de diferentes antioxidantes no s€émen de bovinos
coletado do epididimo, indicam que diferentes antioxidantes atuam em locais diferentes, nos
animais, o tratamento de amostras espermadticas com antioxidantes, como a-tocoferol, dcido
ascorbico (vitamina C) e algumas enzimas antioxidantes, também tem sido estudado com
resultados diversos. O 4cido ascorbico atua na protecio do citocromo P-450 contra a
destruicao por pseudo-substratos oxidativos e oxigénio (FRAGA et al., 1991). O a-tocoferol
atua na membrana plasmadtica, como um antioxidante lipo-solivel, prevenindo a reacdo

oxidativa em cadeia (MATES, 2000).

Por sua vez, os antioxidantes enzimaticos atuam em cascata, sendo que a superéxido
dismutase provoca a dismutase do anion superdxido (O;), provocando a formagdo do

peréxido de hidrogénio (H,0,). Este, por sua vez, pode ser destruido pela catalase ou pela
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glutationa peroxidase (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989), evitando a formacdo do radical
hidroxila (OH-), a ROS mais prejudicial ao espermatozédide (HALLIWELL, 1991).

Podemos considerar que através de trabalhos realizados anteriormente, os
antioxidantes podem agir de maneiras diferentes, considerando o local de atuacdo do
antioxidante como também o compartimento mais susceptivel ao estresse oxidativo. Nichi
(2009), verificou que alguns teriam maior atividade em membrana € acrossomo € outros
atuariam melhor no compartimento intracelular (i.e., mitocondria, DNA). Dessa forma,
combinando-se diferentes antioxidantes poderia melhorar a qualidade espermadtica de

amostras submetidas ao estresse oxidativo, como por exemplo amostras criopreservadas.

Apesar dos resultados do experimento 1, indicarem que o peréxido de hidrogénio € a
espécie reativa de oxigénio mais deletéria ao s€men de caprinos, ndo houve efeito positivo dos
antioxidantes responsaveis pela detrui¢cdo desta ROS. No entanto, esta indugdo é realizada
com niveis bastante altos de espécies reativas de oxigénio, o que poderia ndo representar o
verdadeiro limiar dos espermatozdides caprinos na resisténcia ao estresse oxidativo que
ocorreria durante a criopreservacdo. Assim, o tratamento com antioxidante poderia ndo ser

eficiente nas quantidades utilizadas.

Importantes processos fisioldgicos sdo dependentes de quantidades moderadas de
espécies reativas de oxigénio, no qual o tratamento em doses excessivas pode ser deletério
pois podem bloquear esses processos. Além disto, apesar do sémen fresco ser mais
susceptivel ao estresse oxidativo, como verificado no experimento 1, o s€men criopreservado
pode ser mais susceptivel a outra espécie reativa de oxigénio. De fato, resultados preliminares
indicam uma diferenca na susceptibilidade ao estresse oxidativo em sémen fresco e
criopreservado de caprinos, sendo o sémen fresco mais susceptivel ao per6xido de hidrogénio

e o sémen criopreservado mais suceptivel ao radical hidroxila (SILVA et al., 2010).
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