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RESUMO

Para avaliar o efeito da estacdo do ano na qualidsermatica do sémen eqidnas(
de antioxidantes na diluicdo antes e depois da edac@o, foramrealizados tré
experimentos. No Exp. 1, colheu-se amostras de rs@tedrés garanhdes da r:
Mangalarga Marchador, na estacao reprodutiva €E€gtacao nao reprodutiva (ENR)
as quais foram congeladas em maquina de congeldii@ando o diluidor comerci
FR5 (Tris-gema com glicerol a 5%). Apés descongalag 37°C por 30 segundossa
amostras foram avaliadas quanto a volume (Vo), eanacéo (Co)motilidades tote
(MT) e progressiva (MP), vigor (V), acrossoma (AeiPDNA (DNAI) integrosna ER
ENR, assim como proteinas de membrana espermatis@mern natura O Voe a Cc
na ENR foram maiores do que na ER. A MT e MP noesémnaturacolhidos na El
foram superiores (P<0,05) aqueles ENR. No sémen descongelado, ndo se con
diferencga significativa entre as estacbes do amoni@sma forma, o V do sémen
natura foi superior (P<0,05) nas amostras colhidas naAf®s a descongelaganac
houve variacdo significativa e os valores foraneriofes aqueles evidenciadas
natura Nao houve diferenca significativa para Aci, apre@andoporcentual médio r
sémen descongelado semelhanteiramatura nas duas estagdes, assim com
avaliacdo do DNA. Foram encontrados 33 e 46 pgmto®icos no sémen naturane
ER e ENR, respectivamente, referentes as protdmasembrana espermatica jgool
de sémen de cada garanhdo. A maioria das protddrais a 3&kDa estiveram presen
apenas na ENR. Observou-se também que os pontscpsadle membrana dos t
garanhdes concentraram-se entre 0os pontos isoettie 6. No Exp. 2, analisee-(
efeito da acdo de antioxidantes ao diluidor de etaggo INRA82-HEPESsendt
utilizados animais de racas distintas classificamtngo férteis e subférteis. Utilizcag-
INRA82-HEPES sem antioxidantes (T1), acrescido2riM de Trolox (T2) o@mM
de Piruvato (T3). As amostras descongeladas foxatradas quanto BIP, integridad
de membrana (Mi), Ai e DNAI, estabilidade membraftav) e potencial de membre
mitocondrial AW) logo apdés a descongelacdo. Obserseugue 0s animais fert
apresentaram superioridade nas MT e MP em relaglo amimais subéfteis
independente da adicdo de antioxidante. A0 se c@mps parametros espermat
dos garanhdes, de acordo com a fertilidade e d@@dle substancias antioxidan
constatouse que a adicdo do Piruvato proporcionou resultadperiores (P<0,0
aqueles obtidos com Trolox na MT. No Exp. 3, awebeo uso de antioxidantes apc¢
congelacdo do sémen dos mesmos garanhdes do Exparido a mesma técnida
congelacdo. Apos descongelacgédo, utilizaram-seatententos: T1= 150L de sémen
150 pL de Tris (Controle); T2= 15QL de sémen + 15QL de Tris + 120uM/mL de
Trolox; T3= 150uL de sémen + 15QL de Tris + 3,5 mM de Pentoxifilina e T4=1
pL de sémen + 15QL de Tris + 3,5 mM de Pentoxifilina + de 1AM/mL Trolox, e &
amostras foram analisadas aos 0, 60 e 120 minatogdbacao (37 °C) quansoMT,
MP, Aci e DNAi. Em funcdo do tempo de incubagdo damostras verificararse
diferencas (P<0,05) na MT e MP aos 120 minutosémpona interacadratamento
tempo nado foi constatada qualquer significanciar €mseguinte, julgae que &
proteinas entre 97 e 36 kDa podem ser possivasagwres de qualidade espermdtica
a adicdo de Piruvato melhora a motilidade totalgamanhdes férteis e subférteisa e
adicdo de Trolox ao diluente utilizado apos a degelacdo do sémenwego preserv
a MT e MP das células espermaticas submetidasubagéo a 37C durante 12
minutos.

Palavras-chave: Congelaca, proteinas, estagdo do anntioxidante, equlino



ABSTRACT

To evaluate the effect of the season in the speatity of the equine semen atite us
of antioxidant substances in the extender befork ater thawedthree experimen
was performed. In the Exp. In natura semen of three Mangalarga Maado
stallions, in the breeding season (BS) and notdimgestation (NB$ which had bee
frooze in machine using commercial extender FR3s{@gg yolk with glicerol 5%)
After thawed at 37C for 30 sec.,lte samples had been evaluated to volume
concentration (Co), total motility (TM) and progrags motility (MP), vigor (v)
acrossomal (Aci) and DNA (DNAI) integrity, in BS MBS, as well as proteins
sperm membrane o naturasemen. The Vo and the Co at NBS were higher tt#an B
TM and PM in than naturasemen in the BS were higher (P<0.05) than tho®B&
On the thawed semen, there was no difference atr@SNBS In the same way, the
at in natura semen was higher (P<0.05) in the samples colle@&SaAfter thawing
there was no significant variation and the valuesenower than to those &t nature
semen. The Aci analysis was similar ionnatura semen at two station3he spert
cells have intact DNA ah naturasamples, on both seasons, with values similahe
thawed semen at BS and NBS. It was observed 33 gpothein naturasemen at B
and 46 spots at NBS referring to sperm membrangipsoon the semepool of eac
stallion. The 36 to 97 kDa proteins were presery ah BS. It wasobserved that tl
spots of membrane proteins of the three stallioasevconcentratedetween 4 and
iso-electric points. On the Exp. 2, it was analydesl effect of the antioxidants the
freezing INRA82-HEPES, on stallions of differenteéds classified as fertile and sub
fertile. It was used INRA82-HEPES without antioxatis (T1),supplemented with 1.
mM of Trolox (T2) or 2 mM of Piruvate (T3). The thad samples werevaluate
according to PM, membrane integrity (Mi), Aci andNBi, membrane stability (M5
and mitochondrial membrane potentidly). It wasobserved that the fertile anim
had higherTM and PM in relation to the subfertile animalsdependent of tt
antioxidant addition. To comparing the sperm patanseof the stallions, in accordal
with fertility and antioxidant substance additioh,was observed that thpiruvate
addition provided results higher (P<0.05) than ¢hotTrolox in TM. In the Exp. 3i
was observed the use of antioxidants after semawinly on the same stallioranc
freezing technique of Exp. 1. After thawing, it wased the treatments: T1= 1f0 of
semen + 15QuL of Tris (Control); T2= 150uL of semen + 15QL of Tris + 12(
UM/mL of Trolox; T3= 150uL of semen + 15@L of Tris + 3,5 mM ofPentoxyfiline
T4= 150uL of semen + 15QL of Tris + 3,5 mM of Pentoxyfiline + 12AM/mL of
Trolox, and the samples were analyze®,a60 and 120 minutes of incubation (37
according to TM, PM, Aci and DNAI. Significant d#fifences (P<0.0%as seen due
the incubation time period on TM and PM at 120 minwever no difference was s¢
in the treatment x time incubation interacti®ased on the results we hypotheth
that proteins with molecular weights between 97 @86kDa can be possibfertility
pointers of sperm quality; the piruvate additiorpimove TM of fertile and sulertile
stallions and the Trolox addition axtender after thawing of the equine semen pre
the TM and PM of the sperm cells submitted to irtigm (37°C) during 120 minutes.

Keywords: Freezing, proteins, antioxidants, sperm viabiltguine.
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1. INTRODUCAO

O incremento da producdo animal tem sido obtidavés da aplicacdo de
biotécnicas reprodutivas, como por exemplo, a ceigrvacdo e o armazenamento do
sémen, de fundamental importancia em virtude dsilpdtar o maior aproveitamento
de animais portadores de grande potencial zoo®¢RIBPA et al., 2002). No entanto,
outras metodologias sdo necessarias para avapatencial de fertilidadelas células
espermaéticas e predizer o sucesso da inseminagfémahr

O garanhao é um reprodutor de dias longos, apasdmticlo reprodutivo anual
nas regides temperadas onde as estacbes do anoesdalefinidas e com clima
previsivel (CLAY e CLAY, 1992). Muitos estudos relanam a estacdo do ano e 0s
parametros seminais dos garanhdes. Embora algtoseswmnao tenham evidenciado
variacdo sazonal na motilidade progressiva de espierdides de equinos (PICKETT e
VOSS, 1972; PICKETT et al., 1976, 1983; HENRY ef &4B99, 2000), Gastal et al.
(1997) e Janett et al. (2003) relataram variacéosaledeste parametro durante todo o
ano. Corroborando com isso, Leme et al. (2003)raotasuperioridade reprodutiva
desta espécie no periodo primavera-verao em retagaotono-inverno, ao avaliarem a
concentracdo do hormonio luteinizante (LH) e a wilogia do epitélio seminifero de
garanhdes criados na regido de Botucatu/Sao Paulo.

O procedimento de criopreservacdo envolve exposikdmaixas temperaturas,
consideradas ndo fisiologicas, resultando em diigdiou da fertilidade quando
comparada ao sémen fresco. Este prejuizo € detmdartombinacédo de dois aspectos,
reducdo do numero de espermatozoéides vivos ou damampacidade funcional dos
espermatozoides sobreviventes (WATSON, 2000), usaagque 0 espermatozoéide pode
ser movel, mas estar danificado, impossibilitangeretracéo e a fertilizagdo do odécito
(SALAMON e MAXWELL, 1995).

A composicdo da membrana espermatica sofre irfilaéfireta do processo de
criopreservacdo (WATSON, 1995), alterando o seuilpprotéico, o qual esta
relacionado a congelabilidade do sémen de gararfr@#$SECA et al., 2002)

O papel de espécies de oxigénio reativo (ROS) témo enfatizado na
fisiopatologia da reproducéo e, embora esteja gdamho controle de algumas funcdes
espermaticas, a sua producao excessiva é prejuelcigirtude de reduzir a motilidade
espermatica, a capacidade de fusdo dos gametistdidade (GUERRA et al., 2004).
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Assim, para evitar ou controlar os danos causaéts gxcesso de ROS, tem sido
utilizado diluidores de sémen contendo antioxidantéo enzimaticos como, por
exemplo, Trolox (GUERRA et al.,, 2005), piruvato (BIDEAU et al., 2002) e
pentoxifilina (GOULART et al., 2004) ou enzimaticasomo superoxido dismutase,
catalase ou glutationa peroxidase (OCHSENDOREF et1298; YEUNG et al., 1998).

A vitamina E, antioxidante lipossoltvel animal, tagéo de protecdo das células
contra os radicais de oxigénio (SIKKA, 2004). Est¢ioxidante pode ser utilizado na
forma de a-tocoferol e seus derivados (BOLLE et al., 2002) dmi seu analogo
hidrossoltvel, o Trolox (PENA et al., 2003).

O piruvato de soédio também tem sido utilizado caubstancia antioxidante do
sémen (UPRETI et al., 1998), cuja funcéo princépahptar peréxido de hidrogénio e,
consequentemente, proteger a célula de danos iosl@NATH et al., 1995).

A adicdo de pentoxifilina nos meios de congelago sido uma boa estratégia ja
gue esta molécula redne caracteristicas muito iapi@s: € um ativador da motilidade
espermatica (mediante a ativacdo da fosfodieslems@ao mesmo tempo, inibe a
geracao de superoxido (GAVELLA et al., 1991; GAVEALE LIPOVAC, 1992).

Por conseguinte, objetivou-se com este trabalhbaavaefeito da estacdo do ano
na qualidade do espermatozoide equino e o uso titexidantes na diluicdo antes e

depois da congelacao.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estacionalidade reprodutiva

A influéncia da estacdo do ano na qualidade espieande garanhdes tem sido
caracterizada por varios autores (MAGISTRINI et E87; JOHNSON, 1991; CLAY e
CLAY, 1992; GERLACH e AURICH, 2000; BLOTTNER et aR001; LEME et al.,
2003; JANETT et al., 2003), onde evidenciam que bderm;do da capacidade
reprodutiva maxima ocorre nos meses de primaverar& em paises com marcada
diferenca climéatica (CLAY e CLAY, 1992).

Apesar da espécie equina nado sofrer, de forma e@stuada, a variacao
climatica em regido tropical, Leme et al. (200&pbalhando com garanhdes na regiao
de S&o Paulo (Brasil), verificaram que esses asimpresentaram diminuicdo de
volume testicular, libido, concentracdo do LH e aunto significativo da porcentagem
de células de Sertoli no periodo outono-invernanalestrando superioridade das
caracteristicas reprodutivas nos meses de primaeeéa.

A melatonina, hormonio sintetizado pela pinealeapnta ligacdo direta com o
fotoperiodo e a reproducédo. A secrecdo diaria dest@onio no periodo noturno esta
associada ao decréscimo na liberacdo do hormém@ratior de gonadotrofinas (GnRH),
com subsequente regressdo das gbnadas em espgoehitoras de dias longos, como
os cavalos (GERLACH e AURICH, 2000).

Segundo Magistrini et al. (1987), comparando algquarmetros espermaticos de
equinos nas vérias estacdes do ano, maior concaatea motilidade espermatica sdo
observadas no periodo fora da estacao reprodistas autores relataram, ainda, que a
motilidade dos espermatozdides descongelados e@uraeste periodo foi
significativamente maior sugerindo a influéncia glaalidade do plasma seminal na
congelabilidade do sémen durante o inverno.

Kaya et al. (2001) encontraram taxas elevadas dbilidade espermatica e
acrossoma intacto no sémen descongelado de carropie® receberam implante de
melatonina durante a estacdo de monta em relacgoupo n&o tratado, assim como
aumento das taxas de acrossoma integro e reducatividiade da enzima Aspartato

aminotransferase no sémen congelado fora da estic&oonta. Reiter et al. (1998)
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relataram que a capacidade antioxidante total do sanguineo do homem esta
intimamente relacionada a concentragdo de melao®nque a reducdo desta

concentracdo pode indicar aumento nos porcenteaiglos oxidativos.

2.2 Criopreservacao do sémen

Para o sucesso da criopreservacdo dos esperma&®zbidgaranhdo utiliza-se
diluidor apropriado, e as amostras sdo centrifugdBBIRST et al., 2003; PAPA et al,
2003), envasadas na concentracdo adequada (100esddrmatozdides/mL; PAPA et
al., 2002), re-suspensas em diluidor contendo tetores, refrigeradas e estocadas
em nitrogénio liquido a =198 (SQUIRES et al., 1999). Além disso, considerase
relacdo entre a quantidade de nitrogénio liquid® @istancia entre as amostras de
sémen, uma vez que Papa et al. (2003) relataramaqdestancia de trés a seis
centimetros determinou maior motilidade e integledaespermatica. Todos estes
aspectos interferiram no resultado final da insegé@o artificial, elevando a taxa de
prenhez (75,0%) com sémen congelado (PAPA et@)2)2tanto utilizando palhetas de
0,25 quanto de 0,5 mL (HOLT, 2000).

Os agentes crioprotetores nao penetrantes aumeatasmolaridade do meio
extracelular e sdo responsaveis pela passagenudalagnterior da célula espermatica
para o meio extracelular, impedindo a formacdo dstats de gelo durante a
congelacédo. Estas substancias sdo moléculas deeslto molecular, como acucares,
lipoproteinas da gema de ovo, proteinas do leitene,alguns casos, aminoacidos
(AMANN e PICKETT, 1987).

Lasley e Mayer (1994) mostraram que a gema de ogsuyp um fator que auxilia
0 espermatozoide a suportar algumas condicfessadvencontradas durante o periodo
de armazenamento, principalmente relacionada a&pgéo do choque térmico. O fator
de resisténcia presente na gema de ovo, possivielneen associacdo com outras
propriedades fisicas e quimicas, ndo apenas praiegespermatozoides contra as
variacOes drasticas de temperatura, mas tambémaamoidancas no pH e na pressao
osmotica (BOGAR e MAYER, 1950).

Os agentes crioprotetores penetrantes sao sulatamcifarmacos que diminuem

as lesdes de origem quimica ou mecanica ocorrideent® a congelacdo (KAROW,
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2001). Estas substancias possuem estruturas geepbrenitem fazer ligacdes de
hidrogénio com a molécula de agua, diminuindo ané&mdo de cristais de gelo, o
aumento de tamanho desses cristais e a concentdgc&oluto nos meios extra e
intracelulares (DALIMATA e GRAHAM, 1997).

Muitos compostos tém sido testados para avaliagdiosuh eficacia como
crioprotetores. Dessa forma, o glicerol, além d&cages como rafinose e lactose, tem
sido identificado como potente crioprotetor (SALAMOe LIGHTFOOT, 1969;
WILMUT e POLGE, 1977). O glicerol foi o primeiroioprotetor a ser utilizado em
sémen e tem sido amplamente utilizado, sendo que e$gito crioprotetor esta
relacionado a sua capacidade de ligacdo com a ut@lde agua e a baixa dissociacéo
com sais, diminuindo, portanto, a osmolaridade deiomde congelacdo. Essas
propriedades sao favorecidas por sua capacidad&alessar facilmente a membrana
celular, mantendo a osmolaridadéerna e externa (POLGE et al., 1949). Kundu et al
(2000) formularam a hipotese de que o mecanisnpratecdo desta molécula se deve a
capacidade de ligacdo dos atomos de hidrogénigrdp®s hidroxila com os atomos de
oxigénio dos grupos fosfato dos fosfolipidios dambena do espermatozéide,
promovendo, assim, a estabilizacdo da membrana nt@ura processo de
criopreservacao.

A congelacdo em aparelho automatizado foi iniciat@elescrita por Almquist e
Wiggins (1973) e posteriormente estudada em manetshes por Landa e Almquist
(1979), os quais nao evidenciaram efeito negatesiedmétodo de criopreservagao ao
avaliarem o porcentual de células com acrossomiEgrgs e a motilidade pos-
descongelacao, quando comparados com congelag@apamde nitrogénio liquido.

Alguns estudos tém sido realizados utilizando vetlite Kenney (KENNEY et al.,
1975), a temperatura ambiente, em virtude de smzefa manutencédo da motilidade e
do vigor espermatico durante duas horas para waesgde sémen (SNOECK et al.,
2003). O poder positivo deste diluente pode sefticago pelo fato de que o mesmo
possui caracteristicas adequadas a preservacaoélda @spermatica durante o
transporte e a centrifugacdo, apresentando balatgolitico e combinacdo de
nutrientes satisfatérios, o que determina melhastegéo contra a variacdo de
temperatura (DELL’AQUA JUNIOR e PAPA, 2001).
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2.3 Estrutura da membrana espermatica

O processo de criopreservacao exerce efeitos megatobre a membrana celular,
particularmente vulneravel a este processo. Existésnmembranas no espermatozoide:
membrana plasmatica, membrana acrossomal e memmitowndrial. Com excecao
da dUltima, as demais apresentam diferencas em @mmmina estrutura e no
comportamento (WATSON, 1995).

O modelo estrutural basico da membrana espern@imgaal ao modelo bioldgico
classico formado por duas camadas de fosfolipidiosn proteinas integrais e
glicoproteinas de superficie de ligacdo e glicdlgs organizados em um mosaico
fluido (SINGER e NICHOLSON, 1972). Dependendo dgide espermatica, essa
membrana apresenta-se compartimentalizada, exilprajwiedades fisicas e quimicas
diferentes (SQUIRES et al., 1999).

As membranas esperméticas apresentam-se em urno estdtliidez, sendo esta
caracteristica um pré-requisito para o desempemhguds funcdes, pois permite a
movimentacéao livre dos componentes através da narab€om a continua reducéo de
temperatura durante a congelacdo, ocorrem mudapgaproduzem alteracdes fisicas
da membrana, passando do estado liquido a gel,amdadeias de acidos graxos, que
se encontravam aleatoriamente distribuidas, ordesgaparalelamente produzindo uma
estrutura rigida, tornando estas areas fracascesiMeis a rupturas e permeaveis a ions
(HAMMERSTED et al., 1990; WOLF et al., 1998).

Quando submetida a temperatura abaixo do pontomgetacéo, cristais de gelo
sao formados fora da célula, aumentando a pressaotica extracelular em virtude da
concentracdo de solutos na agua ndo congelada (WNT3000). A exposicao dessas
células a solugcbes hiperosmoticas, antes da cadgelaletermina a saida de agua
intracelular e, consequentemente, a desidratac&®ldi seguida de influxo de ions
(MAZUR, 1984). No entanto, a descongelacéo pronefgao inverso, onde se observa
gue a entrada de grande fluxo de agua causa romiarda membrana (MAZUR et al.,
1970).
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2.3.1 Proteinas de membrana

Dentro do lumen epididimario, a P25b esta assocedaequenas vesiculas
membranosas chamadas de epididimossomos (FRENETHUL4IVAN, 2001).
Muitas proteinas diferentes estdo associadas adisiepssomos e algumas delas sdo
seletivamente transferidas a dominios membranosgsecH#icos de maturacao
espermatica, dependendo do pH, da temperatura eodaentracdo de zinco
(FRENETTE et al., 2002). Estas proteinas, espeeiaten aquelas envolvidas no
reconhecimento da zona pellcida, podem ser usaa@s gvaliar a eficiéncia do
processo de maturacdo espermética que ocorre dddiepd e como marcador da
fertilidade masculina (SULLIVAN, 2004).

A hialuronidase espermatica tem sido implicadausapacidade de penetrar o
cumulus oophoryssendo fundamental na fertiidade de mamiferosex@rato de
membrana plasmatica dos espermatozoides de garampd@sentou trés bandas
protéicas com potente atividade hialuronidase espondendo a 54, 59 e 83 kDa. Este
estudo sugeriu que proteinas especificas locabza@da membrana espermatica da
cabeca do gameta masculino desenvolvem essa dgvidadistribuindo-se sobre a
regido acrossomal durante o processo de capacitaggerméatica (MEYERS e
ROSENBERGER, 1999).

Fonseca et al. (2002), comparando o perfil protéeo sémenin natura e
descongelado de trés garanhdes, relataram qudna®tde peso molecular de 66,90
kDa, encontradas no sémen congelado de um doshfasrapresentaram-se em maior
concentracdo quando comparadas aquelas do mestatadi@n natura Na andlise do
perfil protéico do sémen do outro garanhdo nacohbsiervado aumento significativo
dessas proteinas. Neste animal, a concentracguratasnas de membrana encontradas
em amostras de sémen congelado foi inferior acqpogiatatada no sémémnatura Os
autores relataram que talvez este diferente comperito do perfil protéico esteja
relacionado a melhor congelabilidade do sémen danbao.

Estudo com membrana de espermatozoides bovino€mensfresco, diluido e
pés-congelacdo, verificou que existe alteracdoesgira na composicdo protéica da
membrana dos espermatozdéides frente aos difer@stagios de processamento e

manipulacdo do sémen, condicdo necessaria parapaeservacdo (RONCOLETTA et
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al., 1999). Esse autor evidenciou ainda que a®imad de peso molecular 95, 58, 54,
45 e 36 kDa apresentaram resultados de densitamggnificativamente diferentes
entre os grupos com variados graus de congelatdida sémen, corroborando com a
hipotese de que estas proteinas podem participaretibolismo espermatico durante a
criopreservacao.

A eletroforese bidimensional consiste na separagfiproteinas e polipeptidios
com base em suas diferentes propriedades moles@areluas dimensdes: na primeira
dimensao, a focalizacdo isoelétrica (FIE) sepa@@ginas de acordo com seus pontos
isoelétricos (pl) em gradientes de pH imobilizadtRGs); na segunda dimensao,
realizada em gel de poliacrilamida, separa as im@dede acordo com seus pesos
moleculares (O'FARREL, 1975; GARRELS, 1979; BRAV(ak, 1984). Esta técnica
tem sido utilizada e pode contribuir para analigeiga dos componentes de complexos
protéicos purificados de membranas (KASHINO, 20(8)eportada na caracterizacao
protéica de membrana espermatica de homens (RAXER¥DDY, 2004) e touros
(RONCOLETTA et al., 2006).

2.4 Espécies de oxigénio reativo (ROS)

Todas as células que vivem sob condi¢gfes aerébezssitam do oxigénio para
dar suporte a vida, mas seus metabdlitos (ROS)npadedificar as funcdes celulares,
colocar em perigo a sobrevida celular, ou ambos I(BBIIRANDE e GAGNON,
1995).

O espermatozoide sofre capacitacdo para adqubilidede de fertilizar. As ROS,
como o anion superoéxido, peroxido de hidrogénio @&ido nitrico, estdo envolvidas
nesse processo (O'FLAHERTY, 2006). A peroxidac@ddica resultante da baixa
concentracdo de ROS promove ligacdo do espermd®zbdizona pellucida e pode
iniciar a liberacdo dos &cidos graxos ndo estadfic da membrana plasméatica (De
LAMIRANDE et al., 1997). Por isso, diz-se que as&Rfossuem efeito deletério ou
benéfico na funcdo espermatica, dependendo daemat@ da concentracdo de ROS
envolvido no sémen, assim como do momento e dézacao de sua exposigao.

O balanco entre a producdo de ROS e a capacidédgidante desempenha um

papel critico na fisiopatologia das doencas. Osresatozoides de mamiferos sdo muito
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susceptiveis ao dano induzido pelas ROS, o quatddatio pela peroxidacao lipidica.
Em situacdo normal, o mecanismo antioxidante ptesars tecidos reprodutivos e em
suas secrecdes € requerido para acabar com a agd3Qab e proteger contra danos
oxidativos em células gonadais e espermatozoiddsnos (SIKKA, 2001).

As células espermaticas sdo particularmente sugeepto dano induzido pelo
excesso de ROS em virtude de sua membrana plaanpaisuir quantidades elevadas
de acidos graxos polinsaturados (ALVAREZ e STORHY95) e seu citoplasma
apresentar concentracdes reduzidas de enzimasloggsale elétrons desemparelhados
(De LAMIRANDE e GAGNON, 1995). A elevada concentiacde ROS, como por
exemplo na congelagcdo/descongelacéo induz a pag&adipidica através da iniciacdo
de uma reacdo em cadeia ha membrana, seguida plegpgdio de danos através da
célula (AITKEN e FISHER, 1994; SHARMA et al., 1996)

Baumber et al. (2000) relataram que o perdxido iiofénio possui papel
importante na mediacdo de danos ao espermatozqideoe como consequéncia do
aumento da producéo de ROS, e que a motilidadenedpea nesta espécie € indicador
mais sensitivo de estresse oxidativo do que aamzi da viabilidade, integridade do
acrossoma, peroxidacéo lipidica e do potencialauitdrial. Os resultados obtidos por
estes autores sugerem, também, que a motilidadenediica pode ser afetada por um
mecanismo de acdo de ROS independente da peroxidggédica e da funcéo

dependente da membrana mitocondrial.

2.5 Acéo de substancias antioxidantes na protecgjpeematica

Em condicbes normais, 0s mecanismos antioxidatogdslares, presentes em
quase todos os tecidos e suas secrecdes, sdog@spiemor inibir a elevada producao
de ROS, protegendo as células de danos oxidatNoONIES et al., 1979). No entanto,
enzimas antioxidantes intracelulares ndo conferemtegdo total a membrana
plasmatica que envolve o acrossoma e a cauda,nfiocas espermatozoides a
suplementarem essa limitada defesa intrinseca cpnotacdo conferida pelo plasma
seminal (ALVAREZ e STOREY, 1989; ZINI et al., 199SALEH e AGARWAL,
2002).
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Os antioxidantes presentes no plasma seminal nowené (vitaminas E e C,
catalase, superoxido dismutase, taurina) ajudprotager o espermatozoide dos danos
oxidativos. Desta forma, os procedimentos de lawade sémen podem remover esta
capacidade protetora, (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999A aplicacdo de
inibidores de ROS (superdxido dismutase, catalag@mina E) aumenta a motilidade
e a funcdo espermética, melhorando as técnicagmteducdo assistida (ZINI et al.,
1993). Os efeitos benéficos dos antioxidantes tmme evidéncia indireta de que o
estresse oxidativo ocorre durante o processo dpreservacdo (CHATTERJEE e
GAGNON, 2001).

2.5.1 Vitamina E

A vitamina E @-tocoferol e seus derivados) € o maior antioxidameontrado
no plasma seminal, cuja funcéo é interromper aigatieformacédo de ROS (BOLLE et
al., 2002). Esta vitamina protege as células dieaedde oxigénioin vivo e in vitro.
Acredita-se que a vitamina E seja o inibidor primée radicais livres encontrados em
pequenas quantidades nas membranas celulares ddemsane no plasma seminal
(SIKKA, 2004), protegendo as células de estresg#atxo (KAGAN et al., 1992) e de
danos da membrana e do DNA (SIKKA, 2004).

A molécula da vitamina E é dividida em duas partest anel cromanol
(hidrofilico) e uma cadeia de hidrocarboneto (Hidloeca), que serve para ancora-la na
membrana lipidica. O grupo —OH presente no anehanmml € o responsavel por sua
propriedade antioxidante (HALLIWELL e GUTTERIDGE999). O a-tocoferol é a
forma mais abundante da vitamina E na naturezaqgeleapossui maior atividade
biolégica (BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999).

Testando o efeito das vitaminas C e E (Trolox al@go hidrossolavel dao-
tocoferol), na viabilidade de espermatozoéides aitduerra et al. (2005) evidenciaram
que a adicdo desses antioxidantes (REO@ 60QuM, respectivamente) determinou
maior porcentual de gametas com motilidade prowe@sseduzindo o efeito negativo
da diluicdo, coloracdo com Hoechst 33342 e congelatodavia, Pefa et al. (2003)

relataram que tanto a motilidade quanto o poters#almembrana mitocondrial foi
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melhorada pela presenca do Trolox. A citotoxidatuzida pela irradiagdo UV foi
reduzida significativamente pelo uso do Trolox, mlea comparada aa-tocoferol, e
seu efeito protetor no promieldcito leucémico huméti-60 pode ter como causa a
inibicdo da oxidagao da metionina (SATOH et al97)9

Devido a sua estrutura cromanol que |he confergdatie antioxidante e ao
grupo carboxila que tem efeito hidrossoluvel modeyao Trolox € distribuido em
ambas as fases da bicamada de lipidios das biorara®yrtornando-se excelente
protetor contra a lipoperoxidacdo (BARCLAY et 4095).

2.5.2 Piruvato de Sédio

O piruvato de sédio € um substrato energético vefetjue pode mover-se
livremente dentro do citoplasma e da mitocéndria délulas (BRUEMMER et al.,
2002). Tem sido relatado que, em concentracOesddsy esta substancia age como
antioxidante em espermatozéides de carneiros (UPRETl., 1998). O primeiro
pesquisador a reportar que 0 piruvato de sodioucapperoxido de hidrogénio,
promovendo protecdo contra dano oxidativo, foi etokn (1904), evidenciando que o
piruvato reage com o049, produzindo o acido carboxilico, agua e dioxido ddono
(NATH et al., 1995).

Bilodeau et al. (2002) investigando a propriedaatezaidante do piruvato ou sua
habilidade de regenerar as concentracdes de ATHicaam que, na auséncia do
H.O,, 1mM de piruvato apds 6 horas de incubacdo prasemotilidade espermatica
quando comparada ao grupo controle, e que na doacga de 5 mM, os niveis de
ATP intracelular foram significativamente supergjrebtendo maiores porcentuais de
células mdveis submetidas a estresse oxidativo wd ap utilizarem 1mM desta
substancia.

De acordo com Fabbrocine et al. (2000), o piruyade ser utilizado como
substrato energético para ajudar os espermatozaidaperar o estresse decorrente do
processos de congelacao/descongelacdo, recomendauad@so principalmente na
descongelacdo. Enquanto Bruemmer et al. (2002prata que a adicdo do piruvato ao
diluente para espermatozoéide de garanhdo mantidCapreservou mais a motilidade
espermética do que ao utilizarem diluentes senvaioJ e que a adicdo de 2 mM desta
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substancia foi mais eficaz do que 5 mM na manutengd motilidade desses

espermatozoides

2.5.3 Pentoxifilina

A pentoxifiina é uma metilxantina derivada de ungelate hemorragico
geralmente usada em tratamento de desordem vapeuif@rica, mas quando utilizada
no sémen, age como inibidor da fosfodiesteraseernmim aumentar as concentracdes
intracelulares do AMPc e preservar a motilidadeESHet al., 1991; STACHECKI et
al., 1994), uma vez que a maioria das proteinagasdependentes de AMPc, em ratos,
esta localizada dentro do flagelo (MacLOAD et H91). O AMPc interfere na inducéo
da motilidade flagelar através da fosforilacao ¢igat, liberando energia para dar inicio
a atividade da dineina ATPase, responsavel pelaimnmeotacdo flagelar do
espermatozoide (PERRAULT et al.,, 1992; VIJAYRAGHAVAet al., 1996). Para
aumentar a AMPc, a pentoxifilina atua inibindo asféoliesterase e ativando a
adenilciclase, com efeitos diretos no controledlagdo espermatozéide (MANETTA,
1997; SABERWALL et al., 2002).

Blanes et al. (2004), trabalhando com concentrag@&eg, 5, 10 e 50 mM de
pentoxifilina, relataram que o feito deletério dangelacdo sobre a motilidade
espermatica humana pode ser evitado, ao menoslpaeaie, ao se adicionar 1mM de
pentoxifilina ao meio de congelacado. Este resultadgundo os autores, € perfeitamente
coerente com o mecanismo duplo de atuacdo da piintax reduzir a producao de
anion superéxido em baixas concentragfes, e estinaulocorréncia da motilidade
hiperativada. Nassar et al. (1998) relatam tambéam a pentoxifilina adicionada ao
sémen aumentou significativamente a motilidaderesftica e o porcentual de células
com acrossoma reagido de homens férteis submetidomndicbes capacitantes, e que
esse efeito ocorreu apesar do decréscimo da coacgatde C3, ratificando que seu
efeito estimulador da motilidade € decorrente doenio da concentracdo de AMPc.

Goulart et al. (2004), avaliando os efeitos da gsfiina (3,6 mM) sobre a
viabilidade dos espermatozoides de equinos atdwésstema computadorizado CASA
apos a refrigeracdo a°&, verificaram que esta droga melhora significatigate as

caracteristicas do sémen. Enquanto Marques @0fl2) observaram que a motilidade
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progressiva do sémen criopreservado de equino damao se utilizar pentoxifilina
(3,5 mM), associada ou ndo com o acido ascoérbiés @mu 120 minutos de incubacao

in vitro, pos-descongelacao.
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3.1 Influéncia da estacéo do ano nas proteinas deembrana
plasmatica relacionadas com alguns parametros do

sémenin natura de garanhdes
(Seasonal influence of plasmatic membrane proteilaged with

some parameters of stallion in natura semen)
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Resumo

Objetivou-se avaliar a influéncia da estacdo do e proteinas de membrana
plasmatica relacionadas com alguns parametrosrdersé naturade garanhdes e na
gualidade do sémen descongelado. Utilizou-se addilurris-gema de ovo com %5 de
glicerol em maquina de congelacdo de sémen, edaeme@ongelacdo, duas palhetas de
sémen de cada reprodutor foram colocadas a 37ut@nteé 30 segundos. Amostras de
sémen, pré e pos-congelacdo nas duas estacOedutef@s, foram analisadas quanto a
motilidades total (MT) e progressiva (MP), vigor)(\htegridade acrossomal (iAc) e
DNA (iDNA), além de volume (Vo) e concentracdo (Q0¥pelletsdo sémeiin natura
foram processados para retirada das proteinas debraea e avaliados utilizando
eletroforese bidimensional (2-D). O Vo e a Co nodweforam maiores do que no
inverno. Os valores de MT e MP e V do sénmematura colhidos no verao foram
superiores (P<0,05) aqueles observados no invétaosémen descongelado, ndo se
constatou diferenga significativa entre as estagiiesano em nenhum parametro
avaliado, porém os valores encontrados foram oresiaqueles evidenciados no sémen
in natura A andlise da iAc apresentou porcentual médio @men descongelado
semelhante ao sémamnaturanas duas estacdes avaliadas assim como para a iDNA
Foram encontrados 33 pontos de proteina (Pp) ners@mmaturano verao e 46 Pp no
inverno, referentes as proteinas de membrana e&peantdopool de sémen de cada
garanhdao. Os Pp entre 97 e 36 kDa estiveram pessexgenas no inverno. Foi
observado também que os Pp das proteinas de membles trés garanhdes
concentraram-se entre 0s pontos isoelétricos 466.cBnseguinte, supfe-se que as

! Av Boa Viagem, 5554/602, Boa Viagem, Recife-PEPCEL030-000. Tel.: 55-81-34620452; E-mail:
karenmascarol@hotmail.cofii.M.G. Silva)
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proteinas com peso molecular entre 97 e 36 kDa mpouelicar baixa qualidade
espermatica.
Palavras-chave:Equino, estacdo do ano, proteinas, membrana plasmat

Abstract

It was objectified to evaluate the influence loé tyear season on the membrane
proteins related with semen freezability of stalto To freezing, it was used FR5
extender in machine of semen congelation. For thgytwo straws of each male were
placed at 37 °C, during 30 seconds. Semen sammése and after freezing in two
breeding season, were evaluated according to(fDté) and progressive (PM) motility,
vigor (V), acrosomal (Ai) and DNA (DNAI) integritybesides volume (Vo) and
concentration (Co). Sperm pellets were processeditiimensional analyses of
membrane proteins and evaluated using electropg®r@sD). Vo and Co at Summer
were higher than at winter. The values of TM and iRNhein naturasemen harvested
at summer were higher (P<0.05) than those harvestadnter. In the thawed semen,
there was no significant difference between seaslonghe same way, the Vi oh
natura semen was higher (P<0.05) in the samples harvest8dmmer. After thawing
there was no significant variation between seasaroae parameters, however it was
lower thenin naturasemen. The Ai analysis was similar to thawed ianthturasemen
on the two seasons as DNAI was. It was observesp88 on then naturasemen at
winter and 46 spots at summer, referring to sper@mbrane proteins on the semen
pool of each stallions. The spots between 97 ankCgbwere present only at winter. It
was observed that the spots of membrane proteie ated-6 isoeletric point. Because
of that, it was suposed that proteins at 97 ankiCE6ware indicated poor sperm quality.

Keywords: Equine, season, protein, plasmatic membrane.

1 Introducéo

Reprodutores estacionais sao aqueles animais gssugmm a capacidade
reprodutiva maxima nos dias longos (verdo) como,egemplo, os cavalos (CLAY e
CLAY, 1992). A atividade reprodutiva anual € regldapor um ritmo enddgeno
sincronizado com o0 ano geofisico através de estiramibiental (fotoperiodo). Estes
estimulos s&@o transmitidos pelo sistema neuroemddé@m sinais hormonais que
regulam a atividade gonadal (ROBINSON e KARSCH,72980RMAN e ZUCKER,
1995).

Apesar da espécie equina ndo sofrer, de forma e@stuada, a variacao
climatica em regido tropical, Leme et al. (2003balhando com garanhdes no Brasil,
verificaram que esses animais apresentaram alesagémonstrando superioridade em

algumas caracteristicas reprodutivas nos mesesravera-verao.
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A membrana espermatica desempenha papel critico remmnhecimento
espermatozoide-odécito, adesdo e fertilizacdo (O BA&t al., 1979). A perda da
integridade da membrana plasmatica tem sido associam infertilidade em homens,
apesar dos parametros seminais apresentarem-seaifio(MASSARMAN, 1990;
BATOVA, et al, 1998). Prévios resultados demomatra 0 potencial uso de
marcadores protéicos como método de diferenciag@dfedilidade em touros e
qualidade de congelacdo de sémen. A presenca éncasle determinadas proteinas
na membrana espermatica pode alterar a fertilidade€men de alguns desses animais
(RONCOLETTA et al., 2006).

O presente trabalho teve como objetivo avaliaflaéncia da estacdo do ano nas
proteinas de membrana plasmatica relacionadas lgumas caracteristicas do sémen

in naturade garanhdes.
2 Material e Métodos
2.1 Material

FITC-PNA (Peanugglutinina)foi obtido da Sigma (Saint Louis, MQJSA),
enquanto Laranja de Acridina foi obtido da Moleciaobes Inc. (Eugene, OR, USA).
Todos os reagentes e equipamentos para as duass@esede eletroforese foram

adquiridos na Amersham Biociences (California, USA)
2.2 Colheita de sémen e avaliacdo da qualidaderesjteca

Amostras de sémen foram obtidas de trés garanhéesagch Mangalarga
Marchador, com idades variando entre quatro e aftos, 0S quais permaneceram
estabulados no Haras Aparthorse (Camaragibe-REd&t0801°'18" sul e longitude
34°58'52"" oeste estando a uma altitude de 55 methos)nte todo o experimento
(jJunho e julho de 2005 - inverno e janeiro de 260&eréao), alimentados com racao
comercial e feno de coast-cross. Os garanhdes fenatiados através de exame
androldgico de acordo com o Manual de Exame Androtbdo Colégio Brasileiro de
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Reproducdo Animal (CBRA — 1998), sendo aprovadasm gangelacdo apenas 0sS
ejaculados com valores minimos de 60,0% de matiéidatal e 3,0 de vigor.

As colheitas de sémen foram realizadas a cada di&s totalizando trés
ejaculados de cada reprodutor, através do uso giaavartificial (modelo Botucatu),
com auxilio de uma égua, estando em estro apenageniodo de inverno.
Imediatamente apds a colheita, procedeu-se agiitnadas amostras de sémen com
gaze visando remover o gel e as particulas gratelgsbriscelulares. As amostras sem
gel foram mantidas a 3%C em banho-maria durante diluicdo e analise daicps
espermatica: (a) volume espermatico com auxiligpaeeta; (b) motilidade total e
motilidade progressiva avaliadas de forma subjetiwh microscépio o6ptico; e (c)
concentracdo espermatica analisada em Camara tedguUma aliquota de sémian
natura foi centrifugada e @ellet foi armazenado a -30 para posterior andlise de
eletroforese bidimensional.

Em seguida, outra aliquota de sémen foi diluidh, [§émen:diluidor (KENNEY et
al., 1975)] e transportada, a temperatura ambietelaboratério de Andrologia do

Departamento de Medicina Veterinaria da UFRPE pasterior congelacao.

2.2.1 Integridade de acrossoma

Dez microlitros do sémeim naturadiluido em diluidor Kenney et al. (1975) e o
mesmo volume da amostra descongelada foram utiézpdra confeccéo de estiracos,
os quais foram armazenados dC4 protegidos da luz e analisados no prazo de duas
semanas utilizando-se a técnica de colordeddC-conjugadaao Peanutaglutinina
(FITC-PNA ROTH et al.1998). No momento da analise, as lasnfaram coradas com
30 uL de solucdo de PNA (20L PNA + 480uL PBS), sendo depositada no centro da
lamina e procedendo-se a homogeneizacdo da anaoftnrade cobrir grande extenséo
da lamina. Em seguida, as laminas foram refrigergda®C) durante 20 minutos,
mergulhadas em 50mL de PBS e colocadas no isoparsggagem em temperatura
ambiente. ApOs secagem, aliquotas d€_la solugdo UCD (5 mg Azida sodica, 0,5
mL PBS, 0,1 % w/v Fenilenediamina (Sigma P6001, J3¥6 mL Glicerol, pH 8,0)
foram colocadas entre lamina e laminula e obsesvantamicroscopio de fluorescéncia

(Olympus, Germany), utilizando o filtro de fluoregga (450-490 nm, espelho
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dicromético de 510 nm), onde foram contados 200eresgiozoidedamina e
classificados em: a) acrossomas intactos (Al), doanregido acrossomal apresentava
fluorescéncia verde; b) acrossomas reagidos (AR)andp apresentavam-se

fluorescéncia verde na regido equatorial da cabsgarmatica.

2.2.2 Integridade de DNA

Amostras de sémeim natura ou descongeladas (10uL) foram armazenadas em
990 uL de uma solugéo [0,877g de NaCl (0,15M); 0,1576éF RIS-HCI (0,01M); 37,2
mg de EDTA.Na.2H,O (1ImM); g.s.p. 100mL em pH de 7,4] a -1%B para posterior
avaliacdo da integridade de DNA espermatico usandorante Laranja de Acridina
(EVENSON et al., 2002). Aliquotas (1QQ.) das amostras foram descongeladas a 37
°C e transferidas para tubos de microcentrifuga ceoles em gelo, onde foram
adicionados 20QlL da solucéo detergente [0,1 mL Triton X-100 (0,t84; 0,877g de
NaCl (0,15M); 8 mL 1N HCI (0,08N)], e incubados dnte 30 segundos. Em seguida,
foram adicionados 60QL da solucdo de Laranja de Acridina — solu¢do C|b0da
solucdo B (1mg de Laranja de Acridina em 1 mL deaat