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RESUMO

LOSANO, J. D. A. Efeito do tratamento antioxidante sistémico em touros Bos
taurus taurus submetidos ao estresse térmico e suplementados com dieta rica
em acidos graxos poliinsaturados sobre a capacidade de ligacdo de
espermatozdides a membrana vitelinica de ovos de galinha. [Effect of systemic
antioxidant treatment in Bos taurus taurus bulls under heat stress and supplemented
with polyunsaturated fatty acids on sperm binding capacity to the chicken egg
periviteline membrane]. 2013. 106 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2013.

Diversos estudos indicam que touros europeus (Bos taurus) apresentam uma maior
susceptibilidade ao estresse térmico com um consequentemente aumento do
estresse oxidativo. Este, por sua vez, leva a uma diminuicdo na qualidade
espermética. O espermatozoide possui, fisiologicamente, uma grande quantidade de
acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) em sua membrana. As ligacfes duplas entre
carbonos desses PUFAs confere a membrana plasmatica uma maior fluidez,
necessaria aos processos fisiolégicos do espermatozoide como motilidade e
fertilizacdo. No entanto essas ligacbes sao mais facilmente oxidadas e, portanto,
mais susceptiveis a peroxidacdo lipidica. Sendo assim, a suplementacdo com
PUFAs promoveria uma melhoria na qualidade espermatica, porém, tornaria o
espermatozoide ainda mais susceptivel a peroxidacao lipidica. A vitamina E € um
antioxidante chave na prevencédo do estresse oxidativo através da interceptacdo do
radical hidroxila, protegendo os PUFAs da membrana espermatica contra a
peroxidacdo lipidica. Portanto, uma alternativa para melhorar a qualidade
espermatica de touros europeus submetidos ao estresse térmico, seria a
suplementacdo com PUFAs associada a um tratamento com vitamina E para
prevenir um possivel efeito deletério oxidativo desses acidos graxos. Estudos
sugerem uma importante relacdo entre os testes convencionais de avaliacdo de
sémen e fertiidade. No entanto, a limitacdo destes testes também tem sido
reconhecida, principalmente em casos de infertilidade idiopatica. Estudos
demonstram que os testes funcionais de avaliacdo do sémen, podem ser uma
alternativa importante para a avaliagdo da capacidade fecundante de uma
determinada amostra seminal. A interacdo entre espermatozoéide e zona pellucida

ocorre através da ligacdo de receptores acrossomais as proteinas ZP3 e ZP2 do



odcito. A membrana perivitelinica de ovos de galinha possui uma homologia com
essas proteinas, permitindo sua ligacdo com espermatozoides de diversas espécies.
Sendo assim, o teste de ligacdo espermatica a essa membrana parece ser bastante
eficiente para avaliar a capacidade fecundante do sémen. No presente estudo, 16
touros Bos taurus foram submetidos a insulacdo testicular durante 4 dias e
submetidos a um arranjo fatorial 2x2, sendo os fatores: dieta rica em PUFAs
(Megalac®, 4 Kg ao dia) e tratamento com Vitamina E (Monovin E®, 3000 Ul a cada
13 dias) durante 60 dias. As amostras seminais criopreservadas/descongeladas
foram submetidas a avaliagcdo da andlise computadorizada da motilidade (CASA;
Hamilton Thorne, Ivos 12.3, USA), integridade de membrana (Eosina Nigrosina),
integridade acrossomal (Fast Green — Rosa Bengala), atividade mitocondrial (3’3
diaminobenzidina), susceptibilidade ao estresse oxidativo (Substancias reativas ao
acido tiobarbitarico - TBARS), integridade de DNA (SCSA) e o teste de ligacdo de
espermatozoides a membrana vitelinica de ovos de galinha, que foi previamente
padronizado. O tratamento com vitamina E apresentou efeitos benéficos para
algumas caracteristicas espermaticas, sendo o contrario observado pelo tratamento
com PUFAS, quando ambos foram analisados isoladamente. No entanto, a
associacdo entre estes tratamentos néo foi eficiente para melhorar a qualidade
espermatica assim como a capacidade fecundante avaliada através do teste de

ligacdo espermatica em membrana perivitelinica de ovos de galinha.

Palavras-chave: Sémen. 2. Touros Bos Taurus taurus. 3. Teste de ligacdo de

espermatozoides. 4. Vitamina E. 5. Acidos graxos poliinsaturados.



ABSTRACT

LOSANO, J. D. A. Effect of systemic antioxidant treatment in Bos taurus taurus
bulls under heat stress and supplemented with polyunsaturated fatty acids on
sperm binding capacity to the chicken egg perivitelline membrane. [Efeito do
tratamento antioxidante sisttmico em touros Bos taurus taurus submetidos ao
estresse térmico e suplementados com dieta rica em acidos graxos poliinsaturados
sobre a capacidade de ligacdo de espermatozdides & membrana vitelinica de ovos
de galinha]. 2013. 106 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Several studies suggest a high susceptibility of European bulls (Bos taurus) to the
heat stress, which will lead to an increase on oxidative stress and consequent
impairment on sperm viability. Sperm membranes are rich in poly-unsaturated fatty
acids (PUFAs). The carbon-carbon double bounds (insaturations) that characterize
these PUFAs confer the necessary fluidity to the sperm membrane, essential to
motility and fecundation capacity. However, these insaturations are more unstable
and, therefore, more susceptible to the lipid peroxidation (i.e., attack of reactive
oxygen species to the lipids). Hence, PUFA supplementation would improve certain
sperm characteristics but increase the already high susceptibility to the oxidative
stress. Vitamin E is a key antioxidante on oxidative stress prevention by intercepting
hydroxyl radical and protecting sperm membrane PUFAS against lipid peroxidation.
Therefore, an alternative to improve sperm quality in heat stressed european bulls
would be a PUFA supplementation associated to a Vitamin E therapy in order to
avoid a possible deleterious oxidative effects of these fatty acids. Estudies suggest
an important relationship between conventional tests for sperm evaluation and
fertility. However, limitations have been also verified, especially in cases of idiopathic
infertility. Thus, tests to evaluate sperm functionality may be an interesting alternative
to assess fecundation capacity of semen samples. The binding of sperm to the zona
pellucida occurs initially by the interaction between acrosomal receptors and oocyte
proteins ZP3 and ZP2. The periviteline membrane of chicken eggs present
homologies to zona pellucida proteins, which allows sperm from several species to
bind to this membrane. Thus, the sperm binding test to the perivitelline membrane
may be an efficient method to asses the fecundation capacity in semen of bulls. In
the present study, 16 Bos taurus bulls were submitted to testicular insulation for 4

day. Animals were then submitted to a 2x2 factorial design, with the factor



represented by a PUFA oral supplementation (Megalac®, 4 Kg for day) and the
treatment with Vitamin E (Monovin E®, 3000 Ul, each 13 days) for 60 days. Samples
were cryopreserved/thawed and analyzed for motility variables by the computer
assisted sperm analysis (CASA; Hamilton Thorne, Ivos 12.3, USA), membrane
integrity (Eosin / Nigrosin), acrosome integrity (Fast Green / Bengal Rose),
mitochondrial activity (3’3 diaminobenzidine), susceptibility to the oxidative stress
(tiobarbituric acid reactive substances - TBARS), DNA integrity (SCSA) and the
sperm binding test to the chicken egg perivitelline membrane, which was previously
validated. Results demonstrated a beneficial effect of Vitamin E on some sperm
characteristics, with the inverse effect observed for PUFA when both treatments were
considered individually. However, the association between both treatments were not
efficient to improve sperm quality as well as the fecundation capacity as evaluated by

the sperm binding test to the chicken perivitelline membrane.

Keywords: Semen. Bulls Bos Taurus taurus. Sperm binding test. Vitamin E. Poly-

unsaturated fatty acids.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura ocupa uma posicdo de destague no setor agropecuario,
chegando a um rebanho efetivo de 209,541 milhdes de cabegas em 2010, com um
aumento de 2,1% em relagdo ao ano de 2009, acompanhando o aumento das
demandas interna e externa por proteina animal. Além disso, o Brasil € o lider
mundial em exportacdes de carne bovina, € o segundo maior produtor mundial de
carne bovina, ficando atras somente dos Estados Unidos, e 0 sexto maior produtor
mundial de leite de vaca (IBGE, 2010).

Pode-se dizer que as biotecnologias da reproducdo tém contribuido nesse
crescimento exponencial da bovinocultura no pais, principalmente com o uso da
inseminacao artificial, excelente ferramenta que visa o aumento da produtividade e
melhoramento genético em um determinado rebanho.

Apesar do aumento exponencial do emprego dessas biotecnologias, apenas
10% das fémeas bovinas em idade reprodutiva sdo inseminadas (ASBIA, 2011).
Sendo assim podemos concluir que a maioria dos produtores mantém touros a
campo para a utilizacdo de monta natural.

Muitas propriedades tem procurado utilizar o cruzamento industrial que
consiste no cruzamento entre touros Bos taurus taurus (taurino) e vacas Bos taurus
indicus (zebuina). Esse tipo de cruzamento visa obter o maximo de heterose das
proles (F1), obtendo assim, maior precocidade, maior ganho de peso, melhor
acabamento de carcaca, melhor adaptabilidade ao clima tropical, melhor habilidade
materna e maior resisténcia a endo e ectoparasitas (KOGER, 1980; ARTHUR,;
HEARNSHAW; STEPHENSON, 1999).

Visto que o cruzamento industrial composto por taurinos e zebuinos vem
sendo utilizado em muitas propriedades no Brasil, e que a maioria desses
cruzamentos ainda é realizada através da monta natural, h& uma necessidade na
manutencdo de touros europeus (taurinos) a campo. No entanto, sua menor
fertilidade causada pelo clima tropical pode causar um impacto negativo na
reproducdo, implicando na queda da produtividade do rebanho. Além disso, touros
europeus confinados em centrais de criopreservacao de sémen também sofrem com
o clima tropical de forma semelhante aos touros que estdo a campo, podendo

apresentar uma diminuicdo na qualidade espermatica.
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Touros Bos taurus taurus apresentam maior susceptibilidade ao estresse
térmico que Bos taurus indicus, que provavelmente ird causar um estresse oxidativo
em nivel testicular e consequente comprometimento na qualidade espermatica
(NICHI et al., 2006a).

O estresse oxidativo € um desbalanco que ocorre entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade antioxidante. As espécies
reativas de oxigénio possuem um papel importante na fisiologia espermatica e nos
processos de fecundacdo. Porém, em um quadro de estresse oxidativo, as EROs
irdo causar danos as diferentes estruturas espermaticas como DNA, mitocéndria,
membrana plasmatica e acrossomo (DE LAMIRANDE et al., 1997).

O espermatozoide é uma célula particularmente susceptivel ao estresse
oxidativo pois possui um citoplasma extremamente reduzido e uma consequente
reducdo na concentracdo de enzimas antioxidantes, em comparagcdo a outros tipos
celulares. Além disso, a membrana espermética € rica em acidos graxos poli-
insaturados (PUFAS), que tornam o0s espermatozoides mais susceptiveis ao
estresse oxidativo devido a presenca de ligagcdes duplas entre os carbonos, mais
facilmente oxidados (VERNET; AITKEN; DREVET, 2004b; NICHI et al., 2007). Desta
forma, estudos vém sendo realizados visando desenvolver uma forma de melhorar a
qualidade espermética através da prevencdo do estresse oxidativo (BILODEAU et
al., 2001a; NICHI, 2009).

Estudos anteriores evidenciam que a suplementacdo com PUFA tanto na
dieta quanto nas amostras de sémen, tem melhorado a qualidade espermatica,
porém uma maior quantidade de PUFA no sémen tornariam os espermatozoides
ainda mais susceptiveis ao estresse oxidativo (VERNET; AITKEN; DREVET, 2004a;
BRINSKO et al., 2005; AITKEN, R. JOHN et al., 2006).

Portanto uma alternativa que parece ser plausivel para melhorar a fertilidade
de touros Bos taurus taurus criados em climas tropicais € a suplementacdo com
acidos graxos poli-insaturados para melhorar a qualidade espermética associada a
um tratamento antioxidante para prevenir o estresse oxidativo.

A vitamina E por promover um efeito protetor dos acidos graxos poli-
insaturados da membrana espermatica contra a peroxidacao lipidica, e por agir
guebrando a reacédo de formacao das EROs, parece ser o antioxidante de eleicao
para associar a uma suplementacdo com PUFA (SIES, 1993; BRADFORD et al.,
2003b).



21

No entanto, para avaliar o efeito destes tratamentos, € necesséaria uma
avaliacdo criteriosa do sémen. A andlise prospectiva da relagdo entre fertilidade e os
exames espermaticos convencionais demonstram que a probabilidade de
fecundacdo esta relacionada fatores como motilidade e vigor espermaticos,
concentracdo espermética e alteracdbes morfolégicas do espermatozoide. No
entanto, a limitacdo destes testes também tem sido reconhecida, principalmente em
casos de infertilidade de razdo desconhecida. Estudos anteriores indicam que testes
funcionais, que visam avaliar a funcionalidade das diferentes estruturas
esperméticas, pode ser uma alternativa importante para a avaliacdo da capacidade
fecundante de uma determinada amostra seminal (AITKEN, 2006).

A avaliacdo da habilidade do espermatozoide de interagir com a zona
pellucida parece ser um teste funcional que pode predizer com bastante precisédo
esta capacidade fecundante, visto ser este 0 passo crucial para o processo de
fecundacdo in vivo. Porém, a logistica da utilizacdo de odcitos para avaliar a
gualidade espermatica é bastante complicada (YANAGIMACHI, 1984; BURKMAN et
al., 1988)

A membrana perivitelinica de aves apresenta uma homologia consideravel
com a proteina de zona pellucida ZP3, e permite a ligacdo dos espermatozoides de
diversas espécies mamiferas. Portanto o teste de ligacdo de espermatozoides a
membrana vitelinica de ovos de galinha parece ser bastante eficiente para predizer a
capacidade fecundante de uma determinada amostra espermatica, além de ser um
teste de custo acessivel e relativamente facil de ser realizado (BARBATO; CRAMER,;
HAMMERSTEDT, 1998; WACLAWEK, MARIANNE et al., 1998).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A pecuaria ocupa uma posicao de destaque na economia brasileira. Segundo
o IBGE em (IBGE, 2010), o setor agropecuario participou com 5,8% no Produto
Interno Bruto (PIB) e movimentou um valor de R$ 180,831 bilhdes, representando
um crescimento de 6,5% sobre o volume registrado em 2009.

Nesse setor, a bovinocultura tem se destacado com um aumento de 2,1% em
relacdo ao ano de 2009, acompanhando o aumento das demandas interna e externa
por proteina animal. Além disso, o Brasil € o lider mundial em exportacbes e o
segundo maior produtor mundial de carne bovina, ficando atrds somente dos
Estados Unidos. Além disto, o Brasil se coloca em sexto no mundo em relacédo a
producdo de leite de vaca (IBGE, 2010).

O clima tropical e a extensdo territorial do Brasil contribuem para esse
resultado, uma vez que permitem a criagdo da maior parte do gado em pastagens.
Além disso, 0 investimento em tecnologia e capacitacdo profissional;, o
desenvolvimento de politicas publicas, que permitam que o animal seja rastreado do
seu nascimento até o abate; o controle da sanidade animal e seguranca alimentar,
contribuiram para que o Pais atendesse as exigéncias dos mercados rigorosos e
conquistasse espaco no cenario mundial (MAPA, 2012).

O consumo brasileiro de carne bovina é relativamente alto, em média, 40 Kg
de carne por ano, sendo um consumo maior em comparagdo a varios paises
desenvolvidos. Quanto as exportacdes de carne bovina, o Brasil lidera o ranking
mundial. Um em cada quatro Kg de carne bovina comercializada internacionalmente
sai do Brasil, garantindo cinco bilhdes de dolares anuais a balanca comercial. Além
disso, a pecuaria no Brasil emprega diretamente mais de sete milhdes de brasileiros
(BEEFPOINT, 2012).



24

2.1 BIOTECNOLOGIAS DA REPRODUCAO EM BOVINOS

Pode-se dizer que um dos motivos do aumento na producao de bovinos e a
posicdo de destaque da bovinocultura no setor agropecuario brasileiro seria o
emprego das biotecnologias da reproducdo. Dentre essas biotecnologias estdo a
criopreservacdo e refrigeracdo do sémen, a inseminacao artificial (IA), a
transferéncia de embriées (TE), a producao in vitro de embrides (PIV) e mais
atualmente a clonagem e transgenia animal.

No entanto a IA ocupa uma posicdo de destaque, sendo a biotecnologia mais
utilizada em todo o mundo. A IA possui diversas vantagens como facilitar o manejo
reprodutivo, possibilitar a dispersdo de material genético superior em um
determinado rebanho, favorecer testes de progénie, implantar programas de controle
zootécnico utilizando reprodutores de relevancia produtiva, além de prevenir a
disseminacao de doencas venéreas (HAFEZ; HAFEZ, 2000).

A historia registra como marco inicial da inseminacgéo artificial o ano de 1784,
quando o monge italiano L&zaro Spallanzani demonstrou pela primeira vez ser
possivel a fecundacdo de uma fémea sem o contato com o macho. Para tanto, ele
coletou sémen de um cachorro através da excitacdo mecanica e aplicou em uma
cadela no cio, a qual veio a parir trés filhotes 62 dias mais tarde. Era o nascimento
de uma técnica que iria revolucionar o campo da reproduc¢éo animal (ASBIA, 2011).

No ano de 1949, Polge, Smith e Parker, demonstraram que 0s
espermatozoides poderiam ser conservados por tempo indeterminado através da
criopreservacao. Até entdo o sémen era conservado refrigerado a temperatura de
5°C, possibilitando uma sobrevida méxima de 96 horas (ASBIA, 2011).

Esta descoberta permitiu uma maior difusdo da inseminacdo artificial.
Atualmente muitos paises inseminam quase a totalidade de seus rebanhos bovinos.
Calcula-se que mais de 106 milhdes de fémeas sejam anualmente inseminadas em
todo o mundo (ASBIA, 2011).

A partir da década de 70, quando comecaram a surgir empresas
especializadas em inseminacdo artificial e criopreservacdo do sémen, houve um
crescimento exponencial do numero de doses de sémen bovino criopreservadas no
Brasil, sendo que, em 2011 foram comercializadas 11.906.763 doses. Apesar dessa

grande quantidade de doses comercializadas, e a difusdo das biotecnologias da
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reproducdo no pais ha estimativas de que apenas 10% das fémeas em idade
reprodutiva sejam inseminadas (ASBIA, 2011). Portanto, pode-se concluir que a
maioria dos produtores de bovinos do pais mantém touros a campo para a utilizacéao
de monta natural durante a estacao reprodutiva .

Quando uma vaca possui um problema reprodutivo, h4 uma perda de 1
bezerro por ano. Porém, um touro com problema reprodutivo pode causar uma perda
de 25 a 50 bezerros para cada 100 vacas (MOLINA et al., 2000). Sendo assim, é de
grande importancia a manutencdo de touros a campo que possuam bons indices

reprodutivos.

2.2 CRUZAMENTO INDUSTRIAL NA BOVINOCULTURA

O Brasil enfrenta um desafio de aumentar a demanda de carne bovina de
qualidade por meio da eficiéncia dos sistemas de producéo, e pelo atendimento aos
principios de sustentabilidade ambiental. Infelizmente ndo existe uma raca que
atenda todas as necessidades dos sistemas de producédo, sendo necessario o uso
de algumas ferramentas para aumentar a produtividade como as biotecnologias da
reproducao, o melhoramento genético e o cruzamento entre racgas.

O método convencional usado para promover o melhoramento genético em
um rebanho é a selecdo dos animais geneticamente superiores. Porém, além de ser
uma técnica de progresso muito lento, ndo € possivel incorporar genes desejaveis
nos descendentes que ndo sao caracteristicos de sua raca (RESTLE et al., 2002).

Willham (1970) demonstrou que por meio de cruzamentos entre racas
diferentes é possivel incorporar genes de forma mais rapida e mais eficiente do que
no melhoramento genético convencional. Esse tipo de cruzamento é denominado
cruzamento industrial ou cruzamento terminal.

O cruzamento industrial visa obter o maximo de heterose das proles,
conferindo aos descendentes uma soma de caracteristicas genéticas desejaveis
provenientes das ragas envolvidas neste cruzamento (ARTHUR; HEARNSHAW,
STEPHENSON, 1999)

s

A heterose é um fenbmeno genético que expressa a superioridade de
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individuos cruzados (F1) em relacdo & média do desempenho dos seus pais.
Segundo Roso e Fries (2000), o cruzamento entre Bos taurus (taurinos) e Bos
indicus (zebuinos) resultam em uma maior heterose do que o cruzamento somente
entre Bos taurus.

O fato de que bovinos taurinos possuem maior precocidade sexual, maior
ganho de peso, melhor acabamento de carcaca, maior producdo de leite e que
zebuinos possuem maior adaptabilidade ao clima tropical, maior resisténcia a endo
e ectoparasitas e maior habilidade materna, tornam o cruzamento entre eles
extremamente desejavel, jA que seus descendentes irdo incorporar as
caracteristicas de ambos obtendo o maximo de heterose (KOGER, 1980; ARTHUR,;
HEARNSHAW; STEPHENSON, 1999).

Visto que o cruzamento industrial composto por taurinos e zebuinos é
utilizado de forma intensa no Brasil, hA uma necessidade de se manter touros
europeus (taurinos) a campo para a utilizagdo da monta natural ou em centrais de
criopreservacdo de sémen. No entanto, sua menor fertilidade em relagcdo aos
zebuinos quando criados em regies de clima tropical, pode causar um impacto

negativo na reproducgéo, implicando na queda da produtividade do rebanho.

2.3 ESTRESSE TERMICO E FERTILIDADE

Sabe-se que touros europeus Sao mais susceptiveis ao estresse térmico
quando comparados aos touros zebuinos, que sdo adaptados a clima tropicais
(CARTWRIGHT, 1955). Os Touros zebuinos possuem uma pele mais extensa e uma
maior quantidade de glandulas sudoriparas, além de possuirem uma termogénese
menor que os taurinos, e por terem uma melhor termorregulagcdo se tornam mais
resistentes ao estresse térmico (TURNER, 1980).

Cartwright (1955) submeteu taurinos e zebuinos a altas temperaturas em
camaras climaticas e verificou que zebuinos apresentaram um melhor desempenho
em relagdo as condi¢Oes fisiologicas como temperatura corporal e frequéncias

cardiaca e respiratoria.
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Diversos trabalhos demonstram a influéncia do estresse térmico nos
pardmetros reprodutivos de taurinos e zebuinos. Segundo Skinner e Louw (1966),
touros Bos indicus expostos a altas temperaturas, apresentaram uma queda mais
lenta e menos acentuada na qualidade espermatica, e uma recuperacao mais
rapida, em comparacdo aos Bos taurus e mesticos.

Fields et al. (1979), observaram que touros europeus nédo adaptados a climas
tropicais apresentam uma reducdo na motilidade, concentracdo e volume
espermatico no verdo quando comparado a touros zebuinos ou europeus
adaptados.

Nichi et al. (2006a), verificaram que amostras seminais de touros simentais
criados no estado do Mato Grosso do Sul apresentaram um maior namero de
defeitos espermaticos maiores e totais assim como uma maior peroxidacao lipidica
no verédo em relag&o ao inverno.

Uma das causas da diminui¢cdo da qualidade espermética em touros europeus
expostos ao estresse térmico seria um quadro de degeneracgao testicular que afeta
diversos parametros espermaticos como a morfologia esperméatica (devido a
alteracbes na espermatogénese), motilidade, vigor e concentragdo (PARKINSON,
1987; BARTH; BOWMAN, 1994).

Os testiculos da maioria dos mamiferos se localizam no escroto, fora
da cavidade abdominal, permanecendo de 2 a 8°C abaixo da temperatura corporal.
A temperatura testicular é regulada por um mecanismo de contra corrente entre o
plexo pampiniforme e a artéria testicular. Além disso, glandulas sudoriparas
presentes no escroto, 0 musculo cremaster e tlnica dartos contribuem para que os
testiculos permanecam abaixo da temperatura corpOrea. Qualquer interrupgao
desses mecanismos podem causar problemas na espermatogénese (PAUL; TENG,;
SAUNDERS, 2009).

Sabe-se que esse mecanismo de termorregulacdo do testiculo € pouco
eficiente. Acredita-se que apenas 50% do aporte sanguineo que chega através da
artéria testicular irrigam os testiculos, fazendo com que as gbnadas masculinas
trabalhem a beira da hipoxia (GABALDI; WOLF, 2002).

O aumento do metabolismo no testiculo apdés um estresse térmico nao é
compensado por um aumento do fluxo sanguineo, fazendo com que o testiculo entre
em um quadro de hipoxia (PAUL; TENG; SAUNDERS, 2009).
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Apés uma amenizacdo do quadro de estresse térmico, a hipdxia é
interrompida e a vascularizagdo testicular retorna ao normal. Com o reinicio da
oxigenacdo, ha um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
causando um estresse oxidativo testicular. Esse mecanismo é conhecido como
sindrome da isquemia-reperfusdo (NICHI et al., 2006b; REYES et al., 2012).

Portanto uma possivel explicagdo da diminuicdo na fertilidade de touros
europeus nao adaptados quando criados em climas tropicais € que 0 estresse
térmico ira levar a um estresse oxidativo testicular pelo mecanismo de isquemia-
reperfusdo causando um comprometimento na qualidade espermética (NICHI et al.,
2006b)

2.3.1 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Ha milhdes de anos atras, organismos menos complexos como alguns tipos
de algas e organismos unicelulares utilizavam o gas carbbnico, que,assim como
outros gases, era encontrado em grande quantidade no ambiente terrestre, como
fonte de energia. Como resultado deste metabolismo era produzido o oxigénio, que
era um metabdlito considerado toxico e encontrado em poucas quantidades no
ambiente terrestre (HOCHACHKA,; LUTZ, 2001; REYES et al., 2012).

Ao longo dos anos, com o surgimento de organismos mais complexos, houve
uma maior disponibilidade de oxigénio na atmosfera e esses organismos passaram a
utilizar o metabolismo aerdbio como sua principal fonte de energia (WAYNE, 1985).

Esses organismos, a partir deste momento, passaram a ser submetidos ao
chamado “Paradoxo do Oxigénio”; apesar do oxigénio ser essencial para que haja
vida, 0 seu consumo produz metabolitos que sdo potencialmente prejudiciais aos
sistemas biologicos.

Esses metabdlitos produzidos a partir do consumo de oxigénio sdo chamados
de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Algumas dessas EROs podem ser
chamadas de Radicais Livres por possuirem elétrons desemparelhados em sua
ultima camada eletronica (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Durante o metabolismo celular aerébio, o oxigénio molecular (O;), sofre uma
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reducao tetravalente resultando na formacéo de H,O. Durante esse processo sao
formados intermediarios reativos (EROs) como: anion superéxido (O2), perodxido
de hidrogénio (H20,), radical hidroxila (OH’) e o6xido nitrico (NO;) (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL, 1999). A cadeia de formacdo das espécies
reativas de oxigénio esta representada na figura 1.

Figura 1 - Formacéo das espécies reativas de oxigénio durante o metabolismo aerébio

e e e e
OQ_L’ Oz-'_>_y H202 #}OH +p HZO
2Ht HY HO H*
NO’
ONOO’

Fonte: Nichi et al. (2003)

2.3.1.1 Anion superoxido

O anion superdxido (O;) pode ser considerado o produto primario deste
sistema produtor de EROs, pois é um radical livre formado espontaneamente na
membrana mitocondrial, rica em elétrons, a partir do oxigénio molecular pela adi¢éo
de um elétron. Apesar de ser um radical livre, o O, € pouco reativo, ja que nao
possui capacidade para penetrar em membranas biolégicas, agindo apenas no
compartimento onde é produzido (NORDBERG.; ARNER, 2001).

2.3.1.2 Peroxido de Hidrogénio

O H;0O; é formado a partir de uma dismutacdo do O, por um antioxidante
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enzimatico conhecido como anion superéxido (SOD). O peréxido de hidrogénio,
apesar de ndo ser um radical livre, é extremamente deletério devido a meia-vida
relativamente longa e a sua capacidade de penetrar membranas biolégicas podendo
causar danos em outros compartimentos além do qual foi produzido além de ser
uma substancia intermediaria na formacdo do radical hidroxila (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997).

2.3.1.3 Radical Hidroxila

O radical hidroxila (OH") é considerado a ERO mais reativa em sistemas
biolégicos, possuindo alta capacidade de causar danos as estruturas celulares
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Este radical é formado a partir do peroxido de
hidrogénio, sendo que a reacdo entre uma molécula de H,O, e uma molécula de
Fe* ou Cu* (geralmente ligados & proteinas como a ferritina) originara o radical
hidroxila. Esta reacédo é conhecida como Reacéo de Fenton (HALLIWELL, 1999).

2.3.1.4 Oxido Nitrico (NO-)

O oxido nitrico, apesar de possuir um elétron despareado, é considerado um
radical livre pouco reativo, assim como o anion superéxido. O NO” reage com outros
radicais livres facilmente, gerando radicais menos reativos, agindo portanto como um
antioxidante. Porém se o NO™ for produzido em grandes quantidades paralelamente
ao Oy, ambos reagem e formam o peréxidonitrito (OONQO") que possui uma alta
citotoxidade (NICHI, 2003).

2.3.2 EROs, estresse oxidativo e o espermatozoide

As espécies reativas de oxigénio desempenham um papel importante na
fisiologia espermatica, sendo necessarias para que ocorram 0S processos de

fertilizacdo como a hiperativacdo espermatica, capacitacdo espermatica, inducéo da
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reacdo acrossomal, ligacdo entre espermatozoide e odcito e penetracdo através da
zona pelucida (DE LAMIRANDE et al., 1997).

Apesar das EROs exercerem um papel fisiolégico , é necessario que haja um
equilibrio entre a quantidade de EROs gerada e a capacidade antioxidante de uma
determinada amostra espermética. Quando ha um desequilibrio desse sistema,
ocorre o chamado estresse oxidativo. Esse estresse pode ocorrer tanto pelo excesso
de EROs gerada quanto pela diminuicdo da capacidade antioxidante que nao
consegue eliminar de forma eficiente as espécies reativas de oxigénio produzidas O
estresse oxidativo causara danos as diferentes estruturas espermaticas como o
acrossoma, membrana plasméatica, DNA e mitocéndria (HALLIWELL, 1999).

A producdo de EROs pelo espermatozoide ocorre fisiologicamente, porém
estudos indicam que uma maior quantidade de EROs é produzida por
espermatozoides imdéveis, funcionalmente anormais e morfologicamente anormais
(GOMEZ et al., 1998; ENGEL et al., 1999).

Os principais defeitos espermaticos relacionado a producédo de EROs séo as
gotas citoplasmaticas proximal e distal. Visto que estes espermatozoides possuem a
presenca de um citoplasma residual, provavelmente ocorreria um aumento na
capacidade destas células de produzirem NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzido) que serve como doadora de elétrons na producéo de
EROs (GOMEZ; IRVINE; AITKEN, 1998; OLLERO et al., 2001).

Segundo Nichi et al. (2007), as gotas citoplasmaticas proximais de
espermatozoéides colhidos de epididimo bovino tiveram uma correlagdo positiva com
estresse oxidativo. JA nas gotas citoplasmaticas distais foi encontrada uma
correlacdo negativa com estresse oxidativo, sugerindo que as gotas distais possuem
uma funcéo de protecdo antioxidante no epididimo.

Outra fonte de producdo de EROs no sémen seria em casos de
leucocitospermia. Segundo Aitken, West e Buckingham (1994) em amostras de
sémen contaminadas por leucécitos, altos niveis de EROs foram detectados, que
inibiram a fusé@o entre espermatozoide e odcito.

Sabe-se que o0 processo de criopreservacdo do sémen também induz a
producdo de EROs (WATSON, 2000). Segundo Bilodeu et al. (2000) o processo de
congelacdo e descongelacdo do sémen promovem um decréscimo nos niveis de
antioxidante, levando a um quadro de estresse oxidativo no sémen. Por esse motivo

diversos estudos vém sendo realizados com a adi¢éo de antioxidantes no meio para
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criopreservacéo do sémen (O'FLAHERTY; BECONI; BEORLEGUI, 1997; BILODEAU
et al., 2001; NICHI, 2009)

O espermatozoide é uma célula particularmente susceptivel ao estresse
oxidativo por possuir um citoplasma extremamente reduzido, com consequente
concentragdo limitada de enzimas antioxidantes. Além disso, a membrana
espermética € rica em &cidos graxos poli-insaturados,que tornam 0s
espermatozoides mais susceptiveis ao estresse oxidativo (VERNET; AITKEN;
DREVET, 2004; NICHI et al., 2007).

2.3.3 Sistemas de defesa antioxidante no sémen

Apesar reduzida eficiéncia dos espermatozoides na produgdo de
antioxidantes devido ao seu citoplasma extremamente reduzido, o plasma seminal
compensa essa deficiéncia por conter uma série de antioxidantes tanto enzimaticos
guanto ndo enzimaticos (DONNELLY; MCCLURE; LEWIS, 1999; VERNET; AITKEN;
DREVET, 2004).

2.3.3.1 Antioxidantes enzimaticos

O plasma seminal possui um sistema enzimatico de antioxidantes que inclui a
superéxido dismutase (ALVAREZ et al., 1987), catalase (JEULIN et al., 1989) e o
sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase (CHAUDIERE; WILHELMSEN,;
TAPPEL, 1984).

2.3.3.1.1 Superoxido Dismutase (SOD)

A superoxido dismutase (SOD) foi a primeira enzima antioxidante a ser
identificada (ALVAREZ et al., 1987). A SOD ¢é considerada uma linha primaria de
defesa antioxidante agindo através da dismutacdo de duas moléculas de anion

superéxido (O2) formando uma molécula de oxigénio e uma molécula de peroxido
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de hidrogénio (H,O,) (NORDBERG; ARNER, 2001). A reacdo catalisada pela

enzima superoxido dismutase esta representada na figura 2.

Figura 2 - Reacao catalisada pela superoxido dismutase

20, + 2H" - H,0, + O,

Fonte: Nordberg e Arnér (2001)

A SOD pode ser dividida em 3 grupos: a Mn-SOD que é manganés
dependente e esta localizada na mitocéndria espermatica, a Cu/Zn-SOD que é
dependente de cobre e zinco e estd localizada no citosol e a SOD extracelular
presente em tecidos e fluidos extracelulares (MATES, 2000).

A atividade da SOD ja foi identificada no espermatozoide e/ou plasma de
diversas espécies como bovinos (BILODEAU et al., 2000), humanos (AITKEN, R. J.
et al., 1996; ZINI; GARRELS; PHANG, 2000) e ratos (JOW et al., 1993).

Segundo Bilodeau et al. (2000) foi detectada uma alta atividade de SOD no
espermatozoide e no plasma seminal bovino. Segundo Alvarez et al. (1987) a SOD é

o principal mecanismo de defesa contra a peroxidacéo lipidica do sémen humano.

2.3.3.1.2 Catalase

A catalase é uma hemeproteina presente no citoplasma das células, e
catalisa uma reacgdo, na qual duas moléculas de H,O, sdo convertidas em duas
moléculas de agua e uma de oxigénio (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Essa
reacao esta representada na figura 3.
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Figura 3 - Reacao catalisada pela catalase:

2H,0, — O, + 2H,0

Fonte: Nordberg e Arnér (2001)

Segundo Bilodeau et al. (2000), no espermatozoide bovino nenhuma
atividade de catalase foi detectada e no plasma seminal foi detectada uma baixa

atividade desta mesma enzima.

2.3.3.1.3 Glutationa Peroxidase (GPx) / Glutationa Redutase(GRd)

A glutationa peroxidase (GPx) é uma enzima antioxidante que pode ser
dividida em GPx selénio-dependentes e GPx selénio independentes, sendo que as
GPx selénio dependentes sdo capases de decompor H,O, e hidro/lipoperoxidos
(HALLIWELL, 1999).

A GPx catalisa uma reacdo, na qual a glutationa reduzida (GSH) é usada
como substrato para decompor o H,O, , resultando em H,O e glutationa oxidada
(GSSG). A glutationa reduzida (GRd) reduz a GSSG em GSH que pode ser utilizada
novamente no sistema. A GRd é uma flavoproteina dependente de NADPH e,
portanto, depende da integridade da via das pentoses. (FERREIRA; MATSUBARA,
1997; HALLIWELL, 1999). A reacao catalisada pela glutationa peroxidase esta
representada na figura 4.
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Figura 4 - Reacao catalisada pela GPx:

Reducmg equivalents to:

NADPH + H", , GSSG
& Protein
G RX X o (ESH-mixed disulfides
NADP * 2 GSH GXoy *  Low Mw-compounds

» GS-conjugate + H
ﬂST
substrate

2 H-0

GPx
H20;

Fonte: Nordberg e Arnér (2001)

Alguns trabalhos indentificaram uma alta atividade de GPx no sémen bovino
(BILODEAU et al., 2000; NICHI et al., 2006a)
A cadeia de formacdo das EROs e a destruicdo pelos seus respectivos

antioxidantes enzimaticos esta ilustrada na figura 5.

Figura 5 - Cadeia de formacdo das EROs e a destruicdo pelos seus respectivos antioxidantes
enziméticos

Superoxide dismutase

e 0, Fe2* Fe* H+

UU

02 @—> 02'_ — H202 — OH — Hzo

GSH

GSSG
Glutathione Catalase
peroxidase

2H20 HQO + 02

Fonte: Neldeljkivic, Gokce e Loscalzo (2003)
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2.3.3.2 Antioxidantes ndo enziméaticos

Além dos antioxidantes enzimaticos, o plasma seminal contém diversos
antioxidantes nao enzimaticos como o acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E), glutationa, piruvato, urato, taurina e hipotaurina (JOZWIK et al., 1997;
ZINI; GARRELS; PHANG, 2000). Dentre os antioxidantes envolvidos na reproducéo,
merecem destaque a vitamina C e a vitamina E (ANDRADE et al., 2010).

O acido ascoérbico é um antioxidante hidrossoluvel de grande importancia,
pois, além de participar da regeneragdo da vitamina E, atua destruindo os radicais
livres, sendo considerado um agente redutor devido a sua capacidade de doar H”
(FRAGA et al., 1991).

Além disso, ele atua protegendo o citocromo P-450, enzima que patrticipa da
transferéncia de elétrons no metabolismo aerdbico espermético (FRAGA et al.,
1991). Em concordancia com esse fato, Nichi (2009) verificou que a adicdo de acido
ascorbico no meio de criopreservacdo de espermatozoides bovinos colhidos do
epididimo, promoveu um efeito protetor em relacdo a atividade mitocondrial.

Segundo Fraga et al. (1991), uma suplementagcédo com vitamina C promoveu
efeito protetor contra danos oxidativos do DNA espermatico humano, sendo uma das
principais causas de infertilidade idiopatica na reproducdo humana.

2.3.3.2.1 Vitamina E

O termo vitamina E foi descrito pela primeira vez por Evans e Bishop (1922)
como um fator nutricional importante para as funcdes reprodutivas (HATAMOTO,
2004)

A vitamina E é a designacdo genérica de todos os derivados de tocoferol e
tocotrienol, que possuem 4 isoformas descritas como a, B, ,¥ y e d, constituindo 8
compostos quimicos diferentes. Entretanto o a-tocoferol apresenta uma maior
atividade metabdlica e biolégica no organismo (HATAMOTO, 2004).

O a-tocoferol € um antioxidante lipossolivel presente em membranas

biolégica (MATES, 2000). Este antioxidante age pela interceptacdo das EROs,
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guebrando a reacgdo de formacdo dos radicais livres resultando em produtos nao
radicais, ou seja, sem elétrons despareados na ultima camada eletrénica (SIES,
1993).

Assim como 0s outros antioxidantes, ha controvérsias em relacéo ao efeito do
tratamento com vitamina E, tanto de amostras espermaticas quanto dos proprios
animais. Provavelmente, os diferentes resultados (benéficos ou deletérios) obtidos
ocorrem, devido as diferentes concentracdes de antioxidantes usadas nos diferentes
experimentos. Assim como ja foi dito anteriormente, as EROs possuem um papel
importante na fisiologia espermatica e nos processos de fertilizacdo. Portanto, um
excesso de antioxidantes provavelmente ird inibir esse efeito fisiologico das EROs
(DE LAMIRANDE et al., 1997).

Segundo Nichi (2009), o tratamento de amostras espermaticas epididimarias
de bovinos com vitamina E nas concentra¢des de 0,5 e 1,5 mM promoveram um
efeito deletério na motilidade. Por outro lado, em um trabalho realizado por Beconi et
al. (1991) sugeriu que o tratamento com vitamina E promoveu um efeito positivo na
motilidade espermatica de bovinos.

Em trabalho realizado por Barnabe et al. (2012), touros Bos taurus
submetidos ao estresse térmico testicular, apresentaram uma maior motilidade
espermatica e uma diminuicdo da susceptibilidade ao estresse oxidativo quando
tratados com vitamina E injetavel em relacdo aos animais controle.

Sabe-se que a vitamina E protege os acidos graxos poli-insaturados
presentes na membrana contra a peroxidacao lipidica (BRADFORD et al., 2003a).
Diversos trabalhos vém demonstrando que o tratamento tanto de animais quanto de
amostras espermaticas com vitamina E, exerce efeito protetor contra a peroxidacéo
lipidica causada pelas EROs (BREININGER et al., 2005; HATAMOTO et al., 2006;
BARNABE et al., 2012).

2.3.4 Acidos graxos poli-insaturados (PUFA) x espermatozoide

A membrana plasmética do espermatozoide possui uma grande quantidade
de &cidos graxos poliinsaturados (PUFA). Estes, por possuirem duplas ligacdes

entre as moléculas de carbono, conferem certa fluidez ao espermatozoide, sendo
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essencial para os processos fisiologicos como a motilidade espermatica e nos
processos de fertilizacdo (LEAT et al., 1983; LANGLAIS; ROBERTS, 1985; LADHA,
1998).

Estudos indicam que a composicao lipidica da membrana esperméatica de
diversas espécies também influencia a resisténcia ao choque pelo frio, sendo
importantes para a biotecnologia do sémen, nos processos de refrigeracdo e
criopreservacao (PARKS; LYNCH, 1992).

Apesar do efeito benéfico das PUFAs ao espermatozoide, esta alta
quantidade os faz altamente susceptiveis ao ataque das EROs, visto que as ligacdes
entre carbono e hidrogénio adjacentes as ligacdes duplas (insaturagbes) sdo mais
facilmente clivadas pelas EROs (VERNET; AITKEN; DREVET, 2004). Além disso, a
oxidacdo dos lipidios da membrana espermatica, denominada peroxidacao lipidica,
formam produtos extremamente citotoxicos, sendo que o principal produto da
peroxidagdo lipidica é o malondialdeido (MDA). (AITKEN.; HARKISS;
BUCKINGHAM, 1993a).

Segundo Losano et al. (2012), o MDA foi mais lesivo para a atividade
mitocondrial e integridade de DNA de espermatozoides bovino do que as proprias
EROs, quando estes animais foram tratados com PUFAS e submetidos ao estresse
térmico.

A suplementacdo da dieta com PUFAs em machos tem sido estudada em
diversas espécies com diferentes resultados, tanto negativos (AITKEN, et al., 2006)
como positivos (BRINSKO et al., 2005). No entanto, poucos estudos relacionam o
tratamento com PUFAs e um possivel efeito em relacéo a susceptibilidade ao ataque
das ROS.

Um tratamento com PUFA que alterasse o perfil lipidico seminal ou
espermatico poderia causar enorme impacto para estes animais. Caso os PUFAs
fossem incorporados a membrana espermatica, isto os tornaria mais susceptiveis ao
ataque das ROS. Esse efeito poderia ser exacerbado se esses animais tratados com
PUFA estiverem em estresse térmico, pois tornariam as células espermaticas ainda
mais susceptiveis ao estresse oxidativo. Caso os PUFAs apenas se incorporem ao
plasma seminal, haveria uma maior quantidade de substrato para o ataque das
ROS, o que pouparia as células espermaticas do ataque das EROs (NICHI,2009).

Portanto, uma alternativa que parece ser plausivel para melhorar a fertilidade

de touros Bos taurus taurus submetidos ao estresse térmico , seria a suplementacao
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com acidos graxos poli-insaturados para melhorar a qualidade espermatica
associada a um tratamento antioxidante para prevenir o estresse oxidativo, jA que
esses acidos graxos tornam os espermatozoides mais susceptiveis a este estresse.
Ja que a vitamina E promove um efeito protetor dos acidos graxos poli-
insaturados da membrana espermatica contra a peroxidacgéao lipidica, este parece ser
o antioxidante de eleicdo para associar a uma suplementacdo com PUFA. No
entanto uma avaliacdo criteriosa do sémen utilizando testes convencionais e

funcionais se torna necessaria para avaliar o efeito destes tratamentos.

2.4 AVALIACOES DE SEMEN

Existem diversos testes laboratoriais disponiveis que sdo considerados de
grande importancia para predizer a capacidade fecundante do sémen. Porém,
nenhum destes testes, isoladamente, é capaz de predizer a fertiidade de uma
determinada amostra espermatica, sendo necessaria uma associacdo dessas
avaliacdes. Os testes utilizados para a avaliacdo de sémen podem ser divididos em
testes convencionais e testes funcionais (GRAHAM; KUNZE; HAMMERSTEDT,
1990; AITKEN, 2006).

2.4.1 Testes convencionais

Os testes convencionais de andlise de sémen sdo aqueles realizados
rotineiramente em um espermograma. Estes podem ser divididos em caracteristicas
fisicas e morfologicas do sémen. As caracteristicas fisicas sdo: volume, coloracéo,
aspecto, pH, concentracdo espermatica, turbilhonamento, motilidade e vigor
espermatico. As caracteristicas morfolégicas estao relacionadas a porcentagem de
células morfologicamente normais e a porcentagem de defeitos espermaticos totais
e individuais presentes em uma determinada amostra espermatica.

Diversos pesquisadores que estudam a relacdo entre fertilidade e os exames

espermaticos convencionais demonstram que a probabilidade de fecundacédo esta
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relacionada a fatores como motilidade e vigor esperméaticos, concentracdo
espermética e alteracdes morfolégicas do espermatozéide. No entanto, a limitacéo
destes testes também tem sido reconhecida, principalmente em casos de
infertiidade de razdo desconhecida. Claramente, nestes casos, 0 exame
convencional do sémen nao conseguiu detectar deficiéncias funcionais das
estruturas espermaticas responsaveis pela infertilidade. Assim, para refinar a
predicdo da fertilidade de uma determinada amostra, testes funcionais tém sido
desenvolvidos (AITKEN, R. J., 2006)

2.4.2 Testes funcionais

Os testes funcionais sdo aqueles capazes de avaliar a funcédo das diferentes
estruturas espermaticas isoladamente como membrana plasmatica, acrossoma,
mitocondrias e DNA, sendo de extrema importancia para refinar a predicdo da
fertilidade de uma amostra seminal e detectar uma possivel causa do que se chama
de “infertilidade sem causa aparente” (AITKEN, R. J., 2006)

2.4.2.1 Integridade de membrana plasmética

A membrana plasmatica é responsavel pelo equilibrio osmaético da célula
agindo como barreira entre 0 meio intra e extracelular, sendo que lesdes e
alteracOes de permeabilidade da membrana podem alterar a homeostase e levar a
morte celular (AMANN, R.; PICKETT, 1987).

Diversos testes estdo disponiveis para avaliar a integridade de membrana
plasmatica, tanto testes que utilizam sondas fluorescentes como o iodeto de propidio
(Pl), SYBR-14, Hoechst 33258 (H258) e 33342 (H342), diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) e a Concanavalina A (ConA) associada ao isotiocionato
de fluoresceina (FITC), quanto os que utilizam corantes convencionais como a
Eosina-Nigrosina (BARTH, A.; OKO, 1989; DE ARRUDA et al., 2005)
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Uma sonda fluorescente comumente utilizada para avaliar a integridade de
membrana é o iodeto de propideo. Este corante consegue penetrar em apenas
membranas lesionadas ou com alteracdes de permeabilidade e neste caso, devido a
especificidade desta sonda pelo DNA, espermatozoides com membranas lesionadas
irdo ter o nucleo corado de vermelho (PETERSON; SILVERSTEIN; FREUND, 1974).

J& um corante convencional bastante utilizado para fazer essa avaliagéo é a
Eosina-Nigrosina. Células com lesdes ou alteracdes de permeabilidade permitem
gue a eosina entre na célula e a core de rosa. Por outro lado, em espermatozoides
integros, o0 corante ndo consegue penetrar, sendo que 0 espermatozoide,
contrastando com a coloragdo escura da nigrosina, sao visualizados na cor branca
(BARTH, A.; OKO, 1989).

2.4.2.2 Integridade acrossomal

O acrossoma é essencial para que ocorra a ligacdo entre o espermatozoide e
0 od0cito, sendo que na reacdo acrossdmica ocorre a liberacdo de enzimas
hidroliticas como a acrosina e hialuronidase que agem em conjunto permitindo a
penetracdo do espermatozoide através da zona pellcida e fusdo com a membrana
plasmatica com o o6cito (HAFEZ; HAFEZ,2004).

Sendo assim, a integridade do acrossoma € crucial para que ocorram 0S
processos de fertilizacdo. Para a avaliacdo da integridade acrossémica por sondas
fluorescentes tem-se utilizado algumas aglutininas como aglutinina de Ricinus
communis (RCA), aglutinina de Pisum sativum (PSA), aglutinina de Arachis hypogea
(PNA) e Concanavalia ensiformis (ConA) (DE ARRUDA et al., 2005).

A coloracdo Simples Fast-Green/Rosa-Bengala (coloracdo de Pope) € uma
técnica bastante eficiente para avaliar a integridade acrossomal podendo ser
utiizada a campo. Além disto, € uma técnica de facil utilizacdo e com custo
acessivel. Nesta coloracdo, o acrossoma integro € corado de roxo, ficando mais
escuro gque a regido pos-acrossomal enquanto o acrossoma lesionado fica com uma
coloracdo rosea, mais clara que a regidao pos acrossomal (POPE; ZHANG,;

DRESSER, 1991).
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2.4.2.3 Atividade mitocondrial

As mitocondrias espermaticas vém sendo muito estudadas nessas ultimas
décadas. Estas estdo dispostas helicoidalmente na peca intermediaria do
espermatozoide e sdo responsaveis por aproximadamente 90% da energia celular
através da fosforilacdo oxidativa. Estas organelas sdo responsaveis pela maior parte
da producdo enddgenas de espécies reativas de oxigénio, além de serem
consideradas as reguladoras centrais da apoptose celular (RIBEIRO; PESSOA).

Os principais testes utilizados para avaliar a atividade mitocondrial sdo as
sondas fluorescentes Rodamina 123 (R123), MitoTracker Green FM (MITO),
MitoTracker red ou CMXRos e JC-1 (iodeto de 5,5,6,6° — tetracloro - 1,1,3,3" —
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina), além da técnica citoquimica da 3,3-
diaminobenzidina (DAB) (RONOT et al., 1986; HRUDKA, 1987; GRAVANCE, C. G.
et al., 2000).

No teste DAB, a diaminobenzidina, ao entrar em contato com o citocromo-c,
(enzima que desempenha um papel importante no metabolismo aer6bio das
mitocondrias), é oxidada formando um complexo de coloracdo marrom que se
deposita em mitocéndrias ativas (HRUDKA, 1987).

O teste DAB parece ser uma excelente técnica para avaliar a atividade
mitocondrial, j& que € possivel dividir essa atividade em classes de acordo com a
porcentagem de mitocondrias coradas de marrom, portanto ativas, sendo
comumente dividida em 4 classes: alta, média, baixa e auséncia de atividade
mitocondrial (HRUDKA, 1987).

2.4.2.4 Integridade de DNA

Para que o espermatozoide fecunde o oocito dando origem a um individuo, &
de extrema importancia que todas as estruturas espermaticas estejam intactas.
Porém, o DNA é de importancia fundamental, j& que uma das principais fun¢des do

espermatozoide é levar um DNA paterno intacto até o odcito para uni-lo ao DNA
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materno dando origem a um embrido (EVENSON, D. P. et al., 1999; SAKKAS;
ALVAREZ, 2010).

Portanto, para que essa estrutura esteja devidamente protegida, na
espermiogénese, ocorre a troca de histonas por protaminas, evento conhecido com
protaminacdo, que deixam o DNA espermatico extremamente compacto,
protegendo-o contra agressoes (SAKKAS; ALVAREZ, 2010).

Apesar desta compactacdo, existem alguns mecanismos que levam a
fragmentacdo do DNA espermatico como: a falha na apoptose durante a
espermatogénese, quebras de DNA durante o remodelamento da cromatina
(espermiogénese), quebras causada por espécies reativas de oxigénio (estresse
oxidativo), fragmentac&o causada por caspases enddgenas e endonucleases, danos
de DNA causados por radioterapia e quimioterapia assim como danos causados por
toxicos ambientais (SAKKAS; ALVAREZ, 2010).

Quando o espertmatozéide possui uma baixa fragmentacdo de DNA, o odcito
assim como o embrido possuem mecanismos para corrigir essa fragmentacéao,
dando origem a um individuo normal (WYROBEK et al., 2006; GASCA et al., 2007).

Ja, em casos de alta fragmentacdo, estes mecanismos parecem ndo ser
capazes de realizar tal correcéo, acarretando em morte embrionaria, aborto ou ainda
doencas congénitas e problemas em geracdes futuras (TESARIK; GRECO;
MENDOZA, 2004; MARCHETTI; WYROBEK, 2005).

A fragmentacdo de DNA esta muito relacionada a infertiidade sem causa
aparente, ja que espermatozoides com DNA fragmentado podem apresentar valores
normais de motilidade e morfologia e portanto, serem incapazes de gerar um
embrido e um descendente com problemas (BURRELLO et al., 2004). Por isso o
ideal seria utilizar um teste funcional para avaliar a integridade do DNA espermatico
em combinacdo com o espermograma.

Existem diferentes testes que avaliam a integridade de DNA espermatico
como o Ensaio Cometa (HUGHES et al., 1996), Ensaio da estrutura da cromatina
espermatica (SCSA) (EVENSON, D.; WIXON, 2006), TdT-mediated-dUTP nick-end
labeling (Ensaio TUNEL) (GORCZYCA; GONG; DARZYNKIEWICZ, 1993),
Cromomicina A3 (MANICARDI et al.,, 1995) e Teste de dispersdo da cromatina
espermatica (FERNANDEZ et al., 2003).
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2.4.2.5 Avaliacao do estresse oxidativo

A avaliacdo do estresse oxidativo de uma amostra espermatica parece ser
valida, principalmente quando se procura uma possivel causa de infertilidade ou
guando ha uma suspeita de estresse oxidativo testicular.

Um teste bastante utilizado para avaliar o estresse oxidativo € a avaliacdo das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Neste teste € adicionado o
acido tiobarbitlrico que ao reagir com o malondialdeido, produto da peroxidacéo
lipidica, forma um complexo de coloracdo résea que é quantificado em
espectrofotometro. Portanto o TBARS avalia o estresse oxidativo indiretamente
através da mensuracao da peroxidacéao lipidica (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

Outro teste utilizado para avaliar o estresse oxidativo € a sonda fluorescente
C11-BODIPY (4,4-difluoro-5-(4-phenyl-1,3-butadienyl)-4- bora-3a,4a-diaza-s-
indacene-3-undecanoic acid). O BODIPY é um analogo de acidos graxos poli-
insaturados que possuem a capacidade de se incorporar na membrana celular.
Quando este analogo esta intacto fluoresce em vermelho, quando a sonda € oxidada

pelas EROs ha uma mudanca para a cor verde (AITKEN et al., 2007).

2.4.2.6 Testes de ligacdo espermatica

Apesar dos testes funcionais representarem uma ferramenta de grande
importancia para a avaliacdo da capacidade fecundante de uma determinada
amostra seminal, a avaliacdo da habilidade do espermatozoide de interagir com a
zona pelucida parece ser um teste que pode predizer com bastante precisdo esta
capacidade, visto ser este 0 passo crucial para o processo de fecundagéo in vivo
(BURKMAN et al., 1988)

A interacdo entre o espermatozoide e a zona pelicida ocorre através da
ligacdo do espermatozoide com as proteinas da zona pellcida 3 e 2 (ZP3 e ZP2).
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Essa interacdo pode ser avaliada pelo teste da hemizona (BURKMAN et al., 1988).
No entanto, dependendo da espécie, a zona pelicida homodloga pode ser um
material de obtencdo bastante complicada, principalmente para ser utilizada em um
simples espermograma de rotina. Mesmo para bovinos, em que existe uma maior
facilidade na obtencdo de odcitos para a utilizagdo da hemizona, o processo de
retirada da hemizona pode ser bastante trabalhoso.

A membrana perivitelinica de ovos de aves possui uma homologia com as
proteinas ZP3 e ZP2, permitindo sua ligacdo com espermatozoides de diversas
espécies mamiferas. Sendo assim foi desenvolvido o teste de ligacdo de
espermatozoides a membrana perivitelinica de ovos de galinha (BARBATO;
CRAMER; HAMMERSTEDT, 1998; WACLAWEK, MARIANNE et al., 1998). Esse
teste ja foi padronizado para diversas espécies como humanos , aves e suinos
(ROBERTSON et al., 1997; AMANN, R. P. et al., 1999; CORCINI et al., 2012).

O teste de ligacdo de espermatozoides a membrana perivitelinica parece ser
bastante eficiente para avaliar indiretamente a capacidade fecundante de uma
amostra seminal ja que a ligacdo espermatica com essas proteinas € uma etapa
crucial para que ocorra a fertilizacdo, além disso, € um teste barato, ndo necessita
de equipamentos sofisticados e relativamente facil de ser realizado, podendo ser
utilizado tranquilamente & campo (CRISCUOLO et al., 2010).

Visto que a maioria dos produtores de bovinos mantém touros a campo para a
realizacdo da monta natural, ha uma grande necessidade de conhecer a fertilidade
desses animais para evitar uma diminuicdo nas taxas de prenhez. Pensando nas
vantagens deste teste, sua realizacdo em amostras seminais de touros a campo

pode ser muito vantajosa.



Hipotese
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3 HIPOTESE

A hipétese deste experimento é que o tratamento antioxidante de touros Bos
taurus taurus submetidos ao estresse térmico testicular associado a uma
suplementacdo com acidos graxos poli-insaturados melhora a capacidade de ligacéo

esperméatica das amostras espermaticas.



Objetivo
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4  OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do tratamento antioxidante
sistémico em touros Bos taurus taurus submetidos ao estresse térmico testicular e
suplementados com dieta rica em acidos graxos poli-insaturados sobre a
capacidade de ligacdo espermética a membrana perivitelinica de ovos de galinha e
correlacionar esta capacidade de ligacdo com os testes funcionais do sémen
(integridade de membrana, integridade acrossomal, atividade mitocondrial,
integridade de DNA e avaliacdo do estresse oxidativo) e os parametros de motilidade
avaliados através do sistema computadorizado CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis).



Capitulo 1
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5 CAPITULO 1 - UTILIZATION OF SPERM-BINDING ASSAY COMBINED WITH
COMPUTER ASSISTED SPERM ANALYSIS TO EVALUATE FROZEN-
THAWED BULL SEMEN (Trabalho ja no formato para envio a revista
internacional)

The interaction between spermatozoa and zona pellucida occurs through binding of
sperm acrosomal receptors to ZP3 and ZP2 proteins of the zona pellucida. Due to
homologies between the chicken egg periviteline membrane (EPM) with these
proteins, sperm of several species are able to bind to this membrane. However,
adequate standardization is required to attest possible applications of this technique
in the semen evaluation of a given species. Thus, aiming to validate sperm-egg
binding assay for bulls, we thawed and divided cryopreserved semen samples in two
aliquotes, one kept in water bath at 37°C (thawed sperm) and the other submitted to
shap-freezing to damage sperm cells (dead sperm). These aliquotes were then
mixed into different ratios of thawed:dead cells and analyzed for motility, membrane
integrity, acrosomal integrity and mitochondrial activity. In parallel, chicken egg
periviteline membranes were inseminated with these ratios, and the number of
sperm bound per mm? of membrane was assessed by conventional microscopy (CM)
and computer assisted sperm analysis (CASA). Linear regression showed high
correlation between thawed:dead sperm ratio and number of sperm bound to the
membrane (CM r?> = 0.91 and CASA r? = 0.92, respectively). Additionally, positive
correlations were found between the number of spermatozoa bound to the
membrane and acrosomal integrity, membrane integrity, mitochondrial activity,
motility, and progressive motility. These findings indicate that sperm-egg binding
assay associated with CASA is a reliable, practical and inexpensive method for
examining the fertilizing capacity of cryopreserved bull semen.

5.1 INTRODUCTION

Assisted reproduction techniques such as artificial insemination (Al), in vitro

fertilization (IVF) and intra-cytoplasmic sperm injection (ICSI) are essential for
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programs aiming to preserve endangered species, to propagate genetic material of
high value animals, and to treat infertility in human medicine (LASLEY; LOSKUTOFF,;
ANDERSON, 1994; PELLICER et al., 1995; GALLI; LAZZARI, 1996). However, their
outcome is highly dependent on sperm quality, which can be impaired due to semen
cryopreservation, a key process for the application of these techniques
(HAMMERSTEDT; GRAHAM; NOLAN, 1990; AITKEN, 2006).

Conventional semen analysis (e.g., sperm motility, vigor, concentration, and
morphology) has been routinely used to predict the probability of generating
pregnancy with acceptable results (BONDE et al., 1998). However, limitations of this
analysis are also known, especially in cases of male idiopathic infertility, due to its
inaptitude to detect some functional abnormalities responsible the impaired sperm
capacity (SALEH et al., 2003; AITKEN, 2006). In this regard, sperm functional
assays are extremely useful since they are capable of evaluating the functionality of
distinct cellular structures including plasma membrane (JEYENDRAN et al., 1984),
acrosome (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991), mitochondria (GRAVANCE, CURTIS
et al., 2000), and DNA (SAKKAS; ALVAREZ, 2010). These techniques are extremely
useful to detect the probable cause of cases of unexplained infertility (AITKEN,
2006). A prominent example of such approach is the interaction between
spermatozoa and zona pellucida, which appears to predict with considerable
accuracy their capacity to fertilize oocytes.

Notwithstanding, tests for sperm-zona pellucida interaction can be strongly
influenced by factors as in vitro conditions or oocyte variability. Therefore, alternative
methods aiming to solely evaluate the sperm binding, not considering further embryo
development are very appealing for the routine of reproductive laboratories. Sperm
binding to homologous hemizona represents one of these optional diagnostic tools
(BURKMAN et al., 1988). Nevertheless, depending on the species, homologous zona
pellucida assays exhibit logistical difficulties concerning oocyte availability and
excessive labour (Criscuolo et al.,2010). Another option is the zone-free hamster egg
penetration test, in which the zona pellucida of hamster oocytes is removed enabling
spermatozoa of various species to penetrate the oocyte. Although this technique
allows us to assess the penetration capacity of the sperm, the collection of hamster
oocytes also is extremely laborious and raises ethical questions around euthanasia
(YANAGIMACHI, 1984; KAMIGUCHI; MIKAMO, 1986).
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The chicken egg perivitelline membrane (EPM) displays homology to the
mammalian ZP3, which enables the binding of spermatozoa from several mammalian
species (WACLAWEK, et al., 1998; BAUSEK et al., 2000). Consequently, sperm-egg
binding tests using EPM have been validated for poultry, mice, horses, bulls, rams,
pigs and humans (ROBERTSON et al, 1997; BARBATO; CRAMER,;
HAMMERSTEDT, 1998; WACLAWEK, MARIANNE et al.,, 1998; AMANN, et al.,
1999; CORCINI et al., 2012). This technique is relatively simple and requires
inexpensive equipment, making it applicable in field studies (CRISCUOLO, 2010).
Thus, the objective of the present study was to standardize the sperm-egg binding
assay combined with computer assisted sperm analysis (CASA) using chicken’s egg
perivitelline membrane on bovine cryopreserved semen as an practical alternative to

functionally assess indirectly bovine sperm fecundity ability.

5.2 MATERIAL AND METHODS

The sperm binding assay in perivitelline membrane of chicken eggs was
performed on six batches of bull cryopreserved semen according to the technique
used by Criscuolo et al. (2010) in human semen. However, due to semen
peculiarities of each especies, standardization was required in order to test efficacy
of this technique using bull semen.

Unless otherwise stated, all chemicals were purchased from Sigma Chemical
Co (St. Louis, MO, USA).

5.2.1 Thawing and sperm processing

Cryopreserved semen samples were thawed at 37°C in a water bath,
and sperm concentration was measured in a Neubauer chamber. Samples were then
diluted to a final concentration of 5x10° spermatozoa per ml using a medium for in
vitro fertilization at 37°C. Immediately after dilution, samples were divided in two
aliquots: one kept in a water bath (37°C; “thawed”), and another submitted to snap

freezing to induce cell injury (immersed in liquid nitrogen and thawed in a water bath
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at 37° C for three times; “dead cells”). Afterwards, these aliquots (thawed and dead
sperm, respectively) were mixed in proportions of 0%, 25%, 50%, 75% and 100%
(thawed/ dead sperm ratio). From these proportions were performed the sperm

binding assay, computerized analysis of motility and function tests.

5.2.2 Egg Perivitelline Membrane (EPM) Processing and Sperm-egg
Binding Assay

EPM were isolated from the yolks of freshly laid, unfertilized hen's eggs and
washed with PBS until the membrane and PBS became translucent. Later on, EPM
segments (0.5 cm? each) were transferred to a plate containing wells, and incubated
with 25.000 spermatozoa diluted in 250uL of in vitro fertilization medium used
routinely for cattle (TL semen). This incubation was performed at 37 ° C for 1 hour.
After incubation, the membranes were washed in macrocentrifuge tubes containing
10 ml of PBS to remove unbound sperm. Membranes were then placed in a glass
slide, overlaid with a cover slip and observed under CASA or phase contrast
microscope (400x magnification).

To perform the evaluation of the number of sperm bound to the EPM using the
CASA, perivitelline membranes were stretched on microscope slides and submitted
to the fluorescent probe Ident® (Hamilton Thorne, USA) according to
the manufacturer's instructions. In brief, the stain was diluted in 500 uL of BWW (
Biggers-Whitten-Whittinghamw) medium and mixed vigorously using a vortex. Fifty
pL of the solution was added to the membrane and incubated for 7 minutes. This
staining was used in order to avoid the influence of the membrane on sperm
counting. After this period, a cover slip was placed over the membrane and this slide
was evaluated using the CASA. Sperm bound to the EPM were counted in 3 to 5
fields, and the results were expressed in sperm bound per mm? of membrane. The
same procedure was performed in the conventional microscope (CM), where the
number of sperm bound to the membrane was evaluated in a 400X magnification
(usually in three fields) using a phase contrast microscope (Nikon® E200, Japan).

Results were also expressed in number of sperm bound per mm? of membrane.
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5.2.3 Computer assisted sperm analysis

Ratios of thawed and dead sperm were submitted to motility analysis by
computer assisted sperm analysis (CASA, Hamilton-Thorne, Ivos 12.3, USA). The
following variables were examined: VAP (average path velocity, ym/s), VSL (straight-
line velocity, um/s), VCL (curvilinear velocity, um/s) ALH (amplitude of lateral head
displacement, ym), BCF (beat cross frequency, Hz) STR (straightness, %), LIN
(linearity, %), and the percentage of spermatozoa rapid (%), medium (%), slow (%)
and static (%) (GOOVAERTS et al., 2006).

5.2.4 Functional tests

Subsequently to CASA analysis, ratios of thawed/dead sperm were evaluated
for mitochondrial activity and integrity of the plasma and acrosome membranes.
Integrity of the plasma membrane was investigated by the eosin-nigrosin staining
(BARTH; OKO, 1989). To perform the technique, 5uL of eosin/ negrosin stain was
mixed with 5 yL of semen on a microscope slide, and smeared using another slide.
Later on, two hundred cells were counted in a CM (1000x) and classified as intact
and damaged.

Acrosomal integrity was assessed using fast-green/ bengal-rose staining
(POPE; ZHANG; DRESSER, 1991), which was performed by mixing 5uL of stain with
5 uL of semen on a microscope slide. After 60 seconds, this mixture was smeared on
the glass slide, and two hundred cells were counted in a CM (1000x) and classified
as intact or injured acrossomes. The mitochondrial activity was analyzed using
3.3’diaminobenzidine (DAB) staining (HRUDKA, 1987). An aliquot of each sample
was incubated with DAB in an amber microcentrifuge (1:1) for 1 hour at 37°C. After
incubation the mixture was smeared in microscopy slides, and fixed in 10% formalin
for 10 minutes. Slides were then examined under phase contrast microscope
(1000x), where two hundred cells were counted and classified in four different
classes: Class | with 100% of the midpiece stained indicating full mitochondrial
activity; Class Il with more than 50% of the midpiece stained indicating medium

activity; Class Il with less than 50% of the midpiece stained indicating low activity;
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and Class IV with absence of staining in the midpiece indicating no mitochondrial

activity.

5.2.5 Statistical Analysis

All data were evaluated using SAS System for Windows (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). The effect of proportion of live/dead cells (0, 25, 50, 75 ans 100%)
was determined using parametric (General Linear Model procedure—PROC GLM)
and non-parametric (Wilcoxon) tests, according to the residue normality (Gaussian
distribution) and variance homogeneity of each variable. A probability value of p <
0.05 was considered statistically significant. Results are reported as untransformed
means = S.E.M. Pearson correlation was used to calculate the relationship between

variables studied in each temperature group.

5.3 RESULTS

Increases in the number of sperm bound to the EPM followed rises in the ratio
of thawed/dead sperm in both CASA (0%: 1.43 £+ 0.35; 25%: 3.53 + 0.67; 50%: 7.50 £
1.14; 75%: 14.50 + 1.50; and 100%: 21.25 + 2.25) and CM analysis (0%: 1.07 £ 1.0;
25%: 6.79 + 3.02; 50%: 21.13 + 5.97; 75%: 64.49 + 1.96; 100%: 100.14 + 6.12;
Table 1). In fact, linear regression coefficients showed a consistent relationship
between these two parameters in both techniques (Figure 6).

Similarly, membrane and acrosome integrities increased according to raises in
the proportion of thawed/dead sperm (Table 1), circumstance also observed in the
percentage of sperm showing full mitochondrial potential. On the other hand,
percentages of sperm showing medium, low and absence of mitochondrial activity
(DAB II, DAB 1l and DAB 1V, respectively) decreased with the increment of
thawed/dead spermatozoa (Table 1). As expected, percentages of sperm showing
total and progressive motilities increased whenever ratios of thawed/dead sperm

were elevated, and the opposite occurred with the percentage of static sperm.
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Positive correlation was found regarding CASA and CM analysis of the number of
sperm bound to EPM (0.962, p <0.0001). Moreover, both techniques were positively
correlated with the plasma membrane integrity (CASA - 0.845, p <0.0001, and CM
0.846, p <0.0001, Table 2), acrosome integrity (CASA 0.846, p <0.0001; CM 0.788, p
<0.0001, Table 2) and DAB | (CASA: 0.759, p <0.0001; microscope: 0.768, p <0.001,
Table 2). Additionally, we demonstrated robust correlations between the number of
sperm bound to EPM and variables provided by the CASA, exceptions made for
VAP, VSL, VCL and BCF (data not shown). Correlations were positive for ALH, STR,
LIN, Mot, Prog, Rapid, Medium and Slow, and negative for Static (Table 3).

Table 1 - . Relationship among thawed/dead sperm ratios and the following variables:
number of spermatozoa bound to EPM evaluated by CASA (Esp/mm2 - CASA) and CM
(Esp/mm2 - CM), plasma membrane integrity (intact), integrity acrosomal (acro),
mitochondrial activity (DAB 1, II, Ill and V), total motility (MOTILE), progressive motility
(PROG) and statics spermatozoa (STATIC).

Ratio (thawed/dead sperm)

0% 25% 50% 75% 100%

Esp/mm“(CASA)  1.43 +0.35° 353+0.67° 7.50+1.14° 1450+1.50° 21.25%+2.25°

Esp/mm?(CM) 1.07 + 1.01° 6.79+3.02° 21.13+597° 64.49+1.96° 100.14 +6.12°
INTEGRO 0.17 +0.17° 9.00+1.32% 23.83+3.18° 34.33+3.57° 46.00+4.78%
ACRO 2750+ 4.37°  44.33+4.73° 59.17 +3.54° 72.67+2.69° 8567 +2.25%
DABI 9.33+5.11° 19.50 +5.12° 36.50 +5.31° 46.67 +6.58° 66.50 + 6.00°
DABII 40.67 +2.60*°  38.67 £2.65° 42.00 +3.62° 34.17 +3.79% 25.83 +4.06"
DABIII 33.50+4.86°  27.50+4.10° 15.00+3.99° 14.00+2.18° 4.83+1.19°

DABIV 16.17 + 2.77° 1450+3.19° 6.50+1.38° 517+1.14° 283+1.01°

MOTILE 0.00 + 0.00° 1.50+0.43° 3.00+0.26™ 6.00+0.89° 16.00 +2.18"
PROG 0.00 + 0.00° 0.17+0.17° 1.20+0.49"° 420+1.11° 8.83+2.10°

STATIC 99.33+0.67*°  94.67 +1.98%° 83.80 +5.56%° 79.40 +3.88° 60.00 +10.29°

2P Different superscripts in the same line indicate statistical differences (p<0.05)
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Figure 6 - Linear regression between thawed / dead sperm ratios with CASA and
Microscope analysis of the number of sperm bound per mm? of EPM
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Table 2 - Correlations among analysis of the number of sperm bound per mm? (CASA
and CM) and values of plasma membrane integrity (IM), acrosomal integrity

(IA) and mitochondrial activity (DAB I, II, Ill and 1V).
Esp/m’>  Esp/mm’ IM IA DAB | DAB i DABIII DABIV
(CASA) (micro) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
2
Esp/mm 10000 0,962 0,845 0,846 0,759 -0,490 -0,624 -0,624
(CASA) ' (<0,0001) (<0,0001) (<0,0001) (<0,0001) (<0,017) (<0,0015) (<0,001)
2
Esp/mm 10000 0,846 0,788 0,768 -0,489 -0,633 -0,705
(€M) ' (<0,0001) (<0,0001) (<0,001) (<0,0242) (<0,0021) (<0,0003)

Table 3 - Correlations among analysis of the number of sperm bound per mm? (CASA
and CM) and other sperm parameters assessed by CASA

ALH STR LIN Mot Prog Rapid Medium Slow Static
(pm) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
2
Esp/mm 0,738 0,583 0,628 0,890 0,861 0,867 0,445 0,435 -0,686
(CASA) (<0.0001) (<0,0043) (<0,0017) (<0,0001) (<0,0001)  (0,0001)  (<0.0379) (<0,0425) (<0,0004)
2
Esp/mm 0,650 0,540 0,642 0,806 0,919 0,932 0,484 0,557 0,711

(CM) (<0,0014)  (<0,0115) (<0,0017) (<0,0001)  (0,0001)  (<0,0001) (<0,0260)  (<0,0086)  (<0,0003)
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5.4 DISCUSSION

Assays that can predict fertilizing capacity of semen samples are extremely
valuable in the routine of a laboratory, especially when expensive assisted
reproductive techniques are required or rare and high value genetic materials are
used (Aitken, 2006). However, despite the presumable accuracy of some functional
assays, the assessment of the sperm-zona pelucida binding seems to predict with
higher accuracy the fertilizing capacity of a given sample (BARBATO; CRAMER;
HAMMERSTEDT, 1998; AMANN, et al., 1999). Hence, considering the homology of
EPM proteins to the some mammalian ZPs, sperm-egg binding assays figure as an
inexpensive and practical method to complement conventional and functional semen
analysis (Barbato et al. 1998; (BAUSEK et al., 2000; MANN, 2008).

The sperm capacity from different species to bind to the EPM have been
previously reported by Barbato et al. (1998). These authors verified a relationship
between fertility and the number of rooster spermatozoa bound to the EPM.
Notwithstanding, during the standardization of this technique in other species (such
as horses, rat, human, and bovine) they only showed that an increase in the number
of sperm applied on the EPM rendered a rise in the number of cells bounded to it.
Herein, we kept sperm concentrations constant and changed amounts of viable cells,
which in our case proved that the number of sperm bound to the EPM is highly
correlated by the ratio of thawed/dead sperm. Likewise, positive correlation was
found between CASA and CM, indicating that both techniques could be used; the
faster and more representative evaluation performed by CASA, or the more
inexpensive analysis achieved by CM.

The ability of sperm from several species to bind to the EPM is closely related
to homologies between proteins from the membrane and mammalian ZPs, especially
the ZP3 (BAUSEK et al., 2000; MANN, 2008). In mammals, the zona pellucida is
composed of three component glycoproteins, which are highly conserved across the
several species studied (HARRIS et al., 1994). These proteins are called ZP1, ZP2,
and ZP3 (also known as ZPB, ZPA, and ZPC, respectively). Little is known regarding
the molecular composition of the periviteline membrane. However, a 34 kDa
proteins, similar to the ZP3 has been identified as one of the major components of
the membrane (BAUSEK et al.,, 2000). In fact, the ZP3 appears to the primary
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receptor responsible for the binding of spermatozoa to the oocyte and the induction
of the acrosome reaction (HINSCH; HINSCH, 1999). However, the successful
binding depends on sperm acrosome integrity, which, in our study was verified by the
high correlation found between acrosomal integrity and the number sperm bound to
the membrane for both evaluation methods (CASA: 0,846- p<0,0001; microscopy:
0,788- p<0,0001). Also, this correlation may indicate that thie technique may be also
used as an indirect method to assess acrosomal status, essential for sperm oocyte
functional interaction (BARBATO; CRAMER; HAMMERSTEDT, 1998; AMANN, et al.,
1999).

The importance of mitochondria for sperm functionality have been
demonstrated widely; mitochondria is the main source of energy necessary for
motility and cellular homeostasis (TRAVIS et al., 1998; ST. JOHN, 2002). Despite
recent studies indicating the role of glycolysis on sperm motility rather than
mitochondrial oxidative phosphorylation (MUKAI; OKUNO, 2004; FORD, 2006;
NASCIMENTO et al., 2008), mitochondria appears to be a key organelle for both
physiological and pathological conditions. As a source of reactive oxygen species
(ROS) (KOPPERS et al., 2008), mitochondria may influence sperm hyperactivation
(DE LAMIRANDE.; CAGNON, 1993), capacitation (AITKEN et al., 2004), acrosome
reaction (GRIVEAU; RENARD; LANNOU, 1995; DE LAMIRANDE, et al., 1998),
binding to the oocyte and zona pelucida (AITKEN, et al., 1995) , processes that are
dependent of limited concentrations of ROS. However, a higher production of ROS
will lead to the oxidative stress, which may be caused by damages to the
mitochondria with the release of pro-oxidative factors (KOWALTOWSKI; VERCESI,
1999; KOPPERS et al., 2008). The oxidative stress is known to cause damages to
the sperm acrosome, membrane and DNA (GRIVEAU; LANNOU, 1997; HALLIWELL,
1999), leading to impaired fertilizing capacity. This could be observed in our results,
in which a high correlation was found between the number of sperm bound to the
perivitelline membrane and mitochondrial activity; positive for the full mitochondrial
activity (DAB 1) and negative for all classes showing impaired activity (DAB I, Il and
V).

Several studies have been performed aiming to correlate the variables
obtained using the computer assisted sperm analysis with fertility (HIRANO et al.,
2001; SHIBAHARA et al.,, 2004; OLIVEIRA et al., 2013). Similarly to our study,

correlations were found between total motility and progressive motility with
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conception rates in cows (OLIVEIRA et al., 2013). Also, the amplitude of lateral head
displacement has been demonstrated to present a strong correlation with both in vitro
and in vivo fertility (HIRANO et al., 2001; VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN,
2002; OLIVEIRA et al., 2013). Despite the absence of correlations between
VSL,VCL, VAP, and BCF with the sperm ability to bind to the perivitelline membrane
observed in the present study, Verstegen, Iguer-Ouda et al. (2002) have previously
verified that semen samples that generate more than 50% of fertilized oocytes
showed higher values in these variables, when compared to samples generating less
than 50% of zygotes. Also, several studies have demonstrated a correlation between
these variables and fertilization rates (BARRATT; TOMLINSON; COOKE, 1993;
IRVINE et al.,, 1994; COX et al.,, 2006; OLIVEIRA et al.,, 2013). Therefore, the
importance of these variables for fertility assessment should not be ignored.
However, for all subpopulations of motile sperm (i.e., rapid, medium and slow),
positive correlations were found with the number of sperm bound to the membrane.
These results may indicate that regardless of velocity, even slow sperm are able to
fertilize. Further studies are necessary to assess the real contribution of each motility
trait for fertility; however, the sperm binding test may be an important tool to establish
standard parameters of motility of fertile samples.

In conclusion, our results indicate that the sperm-egg binding assay using may
be a valuable parameter to determine sperm viability in cryopreserved bull semen.
However, further in vivo studies are necessary to establish the validity of this assay

under field conditions.



Capitulo 2
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6 CAPITULO 2 - EFEITO DO TRATAMENTO ANTIOXIDANTE SISTEMICO EM
TOUROS BOS TAURUS TAURUS SUBMETIDOS AO ESTRESSE TERMICO E
SUPLEMENTADOS COM DIETA RICA EM ACIDOS GRAXOS
POLIINSATURADOS SOBRE A CAPACIDADE DE LIGACAO DE
ESPERMATOZOIDES A MEMBRANA VITELINICA DE OVOS DE GALINHA.

No presente capitulo sera descrito o efeito do tratamento com vitamina E em
touros Bos taurus submetidos a insulacdo escrotal associado a suplementacdo com
PUFAs na capacidade fecundante do sémen avaliada através do teste de ligacao de
espermatozoides & membrana perivitelinica de ovos de galinha que foi previamente

padronizado e descrito no capitulo anterior.

6.1 MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes utilizados foram obtidos da Sigma Chemical® ( St. Louis,
MO, USA) sendo que as excec¢bes serdo informadas sempre que necessario.

6.1.1 Animais utilizados no experimento

O presente experimento foi realizado na Fazenda Paineiras localizado no
Municipio de Brotas-SP. Foram utilizados 16 touros Bos taurus taurus da raga

Holandés preto e branco (HPB) com aproximadamente 2 anos de idade.

6.1.2 Manejo e nutri¢cao

Os animais foram mantidos em piquetes coletivos de 0,5 hectare cultivados
com a forrageira Brachiaria decumbens e com sombreamento natural de arvores. A
taxa de lotacdo foi de 8 animais por piquete.

O fornecimento de agua foi ad libitum em cochos de concreto higienizados

semanalmente. Além dos animais se alimentarem da forrageira Brachiaria
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Decumbens cultivada nos piquetes a dieta foi a base de cana de acucar picada
(18kg/MS/animal/dia), sal mineral comercial Fosbov® (20-200g/animal/dia) e
concentrado a base de aveia (2Kg/animal/dia) sendo que a alimentacéo foi dividida
em 2 tratos diarios.

Os animais foram manejados em um curral de madeira coberto com tronco de
contencdo tanto para realizacdo do experimento quanto para administracdo de

vacinas, vermifugos e pulverizacdo com ectoparasiticidas.

6.1.3 Insulagé&o escrotal

Todos os animais foram submetidos a insulacdo escrotal através de bolsas
plasticas contendo algoddo em seu interior durante um periodo de 4 dias para
mimetizar um quadro de degeneracéo testicular, sendo que a temperatura testicular
no interior da bolsa foi aferida para garantir que havia uma temperatura maior do que
a temperatura testicular fisioldgica.

O objetivo de causar a degeneracdo testicular neste experimento, foi para
estudar tratamentos que melhorem a qualidade espermatica de touros europeus
criados em climas tropicais e consequentemente com quadro de degeneracao
testicular causado pelo estresse térmico.

Anteriormente a insulacédo escrotal, foi realizado exame androldgico e
avaliacdo do perfil espermatico, utilizado como controle do experimento (tempo 0).
No momento em que os animais foram desinsulados essas avaliacdes foram feitas
novamente para avaliacdo da qualidade espermatica frente a uma degeneracao
testicular (tempo 1) e a partir deste momento os animais foram submetidos aos

tratamentos propostos no experimento.

6.1.4 Tratamentos

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 lotes e submetidos a um
arranjo fatorial, sendo um dos fatores a dieta rica em acidos graxos poli-insaturados
(PUFA) e o outro fator, o tratamento com vitamina E injetavel, sendo que esses

tratamentos tiveram uma duracdo de 60 dias apos os animais serem desinsulados.
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Para fins de analise estatistica (medidas repetidas no tempoi), os grupos foram
considerados como 4 tratamentos isolados, a saber, Grupo controle, Grupo Vitamina
E, Grupo PUFA e Grupo PUFA + Vitamina E.

A dieta rica em PUFA foi realizada através da adicdo de 4 Kg de Megalac® na
dieta desses animais dividido em duas porcfes diarias, ja o tratamento sistémico
com vitamina E foi realizado através da injecdo intramuscular contendo uma dose de
3000Ul de a-tocoferol (Monovin E®) que foi administrada a cada 13 dias. Aos
animais que nao receberam vitamina E, foi adiministrado o mesmo volume em

placebo (6leo inerte).

6.1.5 Colheitado sémen

O sémen foi colhido por eletroejaculacdo em tubo graduado de 15 mL, isolado
de choque térmico e da luz através de uma capa térmica, sendo que para tal
procedimento os animais foram devidamente contidos em troncos apropriados.
Anteriormente a colheita foi realizada uma higienizagdo interna e externa do
prepucio com solucédo fisiolégica, assim como o corte dos pelos que circundam o
ostio prepucial.

As colheitas de sémen foram realizadas no tempo 0 (antes da insulac&o),
tempo 1 (imediatamente apds a retirada das bolsas de insulagéo), tempo 45 ( 45

dias apds o inicio do tratamento) e tempo 60 ( 60 dias apds o inicio do tratamento).

6.1.6 Avaliacdes do sémen

As avaliagbes do sémen foram iniciadas imediatamente apos a colheita
seminal, sendo que foram realizados tanto testes convencionais quanto testes
funcionais do sémen.

Uma aliguota do sémen foi submetida ao processo de criopreservagao, 2
aliquotas de sémen foram armazenadas em criotubos e congeladas diretamente no
nitrogénio liquido para posterior dosagem de antioxidantes e avaliacdo do estresse

oxidativo, e uma ultima aliguota foi armazenada em tubo de microcentrifuga e
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congelada em freezer convencional para posterior avaliacdo da fragmentacéo de
DNA

6.1.6.1 Testes convencionais para analise de sémen

Os testes convencionais eram realizados imediatamente apos a colheita,
sendo que o volume, aspecto, coloracao e odor foram avaliados no proprio tubo de
colheita graduado em mililitros (Tubo de macrocentrifuga de 15mL).

A avaliagdo da motilidade total e progressiva, assim como a concentracao
espermatica (avaliada em milhdes de espermatozoides por mL) foram avaliados
através do Sistema Computadorizado da Motilidade (CASA- Computer Assisted
Sperm Aanalysis; Hamilton-Thorne). Para estas avaliagbes foi colocada uma
aliqguota de sémen contendo 6 microlitros em uma camara de contagem especifica
para o aparelho (Leja 4, Hamilton Thorne, USA).

Para a avaliacdo da morfologia espermatica era colocada uma aliquota de
sémen em um tubo de microcentrifuga contendo formol salino aquecido a 37°C,
sendo que a diluicdo para essa avaliagcdo foi variavel dependendo do aspecto do
sémen. Posteriormente uma gota do sémen foi colocado entre lamina e laminula
(cAmara Uumida) e a avaliagdo morfolégica foi realizada em um microscopio de

contraste de fases em um aumento de 1000x sob 6leo de imerséo.

6.1.6.2 Andlise computadorizada da motilidade (casa)

Como ja foi descrito anteriormente a motilidade total e progressiva foram
avaliados pelo Sistema Computadorizado da Motilidade (CASA- Computer Assisted
Sperm Aanalysis; Hamilton-Thorne), sendo que estas avaliagdes eram expressas em
porcentagem de células méveis e com movimento progressivo.

Além das motilidades, outros parametros de movimento espermatico foram

avaliados e estéo descritos abaixo no quadro 1.
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Quadro 1 - Siglas, caracteristicas do movimento espermatico e seus respectivos significados

Sigla Terminologia Significado

VAP | Velocidade média de Velocidade média do espermatozoide
percurso considerando-se um caminho
(Mm/s) suavizado.

VSL | Velocidade retilinea | E a velocidade média em funcéo da linha reta

estabelecida entre o primeiro e o Ultimo ponto da
(Mm/s) P ;
trajetéria do espermatozoide

VCL | Velocidade curviinea |E a velocidade da trajetéria real do
(Mm/s) espermatozoide

ALH | Amplitude do E a amplitude do deslocamento médio da
movimento cabeca do espermatozoide em sua trajetéria real.
lateral da cabecga (um)

BCF | Frequéncia de E o nimero de vezes que a cabeca do
batimento espermatozoide cruza a direcdo do movimento
cruzado (Hz)

STR | Retilinearidade Qualidade do movimento retilineo
(VSLIVAP, %) suavizado percorrido

LIN Linearidade (VSL/VCL, | Qualidade do movimento retilineo real
%) percorrido

Fonte: Verstegen, Iguer-ouada e Onclin (2002) e Goovaerts et al. (2006)

Além desses parametros os espermatozoides também foram divididos em 4

grupos baseando-se nas respectivas velocidades, sendo classificados como:
Réapidos (RAPID; VAP > 50 uym/s; %), Médios (MEDIUM, 30 ym/s < VAP < 50 uym/s;
%) e Lentos (SLOW; VAP < 30 ym/s ou VSL < 15 uym/s; %) e espermatozoides
imoéveis (STATIC; %).

6.1.6.3 Testes funcionais para analise de sémen

Os testes funcionais utilizados no presente experimento foram avaliagdo das

integridades da membrana plasmatica e acrossomal, da atividade mitocondrial e

integridade do DNA espermatico.
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6.1.6.4 Integridade de membrana

Para avaliacdo da integridade de membrana plasmatica foi utilizada a
coloracdo Eosina-Nigrosina. Nesta técnica, espermatozoides com lesdes ou
alteracOes de permeabilidade de membrana permitem que a Eosina entre nessas
células e as core de rosa enquanto nos espermatozoides integros o corante nao
consegue penetrar e por isso, 0 espermatozoide contrastando com a coloracdo de
fundo da nigrosina séo visualizados na cor branca (BARTH.; OKO, 1989)

Para a realizagao da técnica, uma aliquota de 5uL de corante foi misturado a
uma aliquota de 5uL de sémen sobre uma lamina de microscopia e posteriormente
foi realizado um esfregaco .As laminas foram analisadas em um microscopio
convencional em aumento de 1000x sob Oleo de imersdo. Foram contadas 100
células e estas foram classificadas em membranas integras e membranas

lesionadas sendo expressas em porcentagem.

6.1.6.4.1 Integridade acrossomal

Para a avaliacdo da integridade acrossomal foi realizada a coloracdo Fast-
Green/Rosa Bengala (Coloracdo de Pope). . Nesta coloracdo, o acrossoma integro é
corado de roxo, ficando mais escuro que a regido poés-acrossomal enquanto o
acrossoma lesionado fica com uma coloracdo résea, mais clara que a regido pos
acrossomal (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991).

Para a realizacédo da técnica, uma aliquota de 5uL de corante foi misturado a
uma aliquota de 5uL de sémen sobre uma lamina de microscopia e posteriormente
foi realizado um esfregaco .As laminas foram analisadas em um microscopio
convencional em aumento de 1000x sob Oleo de imersdo. Foram contadas 100
células e estas foram classificadas em acrossomos integras e acrossomos

lesionados sendo expressos em porcentagem.
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6.1.6.4.2 Atividade mitocondrial

O teste utilizado para avaliar a atividade mitocondrial foi o DAB
(Diaminobenzidina) .Neste teste, a diaminobenzidina, ao entrar em contato com o
Citocromo C-Oxidase, (enzima que desempenha um papel importante no
metabolismo aerdbio das mitocdndrias), € oxidada formando um complexo de
coloracdo marrom gue se deposita em mitocondrias ativas, sendo possivel observar
essas mitocondrias coradas em microscopia com contraste de fase (HRUDKA,
1987).

Para a realizagdo desta técnica, uma aliquota da amostra foi incubada junto a
Diaminobenzidina em um tubo de microcentrifuga ambar em uma proporcéo de 1:1
durante 1 hora em banho-maria a 37°C. Apdés a incubacdo foi realizado um
esfregaco em laminas de microscopia em local protegido da luz, sendo que esta
lamina foi posteriormente fixada em formol 10% durante 10 minutos.

A leitura das laminas foi realizada em microscopia com contraste de fase em
um aumento de 1000x sob 6leo de imersdo, onde foram contadas 100 células e
classificadas em 4 classes de acordo com a porcentagem de mitocondrias coradas
de marrom, portanto ativas, sendo classificadas em: alta atividade mitocondrial
(Classe 1), média (Classe Il), baixa (Classe Ill) e auséncia de atividade mitocondrial
(Classe V).

6.1.6.4.3 Integridade de DNA

O teste utilizado para avaliar a intergidade de DNA foi o ensaio da estrutura
da cromatina espermatica (SCSA). Neste teste, a amostra € submetida a um desafio
acido, pelo qual é possivel avaliar a susceptibilidade da cromatina & denaturacao
acida (EVENSON et al., 1999).

Para a realizacdo desta técnica uma aliquota de sémen foi diluido em tampéao
TNE na concentragdo de 2 x 10° células/mL. Um volume de 0,1 mL da diluicdo foi
incubado com 0,2 ml de solugéao detergente (1% de Triton X-100) por 30 segundos
para permitir o acesso da laranja de acridina ao DNA espermatico. Apds este

periodo o sémen foi incubado com 0,6ml de solugéo de laranja de acridina (6ug/ml).
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As amostras foram analisadas utilizando o citbmetro de fluxo, com excitacdo de 488
nme 15 mW.

A avaliacdo foi baseada na diferenca entre a fluorescéncia emitida pelos
espermatozoides com DNA integro, que emitem fluorescéncia verde e os com DNA

fragmentado, que emitem fluorescéncia vermelha.

6.1.7 Processamento e criopreservacao do sémen

Apébs as avaliacbes de motilidade e concentracdo espermatica, uma aliquota
de sémen foi diluida em meio comercial Bovimix® a fim de se obter uma
concentracdo final de 20x10° espermatozoides por mL e armazenada em palhetas
de 0,5 mL envasadas e ragueadas em temperatura ambiente (aproximadamente
23°C).

ApOs 0 envase e armazenagem em raques, as amostras foram submetidas a
refrigeracdo com temperatura controlada a 5°C durante 2 horas. Imediatamente
apos a refrigeracdo as raques foram colocadas em um isopor a uma altura de 3 cm
de distancia do nitrogénio liquido durante 20 minutos e logo apos as raques foram
imersas em nitrogénio liquido e posteriormente foram armazenadas em um botijao
de nitrogénio liquido.

As palhetas de sémen criopreservadas foram descongeladas em banho-
maria, a 37°C durante um tempo minimo de 30 segundos para posteriores

avaliacoes.

6.1.8 Avaliagdo da susceptibilidade ao estresse oxidativo

A avaliagdo das amostras a susceptibilidade ao estresse oxidativo foi
realizada peloteste desenvolvido por Ohkawa et al. (1979) chamado comumente de
“TBARS induzido”. Nesse teste € induzida uma peroxidacgao lipidica nas amostras.
Esta abordagem é realizada para se comparar qual dos grupos estudados € mais ou

menos susceptivel a sofrer o estresse oxidativo.
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A peroxidagéo lipidica das amostras foi induzida por incubacdo em 50uL de
acido ascorbico (20mM) e 50 pL de sulfato de ferro (4mM) junto a 200ul de sémen
em banho-maria durante uma hora e meia. Esta técnica de inducao foi adaptada de
Gomez et al. (1998).

ApGs a inducéo, junto aos 300 yL de amostra (sémen com adi¢cao de sulfato
de ferro e acido ascérbico) foram adicionados 600 pL de acido tricloroacétido a 10%
(TCA 10%). A amostra foi entdo centrifugada na capacidade maxima de rotacdo da
centrifuga, durante 15 minutos a uma temperatura de 5 °C para que ocorra a
precipitacdo das proteinas da amostra.

Aliquotas de 800uL de sobrenadante foram transferidas para criotubos, nas
quais foram adicionados 800 uL de &cido tiobarbiturico 1% (TBA 1%). Estes tubos
posteriormente foram submetidos a fervura durante 10 minutos e posteriormente
eram imersos em gelo para que a reacédo nao continue ocorrendo.

Ap0s ocorrer a peroxidacao lipidica da membrana espermética decorrente de
um estresse oxidativo, ocorrera a formacdo de alguns produtos que sdéo
consequéncia desta peroxidacdo, sendo o malondialdeido (substancia reativa ao
acido tiobarbitdrico) o principal produto formado (NICHI et al., 2006a)

Ao adicionar o TBA na amostra, este acido ir4 reagir com o malondialdeido
formando uma coloracéo résea. Esta coloracdo résea das amostras foi quantificada
em um espectrofotdmetro (Ultrospec 3300 pro®, Amersham Biosciences) com
comprimento de onda de 532 nanbmetros. Sendo assim a avaliagdo da
susceptibilidade ao estresse oxidativo foi expressa em nanogramas de TBARS/
10° espermatozéides

6.1.9 Teste de ligacdo espermatica

O teste de ligacdo espermética em membrana perivitelinica de ovos de galinha
foi realizado nas amostras de sémen descongeladas dos tempos 0, 1, 45 e 60 para
0os 4 grupos avaliados ( PUFA + vitamina E, PUFA / sem vitamina E, vitamina E /
sem PUFA e sem PUFA / sem vitamina E).
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6.1.9.1 Técnica de ligacao espermética

As membranas cortadas em quadrados de aproximadamente 0,5 cm?
eram transferidas das placas de petri para uma placa contendo pogos, onde eram
incubadas com 25.000 espermatozoides diluidos em 250 uL de meio de fertilizagao
in vitro (FIV) utilizado para bovinos (TL sémen). Essa incubacao era realizada em
estufa a 37°C durante 1 hora.

ApGs a incubacéo, as membranas eram lavadas em tubos de macrocentrifuga
contendo 10 mL de PBS para retirar os espermatozoides nao ligados. Em seguida,
as membranas foram avaliadas entre lamina e laminula para a quantificacdo dos

espermatozoides ligados a membrana.

6.1.9.2 Avaliacdo da ligacdo espermatica

A avaliacdo do numero de espermatozoides ligados a membrana foi realizada
tanto através da microscopia convencional quanto através do sistema

computadorizado da motilidade espermatica.

6.1.9.2.1 Avaliacdo da ligacdo espermatica pelo CASA

Para avaliar a ligacdo espermatica através do CASA, as membranas
perivitelinicas apds serem esticadas em laminas de microscopia, foram incubadas
durante 7 minutos com a sonda fluorescente Ident® (Hamilton Thorne, USA) utilizada
especificamente para corar o DNA espermatico para fazer avaliagbes no CASA.

Apés esse periodo de incubacdo, foi colocada uma laminula sobre a
membrana e esta lamina foi levada ao sistema computadorizado de avaliagédo
seminal. O Ident, sonda fluorescente utilizada em amostras apresentando muitos
artefatos, foi utilizado visto que a membrana impedia que o sistema identificasse as

células espermaticas. Foram contados os espermatozoides ligados a membrana de
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3 a 5 campos, sendo os resultados expressos em espermatozéides ligados por mm?

de membrana.

6.1.9.2.2 Avaliacdo da ligacdo espermatica pela microscopia convencional

O mesmo procedimento foi realizado no microscépio convencional onde eram
contados o0 numero de espermatozoides ligados (geralmente em 3 campos) em um
aumento de 40x. Os resultados foram também expressos em numero de

espermatozoides ligados por mm? de membrana.

6.1.10 Anélise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa do SAS System for Windows (SAS
Institute Inc., Cary, NC, E.U.A.). Os efeitos dos grupos (Controle, Vitamina E, PUFA,
PUFA + Vitamina E), dos tempos (0, 1, 45 e 60 dias) e da interacdo Grupo*Tempo
foram determinados pelo PROC MIXED de Medidas Repetidas no Tempo.
Diferencas entre os tratamentos foram avaliadas por métodos e ndo paramétricos,
de acordo com a normalidade dos residuos (distribuicdo de Gauss) e
homogeneidade das variancias.

Um valor de probabilidade de p < 0,05 foi considerado significante. Os
resultados foram descritos pelas médias ndo transformadas + os erros padrdes das
médias (EPM). As correlacbes de Pearson e Spearman foram utilizadas para
calcular a relacdo entre as variaveis paramétricas e nao paramétricas,

respectivamente, para cada um dos grupos de tratamentos avaliados.
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6.2 RESULTADOS

N&o foram observadas interacdes significativas entre grupo e tempo para
nenhumas das variaveis avaliadas no presente estudo. Desta forma foi avaliado o
efeito do grupo independente do Tempo de avaliagdo e do tempo de avaliagao

independente do grupo (Tabela 4).

Tabela 4 - Probabilidades para o efeito do Grupo (Controle, Vitamina E, PUFA e PUFA+VitaminaE),
do tempo (0, 1, 45 e 60 dias) e da interacdo entre grupo e tempo na avaliacdo funcional e
nas variaveis avaliadas pelo CASA (Computer Assisted Sperm Analysis).em sémen
criopreservado de touros Bos taurus submetidos a insulagao escrotal — Sdo Paulo — 2013

Grupo Tempo Grupo * Tempo
SCSA 0,2858 <0,0001 0,7972
INTEGRO 0,1020 0,9564 0,6297
ACRO 0,0034 0,0002 0,1120
DABI 0,1780 0,0308 0,8862
DABII 0,6456 0,0167 0,9100
DABIII 0,6051 0,5502 0,2819
DABIV 0,0472 0,5092 0,3424
TBARS 0,0530 0,0291 0,4210
ESPMMCASA 0,7129 0,4733 0,6079
ESPMMMICRO 0,6183 0,9602 0,5774
VAP 0,0014 0,3120 0,3876
VSL 0,0028 0,4083 0,3734
VCL 0,0090 0,6696 0,3957
MOTILE 0,1102 0,8165 0,8724
PROG 0,0683 0,4501 0,8143
RAPID 0,0536 0,5802 0,9074

Testes funcionais: SCSA (avaliacdo da susceptibilidade da cromatina a denaturacdo acida),
INTEGRO (integridade de membrana plasmatica), ACRO (integridade acrossomal), DAB | (alta
atividade mitocondrial), DAB Il (média atividade mitocondrial), DAB Ill (baixa atividade mitocondrial),
DAB IV (auséncia de atividade mitocondrial), TBARS (avaliacdo da susceptibilidade ao estresse
oxidativo), ESPMMCASA ( nimero de espermatozéides ligados por mm? de membrana perivitelinica
avaliado através do CASA) ESPMMMICRO ( nimero de espermatozéides ligados por mm? de
membrana perivitelinica avaliado através da microscopia convencional). Variaveis do CASA: VAP
(um/s, Velocidade média de percurso),VSL(um/s Velocidade retilinea), VCL (um/s, velocidade
curvilinea, MOTILE (%, motilidade total)), PROG (%, motilidade progressiva), RAPID (%,
espermatozéides com velocidade rapida).
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6.2.1 Efeito do Grupo

Os animais tratados apenas com Vitamina E apresentaram uma maior
porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica integra quando
comparado com 0s grupos suplementados com PUFA, tanto isoladamente como
quando associada & prépria Vitamina E (controle: 39,92 + 4,99%: PUFA: 30,92 +
4,56% vitamina E: 48,60 + 3,92°; PUFA + vitamina E: 34,69 + 5,24% Tabela 5). O
grupo vitamina E e o grupo controle apresentaram uma maior porcentagem de
espermatozdides com acrossomo integro quando comparados ao grupo PUFA
(controle: 63,83 + 5,72% PUFA: 43,08 + 455" vitamina E: 63,30 + 5,74%
PUFA+vitamina E: 52,08 + 4,91%; Tabela 5). No entanto, uma susceptibilidade ao
estresse oxidativo foi encontrada nos grupos controle e Vitamina E quando
comparados ao grupo suplementados com PUFA (controle: 1702,19% + 216,61;
PUFA: 1062,44 + 99,27° vitamina E: 1858,29 + 313,11%, PUFA + vitamina E:
1358,53 + 196,13ab).
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Tabela 5 - Efeito do tratamento com Vitamina E, da suplementacdo com PUFA e da combinagéo
PUFA+Vitamina E sobre as avalia¢cdes funcionais do sémen criopreservado de touros Bos
taurus submetidos a insulagéo escrotal — Sao Paulo — 2013

Controle PUFA Vitamina E V:?:;QJE
SCSA 34,94 +9,05 4573+922 40,75+1050 31,24 +7,90
INTEGRO 39,92 + 4,99%° 30,92 + 4,56 48,60 +3,92° 34,69 + 5,242
ACRO 63,83 +5,72% 43,08 +4,55° 63,30 +5,74® 52,08 + 4,91%°
DABI 58,17 +5,19 4518+550 54,64+3,83 43,85+5,86
DABII 18,67 £2,63 23,42+3,40 24,64+288 18,77 +3,02
DABIII 6,08+1,90 6,75+0,82 400+0,89  6,31+1,22
DABIV 17,00 +3,02 27,25+5,84 16,91+3,94 31,15+6,33
TBARS 1702 + 216 1062 +99° 1858 + 313%* 1358 + 196
ESPMMCASA 21,70 +8,50 23,92+7,24 49,61+28,68 27,27 +8,63
ESPMMMICRO 1381 +4,56 13,66+6,58 33,06+ 15,09 19,69 + 11,30

a’E: Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre grupos (linhas; p<0,05)

Testes funcionais: SCSA (avaliacdo da susceptibilidade da cromatina a denaturagéo acida), INTEGRO
(integridade de membrana plasmatica), ACRO (integridade acrossomal), DAB | (alta atividade
mitocondrial), DAB Il (média atividade mitocondrial), DAB Il (baixa atividade mitocondrial), DAB IV
(auséncia de atividade mitocondrial), TBARS (avaliagdo da susceptibilidade ao estresse oxidativo),
ESPMMCASA ( nimero de espermatozéides ligados por mm? de membrana perivitelinica avaliado
através do CASA) ESPMMMICRO ( numero de espermatozdides ligados por mm? de membrana
perivitelinica avaliado através da microscopia convencional).

Em relacéo as variaveis avaliadas pelo CASA, os animais tratados com PUFA
apresentaram espermatozoides com menor velocidade de percurso (VAP) que 0s
outros grupos (controle: 67,07 + 3,99% PUFA: 41,16 + 7,42 vitamina E: 41,16 +
7,42% PUFA + vitamina E: 61,05 + 6,95 ?; Tabela 6). Da mesma forma ocorreu para
as variaveis velocidade retilinea (VSL; controle: 56,95 + 2,85% PUFA: 35,08 + 6,34
vitamina E: 55,21 + 2,48% PUFA + vitamina E: 52,30 * 6,13% Tabela 6) e velocidade
curvilinea (VCL, controle: 111,03 + 7,77%, PUFA: 69,40 + 12,33b; vitamina E: 111,71
+ 5,34% PUFA + vitamina E: 100,90 + 12,04% Tabela 6). Por outro lado, a motilidade
espermética dos grupos tratados com vitamina E isoladamente ou em combinacao
com a suplementagdo com PUFA foi maior que a observada nos animais do grupo
suplementado com PUFA isoladamente (controle: 12,50 + 3,22%; PUFA: 5,77 +
2,03% vitamina E: 20,36 + 3,86% PUFA + vitamina E: 19,15 + 6,50% Tabela 6). De
maneira semelhante ocorreu para as variaveis motilidade progressiva (controle: 7,50
+ 2,24%; PUFA: 2,46 + 1,09 vitamina E: 11,73 + 3,05% PUFA + vitamina E: 10,69 +

3,08 % Tabela 6) e porcentagem de espermatozdides rapidos (controle: 8,67 *
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2,63%: PUFA: 2,69 + 1,13" vitamina E: 14,18 + 3,43% PUFA + vitamina E: 12,46 +
3,542 Tabela 6).

Tabela 6 - Efeito do tratamento com Vitamina E, da suplementacdo com PUFA e da combinacao
PUFA+Vitamina E nas variaveis avaliadas pelo CASA em sémen criopreservado de touros
Bos taurus submetidos a insulacéo escrotal- Sao Paulo — 2013

Controle PUFA Vitamina E PUFA +
Vitamina E
VAP 67.07 + 3.99° 41.16 + 7.42° 68.14 + 2.56° 61.05+6.95%
VSL 56.95 + 2.85% 35.08 +6.34°" 55.21 + 2.48% 52.30 £ 6.13%
VCL 111.03 +7.77° 69.40 + 12.33" 111.71+5.34% 100.90 + 12.042
MOTILE 12.50 + 3.22% 5.77 + 2.03" 20.36 + 3.86° 19.15+6.50%
PROG 750+ 2.24% 2.46 +1.09° 11.73 £+ 3.05% 10.69 + 3.08%
RAPID 8.67 +2.63% 2.69+1.13° 14.18 + 3.43% 12.46 + 3.54%

&% Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre grupos (linhas; p<0,05)
Variaveis: VAP (um/s, Velocidade média de percurso),VSL(um/s Velocidade retilinea), VCL (um/s,
velocidade curvilinea, MOTILE (%, motilidade total), PROG (%, motilidade progressiva), RAPID (%,

espermatozéides com velocidade rapida).

6.2.2 Efeito do Tempo

Foi encontrada maior susceptibilidade da cromatina a denaturacédo &cida 60
dias apés a insulacdo (tempo 60) em comparacao aos tempos 0, 1 e 45 (tempo O:
30,89 * 6,24% tempo 1: 20,69 + 3,66% tempo 45: 25,09 * 5,24% tempo 60: 91,24 +
0,75°; Tabela 7). Foi possivel observar menor porcentagem de acrossomos integros
nos tempos 45 e 60 (tempo 0: 65,45 + 6,687 tempo 1: 66,31 + 4,02% tempo 45:
46,31 + 3,80 tempo 60: 41,09 + 4,48 Tabela 7). Foi também encontrada menor
porcentagem de espermatozéides com alta atividade mitocondrial (DAB 1) nos
tempos 45 e 60 (tempo 0: 63,672 + 6,13; tempo 1: 52,57 + 5,26%; tempo 45: 48,85 +
3,99°; tempo 60: 38,36 + 4,41°; Tabela 7) e maior porcentagem de espermatozéides
com média atividade mitocondrial (DABII) no tempo 60 (tempo 0: 15,60 + 2,82%
tempo 1: 21,64 + 1,73% tempo 45: 17,69 + 2,532 tempo 60: 30,09 + 3,70°; Tabela 7).
As amostras apresentaram uma menor susceptibilidade ao estresse oxidativo nos
tempos 45 e 60 (tempo 0: 1798,20 + 282,33% tempo 1: 1805,33 + 250,56% tempo 45:
1176,93 + 118,23 tempo 60: 1089,56 + 108,69°; Tabela 7).
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Tabela 7 - Efeito do tempo (0, 1, 45 e 60 dias) sobre a avaliacdo funcional de sémen criopreservado
de touros Bos taurus submetidos a insulacéo escrotal e tratados ou ndo com Vitamina E e
PUFA — Sao Paulo — 2013

Tempos (dias)

0 1 45 60
SCSA 30.89+6.24% 20.69+3.66% 25.09+524% 91.24+0.75°
INTEGRO 37.73 £ 6.97 40.46 +5.72  3554+328 37.73+4.15
ACRO 65.45+6.68% 66.31+4.02% 46.31+3.80° 41.09 +4.48°
DABI 63.67 £6.13% 5257+526% 48.85+3.99" 38.36+4.41°
DABII 15.60 +2.82% 21.64+1.73% 17.69+253% 30.09+3.70"°
DABIII 3.50 + 0.60 6.21+1.77 6.77 + 1.18 6.36 + 0.65
DABIV 22.20+7.76 19.50 + 4.35 26.85+4.60 25.27+5.22
TBARS 1798 + 282° 1805 + 2502 1176 +118°> 1089 + 108"
ESPMMCASA 46.39+ 1298 36.07+22.63 21.23+542 16.39 +4.88
ESPMMMICRO  25.01+14.49 21.29+10.96 17.77+820 15.46+6.33

b | etras diferentes indicam diferenca estatistica entre grupos (linhas; p<0,05)

Testes funcionais: SCSA (avaliacdo da susceptibilidade da cromatina a denaturacdo acida),
INTEGRO (integridade de membrana plasmatica), ACRO (integridade acrossomal), DAB | (alta
atividade mitocondrial), DAB Il (média atividade mitocondrial), DAB Il (baixa atividade mitocondrial),
DAB IV (auséncia de atividade mitocondrial), TBARS (avaliagdo da susceptibilidade ao estresse
oxidativo), ESPMMCASA ( niUmero de espermatozdides ligados por mm? de membrana perivitelinica
avaliado através do CASA) ESPMMMICRO ( nimero de espermatozéides ligados por mm? de
membrana perivitelinica avaliado através da microscopia convencional).

N&o foi observado efeito significante do tempo sobre as variaveis avaliadas
pelo CASA (Tabela 8).

Tabela 8 - Efeito do tempo (0, 1, 45 e 60 dias) sobre as variaveis avaliadas pelo CASA em sémen
criopreservado de touros Bos taurus submetidos a insulacdo escrotal e tratados ou ndo
com Vitamina E e PUFA — So Paulo — 2013

Tempos (dias)

0 1 45 60
VAP 53.53+8.68 57.66*+5.63 62.75+4.30 61.01 +8.15
VSL 4579+7.46 48.97+4.66 53.23+3.20 49.57 +£7.20
VCL 90.53 +15.04 91.90+8.80 103.25+8.24 104.57 +13.72
MOTILE 16.18+6.10 17.64+5.34 12.00 +3.05 10.64 + 2.69
PROG 9.36+291 11.00 £3.51 6.38 £ 1.50 455+1.24
RAPID 10.09+294 1257 +4.00 8.23+2.32 5.73+1.65

4P Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre grupos (linhas; p<0,05)

Variaveis: VAP (um/s, Velocidade média de percurso),VSL(um/s Velocidade retilinea), VCL (um/s,
velocidade curvilinea), MOTILE (%, motilidade total), PROG (%, motilidade progressiva), RAPID (%,
espermatozéides com velocidade rapida).



79

6.3 CORRELACOES

As analises de correlagdo foram obtidas dos grupos antes da insulacao
(Tempo 0) e imediatamente poés insulacdo (Tempo 1). Foram também avaliados os
grupos tratados separadamente (PUFA, Vitamina E e PUFA + Vitamina E)
agrupando-se os tempos 45 e 60.

No tempo O foi encontrada uma alta correlacdo entre o numero de
espermatozoides ligados avaliados pelo CASA e o numero de espermatozoides
ligados avaliados pelo microscépio (0,71509, p=0,0201). A ligacdo espermética
avaliada pela microscopia convencional apresentou correlacdo positiva tanto com a
motilidade total (0.84129, p=0.0023) quanto com a motilidade progressiva (0.64642,
p= 0.0434). Por outro lado, a ligacdo espermética avaliada pelo CASA apresentou
uma tendéncia a se correlacionar negativamente com a baixa atividade mitocondrial
(DAB lll; -0.57058,p=0.085). Por outro lado, em relacdo as velocidades
espermaticas, houve uma correlacdo positiva entre a ligacdo espermatica e a
porcentagem de espermatozoides com velocidade média em ambos os métodos
utilizados (CASA- 0,61291, p 0,045; micro 0,94375, p= <0.0001). Além disso, a
ligacdo espermatica avaliada pelo microscépio correlacionou-se negativamente com
a porcentagem de espermatozoides estaticos. Ja em relacdo a susceptibilidade da
cromatina a denaturacdo &cida (SCSA), houve uma correlacdo negativa com a
susceptibilidade ao estresse oxidativo (TBARS; -0.83563, p 0.0014). Por outro lado,
a integridade de acrossomo se correlacionou negativamente com a baixa atividade
mitocondrial (DAB l1lI; -0,80333,p= 0,0051) e auséncia de atividade mitocondrial
(DAB 1V; -0,69538,p= 0,0256), além de ter uma tendéncia de se correlacionar
positivamente com a alta atividade mitocondrial (DAB I; 0,59436; p=0.0914).

No tempo 1 a ligacdo espermatica avaliada pelo CASA e pelo microscopio
mostraram uma tendéncia a se correlacionar positivamente entre si ( 0,61787,
p=0.0762). Além disso, a ligagdo espermatica avaliada pelo CASA se correlacionou
positivamente com as variaveis avaliadas pelo CASA VSL ( 0,72435, p=0.0273) e
VCL (0.68101, p=0.0434), além de possuir uma tendéncia a se correlacionar
positivamente com VAP (0.65674, p= 0.0547). Ja a ligagdo espermatica avaliada
pelo microscopio apresentou uma correlacdo positiva com as variaveis do CASA
VAP (0,83676;p=0,0049), VSL (0,72435; p= 0,0273) e VCL (0,68101; p= 0,0434).
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Além disso, este método apresentou uma tendéncia de se correlacionar
positivamente com o ALH ( 0,63569,p=0.0658). Em relacdo aos espermatozoides
com integridade de membrana (integros), houve uma tendéncia a uma correlacéo
positiva com a ligacdo espermatica avaliada pelo microscépio (0,58854; p= 0,0955).
Além disso, a integridade de membrana se correlacionou positivamente com
motilidade (0,91773; p= 0,0005), motilidade progressiva (0,88778; p= 0,0014), alta
atividade mitocondrial (DAB 1; 0,76076; p=0.0173) e negativamente com baixa
atividade mitocondrial (DAB Ill; -0,66738; p=0,0495).

Na avaliagdo das variaveis avaliadas dos animais suplementados com PUFA
sem o tratamento de vitamina E, houve uma correlacdo entre a avaliacéo da ligacao
espermatica avaliada pelo CASA e pelo microscopio (0,85724; p=0,0007). Além
disso, esses dois métodos de avaliacdo se correlacionaram positivamente com
motilidade (CASA- 0,82775; p=0,0017; microscopio- 0,90186; p= 0,0001), motilidade
progressiva ( CASA- 0,77696; p= 0,0049; microscoépio- 0,85171; p= 0,0009),
porcentagem de espermatozoides com velocidade rapida (CASA- 0,77918; p=
0,0047; microscopio- 0,81412; p= 0,0023) e média (CASA- 0,68791; p= 0,0047;
microscépio- 0,79441; p= 0,0035). Por outro lado, a ligacdo espermatica avaliada
pelo CASA apresentou uma tendéncia em se correlacionar positivamente com
integridade de membrana (0.54151, p= 0.0854), alta atividade mitocondrial (DAB I;
0,56726, p= 0,0688), ALH (0,55177; p= 0,0785) e correlacionou-se negativamente
com a porcentagem de espermatozoides estaticos (-0,66252; p= 0,0263). Além disto,
a integridade de membrana correlacionou-se positivamente com motilidade e alta
atividade mitocondrial (DAB I; 0,68174; p= 0,0209). Por outro lado correlacionou-se
negativamente com baixa (DAB lllI; -0,6127; p= 0,0451) e auséncia de atividade
mitocondrial (DAB VI; -0,63192; p= 0.037). Houve também, nesse mesmo
tratamento, uma correlagéo positiva entre alta atividade mitocondrial e porcentagem
de espermatozoides rapidos DAB I; 0,63347; p= 0,0364) e uma correlacdo negativa
entre baixa atividade mitocondrial (DAB IIlI) e motilidade(-0,61014; p= 0,0462) , BCF
(-0,62374; p= 0,0403), STR (-0,63399; p= 0,0362) e LIN (-0,6093; p= 0,0462).

Nas amostras seminais do grupo de animais tratados com vitamina E, mas
nao suplementados com PUFA (Tabela 27) houve uma correlagdo positiva entre o
namero de espermatozoides ligados avaliados pelo CASA e pelo microscopio
(0,89148; p= 0,0029). Além disso, ambos os métodos de avaliagdo apresentaram

uma certa tendéncia a correlacionarem-se positivamente com a integridade
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acrossomal (CASA — 0,71759; p= 0,0694; microscopio — 0,6816; p= 0,0917). A
ligacdo espermatica avaliada pelo CASA apresentou uma correlacao positiva com a
susceptibilidade ao estresse oxidativo (0,72158; p= 0,0433). Além disto, a
susceptibilidade da cromatina a denaturacdo demonstrou ter uma tendéncia a
correlacionar-se negativamente com a susceptibilidade ao estresse oxidativo
(-0,63438; p= 0,0911). A alta atividade mitocondrial (DAB ) se correlacionou
positivamente com motilidade total (0,92424; p= 0,001), motilidade progressiva
(0,95652; p= 0,0002) e espermatozoides rapidos (0,94335; p= 0,0004).

Nas variaveis avaliadas de amostras seminais dos grupos tratados com
vitamina E e suplementados com PUFA houve uma correlagcdo positiva entre o
namero de espermatozoéides ligados avaliados mensurados pelo CASA e pelo
microscopio (0,8172; p= 0,0039). E ambos os métodos de avaliacdo correlacionaram
negativamente com ALH (CASA -0,67014; p= 0,034; microscopio- -0,65539; p=
0,0397). Além disto, observou-se uma tendéncia de correlacdo positiva entre a
integridade de membrana e integridade acrossomal (0.62026, p= 0.0557). Além
disto, houve também uma tendéncia a uma correlacdo entre integridade de
membrana e alta atividade mitocondrial (DABI; 0,60492; p= 0,0639). Por outro lado,
a integridade acrossomal correlacionou-se positivamente com alta atividade
mitocondrial (DABI; 0,68843; p= 0,0277).
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6.4 DISCUSSAO

Diversos estudos vém sendo realizados para prevenir 0 estresse oxidativo no
sémen de touros Bos taurus em regibes tropicais (BILODEAU et al., 2001a;
NICHI, 2009; BARNABE et al., 2012). Estudos sugerem que a suplementacdo
com PUFAs melhora a qualidade espermatica; porém uma maior quantidade de
PUFA no sémen tornaria os espermatozoides ainda mais susceptiveis ao
estresse oxidativo (VERNET; AITKEN; DREVET, 2004; BRINSKO et al., 2005;
NICHI, 2009). A vitamina E, por sua conformacéo lipidica, promove um efeito
protetor contra o ataque das espécies reativas de oxigénio a membrana
espermatica, principalmente no que diz respeito a sua bicamada lipidica
(HATAMOTO, 2004). Além disto, esta vitamina atua pela quebra da rea¢do em
cadeia de formacéo das EROs (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).Desta forma a
vitamina E pode ser considerado o antioxidante de eleicdo para evitar a maior
susceptibilidade ao estresse oxidativo provocada por uma suplementacdo com
PUFA (SIES, 1993). Assim, no presente estudo, foi realizada uma associacao
entre a suplementagdo com acidos graxos poli-insaturados na dieta e o
tratamento com vitamina E injetavel em touros Bos taurus submetidos a
insulacdo testicular visando melhorar a qualidade espermatica através do efeito
dos PUFASs e prevenir 0 estresse oxidativo com a utilizagao da vitamina E.

Os testiculos de touros devem ser mantidos de 4 a 5°C abaixo da temperatura
corpOrea para que seu funcionamento seja adequado A insulacao testicular, por
promover um aumento nessa temperatura, € um modelo interessante para
estudar os mecanismos fisiopatolégicos do efeito do estresse térmico testicular
sobre a producdo e qualidade espermatica (BRITO et al., 2003). De fato, no
presente estudo, a insulagdo escrotal dos animais que nao foram submetidos
aos tratamentos causou um aumento na fragmentacdo de DNA, mas apenas 60
dias ap0s a insulacéo. Este efeito pode ser extremamente deletério para o futuro
do espermatozoide, tornando a fragmentacéao irreparavel e incompativel com o
desenvolvimento embrionario e fetal normal. De fato estudos indicam que
quando a célula espermatica possui uma baixa fragmentacdo de DNA, o odcito
assim como o embrido possuem mecanismos para corrigir essa fragmentacéo,
dando origem a um individuo normal (WYROBEK et al., 2006; GASCA et al.,
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2007). Por outro lado, para espermatozoides com alta fragmentacdo de DNA,
esses mecanismos podem ndo ser suficientes, podendo levar a morte
embrionaria ou aborto ou ainda aumentar a probabilidade de doencas
congénitas e problemas em geracoes futuras (TESARIK; GRECO; MENDOZA,
2004; MARCHETTI; WYROBEK, 2005). No espermatozoide, 0s principais
mecanismos que podem levar aos danos de DNA espermatico sdo a apoptose
durante a espermatogénese, as quebras nas fitas de DNA durante o
remodelamento da cromatina na espermiogénese, a fragmentacédo causada por
caspases e endonucleases enddgenas e o estresse oxidativo durante o transito
epididimario (SAKKAS; ALVAREZ, 2010). Estudos indicam que, dentre estes
mecanismos, 0 estresse oxidativo pos-testicular seria a maior fonte de
fragmentacdo de DNA (SAKKAS; ALVAREZ, 2010). No entanto, no presente
estudo, uma maior fragmentacdo foi observada apenas 60 dias apdés a
insulagéo, e ndo nos primeiros momentos apods o desafio. Este resultado sugere
gue 0s mecanismos relacionados aos danos no DNA espermatico pelo estresse
térmico testicular agudo podem estar mais relacionados a problemas durante a
espermatogénese (e.g., apoptose, quebras de fitas durante a espermiogénese e
a fragmentacéo causada por caspases e endonucleases).

De maneira semelhante, maiores porcentagens de espermatozoides com
acrossomos lesionados e atividade mitocondrial prejudicada foram encontradas
em ejaculados colhidos a partir dos 45 dias ap6és a insulagéo, indicando também
um efeito deletério durante a espermatogénese. Além disso, a correlacdo
negativa entre fragmentacdo de DNA e a integridade acrossomal, assim como
entre esta Ultima e atividade mitocondrial apds a insulacdo, podem indicar uma
influéncia dos mecanismos de apoptose e do ataque de caspases e
endonucleases sobre as organelas citoplasméaticas. Assim, visto que o
acrossomo é uma estrutura formada a partir do Complexo de Golgi, durante a
espermatogénese, uma possivel ativacdo nos mecanismos de morte celular via
mitocOndria durante este estdgio poderia levar a alteragbes acrossomais na
célula ja madura.

De forma semelhante, foi observada correlacdo positiva entre integridade de
membrana plasmatica e espermatozoides apresentando alta atividade
mitocondrial (DAB I) e negativa com aqueles com baixa atividade mitocondrial

(DABIII). Tais resultados poderiam ser explicados por uma liberacdo de agentes
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pro-oxidativos devido as lesdes mitocondriais, sendo que esses agentes podem
ser extremamente lesivos as estruturas esperméticas, incluindo a membrana
plasmatica (KOWALTOWSKI; VERCESI, 1999; WANG et al., 2003). Outra
explicacdo plausivel para essa correlagdo seria um aumento na apoptose
abortiva, o que levaria a uma elevada presenca de espermatozoides que
deveriam ter sofrido a morte celular, mas que, por uma falha no processo,
chegaram ao ejaculado . As alteracdes bioquimicas associadas a apoptose
ocorrem na superficie da célula e no DNA durante a espermatogénese, sendo
que a membrana plasmatica do espermatozoide perde a sua simetria. Com isso,
a Fosfatidilserina (PS), normalmente presente no folheto interno da membrana
plasmatica das células saudaveis, é translocada e exposta na monocamada
externa (ANZAR et al., 2002). Além disso, a via mitocondrial é a principal via de
apoptose espermatica, pela qual lesées mitocondriais provocam uma liberacéo
de agentes pro-apoptéticos que participam na ativacdo das caspases, enzimas
essenciais para a apoptose espermatica (BUSTAMANTE FILHO; SILVA; JOBIM,
2005).

O espermatozoide possui fisiologicamente uma grande quantidade de acidos
graxos poliinsaturados na membrana. As insaturagdes (ligagbes duplas entre
carbonos) que caracterizam estes acidos graxos, alteram sua conformacao
espacial, tornando a membrana mais desorganizada e, por conseguinte, mais
fluida. Esta maior fluidez € fundamental e necessaria aos processos fisioldgicos
como motilidade e fertilizagcdo (LEAT et al., 1983; LANGLAIS; ROBERTS, 1985;
LADHA, 1998). No entanto, essas ligacdes duplas sdo mais facilmente oxidadas,
e portanto, mais susceptiveis a peroxidacao lipidica causada por um ataque de
EROs (NICHI et al., 2007). Sendo assim, apesar de alguns estudos
demonstrarem que a suplementacdo com PUFA promove uma melhoria na
qualidade espermatica (VERNET; AITKEN; DREVET, 2004a; BRINSKO et al.,
2005), esse tratamento, por outro lado, tornaria 0 espermatozoide ainda mais
susceptivel a peroxidacao lipidica. Além disto, € importante ressaltar que alguns
produtos dessa peroxidacdo, como o malondialdeido, podem ser extremamente
lesivos a célula espermatica levando a uma cascata de reacdes oxidativas
(AITKEN, R. J.; HARKISS; BUCKINGHAM, 1993b; AITKEN, R. JOHN et al.,
2006).
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Na avaliacdo do efeito da suplementacdo com PUFA isoladamente, verificou-
se uma diminuicdo da porcentagem de células com membrana e acrossomo
integros. Esse efeito foi observado provavelmente devido a um aumento no
estresse oxidativo testicular causado pela insulacédo, que foi exacerbado pelo
efeito dos PUFAs no aumento da susceptibilidade da membrana espermética ao
estresse oxidativo (AITKEN, R. JOHN et al., 2006; NICHI, 2009). Apesar de uma
menor susceptibilidade ao estresse oxidativo (TBARS induzido) neste grupo, foi
possivel observar, no sémen fresco, um maior estresse oxidativo espontaneo
nas amostras seminais dos animais suplementados com PUFA quando
comparado aos animais que sem a suplementacdo (PUFA — 221,50 + 75,45,
controle 63,87 + 17,7; dados ndo apresentados), Possivelmente, a técnica de
inducao, por submeter as células a niveis extremos de estresse oxidativo, pode
ter mascarado o estresse oxidativo que realmente ocorreu em determinada
amostra, como demonstrado nas amostras pré-criopreservacao.

Nas amostras seminais deste mesmo grupo foi observada uma correlacéao
positiva entre alta atividade mitocondrial (DABI) e susceptibilidade ao estresse
oxidativo. Uma possivel explicacdo para essa correlacdo seria que as
mitocondrias com alta atividade, quando lesionadas, liberariam uma maior
quantidade de agentes pro-oxidativos que poderiam exacerbar o estresse
oxidativo. Além disso, foi possivel observar uma correlacdo positiva entre o
nimero de espermatozoides ligados por mm? de membrana perivitelinica e as
variaveis motilidade, motilidade progressiva, espermatozoides com velocidade
rapida e média, o que nao foi observado nas amostras do grupo controle.
Possivelmente, o estresse maior provocado pela presenca de uma maior
guantidade de substrato oxidavel, exacerbou alguns efeitos deletérios levando a
uma maior variabilidade de resultados e tornando mais claras correla¢des entre
variaveis de fato relacionadas.

De fato um trabalho realizado por Aitken et al (AITKEN, R. JOHN et al.,
2006), demonstra que uma alta quantidade de acidos graxos poli-insaturados em
uma situacao de estresse oxidativo ira levar a peroxidacao lipididica que pode
ser uma das causas de infertilidade masculina. Portanto, a suplementagdo com
PUFAs deve ser criteriosa, sendo que, idealmente, deve ser utilizada na
auséncia de estresse oxidativo ou associada a um antioxidante para prevenir o

possivel efeito deletério desta suplementacao.
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A vitamina E é considerada um antioxidante chave na prevencao do estresse
oxidativo, agindo através da interceptacdo das EROs, quebrando a reacdo de
formacao dos radicais livres resultando em produtos nao radicais, ou seja, sem
elétrons despareados na ultima camada eletronica (SIES, 1993). Além disso, por
ser solivel em lipideos, este antioxidante protege os &cidos graxos poli-
insaturados presentes na membrana contra a peroxidacgéao lipidica (BRADFORD
et al., 2003a). De fato, alguns trabalhos indicam que o tratamento com vitamina
E, promove um efeito protetor contra a peroxidacéo lipidica causada pelas EROs
(BREININGER et al., 2005; HATAMOTO et al., 2006; BARNABE et al., 2012).
Realmente no presente estudo foram encontradas maiores porcentagem de
células com membrana e acrossomo integros nos animais tratados com vitamina
E quando comparados aos grupos suplementados com PUFA. Além disto, as
amostras dos animais tratados com Vitamina E apresentaram uma maior
motilidade, motilidade progressiva e porcentagem de espermatozoides rapidos
em relacdo as amostras colhidas do grupo suplementado com PUFA. Além disto,
apesar de nao significante, houve um aumento nestas mesmas variaveis em
comparacao ao grupo controle. Estes resultados reforcam a hip6tese de que a
vitamina E promoveu um efeito protetor contra o estresse oxidativo causado pela
insulagéo escrotal principalmente no que diz respeito a membrana plasmatica,
sendo que esta protecdo pode ter ocorrido ja durante o transito do
espermatozoide pelo epididimo, onde a motilidade espermatica € adquirida
(HOSKINS; BRANDT; ACOTT, 1978).

Outro resultado bastante interessante foi a correlacdo positiva encontrada
entre a motilidade, a motilidade progressiva e a porcentagem de
espermatozoides rapidos e a porcentagem de espermatozoides com alta
atividade mitocondrial. Apesar de alguns estudos recentes indicarem que a
glicdlise, para algumas espécies, parece ser o principal mecanismo de producao
de ATP para a motilidade espermatica (MUKAI; OKUNO, 2004; FORD, 2006;
NASCIMENTO et al., 2008). No caso deste animais em que 0 estresse oxidativo
foi inibido pela vitamina E, a atividade mitocondrial foi essencial a motilidade
espermatica (KOPPERS et al., 2008). Alem disto, pudemos observar uma alta
correlacdo positiva entre o numero de espermatozoides ligados a membrana
perivitelinica e a susceptibilidade ao estresse oxidativo avaliada pelo subproduto

da peroxidacao lipidica. Isto poderia indicar um efeito fisiolégicos das EROs
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sobre a capacidade fecundante dos espermatozoides (DE LAMIRANDE, E et al.,
1997) em uma ambiente e que o0 estressse oxidativo estaria inibido pelo
tratamento com Vitamina E (SIES, 1993).

Se por um lado, o aumento da producdo de EROS ou a diminuicdo da
capacidade antioxidantes se torna um evento oxidativo extremamente deletério
ao sémen, quando essas EROs estdo em equilibrio em relacdo a atividade
antioxidante, estas sdo essenciais para alguns eventos fisiol6gicos necessarios
para os processos de fertilizacdo como hiperativacdo (DE LAMIRANDE;
CAGNON, 1993), capacitagcdo (AITKEN et al., 2004), reacdo acrossomal
(GRIVEAU; RENARD; LANNOU, 1995; DE LAMIRANDE et al., 1998) e interacao
entre oodcito e zona pelucida (AITKEN, et al.,, 1995). Estes eventos fisiolégicos
ocorrem principalmente pela acdo do anion superoxido e perdxido de hidrogénio,
espécies reativas de oxigénio que antecedem a formacéo do radical hidroxila.
Esta ERO, por ser extremamente instavel (FERREIRA; MATSUBARA, 1997),
induz efeitos deletérios significantes a diversos sistemas biolégicos Assim,
através da acado primordial da vitamina E, impedindo o efeito deletério do radical
hidroxila, o aumento nos niveis deste antioxidante permitiria a acao fisioldgica
das EROS primarias (e.g., anion superoxido, peréxido de hidrogénio, Oxido
nitrico) sem que o sistema seja influenciado negativamente pelo instavel radical
hidroxila.

A eficiéncia de um tratamento antioxidante depende de uma série de
fatores. E necessario, por exemplo, que o sistema alvo esteja sob a acéo de
uma quantidade de EROS suficiente para sobrepujar a capacidade dos
mecanismos antioxidantes deste sistema (HALLIWELL, BARRY, 1985; NICHI,
2009). Além disso, o0 estudo da dose adequada deste antioxidante é
fundamental, visto que uma concentracdo abaixo da quantidade ideal néo ira
fazer efeito; por outro lado, uma concentragdo excessiva podera inibir os efeitos
fisiolégico destas EROs (DE LAMIRANDE et al., 1997; NICHI, 2009). Outro fator
importante seria a escolha do antioxidante especifico para a ERO que esta
causando danos a célula espermatica, jA que cada antioxidante possui
predilecdo por um determinado agente pré-oxidativo (BARROS, 2007). A
associacdo de tratamentos entre a vitamina E e &cidos graxos poli-insaturados
visou melhorar a qualidade espermatica devido ao efeito benéfico das PUFAs,

sendo que o efeito deletério no aumento da susceptibilidade a peroxidacao
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lipidica seria inibido pelo uso da vitamina E. No presente estudo, os tratamentos
isolados com PUFA e vitamina E apresentaram os resultados esperados. Se por
um lado, a suplementacdo com PUFA mostrou-se deletéria ao sémen
possivelmente por um aumento na susceptibilidade espermatica ao estresse
oxidativo exacerbado pela insulagcdo testicular, a vitamina E reduziu a
susceptibilidade do sémen a este estresse. Por outro lado, a associagao entre
estes tratamentos néo foi eficiente na melhoria da qualidade espermatica, sendo
que, de maneira similar ao ocorrido no grupo controle, 60 dias apds o inicio do
tratamento, houve um aumento na fragmentacdo de DNA assim como um
aumento de lesdes acrossomais. Em concordancia a esses resultados, um
trabalho realizado por Castellini et al. (2003) o tratamento com vitamina E
associado com PUFA em coelhos ndo promoveu uma melhora na qualidade
espermética, sendo que houve um aumento na producdo de EROS com a
utilizacado destes tratamentos, indicando que a Vitamina E talvez ndo seja o
antioxidante ideal para o estresse oxidativo adicional provocado pela maior
guantidade de PUFA. De fato, neste mesmo estudo, quando foi realizada uma
associagao entre PUFA e vitamina C houve uma redugéo na producéo de EROs.
Isso provavelmente ocorreu visto que a vitamina C tem a capacidade de destruir
diversas EROs (anion superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila)
(GROPPER; SMITH; GROFF, 2009), em contraste a vitamina E que previne a
acado principalmente do radical hidroxila sobre os lipidios de membrana
(NAVARRETE et al., 2005).



Conclusao
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7 CONCLUSAO

Comprovando em parte nossa hipdtese, o tratamento com vitamina E
apresentou efeitos benéficos para algumas caracteristicas espermaticas em touros
Bos taurus submetidos a insulacdo testicular, sendo o contrario observado pelo
tratamento com PUFAS. No entanto, a associacdo entre estes tratamentos nao foi
eficiente para a melhora na qualidade espermatica e na capacidade fecundante
avaliada através do teste de ligacdo espermatica em membrana perivitelinica de
ovos de galinha, sendo que foi possivel padroniza-lo para sémen criopreservado de

touros.
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