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RESUMO

SOUSA,R G B. Avaliagdo da susceptibilidade espermética a diferentes desafios
oxidativos em amostras seminais criopreservadas de touros angus de baixa e alta
fertilidade, 2021.65 f. Dissertagédo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,2021.

O efeito reprodutivo individual do touro é conhecido por ser de extrema importancia,
uma vez que o touro pode fertilizar grande namero de fémeas. Tal efeito pode ser
mais acentuado com o uso de sémen criopreservado que permite que o material
genético de touros superiores seja conservado e transmitido ao rebanho. No
entanto, lotes subférteis podem levar a perdas significativas. Isto pode ocorrer, pois
alguns touros apresentam caracteristicas espermaticas dentro dos valores
preconizados para a andlise rotineira, mas com baixo indice de fertilidade. O que
pode prejudicar a fertilidade € o estresse oxidativo. Visando evitar esse efeito, a
terapia antioxidante pode ser alternativa. No entanto, escolher o antioxidante certo é
a chave para o sucesso da terapia. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
susceptibilidade de espermatozoides de touros com diferentes taxas de fertilidade a
diferentes desafios oxidativos com o objetivo de detectar os mais deletérios. Para
tanto, 20 palhetas de sémen de touros altamente férteis (n = 10) e pouco férteis (n =
10) foram descongelados e submetidos a desafios oxidativos induzidos (anion
superoxido (O,* ), peroxido de hidrogénio (H,0O;), radical hidroxila (OH¢) e o
subproduto téxico da peroxidacao lipidica (malondialdeido (MDA). A fertilidade foi
determinada usando indice baseado em 170.000 inseminacgdes artificiais realizadas
em 543 fazendas. As amostras foram avaliadas quanto ao subproduto da
peroxidacdo lipidica (substéncias reativas com acido tiobarbitlrico), cinética
espermatica (CASA), atividade mitocondrial (3'3 diamenobenzidina), estado oxidativo
(CellROX verde e 2'-7 'diclorofluoresceina diacetato), potencial mitocondrial (JC-1),
integridade do DNA (SCSA), integridade das membranas plasmatica (eosina-
nigrosina) e acrossomal (Fast green/ rosa bengala). Independentemente da
fertilidade, a inducdo de hidroxila reduziu a atividade mitocondrial, enquanto a
incubacdo com perdxido aumentou a atividade mitocondrial. No entanto, o grupo do
peroxido foi altamente deletério para a cinética dos espermatozoides tanto em touros
de alta quanto baixa fertilidade. O grupo de baixa fertilidade apresentou aumento da

peroxidacdo nas amostras incubadas com peroxido de hidrogénio, enquanto o grupo



de alta fertilidade foi mais suscetivel ao radical hidroxila. Em conclusao, H,O, e OHe
parecem ser as EROs mais deletérias para os espermatozoides bovinos, sendo que
0 grupo de baixa fertilidade € altamente afetado pelo peréxido de hidrogénio.

Palavras-chave: Status Oxidativo. Criopreservacdo. Sémen. Reproducdo. Espécies

reativas de oxigénio.



ABSTRACT

SOUSA, R G B. Evaluation of sperm susceptibility to different oxidative challenges in
cryopreserved seminal samples of low and high fertility angus bulls. 2021. 65 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sado Paulo, 2021.

Fertility is the most important trait to consider in cattle reproductive management. In
this regard, individual effect of bull is known to be of utmost importance as a bull can
fertilize large numbers of females. Such effect can be even more pronounced when
using cryopreserved semen, which allows the genetic material of superior bulls to be
conserved and transmitted to the herd; However, sub fertile batches may lead to
significant losses. This may occur due to bulls with seminal characteristics within the
recommended values in the routine analysis but with lower fertility values. An
important factor that may lead to impaired fertility is oxidative stress. Aiming to avoid
this effect, an antioxidant therapy may be an alternative. However, choosing the right
antioxidant is key to a successful therapy. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the susceptibility of bull spermatozoa with different fertility rates to different
oxidative challenges aiming to detect the most deleterious. Toward this aim, 20
semen batches of highly fertile (n=10) and low fertile bulls (n=10)were thawed and
submitted to induced oxidative challenges (superoxide anion [O%7], hydrogen
peroxide [H,0,], hydroxyl radical [OH] and the toxic by-product of lipid peroxidation
(malondialdehyde [MDAY)). Fertility was determined using an index based on 170,000
timed artificial inseminations in 543 farms. Samples were assessed for the
guantification of the by-product of lipid peroxidation (thiobarbituric acid reative
substances), sperm kinetics (CASA), mitochondrial activity (3’3 diamenobenzidine),
oxidative status (CellROX green and 2'-7' dichlorofluorescein diacetate),
mitochondrial potential (JC-1), DNA integrity (SCSA), and plasma membrane (eosin-
nigrosin) and acrosome integrity (fast green/rose bengal). Regardless of fertility,
hydroxyl induction reduced mitochondrial activity, whereas peroxide incubation
increased mitochondrial activity. However, the peroxide group was highly deleterious
to sperm kinetics. The low fertility group presented increased peroxidation in samples
incubated with hydrogen peroxide whereas the high fertility group was more

susceptive to hydroxyl. In conclusion, H,0, e *OH  appears to be the most



deleterious ROS to bovine sperm with the oxidative status of the low fertility group
highly affected by the hydrogen peroxide.

Keywords: Oxidative Status. Cryopreservation. Semen. Reproduction. Oxigen-

reactive species
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior produtor de carne bovina do mundo e possui 0
maior rebanho comercial mundial, dados relatam que o pais apresenta cerca de
213,68 milhdes de bovinos (ABIEC, 2020). E importante ressaltar que o ano de 2020
foi marcado pela pandemia do novo coronavirus, impactando diretamente nos
setores do agronegocio (USDA, 2020).

Em 2020 o PIB brasileiro apresentou queda de 4,1% em relacdo ao ano
anterior, mas o PIB relacionado a pecuéria durante o0 mesmo periodo aumentou sua
representatividade em relacdo ao PIB total, passando de 8,4% para 10%,
fortalecendo o setor na economia brasileira (ABIEC, 2021).

Neste cenario, a Associacdo Brasileira de Angus encerrou o ano de 2020
batendo a marca histérica de carne Angus certificada, enviada ao mercado externo.
A China foi o destino principal do produto no mercado internacional, elevando de
22,1% para 40,3% das exportacdes sua participacao (IBGE, 2020).

No entanto, a eficiéncia da producéo de carne bovina no Brasil ainda pode ser
otimizada utilizando as biotécnicas reprodutivas. Como exemplo, podemos destacar
que apenas 15,9% do rebanho bovino é inseminado artificialmente (BARUSELLI,
2019). Neste sentido, o aumento da utilizacdo de biotécnicas reprodutivas pode
aumentar de maneira significativa a produtividade do rebanho (SILVA, 2018).

Biotécnica fundamental para logistica da implementacdo de outras
tecnologias aplicadas a reproducédo (ex: inseminacao artificial, transferéncia de
embrides) é a criopreservacao das células espermaticas. Além disto, esta tecnologia
permite a utilizacdo do sémen por periodos indeterminados (congelacao), diminui
riscos e custos de transporte de animais e maximiza a rapida difusdo de material
genético de machos de alto valor zootécnico (CASTELO et al., 2008). Porém, a
criopreservacdo de sémen € uma técnica que promove grande estresse celular e
predispde os espermatozoides a condi¢cdes extremamente desfavoraveis (PURDY,
2008), induzindo danos as membranas, reducdo da motilidade e fragmentacdo de
DNA (LUCIO et al., 2016) . De fato, estudos indicam que 40 a 50% das células
espermaticas submetidas ao processo de criopreservacdo nao sobrevivem ao
procedimento (THOMAS et al, 1998). Dentre os fatores responsaveis pelas

crioinjurias, destacam-se a formacdo de cristais de gelo intracelulares (HOLT W,
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NORTH R, 1994) e o0 aumento da osmolaridade (MEDEIROS, 2002) do meio. Tais
fatores podem levar & lesbes das organelas intracelulares, destacando-se alteracdes
mitocondriais, principal fonte de energia para o metabolismo de células aerdbias
(HOLT W, NORTH R, 1994).

Durante o processo de producdo de energia em forma de ATP pela
mitocondria, formam-se metabdlitos de oxigénio denominadas espécies reativas de
oxigénio (EROs). Estas desempenham papel fundamental nos processos
fisiol6gicos. No entanto, para que iSso ocorra, € necessario que haja um balanco
entre as EROs e seus mecanismos de controle, os antioxidantes (KOPPERS et al.,
2008). No caso de desbalanco, caracteriza-se 0 estresse oxidativo, potencialmente
lesivo para todas as biomoléculas (lipideos, carboidratos, proteinas, DNA e RNA)
(WATSON, 1981). Para o espermatozoide, célula aerdbia, as EROs também
participam de seu funcionamento fisioldgico (ex: a capacitacdo espermaética,
hiperativagdo da motilidade e reagao acrossomal) (O'FLAHERTY C, BEORLEGUI N,
BECONI MT, 2003). No entanto, o desbalanco no sistema oxidante-antioxidante é
extremamente deletério para o espermatozoide, pois esta célula possui reduzida
capacidade antioxidante devido ao seu reduzido citoplasma. Além disto, o
espermatozoide € rico em acidos graxos poli-insaturados, mais facilmente oxidados
(DOWLING, 2009), sendo que condi¢cdes pré- oxidativas podem ser letais para a
célula espermética (ANGRIMANI et al., 2015).

As EROs sédo formadas em reacdo em cadeia, na qual o anion superoxido
(O2), leva a formacéo do peroxido de hidrogénio (H2O,), que por sua vez forma o
radical hidroxila (OH+). A formac&o excessiva de EROs causara danos oxidativos,
levando a peroxidacéo lipidica, (DROGE,2002) associada a diminuicédo da fertilidade
0 estresse oxidativo (BILODEAU, 2000). No entanto, cada espécie reativa é
preferencialmente controlada por mecanismos antioxidantes distintos. Neste caso, 0
anion superoxido é eliminado pela enzima superoxido dismutase (SOD), o peroxido
de hidrogénio eliminado pelas enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)
e o radical hidroxila eliminado por mecanismos ndo enzimaticos (vitaminas C, E).
Além disto, sabe-se que subprodutos do estresse oxidativo como o malondialdeido
(MDA) podem ser tdo ou mais deletérios que as proprias EROs (KAWAI et al.,2017).

Durante a criopreservacao dos espermatozoides, lesbes mitocondriais podem
levar a liberag&o de fatores pro-oxidativos. De fato, uma série de estudos indicam o
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estresse oxidativo como principal fonte de crioinjurias. Frente a isso, estudos vem
sendo realizados para manter a integridade do espermatozoide durante a
criopreservacao, ficando evidenciada nas pesquisas a importancia dos antioxidantes
na protecdo celular (RUI et al.,2017). A avaliagdo de quais EROs s&o mais
prejudiciais € de fundamental importancia, pois cada espécie reativa possui um
mecanismo antioxidante ideal (NICHI, 2003).

Sendo assim, trabalhos que avaliem a acao deletéria das EROs ainda devem
ser realizados, principalmente no tocante a espermatozoides criopreservados de

touros classificados em alta e baixa fertilidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A pecuaria brasileira possui destaque no cenario mundial e est4 presente em
todos os estados, sendo de suma importancia para a economia no Brasil. Dentro
deste seguimento, a bovinocultura, incluindo a cadeia produtiva de leite e carnes,
busca o uso de tecnologias para melhorar a eficiéncia produtiva a fim de otimizar os
resultados de producéao, implementando biotecnologias (EMERICK et al., 2011).

As biotecnologias como a IA (Inseminacéo Artificial) e PIVE (Producgao in vitro
de embrides) atuam permitindo o aumento na produgdo (SARTORI et al., 2016). As
vantagens da utilizacao destas técnicas estdo ligadas ao aproveitamento de animais
geneticamente superiores e melhora nos programas de cruzamento e selecdo
(CASTELO et al.,2008). Para aplicacdo destas biotecnologias é utilizado sémen
criopreservado. Portando, sémen de ma qualidade influenciara nos resultados de

producdo quando utilizadas biotecnologias reprodutivas (DROGE, 2002).

2.1 A IMPORTANCIA DA FERTILIDADE

A fertilizagcdo requer atributos espermaticos que possuem processos
complexos, havendo grande variagdo entre touros e partidas. Utilizar partidas de
touros com potencial de fertilidade reduzido ocasiona grande impacto no rebanho
(ABUD et al., 2014). Isto pode ocorrer, pois touros que possuem caracteristicas
aceitaveis de motilidade progressiva, vigor, defeitos morfolégicos e concentracao
(CELEGHINI et al., 2017), podem apresentar alteragfes estruturais ou de funcdes
espermaticas que ndo foram contempladas com estas avaliacées (NICHI, 2003),
levando a subfertilidade. Varias técnicas vém sendo desenvolvidas, buscando a
identificacdo destas alteragbes espermaticas que refletem na fertilidade destes

touros, principalmente apos processo de criopreservacédo (CELEGHINI et al., 2017).

2.2 A CRIOPRESERVACAO ESPERMATICA

A técnica de criopreservacdo de sémen visa estocar as amostras
espermaticas em nitrogénio liquido a -196°C (Hammerstedt RH, Graham JK, Nolan
JP, 1990), mantendo a sua capacidade fecundante apés o0 processo de
descongelacdo. Tal tecnologia possibilita a conservacéo e utilizagdo destas células
espermaticas por tempo indeterminado (CARNEIRO et al., 2007).
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Os principais problemas durante o congelamento de células séo a formacao
de cristais de gelo intracelulares e o aumento nas concentracdes de soluto, levando
a um aumento da osmolaridade. Também, durante o processo de descongelacéo,
estas células entram em contato com 0s meios hipotdnicos, podendo ocorrer uma
entrada de agua excessiva na célula pela diferenca de osmolaridade entre 0s meios
(HOLT, 2000), causando estresse osmotico (KOPPERS AJ, DE IULIIS GN, FINNIE
JM, MCLAUGHLIN E A, AITKEN RJ, 2008). Assim, € necessaria a utilizacdo de meio
diluente e substancias crioprotetoras (HOLT, W. V., AND R. D. NORTH, 1994).

Este processo de resfriamento, congelacédo e descongelacdo do sémen altera
a homeostase, causando um desequilibrio fisioldgico e bioquimico a célula (HOLT,
2000), como perda de motilidade, danos ao acrossoma e membrana plasmatica,
reducdo do metabolismo e perda dos componentes intracelulares (MEDEIROS,
2002), reduzindo a viabilidade e habilidade fecundante dessas células (WATSON,
1981). Os danos causados na criopreservacdo podem ser classificados como
estresse osmoético, choque térmico (WATSON, 2000) e estresse oxidativo (AITKEN,
R.J.; KRAUSZ, C, 2001), sendo o ultimo associado ao aumento da taxa de danos
celulares que séo induzidos pelas EROs (BAUMBER et al., 2000).

2.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

As EROs incluem todos os radicais livres, &tomos ou moléculas que possuem
um ou mais elétrons despareados (HALLIWELL B, GUTTERIDGE JMC, 1990) e nao
radicais derivados do oxigénio, 0s quais sdo quimicamente instaveis, apresentando
elétron despareado. S&o substancias altamente reativas, apresentando capacidade
de reagir com compostos que estejam proximos, exercendo a funcdo de agentes
oxidantes (BAUMBER et al., 2000).

O mecanismo de acdo das EROs na fisiologia do espermatozoide ainda nao
foi completamente elucidado, porém os estudos o caracterizam conforme suas
fungcbes na célula espermética, tais como, 0s processos de hiperativacao,
capacitacao, ligacdo com a zona pellucida e reacédo acrossomal (NICHI et al., 2007).
Portanto, as EROs tém papel importante na funcdo espermatica fisiologica e,
desequilibrio entre producéo de EROs e producéo de antioxidantes, pode ter sérios

efeitos adversos sobre o espermatozoide, durante os processos de refrigeracao e



27

congelacado, que expdem a célula a ambientes néo fisiologicos, principalmente pela
alteracao da relagdo espermatozoide e plasma (BALL, 2008).

No espermatozoide, a mitocéndria € o principal local de producdo de EROs
devido a grande quantidade de elétrons disponiveis e alta concentracdo de
moléculas de oxigénio resultantes da respiracao celular (AGARWAL, ASHOK, AND
TAMER M. SAID, 2005). As principais EROs s&o o radical hidroxila (OH¢), o anion
superéxido (O2*), o peréxido de hidrogénio (H.O,) e o o6xido nitrico (NOy)
(NICHI,2003). Primeiramente, sdo formados o &nion superdxido e o perdxido de
hidrogénio, sendo o H,O, produzido através da dismutase enzimatica ou n&o
enzimatica do anion superéxido (HALLIWELL B, GUTTERIDGE JMC., 1990). O
radical hidroxila pode ser formado através do H,O, e do anion superoxido, e atraves
da reacdo do &anion superoxido com o Oxido nitrico produzindo o peroxinitrito
(OONO)), que entdo ir4 se decompor para NO, e OHs (HALLIWEL, 1991). Conforme
Figura 1.

Figura 1. Formacéo das espécies reativas de oxigénio

e’ e’ e’ e’
0.2 L_) 0z L?) H:0. %—V) OH" ¥T) H.O
H+

2H* H* H0
NO-

ONOO~

Fonte: Adaptado por NICHI,2003.

2.3.1 Radical superoxido (O2)

E radical livre formado a partir do oxigénio molecular pela adicdo de um
elétron. Ocorre espontaneamente nas células aerdbicas, principalmente na
membrana mitocondrial, através da cadeia respiratéria. Este radical age apenas no
compartimento onde é produzido, pois ndo tem habilidade de penetrar membranas
lipidicas, sendo caracterizado como pouco reativo (NORDBERG J, ARNER ES,
2001).



28

2.3.2 Peroxido de hidrogénio (H205)

Este ndo é radical livre, porém € metabdlito do oxigénio que possui
caracteristicas extremamente deletérias por participar como intermediario na reacao
que produz o OHs (NORDBERG J, ARNER ES, 2001). Tem vida longa e possui
capacidade de atravessar membranas biolégicas (NICHI, 2003).

2.3.3 Radical hidroxila (OHe)

Considerado o radical livre mais reativo em sistemas bioldgicos, a hidroxila é
capaz de causar mais danos que qualquer outra EROs. Formado a partir do
perdxido de hidrogénio em reacdo catalisada por ions metais de ferro (Fe++) ou
cobre (Cu+), denominada reacdo de Fenton. Outra caracteristica importante, é que
este radical pode iniciar a oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados das

membranas celulares (lipoperoxidacao) (MAIA, 2006).

2.3.4 Malondialdeido (MDA)

Presente em grandes quantidades na membrana espermatica, os acidos
graxos poli-insaturados (PUFA) permitem a fluidez necessaria para os eventos
associados a fecundacdo (AGARWAL, ASHOK, SAJAL GUPTA, AND SURESH
SIKKA, 2006), porém torna os espermatozoides vulneraveis a peroxidacao lipidica,
culminando em potencial diminuido da capacidade de fecundacdo dos
espermatozoides (BALL, 2008).

Os subprodutos e produtos finais da peroxidacdo lipidica, tais como,
malondialdeido (MDA), também exercem efeitos toxicos e podem diminuir a
motilidade do espermatozoide, estes produtos servem como indicadores bioquimicos
da peroxidacdo lipidica (KANKOFER, 2005). Destes subprodutos os chamados
aldeidos, a partir da peroxidacéo lipidica forma-se MDA,que tem sido amplamente
estudado como marcador para estresse oxidativo (DRAPER, H. HADLEY M, 1990).
O MDA apresenta alta reatividade e longevidade, além da capacidade em atuar
dentro e fora das células, interagindo com biomoléculas, tais como acidos nucleicos
e proteinas causando danos irreversiveis nos mecanismos celulares (DEL RIO,
DANIELE, AMANDA J. STEWART, AND NICOLETTA PELLEGRINI., 2005).
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Cada espécie reativa possui um antioxidante, e este possui um papel para
determinada acg&do nesta cadeia de producdo das EROs (NICHI,2003), para
minimizar esses danos nas moléculas espermaticas faz-se necessaria a acdo dos
mecanismos antioxidantes (GURGEL, 2012).

2.4 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo definidos como uma substancia que retarda ou previne a
oxidacdo de substratos oxidaveis (HALLIWELL, BARRY, AND JOHN MC
GUTTERIDGE., 2006). O plasma seminal possui mecanismos e substancias de
protecdo contra 0 estresse oxidativo, compensando a deficiéncia da célula
espermatica em relacdo as enzimas citoplasméaticas (DONNELLY, EILISH T., NEIL
MCCLURE, AND SHEENA EM LEWIS.,1999). As enzimas antioxidantes presentes
no plasma seminal sdo superoxido dismutase (SOD) (ALVAREZ, JUAN G., 1987),
sistema glutationa peroxidase / glutationa redutase (GPX) (CHAUDIERE, J., E. C.
WILHELMSEN, AND ALL TAPPEL., 1984) e catalase (CAT) (JEULIN et al., 1989),
descritos como antioxidantes enzimaticos. Existem também os antioxidantes n&o
enzimaticos, tais como, ascorbato (FRAGA, CESAR G., 1991), a-tocoferol (Vitamina
E) (AITKEN, R. JOHN, AND JANE S. CLARKSON., 1988), piruvato (DE
LAMIRANDE, E. V. E., AND CLAUDE GAGNON., 1992), glutationa (LENZI et al.,
1994).

Sabe-se que a formacao e destruicdo das EROs é em cadeia em que cada
antioxidante, em sequéncia, elimina as EROs formadas. A escolha do antioxidante
também varia de acordo com seu potencial de acdo, em seu local alvo, portanto para
tratamento antioxidante eficiente é necessario este sistema biolégico seja estudado
e submetido a determinados antioxidantes especificos, pois ja se sabe que 0s

tratamentos antioxidantes podem levar a efeitos deletérios (NICHI, 2003).

Em condicOes fisiologicas, as espécies reativas de oxigénio (EROs) e os
antioxidantes encontram-se em situacdo de equilibrio. Quando ocorre o desequilibrio
e quantidade excessiva de EROs € liberada, ocorre o estresse oxidativo (ANDRADE
et al., 2012).
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3 HIPOTESE

Os touros da raca Angus, com diferentes taxas de fertilidade, possuem

susceptibilidade a diferentes EROs.
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4 OBJETIVOS

Com base na literatura e hipotese exposta, este experimento possui 0s
seguintes objetivos:
+« Avaliar a susceptibilidade dos espermatozoides criopreservados (touros de
alta e baixa fertilidade) frente aos desafios oxidativos;
+« Avaliar qual EROs é mais deletéria em espermatozoides bovinos
cripreservados:
- Cinética espermatica;
- Integridade de membrana plasmética;
- Integridade de membrana acrossomal;
- Atividade mitocondrial;
- Potencial de membrana mitocondrial;
- Integridade do DNA,;

- Resisténcia espermatica ao estresse oxidativo.
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5 MATERIAIS E METODOS

As atividades experimentais foram realizadas no Laboratorio de Andrologia e
Laboratério de Biologia do Espermatozoide (BIOSTZ), ambos situado nas
dependéncias do Departamento de Reproducdo Animal (VRA) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ USP). Este
trabalho foi conduzido de acordo com as normas éticas para 0 uso de animais e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FMVZ USP
(protocolo n°® 9508130418).

5.1 AMOSTRAS SEMINAIS

As amostras seminais foram oriundas da empresa CRV LAGOA, sendo no
total de 20 partidas de sémen de Bos taurus (raca Angus), com historico de
fertilidade ja conhecida através do indice iFert™ do ano de 2018 e que dispbe
igualitariamente 0os mesmos protocolos de criopreservacdo a todas as amostras
portanto, seguem o padrédo da empresa no seu processo de criopreservacgao.

O selo iFert™ caracterizado anteriormente como Superior/Elite, € um selo
utilizado pela empresa através de andlise estatistica dos dados de prenhez a IATF,
sendo este selo dado & touros com resultados acima da média, este selo é capaz de
predizer a fertilidade. Os dados dos touros séo analisados anualmente, utilizando os
dados a campo com base em media de 500.000 informacdes validas e quase 1.000
touros sdo avaliados, estes touros séo classificados como animais de alta fertilidade
0s animais com indice maior ou igual a 2; e classificados como baixa fertilidade
animais que possuem indice abaixo de 2. Utiliza-se um filtro no qual é excluido o

fator fémea e fator ambiental ficando apenas a avaliagéo do fator touro.

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Utilizou-se 10 partidas de sémen de touros de alta fertilidade e 10 partidas de
baixa fertilidade. Foi realizado pool de amostras com partidas diferentes de 4
palhetas de cada touro no qual posteriormente foi dividida em 5 aliquotas,
submetidas a 4 diferentes desafios e grupo controle.
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Apresentando dois indices, (alta e baixa), tais amostras foram submetidas
individualmente com o sistema de indugcéo com as EROs e o produto da peroxidagao
lipidica (Controle, O,*, H,O,, OHs e MDA), manteve-se um grupo controle com

utilizacao de PBS (livre de calcio e magnésio), conforme Figura 1.

Figura 2. indices de fetilidade alta e baixa e desafio oxidativo no qual as amostras foram submetidas

(Controle, anion superoéxido, peréxido de hidrogénio, radical hidroxila e malondialdeido).

/M‘ Alta fertilidade N= 10

IR

Controle MDA

ﬁ

ﬁ Baixa fertilidade N= 10

5.3 PROCESSAMENTO DO SEMEN

As amostras foram descongeladas por 30 segundos a 37°C e posteriormente

H,0,

alocadas em tubo de 2ml com os tratamentos, mantido em banho seco a 37°C.

5.4 SISTEMA DE GERACAO DE EROS E SUBPRODUTO DA PEROXIDACAO
LIPIDICA

As fracdes foram subdivididas em cinco aliquotas para incubacéo durante 30
minutos a 37 ° C com sistemas de geracao EROs (NICHI,2003) e adicionados 200
ML de meio PBS (livre de calcio e magnésio).

Para estes tratamentos foram utilizados os seguintes protocolos: incubacao
utilizando o sistema xantina-xantina oxidase (xantina 0,5 mM, Xantina Oxidase 0,05
Ul / mL, para a producdo de anions superéxido (O2-"). Para producdo de radicais
hidroxila (OH+) as amostras foram incubadas com sulfato ferroso (Fe,SO 4, 4 mM) e
sédio ascorbato (20 mM). O perdxido de hidrogénio (H,O;) e o malondialdeido

(MDA) foram adicionados diretamente as aliquotas a uma concentracdo de 4 mM.
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As amostras ficaram incubadas durante um periodo de trinta minutos a 37 ° C em
banho maria e imediatamente ap6s a incubacdo, os espermatozoides foram

analisadas.

5.5 ANALISES ESPERMATICAS

ApGs o periodo de incubagdo, as amostras foram avaliadas em relagéo a
susceptibilidade as EROs quanto as caracteristicas de cinética e funcionalidade
espermatica (Cinética espermatica; Integridade de membrana plasmatica;
Integridade de membrana acrossomal; Atividade mitocondrial; Potencial de
membrana mitocondrial; Integridade do DNA; Resisténcia espermética ao estresse

oxidativo).

5.5.1 Analise computadorizada da cinética espermética

Os padrbes de cinética de espermatozoide foram avaliados utilizando a
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA, Hamilton-Thorne®, Ivos 12.3, EUA).
Foram consideradas as seguintes variaveis: motilidade (%), motilidade progressiva
(%), VAP (velocidade média de percurso, um/s), VSL (velocidade retilinea, um/s),
VCL (velocidade curvilinea, um/s), ALH (amplitude do movimento lateral da cabeca,
um), BCF (frequéncia de batimento cruzado, Hz), STR (retilinearidade, %) e LIN
(linearidade, %). Além desses parametros, a velocidade do espermatozoide foi
também dividida em quatro grupos: rapido (%), médio (%), lento (%) e estatico (%)
(VERSTEGEN, J., M. IGUER-OUADA, AND K., 2002), conforme Apéndice 1.

5.5.2 Andlises funcionais do sémen

Os testes funcionais de espermatozoide foram avaliados utilizando citometria
de fluxo (Guava EasyCyteTM Mini System, Guava® Technologies, 190 Hayward,
CA, EUA) (CASTRO et al., 2016), onde todas as amostras foram ajustadas para a
concentracdo de 25 milhdes de espermatozoides/mL (PARRISH et al., 1988), e o

ensaio citoquimico 3'3 diaminobenzidina (técnica DAB) (NICHI, 2003).
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5.5.2.1 Testes funcionais

O equipamento de citometria de fluxo utiliza um laser azul que emite uma
radiacdo laser visivel, analisando os dados correspondentes as cores amarelo e
vermelho e sinais fluorescentes atraves dos resultados em amplificacéo logaritimica.
Estes ser&o analisados pelo software FlowJo® v10.2.

Para avaliacdo através dessa técnica, foram utilizadas as sondas de iodeto
propidium (PI) e FITC conjugado com Pisum sativum agglutinin (FITC-PSA), para
avaliacdo de membranas plasmatica e acrossomal, respectivamente. A populagéo
espermética foi dividida em quatro grupos, sendo estes a membrana intacta e
acrossomo intacto (MIAI), membrana intacta e acrossomo danificado (MIAD),
membrana danificada e acrossomo intacto (MDAI) e membrana danificada e
acrossomo danificado (MDAD).

As amostras foram marcadas com 0.5mg/mL de Pl e 100mg/mL de FITC-PSA
e analisadas em citbmetro de fluxo apds 10 minutos de incubacao sob excitacdo de
488nm e emissdo de 630-650nm para a sonda IP e 515-530nm para a sonda FITC.

Para avaliacdo de potencial de membrana mitocondrial (PMM), foi utilizada a
sonda JC-1 (5,5°,6,6'-tetracloro-1,1’,3,3'201-cloreto de tetraetil-
benzimidazolilcarbocianina; Invitrogen, Eugene, OR, USA). Foram classificadas as
amostras em porcentagens de potencial de membrana mitocondrial de
espermatozoide, como alto (JC-1 alto), intermediario (JC-1 intermediario) e baixo
(JC-1 baixo) (SILVIA et al., 2014). Onde foram adicionados 0,5uL de JC-1 (76.5mM)
as amostras com incubacéo a 37°C por 5 minutos antes da analise no citbmetro.

A susceptibilidade do DNA atraves do teste de estabilidade da cromatina foi
baseado no ensaio da estrutura da cromatina dos espermatozoides (SCSA) (HOLT,
2000). Utilizando a sonda laranja de acridina (LA). As amostras foram incubadas
com 50 pL de buffer TNE e 100 uL detergente acido por 30 segundos e em seguida
foi adicionado 100 yL de sonda LA, sendo a amostra analisada por citometria de
fluxo ap0s incubacgédo a 37°C por 5 minutos, sob excitagdo de 488nm e missdo de
630-650nm (vermelho) e 515-530nm (verde). Foi considerada a intensidade de cor
em vermelho e verde, as suas variacbes classificando-as conforme sua
degeneracgéo de cromatina (DE CASTRO et al., 2016).

A avaliagdo do estresse oxidativo intracelular foi realizado com o uso da

sonda fluorescente CellROX green (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), que
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penetra na céula quando oxidada por EROs. Sendo utilizado 7,5 yl de sémen
(187.500 células) foram incubados com 1,85 pl da sonda CellROXTM green
(concentragao final 5 uM) em 30ul de meio TL SEMEN a 37°C por 20 minutos. As
amostras foram também incubadas com 0,6 pl de Pl (concentragao final de 0,6 uM)
por mais 10 minutos. No momento da leitura em citbmetro de fluxo foram
adicionados 300 pl de PBS nas amostras. (DE CASTRO et al., 2016)

Tais amostras foram avaliadas por meio da técnica de citometria de fluxo com
excitacdo a 488nm e detectadas a 515-530 para a sonda CellRox® green e 630-
650nm para a sonda IP. As células foram classificados em quatro categorias
esperméticas de acordo com a integridade de membrana plasmatica e estresse
oxidativo: membrana integra sem estresse (NEML), membrana integra com estresse
(EMI), membrana lesada sem estresse (NEMI) e membrana lesada com estresse
(EML).

5.5.2.2 Ensaio citoquimico 3,3' diaminobenzidina
A avalicdo de atividade mitocondrial foi realizada através da técnica
citoquimica usando o reagente 3’3 daminobenzidina (teste de DAB) de acordo com a
metodologia usada por Nichi (2003), onde a enzima Citocromo C-Oxidase produzida
por mitocondrias ativas é oxidada produzindo uma coloracdo marrom (HRUDKA,
1987). Foram entao feitas aliquotas de 10uL de amostras que foram incubadas com
10uL de 3’3 Diaminobenzidina em tubo c6nico ambar durante 1 hora a 37°C. Apos
esse periodo, foram feitos esfregacos em laminas de microscopia em local protegido
da luz. Posteriormente, as laminas foram fixadas em formaldeido 10% durante 15
minutos, sendo a leitura das laminas realizada em microscopia com contraste de
fase em magnificacdo de 1000 x sob Oleo de imersédo. Realizada a contagem de 200
célalas.
As células foram classificadas em 4 classes de acordo com a porcentagem
de peca intermediaria corada:
e Classe I: completamente corada (100%), indicando alta atividade
mitocondrial (DAB I);
e Classe Il: maioria de peca intermediaria corada (<100%,>50%),
indicando atividade média (DAB lI);
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e Classe lll: maioria de peca intermediaria ndo corada (<50%,>0%),
indicando baixa atividade (DAB III);
e Classe IV: peca intermediaria ndo corada completamente (0%),

indicando auséncia de atividade mitocondrial (DAB 1V).

Também foi calculado o indice de Atividade Mitocondrial (IAM) conforme
Hrudka (1987) que expressa o resultado conforme equacao:
IAM={(% Classe Ix1)+(% Classe 11¥0.5)+(% Classe 111x0.25)+(% Classe IV*0)}

5.5.2.3 Integridade acrossomal
Utilizou-se a Coloracao Simples Fast- Green/Rosa-Bengala para avaliacdo da
integridade acrossomal. (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991). Para isso, aliquota de
cada amostra (5 pl) foi adicionada ao corante (5 pl), homogenizada e incubada por
60 segundos em mesa aquecedora a 37°C. Apds o periodo de incubacao, foram
relizados esfregacos em laminas de microscopia. Analisado através de microscopia
convencional, contando 200 células que foram classificadas como:
e Acrossomo Integro: possui coloracdo roxa em sua regido acrossomal,
levemente mais escura que a regido pés-acrossomal;
e Acrossomo Lesionado: coloracdo rosa claro em sua regido acrossomal,

levemente mais clara que a regido pds-acrossomal.

5.5.2.4 Integridade da membrana plasmatica

Utilizando a coloragédo de Eosina-Nigrosina (E/N), descrita por Barth e Oko
(1989) foi avaliada a integridade da membrana plasmética. Para tal avaliacdo foram
aliquotados 5 pl de sémen junto ao corante, na propor¢cao de 1:1, sendo realizados
esfregacos sobre laminas de microscopia. As laminas foram avaliadas em

miscroscopia convencional e contadas 200 células, que foram classificadas em:

e Membrana integra: células aparecem na coloracdo branca (ndo coradas);

e Membrana lesionada: células aparecem com coloracéo rosa (coradas).

5.5.2.5 Resisténcia espermatica ao estresse oxidativo
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Para avaliar a susceptibilidade a peroxidagdo lipidica, foi utilizado o teste
TBARS (Substancias Reativas de Acido Tiobarbitirico), conforme descrito e
adaptado por Nichi (2017). Este teste é baseado na dosagem do malondialdeido
(MDA; produto primario da peroxidacao lipidica) e sua reacdo com TBA, que ocorre
a altas temperaturas e produz um complexo de coloragdo rosa, sendo esta
coloracdo quantificada no espectrofotdmetro (Ultrospec 3300 Pro® Amersham
Biosciences, USA), onde as amostras foram induzidas com os desafios propostos e

posteriormente analisadas.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados pelo programa do SAS System for Windows (SAS
Institute Inc., Cary, NC, E.U.A.). Testes paramétricos e ndo paramétricos foram
utilizados, respectivamente, para dados que obedegcam ou ndo as premissas
estatisticas da normalidade dos residuos e homogeneidade das varidncias. Foram
utilizadas transformacbes para que os dados obedecam as premissas. Para
avaliacao do nivel de significancia foi rejeitado HO (hipéteses nulas) de 5%, para isso
entdo, um valor significativo foi menor que 0,05 para que as diferencas estatisticas
ocorreram entre os diferentes grupos seja considerada.
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6 RESULTADOS

6.1 Grupo de Alta fertilidade

Na avaliagdo da cinética espermatica, observou-se efeito deletério nas
amostras incubadas com peroxido de hidrogénio. Menores motilidade total e
progressiva, menor porcentagem de espermatozoides rapidos e maior porcentagem
de espermatozoides estaticos. As amostras incubadas com peréxido de hidrogénio
também apresentaram um padrdo de velocidades menores em relacdo aos outros
grupos (Tabela 1). Apresentando diferenca entre perdxido e demais grupos

conforme o grafico 1.

Gréfico 1. Efeito na motilidade total em relacéo do sistemas geradores de diferentes espécies reativas
de oxigénio e do subproduto da peroxidac&o lipidica (O, , H,0,,0Hs, MDA) em touros de alta

fertilidade
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Tabela 1. Efeito das incubacgdes com sistemas geradores de diferentes espécies reativas de oxigénio e do subproduto da peroxidacio lipidica (O, ,
H,0,,0He¢, MDA) sobre as variaveis avaliadas pela analise espermatica computadorizada (CASA), em touros de alta fertilidade da raga Angus. Sao Paulo,
SP - 2021

Variaveis Controle 0, H,0, OH MDA
Motilid. Total (%) 33.20 +4.36° 35.70+4.98% 0.80+0.29° 26.60+4.10° 24.60 + 4.42°
Motil. Progressiva (%) 25.80 +4.28% 2850 +4.86° 0.20+0.13° 20.30+3.81*> 20.30 +3.82°
Sptz Réapidos (%) 29.60 + 4.25% 32.60+5.08% 0.20+0.13° 22.90+3.99° 21.50 +4.22°
Sptz Médios (%) 3.40+0.58*  3.20+0.36® 0.50+0.31° 3.70+0.37°  3.10+0.48"
Sptz Lentos (%) 27.80 +2.41*° 26.10 +3.78*" 20.10 +4.09° 30.50 +3.12% 28.00 + 4.26*"
Sptz Estéticos (%) 39.20+3.99" 38.30+3.90° 79.10+4.23* 43.10+4.33° 47.50+5.30°

VAP 98.19 +2.95%" 104.76 +3.51* 39.69 +7.49° 92.94 +3.30*" 90.02 + 4.72°
VSL 82.25+3.84% 89.20+3.38% 27.98+6.82° 80.73+3.89% 81.71+4.40%
VCL 180.99 + 5.36*" 191.67 +6.45% 80.20 + 15.32° 163.49 + 2.96"° 146.19 + 6.47°
ALH 7.88 +0.322 8.28+0.41*  1.45+0.65° 7.28 +0.18% 5.96 + 0.25°

BCF 31.11 +1.13* 32.09+1.45* 9.43+3.44° 31.59+0.80° 33.77+0.79%
STR 82.30 +1.61* 83.60+1.33% 53.80+10.42° 84.60+1.17% 89.00+ 0.672
LIN 4720 +2.02* 48.10+1.83* 30.80+6.54° 50.10+1.46® 56.10 + 1.55°

Letras™>“® indicam diferenca estatistica entre os desafios oxidativos. (p<0,05)
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bY

Em relagdo a membrana plasmatica, os resultados apresentam algumas
contradicbes. Na avaliacdo utilizando a sonda eosina/nigrosina, houve menor
porcentagem de células com membrana integra nas amostras incubadas com anion
superéxido em relacdo as amostras controle. Por outro lado, houve maior
porcentagem de células com membrana e acrossomo integros nas amostras

incubadas com peroxido de hidrogénio (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito das incubacgdes com sistemas geradores de diferentes espécies reativas de oxigénio e do subproduto da peroxidagao lipidica (O,*

H,0,,0H-, MDA) sobre os pardmetros em lamina de membrana, acrossomo e de integridade da membrana e da atividade mitocondrial (JC-1), em touros de
alta fertilidade da raca Angus. S&o Paulo, SP — 2021

VARIAVEIS CONTROLE

'02_ HzOz 'OH_ MDA
MEMBRANA (%)

48.60 + 3.84" 38.60 +3.42% 41.90+2.51"® 39.60 + 3.39"® 42.60 + 3.75"B
ACROSSOMO (%) 94.40 + 0.93

91.30+1.39 92.00+1.51 93.40 £ 0.91 92.80+1.18

ALML 44.06 £ 2.32" 41.75+2.00" 3517 £2.86° 43.65+2.26" 44.30+2.11"

ALMI 5.60+0.67*" 6.36+0.88"® 547+1.15° 757+097" 579+0.75""

AIML 2483+1.54 23.04+1.83 2253+221 2359+152 24.94+1.67

AlMI 25.49 +2.05° 28.85+2.20° 36.86+3.91" 2519+224° 24.99+241°
Letras®>*® indicam diferenca estatistica entre os desafios oxidativos. (p<0,05)
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Em relagdo a atividade mitocondrial, verificamos efeito deletério do radical
hidroxila, com uma diminui¢cdo das células com alta atividade (DABI) e aumento na
porcentagem de células com nenhuma atividade (DABIV). Por outro lado, para o
potencial de membrana mitocondrial, nenhumas das incubacfes foram
estatisticamente diferentes das amostras controle, conforme tabela 3. Nota-se
diferenca estatistica entre os grupos em relacdo ao grupo radial hidroxila, conforme

o gréfico 2.

Gréfico 2. Efeito no INDAB em relacéo do sistemas geradores de diferentes espécies reativas de
oxigénio e do subproduto da peroxidacéo lipidica (O, , H,0,,0H+, MDA) em touros de alta fertilidade
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Tabela 3. Efeito das incubacgdes com sistemas geradores de diferentes espécies reativas de oxigénio e do subproduto da peroxidacio lipidica (O,
H,0,,0H+, MDA) sobre as variaveis de atividade mitocondrial (DAB I, 11, lll, IV e V; INDICE DAB) e potencial de membrana mitocrondiral (PMM), em touros
de alta fertilidade da raca Angus. S&o Paulo, SP - 2021

’02_ HzOz ‘OH_ MDA

Variaveis Controle
69.70 + 3.68* 37.40+4.71° 61.30 + 4.47%

59.90 + 3.32°  60.00 + 3.32°

DABI
DABII 2250 +2.21*° 2550+1.85* 12.60+2.05°! 7.60+1.17% 18.30+2.97°°
DABIII 6.10+1.11*° 4.11+0.65*®> 540+0.75% 2.30+1.16"° 6.80+1.31?
DABIV 11.50 £1.75° 9.10+1.35° 12.30+2.08" 48.86+1.49* 13.60 % 2.06"
INDICE DAB 72.67+2.32%  74.10+2.46%  77.35+2.82%  41.77+4.85° 72.15+3.10 2

14.17 +£1.83 17.31+2.48 15.87 +£3.29 12.45+1.75 13.43 £ 2.07

290.76 + 2.62* 16.87 +1.79"° 15.38 + 1.95°
70.68 +2.50° 71.18 + 3.822

PMM Alto (%)

PMM Intermed. (%) 16.48 + 1.99°¢
69.34 + 2.21*° 61.18 + 3.20°° 54.37 +4.27°

21.49 +2.02°

PMM Baixo (%)

Letras™**? indicam diferenca estatistica entre os desafios oxidativos. (p<0,05)
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J& em relacdo ao status oxidativo, verificamos que as amostras incubadas
com radical hidroxila, apresentaram maiores niveis de TBARS (nanograma de
TBARS/mI) em relacdo aos outros grupos (Grafico 3). Nao foram observadas
diferencas estatisticas entre a susceptibilidade a denaturacdo das cromatina

espermética. (Tabela 4).

Gréfico 3. Efeito na avaliagdo TBARS em relagdo do sistemas geradores de diferentes espécies
reativas de oxigénio e do subproduto da peroxidacio lipidica (O,* , H,O,,0H+, MDA) em touros de

alta fertilidade
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Tabela 4. Efeito das incubacdes com sistemas geradores de diferentes espécies reativas de oxigénio e do subproduto da peroxidagao lipidica (O, ,
H,0,,0H¢, MDA) sobre as variaveis relacionadas a estresse oxidativo (CELL-ROX, TBARS e LA), em touros de alta fertilidade da ragca Angus. Sao Paulo,

SP - 2021
Variaveis Controle 0, H,O, OH MDA
EML 5.80+1.47* 12.63+4.69° 13.82+6.56° 3.02+0.32% 9.23+3.33°
EMI 3.78+055° 583+152*° 752+191® 3.33+056° 4.44+0.71%"°

NEML  81.70+1.65 73.53+5.63 7229+7.51 8384+121 76.85+3.18

NEMI  8.65+1.28*° 802+1.11*® 6.38+1.27° 9.82+1.06*° 9.49+1.24°
TBARS 23.44 +1.51°° 22.11+2.16c 25.93+3.31b 32.22 +3.492

LA 0.52+0.17 043+0.19 0.31+011 0.29+0.12 0.23+0.07

Letras®*“? indicam diferenca estatistica entre os desafios oxidativos. (p<0,05)
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6.2 Grupo de Baixa fertilidade

Similar ao grupo de alta fertilidade, o peréxido de hidrogénio apresentou-se
mais deletério a cinética espermatica em comparagdo aos outros grupos, conforme
visualizado no Gréfico 4. No entanto, para a motilidade total, o grupo tratado com

MDA também apresentou motilidade total menor que a do grupo controle (Tabela 5).

Grafico 4. Efeito na motilidade total em relagdo do sistemas geradores de diferentes espécies reativas
de oxigénio e do subproduto da peroxidacéo lipidica (O, , H,O,,0H+, MDA) em touros de baixa

fertilidade
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Tabela 5. Efeito das incubacdes com sistemas geradores de diferentes espécies reativas de oxigénio e do subproduto da peroxidacio lipidica (O ,
H,0,,0He¢, MDA) sobre as variaveis avaliadas pela analise espermatica computadorizada (CASA), em touros de baixa fertilidade da raga Angus. Sdo Paulo,

SP - 2021
Variaveis Controle 0, H,0, «OH MDA

Motilid. Total (%)  37.00+4.06% 33.80+3.93*° 0.90+0.38° 28.50+4.15° 24.80+4.57"
Motilid. Progres. (%) 28.80+3.68% 25.70+3.76%  0.20£0.20°  21.40+3.41%*  19.40+4.27°
Sptz Rapidos (%)  32.90+4.04% 29.60+4.08*° 0.20+0.20° 23.70+3.77*°  20.80+4.54°
Sptz Médios (%) 4.10+0.31*  4.20+0.47®  0.60+0.31°  5.00+0.91*>  4.40+0.48?
Sptz Lentos (%)  29.00+2.27*° 22.50+5.10° 23.50+3.57° 30.20+4.23*" 35.80+4.45%
Sptz Estaticos (%)  34.10+4.21° 43.60+3.77° 75.70+3.49%  41.40+6.94°  39.40+4.79°
VAP 98.18+4.07% 94.45+5.17*° 23.66+6.72° 89.61+5.82*"  80.03+6.19"

VSL 83.37+43.97° 80.57+4.87% 18.69+5.62°  78.06+5.37%°  71.53+6.11%

VCL 175.05+7.07* 169.01+9.81* 51.94+16.05° 151.06+8.96*° 127.00+8.05"

ALH 7.53+0.31°  7.26+0.44*  0.67+0.67°  6.73+0.28*°  5.71+0.35"

BCF 31.12+1.21* 33.64+1.12° 11.35+4.23° 30.78+0.74* 30.97+1.78%

STR 83.40+1.06° 83.60+1.07% 47.00+13.40° 84.90+0.98* 87.50+1.53?

LIN 48.90+1.47% 49.70+1.99° 24.50+7.71° 51.80+1.36*° 56.00+2.43?

Letras®” "

indicam diferenca estatistica entre os desafios oxidativos. (p<0,05)
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N&o houve diferencas para a porcentagem de células com membrana integra
entre 0s grupos quando da avaliacao realizada por microscopia de luz. Na avaliagao
por citdmetria, verificamos maior porcentagem de células com membrana e

acrossomo integros nas amostras tratadas com peroxido de hidrogénio (Tabela 6).
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Tabela 6. Efeito das incubacgdes com sistemas geradores de diferentes espécies reativas de oxigénio e do subproduto da peroxidagao lipidica (O, ,
H,0O,,0H-, MDA) sobre os parAmetros em lamina de membrana, acrossomo e de integridade da membrana e da atividade mitocondrial (JC-1) , em touros de
baixa fertilidade da raca Angus. Sdo Paulo, SP — 2021

Variaveis Controle 0, H,O, OH MDA

Membrana (%) 47.60+3.66 43.10+2.58 45.00+4.51 42.70+2.88 41.10+4.17
Acrossomo (%) 95.40+0.52 94.70+£1.09 95.70+0.94 95.70+0.65 94.80+1.00

ALML 42.60+5.09 39.65+4.57 32.72+4.04 41.32+536 40.09+5.12

ALMI 5.25¢1.21  4.89+0.99  3.47+0.80 5.50+1.76  3.83+0.85

AIML 23.76+2.94 24.04+2.90 25.35+2.49 24.47+2.94 25.29+3.27

AIMI 28.41+2.90° 31.39+2.72% 38.44+3.01% 28.72+3.48° 30.79+3.36*"
Letras®™®?

indicam diferenca estatistica entre os desafios oxidativos. (p<0,05)
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Em relacéo a atividade mitocondrial, verificamos, semelhante ao grupo de alta
fertilidade, efeito deletério do radical hidroxila, refletido por menor porcentagem de
células DABI e maior porcentagem de células DABIV. Por outro lado, verificamos
que as amostras tratadas com peréxido de hidrogénio apresentaram menor
porcentagem de células com baixo potencial de membrana mitocrondrial em relagéo
aos outros grupos. No entanto, percebe-se que essa diminuicdo foi causada por
aumento na porcentagem de células com potencial intermediario, visto na tabela 7, o

gue possivelmente ndo representa aumento no potencial, conforme grafico 5.

Gréfico 5. Efeito no INDAB em relacéo do sistemas geradores de diferentes espécies reativas de
oxigénio e do subproduto da peroxidacéo lipidica (O, , H,0,,0H+, MDA) em touros de baixa
fertilidade
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Tabela 7. Efeito das incubacgdes com sistemas geradores de diferentes espécies reativas de oxigénio e do subproduto da peroxidacio lipidica (O, ,
H,0,,0H+, MDA) sobre as variaveis de atividade mitocondrial (DAB I, II, lll, IV e V; INDICE DAB) e potencial de membrana mitocrondiral (PMM), em touros

de baixa fertilidade da raca Angus. S&o Paulo, SP - 2021

Variaveis Controle 0, H,O, *OH MDA

DABI 63.50+£3.47% 65.78+2.45% 67.60+3.29 44.50+2.78" 62.40+3.96°

DABII 18.00+2.79% 18.90+2.71* 13.20+1.94*° 7.30+2.27°  17.90+3.54°
DABIII 4.90+1.35°°  520+1.10*° 4.70+0.97*°  2.10+0.55° 5.00+1.13*°
DABIV 10.44+1.83°  7.56+1.40°  9.78+1.99°  43.44+3.68% 9.56+1.59"
INDICE DAB 73.72+3.11a 77.66x1.47a 78.97+1.78a 48.67+3.23b 76.38+1.84a
PMM Alto (%) 17.50+2.46  22.69+2.65 20.73+2.99 16.96+2.36  19.87+2.33
PMM Intermed. (%) 18.36+1.23" 18.51+1.62° 31.06+3.08% 19.72+1.97° 16.84+0.98"
PMM Baixo (%)  64.12+2.48% 58.79+3.41° 48.22+3.29° 63.31+3.52* 63.29+3.06°

a,nb,c,d

Letras indicam diferenca estatistica entre os desafios oxidativos. (p<0,05)
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Em relagdo ao status oxidativo, verificamos maior susceptibilidade ao radical
hidroxila em relacdo aos outros grupos, conforme tabela 8, nota-se diferenca entre

0s grupos, conforme grafico 6 entre o grupo hidroxila.

Grafico 6. Efeito na avaliagdo TBARS em relagéo do sistemas geradores de diferentes espécies
reativas de oxigénio e do subproduto da peroxidacao lipidica (O,* , H,O,,0Hs, MDA) em touros de
baixa fertilidade
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Tabela 8. Efeito das incubacgdes com sistemas geradores de diferentes espécies reativas de oxigénio e do subproduto da peroxidacio lipidica (O, ,
H,0,,0He¢, MDA) sobre as variaveis relacionadas a estresse oxidativo (CELL-ROX, TBARS e LA), em touros de alta fertilidade da ragca Angus. Sao Paulo,

SP - 2021
Variaveis Controle 0, H,O, ‘OH MDA
EML 4.62+1.71% 10.79+3.80*° 17.90+6.34°  4.01+1.06® 20.64+8.34°
EMI 4.18+0.90° 4.93+0.87° 12.65+3.53% 5.30+0.91°  8.39+2.60%P

NEML  81.29+#3.11% 73.37+#4.34*" 62.55+8.83" 77.49+4.11*" 62.68+9.33%"
NEMI 9.90+1.86*° 10.91+2.14*" 6.90+0.93" 13.21+2.81* 8.30+1.67%"
TBARS 16.64 +2.10*° 23.37 +6.61° 16.19 +2.30a 29.42 + 3.91c

LA 0.65+0.49 0.43+0.27  0.47+0.34 0.40+0.23 0.31+0.20

a,b,c,d

Letras indicam diferenca estatistica entre os desafios oxidativos. (p<0,05)
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7 DISCUSSAO

Sabe-se gque o0s espermatozoides sédo células mais susceptiveis ao ataque de
EROs devido ao seu citoplasma reduzido e, consequentemente, pela quantidade
reduzida de antioxidante enzimatico intracelular (BAUMBER, 2000). Além disso, a
membrana espermatica apresenta grande quantidade de &cidos graxos poli-
insaturados, ricos em duplas ligacdes (i.e., insaturacdes) (PARKS; HAMMERSTEDT,
1985). A presenca destes acidos graxos € extremamente importante para que o
espermatozoide apresente membrana mais fluida, fundamental para a mobilidade
celular e nos processos de fertilizagdo (LANGLAIS; ROBERTS, 1985; LADHA,
1998). No entanto, as ligacbes duplas tornam as ligacbes carbono-hidrogénio
adjacentes mais instaveis e, consequentemente, mais susceptiveis ao ataque das
EROs. Além de danificar a estrutura dos &cidos graxos, a peroxidacgao lipidica leva a
producdo de subprodutos extremamente téxicos, que tem a capacidade de continuar
a reacao oxidativa em cadeia (NICHI, 2003; GURGEL, 2014; BOLLWEIN; BITTNER,
2018).

Verificamos, tanto no grupo de alta como no de baixa fertilidade, um forte
efeito deletério do peréxido de hidrogénio na cinética espermatica. Os resultados
foram semelhantes aos encontrados por Maia et al. (2014) na qual, a incubacéo do
sémen ovino com peréxido de hidrogénio, reduziu de forma significativa os padrées
de cinética espermatica. Além disto, Callamera et al (2001), verificou que o efeito
deletério do peroxido de hidrogénio na motilidade espermatica, néo foi
acompanhado de danos detectaveis a membrana espermatica, similar o encontrado
no presente estudo. Os mecanismos relacionados ao efeito deletério do perdxido de
hidrogénio na motilidade espermatica, ainda ndo é claro. Segundo Maia et al (2014),
podem estar relacionados a efeito do peroxido de hidrogénio na producdo de ATP.
Além disto, o peroxido de hidrogénio pode levar ao maior consumo de GPx e
catalase, o que pode levar a producéo excessiva de radical hidroxila, principal
responsavel pela peroxidacao lipidica.

No presente estudo verificamos efeito deletério do radical hidroxila na
atividade mitocondrial, seja no grupo de alta ou grupo de baixa fertilidade. O radial
hidroxila € a espécie reativa de oxigénio € considerada a mais instavel e que,

portanto, apresenta maior reatividade (capacidade de receber e doar elétrons).



56

7

Neste contexto, o radical hidroxila & potencialmente o mais lesivo aos
compostos biolégicos que as demais EROs (ARUOMA et al., 1989; NICHI, 2003;
RODRIGUES, 2009). O ataque do radical hidroxila pode levar a danos tanto a
membrana plasmatica, como a membrana de organelas celulares tais como a
mitocondria. Neste caso, danos mitocondriais, podem levar a liberacdo de fatores
pro-oxidativos. Além disto, a peroxidacdo dos compostos lipidicos podem levar a
formacdo de subprodutos extremamente deletérios tais como malondialdeido. O
MDA apresenta alta reatividade e longevidade, além da capacidade em atuar dentro
e fora das células, interagindo com biomoléculas, tais como &cidos nucleicos e
proteinas causando danos irreversiveis nos mecanismos celulares (DEL RIO;
STEWART; PELLEGRINI, 2005). De fato, no presente estudo, nas amostras
incubadas com radical hidroxila, além de menor atividade mitocondrial, foi observado
aumento nos niveis de substancia reativas ao &cido tiobarbitirico, marcador da
presenca de MDA.

Surpreendentemente, para o grupo de baixa fertilidade, nenhuma das
incubacbes levaram a efeitos deletérios as membranas plasmatica e acrossomal.
Também em relacdo a fragmentacdo de DNA e ao status oxidativo, nenhuma das
incubacdes se mostrou danosa & cromatina espermatica. E importante frisar, no
entanto, que o processo de danos oxidativos € dindmico, com os danos ocorrendo
de forma sequencial. Possivelmente, problemas mitocondriais e o aumento na
producdo de subprodutos do estresse oxidativo, levariam a aumento subsequente
nos danos as estruturas espermaticas como membrana e cromatina. No entanto,
mais estudos com avaliagbes subsequentes seriam necessarias.

Os resultados do presente estudo indicam que uma terapia antioxidante
isolada ndo seria suficiente para combater as espécies reativas mais deletérias.
Uma vez que tanto o peroxido de hidrogénio como o radical hidroxila se mostraram
deletérios a diferentes estruturas e atributos espermaticos, possivelmente
combinagdo de antioxidantes seria necessaria (ARUOMA et al., 1989; NICHI, 2003;
RODRIGUES, 2009).

Em relacdo ao peréxido de hidrogénio, uma terapia com catalase ou
glutationa peroxidase seria alternativa. De fato, no estudo de Maia et al. (2010), os
autores verificaram que a incubacdo de peroxido de hidrogénio combinada com

bY

catalase foi eficiente para evitar os efeitos deletérios a cinética espermatica
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encontrados com a incubacdo com peréxido de hidrogénio. Por outro lado, para o
combate ao radical hidroxila, antioxidantes podem ser considerados. A terapia com
vitamina E parece ser alternativa viavel, pois quebra a reacdo oxidativa em cadeia.
Por ser antioxidante lipossoluvel, atua na membrana espermatica protegendo-a do
radical hidroxila. Outra alternativa seria a vitamina C, potencialmente eficiente na
protecdo contra todas as espécies reativas de oxigénio. No entanto, a vitamina C, na
presenca de ions de ferro e cobre pode apresentar um efeito pro-oxidante ao
alimentar a reacdo de Fenton (NICHI, 2009).

E importante ressaltar que, para que um tratamento antioxidante seja eficiente
é necessario considerar uma série de fatores. E fundamental que o sistema biolégico
em questdo esteja sob estresse oxidativo. Caso o sistema esteja em homeostase
oxidativa, um tratamento antioxidante, mesmo em concentracfes baixas, pode nao
ser eficiente ou até mesmo ser deletérias, ja que as EROs possuem papel fisiolégico
fundamental para o espermatozoide (HALLIWELL, 2015). Além disto, o antioxidante
selecionado é de extrema importancia uma vez que cada espécie reativa de oxigénio
possui um antioxidante preferencial. Outro ponto importante seria a concentracao
utilizada. Uma quantidade baixa pode ser insuficiente e uma quantidade excessiva
pode ser deletéria. Assim, estudos utilizando diferentes concentracdes dos

antioxidantes sao fundamentais.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A susceptibilidade espermatica de touros de alta e baixa fertilidade as
diferentes espécies reativas de oxigénio parece ser semelhante. O peroxido de
hidrogénio e o radical hidroxila foram as EROs mais deletérias ao sémen

criopreservado de touros.
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APENDICE

| - Configuracédo utilizada para avaliacdo de cinética espermatica (Hamilton

Thorne — IVOS 12.1)
IMAGE CAPTURE

Fames Per. Sec 60 Hz
No of Frames 30

CELL DETECTION
Minimum Contrast 80
Minimum Cell Size 5 pix

DEFAULTS (IF <5 Motile Cells)
Cell Size 5 pix
Cell Intensity 70
PROGRESSIVE CELLS
Path Velocity (VAP) 50 /s
Straightness (STR) 70%
SLOW CELLS

Slow Cells Static
VAP Cutoff 30.0 /s
VSL Cutoff 15.0 p/s

Static Gates (on QC Plots)
STATIC INTENSITY GATES

Minimum 0.30
Maximum 1.70
STATIC SIZE GATES
Minimum 0.10
Maximum 3.40

STATIC ELONGATION GATES

Minimum 8

Maximum 97
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