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RESUMO

Os antioxidantes previnem o0s danos oxidativos deranprocessos de
congelacdo/descongelacdo e periodo de incubac&adma pelas ROS/RNS as células
espermaticas, melhorando os parametros espermdigsr, motilidade e integridade
acrossomal), além de evitar danos ao DNA. Objetsmgom este estudo avaliar o efeito da
adicdo de vitamina C e Trolox ao diluidor utilizadara criopreservacdo de sémen ovino,
utilizando o ejaculado de onze carneiros colhidosvés de vagina artificial. Apds avaliagédo
macroscopica (aspecto, cor e viscosidade) e migpist (motilidade e vigor), @ool foi
diluido em Tris-gema (Exp. 1, 2 e 3) e Fiser (EXpe suplementado com antioxidantes: G1)
Diluente (Controle); G2) Diluente + 6Q@M/L de vitamina C; G3) Diluente + 6AM/L de
Trolox e G4) Diluente + 60QM/L de vitamina C + 6QuM/L de Trolox. A congelacéo foi
realizada pelo método automatizado utilizando duagas: Rapida (C2= —-0%&/minuto, de
25°C a 5°C, e a -12,5°C/minuto, de 5°C a -120°C) para os Exp. 1 e 2 e Lenta
(C1= —0,25°C/minuto, de 25C a 5°C, e a —20C/minuto, de 5C a —12(PC) apenas para o
Exp. 2, e pelo método convencional (90 minutosjlecaypos a refrigeracdo (5 °C) as amostras
foram colocadas em nitrogénio liquido por 10 misudté atingirem —12%C (Exp. 2 e 3). As
palhetas foram envasadas com 100 (Exp. 1), 75.(Exp 3) e 200 (Exp. 2) x 0
espermatozoéides e, em seguida, armazenadas e&ohmigbioldgico (-196C). As amostras
de sémen foram avaliadas imediatamente ap0s ardgdagdo (0 min; Exp. 1, 2, e 3) e
depois de 30 (Exp. 1 e 2) e 60 min (Exp. 1, 2 de8)ncubacéo a 37 °C (30 e 60 minutos),
qguanto a motilidade progressiva (MP), vigor, esgesxidativo, integridade de acrossoma e
de DNA (Exp. 1, 2 e 3) e quanto a motilidade coeétespermatica (MT, MP, VSL, VCL,
VAP, LIN, STR, ALH, e BCF; Exp. 3). No Exp. 1, haandiferenca significativa (p<0,05)
entre os tempos de avaliacao (0, 30 e 60 min) ag@aetros de integridade de acrossoma e
estresse oxidativo para os grupos tratados conmiita C e Trolox e o grupo controle
(p>0,05). Todavia, no Exp. 2 os porcentuais para Mgor e integridade de acrossoma
diferiram (p<0,05) entre tempos de incubacéo (0 ené), sendo que o grupo suplementado
com Trolox (G3) apresentou maiores porcentuaisétidas com estresse oxidativo (p<0,05),
quando comparado ao grupo suplementado com vitadi{@2). Para o Exp. 3, constatou-se
que o tempo de incubacdo interferiu na cinéticaresatica (MT, MP, VSL, VAP, LIN e
STR), na integridade acrossomal e no grau de sestregidativo, além de apresentar
correlacdo negativa entre integridade acrossonedtesse oxidativo para o G3 (Trolox),
correlagéo positiva entre integridade do acrosservdl para o G2 (vitamina C) e negativa
para estresse oxidativo e LIN para o G2 (vitamina d&pos 60 minutos de incubacéo.
Contudo, pode-se concluir que o tempo de incubag@dere negativamente na viabilidade
in vitro das células espermaticas independente da adigatadena C e Trolox; ao se utilizar

0 método convencional de congelacdo de sémen alinmo em Tris-gema, a adi¢cdo de
vitamina C e Trolox proporciona menos estresse abixid as células espermaticas
imediatamente ap0s a descongelacdo; Ao se usatamland@utomatizado de congelacdo de
sémen ovino diluido em Fiser, deve-se utilizar eva&uenta de refrigeracdo (0,25 °C/min),
sem necessidade da suplementacédo de vitamina QK&0Q) e Trolox (60uM/L) ao diluente

e, Com base na avaliacdo da cinética, da integridadossomal e do estresse oxidativo, a
adicdo de 4cido ascorbico e Trolox ndo minimizafegos negativos da criopreservacao e da
incubac&o de sémen ovino a temperatura d€ 3@os-congelacgao.



ABSTRACT

The antioxidant substances prevent the oxidativeadgs during freezing/thawing processes
and incubation period caused by ROS to sperm amglfsoving the sperm parameters (vigor,
motility and acrosome integrity), besides avoid dges to DNA. The aim of this study was
to evaluate the effect of vitamin C and Trolox adadi to diluent used to ram semen
cryopreservation. The ejaculates of eleven rams warvested by artificial vagina. After
macrocospic (aspect, color and viscosity) and msmpica (motility and vigor) evaluation
the pool was diluted in Tris-egg yolk (Exp. 1, d&) and Fiser (Exp. 2) and supplemented
with antioxidant substances: G1) Diluent (Contr@g) Diluent + 600QuM/L of vitamin C;
G3) Diluent + 60uM/L of Trolox and G4) Diluent + 60@M/L of vitamin C + 60uM/L of
Trolox. The freezing was done by automatized methaglng two curves: fast
(C2= —0.5°C/minute of 25 to 5C, and -12.5C/minute of 5to —126C) to the Exps. 1 and
2, and slow (C1= —0.2%/minute of 25 to 5C, and —20°C/minute of 5 to —120C) to the
Exp. 2, and by conventional method (90 minutes)enehafter the refrigeration (5 °C) the
samples were placed in liquid nitrogen during 1@utés until reaching -1 (Exp. 2 and
3). The straws with 100 (Exp. 1), 75 (Exp. 2 ané®l 200 (Exp. 2) x fGpermatozoa were
transferred into the liquid nitrogen storage cameai(-196°C). The semen samples were
evaluated after thawing (0 min; Exp. 1, 2, andr8) after 30 (Exp. 1 and 2) and 60 min (Exp.
1, 2 and 3) of the incubation at 37 °C accordingiogressive motility, vigor, oxidative
stress, acrosome and DNA integrity (Exp. 1, 2 ap@rl sperm kinetics (MT, MT, VSL,
VCL, VAP, LIN, STR, ALH, and BCF; Exp. 3). In thexp. 1, there was significant
difference (p<0.05) among evaluation times (0, 8@ @0 min) in the parameters of acrosome
integrity and oxidative stress for the groups sapmnted with vitamin C and Trolox and the
Control group (p>0.05). However, in the Exp. 2 gegcentages of PM, vigor and acrosome
integrity had significant difference (p<0.05) beemeincubation times (0 and 60 min), being
that the group supplemented with Trolox (G3) présgngreater cell percentages with
oxidative stress (p<0.05) when compared to theaniitaC group (G2). On the Exp. 3, there
was evidence that the incubation time intervenethersperm kinetics (MT, MP, VSL, VAP,
LIN and STR), acrosome integrity and oxidative sdér@f sperm cells, besides presenting
negative correlation between acrosome integrity amalative stress for the G3 group
(Trolox), positive correlation between acrosomegnity and progressive motility to the G2
group (vitamin C) and negative correlation betweridlative stress and LIN to the G2 group
(vitamin C) after 60 minutes of incubation. Howeuéican be concluded that the incubation
time intervenes negatively om vitro viability of the sperm cells independent of themin C
and Trolox adition; using the conventional methdéaryopreservation of ram semen diluted
in Tris-egg yolk, the vitamin C addition providess$ oxidative stress on the spermatozoa
after post-thawing; Using the automatized methodrgbpreservation of ram semen diluted
in Fiser, it should be used the slow curve of gefration (0.25 °C/min) without necessity of
vitamin C (60@M/L) and Trolox (6QuM/L) addition and; Based on the kinetics, acrosome
integrity, and oxidative stress, the addition afabic acid and Trolox do not minimizes the
negative effects of the cryopreservation and tleibation of ram semen at temperature of
37°C after thawing.



SUMARIO

DEDICATORIA

AGRADECIMENTOS

EPIGRAFE

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

RESUMO

ABSTRACT

SUMARIO

1 INTRODUGAD. ... oottt em et enanea e

2 REVISAO DE LITERATURA........ootitieiteet ettt

P R O o] o1 1= 1SY=T V7= Tor> o USSR
2.2 ComposSiGa0 A0S dIlUIAOIES........coeiiiiieeieeiiiiiee e
2.3 Espécies de OXIgENIO reatiVas............cccmeuuuiiniiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e e e e e e e e s
2.4 ANTIOXIAANTES. ..ot i ittt reee e e e e e e e e e e e e e e e s s e mnnnnr e e e e e e eeeeas
2.4. 1 VIEAMING C..oieieeee it eeeeme ettt e e e e ettt be e e e e e e e e e e e e e e
2.4.2 VIEAMING Bttt
2.4.3 Associagao de vitamina @-@0COferol.............cccccuiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeeeee
S EXPERIMENTOS. ... st e e e e et e e eaa e e e e s aeeees
3.1 Efeito do tempo de incubacéo pds-descongelacémbre a viabilidade de
espermatozoides ovinos criopreservados com Tris-Gamsuplementado
COM VItAMINA C € TrOIOX....uuuuiiiieieee e ettt e e e e e e e e e eaaeeees
3.2 Viabilidade in vitro do sémen ovino criopreservado em diluente Tris-gean
ou Fiser acrescidos de vitamina C e Trolox utilizatlo dois métodos de
(o0 0o 11 P> Tox= T 1A
3.3 Avaliacédo da cinética, da integridade acrossorha do estresse oxidativo
em espermatozoéides ovinos criopreservados em Trise@a acrescido de
AcidO asSCOrbICO € TrOIOX......cciiiiiiiiiiteeee e
A REFERENCIAS ..ottt seenens e

Pagina

30

49



12

1 INTRODUCAO

A criopreservacdo do sémen oferece muitas vantagemgistria da producdo animal,
principalmente quando associada com avaliacdo igareéfprogramas de selecdo. Entretanto,
em muitas espécies, o maior obstaculo a utilizad@obiotecnologias reprodutivas esta
relacionado aos danos causados a membrana esperndatiante os procedimentos de
refrigeracdo, congelacédo e descongelacéo, reduaindbilidade e a motilidade das células
esperméaticas e, consequentemente, a fertilidade aposeminacao artificial (IA), quando
comparada aquela obtida utilizando sémen frescb ABFON e MAXWELL, 1995).

Durante o procedimento de congelacdo as célulasrregficas séo inicialmente
submetidas a temperaturas de 5 a 4 °C, causaedacéks na permeabilidade das membranas
(NOILES et al.,, 1995), sugerindo que a transicdofate da membrana ocorre nessa
temperatura e esta associada ao aumento de silialdcde (WATSON, 1995). Alteracbes na
transicdo da fase lipidica/oei aumento na LPO da membrana plasmatica tem como
consequéncia reducdo na velocidade e na porcentadgenespermatozoides moveis
(WATSON, 1995; ISACHENKO et al., 2004), além dergtes alteracdes no volume de agua
intracelular, resultando em consideravel estressganmco em suas membranas (NOILES et
al., 1995). Assim, acredita-se que as consequédemsnjurias causadas pelo procedimento
de criopreservacao interfiram no transporte e baeso/éncia espermatica no sistema genital
da fémea (SALAMON e MAXWELL, 1995).

Os espermatozoides ovinos sdo tolerantes as désrerlocidades de congelacao,
porém a congelacdo rapida pode afetar a sobrevav@spermatica, proporcionando baixos
porcentuais de motilidade (SALAMON e MAXWELL, 2000)No entanto, Kumar et al.
(2003), estudando o efeito da velocidade de refgio na sobrevivéncia de espermatozoides
mamiferos congelados em maquina, observaram quefrigeracdo na velocidade de
-30 °C/minuto determina menos danos ao acrossonyapto a motilidade individual
progressiva € superior ao se utilizar reducdo depéeatura de -50 °C/minuto quando

comparada aquela de - 30 °C/minuto.

A avaliacdo da viabilidadén vitro da célula espermatica tem sido amplamente
realizada através da estimativa da sobrevivéncigeremtica e da porcentagem de
espermatozoides com movimentos progressivos enosaimpia optica (ROWE et al., 1993),
porém estas técnicas ndo sao acuradas ou repetidua virtude do pequeno numero de

células avaliadas e da auséncia de objetividad®ciasla a possibilidade de erro humano
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(VERSTEGEN et al.,, 2002). Atualmente, o Sistema uatadorizado de Andlise
Espermatica (CASA) apresenta-se como método acudeloavaliacdo cinética dos
espermatozoides (HOLT, 2000), e a interpretacaadddss é feita através da mensuracao de

parametros de movimentacao da célula espermatERSVTEGEN et al., 2002).

Irreversiveis reducbes na motilidade, na integedatbrfolégica e na capacidade
fertilizante dos espermatozodides sdo causadas tampbl acumulo de produtos toxicos do
metabolismo celular ou, principalmente, pelo aumard producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) decorrente da reducdo univalent®xigénio, como por exemplo, radical
hidroxil e peréxido de hidrogénio (MISRA e FRIDOWC 1972; WANG et al.,, 1997;
BAUMBER et al., 2003ab). O organismo possui mecaas de controle contra a elevada
producdo de ROS através da producdo de substéamtiagidantes. No plasma seminal, os
antioxidantes atuam de maneira decisiva na proteg@spermatozoides contra a quantidade
excessiva de ROS (SIKKA et al., 1995), a qual deites estresse oxidativo danificando essas
células (JANSSEN et al., 1993).

O acido ascorbico destaca-se por sua acao antidgidam virtude de atuar como
inibidor de uma grande variedade de ROS, o queigaxpglua habilidade em contrapor ao
efeito do HO, nos danos causados ao DNA nuclear dessa cel@8 @lal., 1992). Por outro
lado, a vitamina E pertence a um grupo de antionéta lipossollveis (tocoferbis e
tocotriendis), constituindo-se no maior, sendo isaiantioxidante da membrana. Na espécie
humana, tanto o acido ascorbico quanta-tocoferol mantém a integridade de DNA
espermatico, em virtude de reduzir os danos casspéla elevada concentracdo de ROS
(FRAGA et al., 1991; DONNELLY et al., 1999). Guerea al. (2005), testando diferentes
concentracbes de vitamina C e Trolox sob a viadukéd da célula espermética ovina,
observaram que a adi¢cédo de 2.400 de vitamina C e 60QM de Trolox reduziram o efeito
negativo da diluicdo e determinaram maior porcérdeaespermatozoides com motilidade

progressiva.

Dessa forma, objetivou-se com este estudo avakdeito da adicdo de vitamina C e

Trolox ao diluidor utilizado para criopreservag@sg&men ovino.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criopreservacao

Spallanzani (1776) foi o primeiro a observar quBnainuicdo da temperatura reduzia
a atividade metabdlica dos espermatozoides, pedoitseu armazenamento por periodo de
tempo superior aquele observado com a temperatobgeate (ENGLAND e PLUMMER,
1993). Polge et al. (1949) descreveram a acéo rotetpra do glicerol, proporcionando
impacto significante nos protocolos de congelaGBométodos de congelacdo estdo baseados
na diluicdo, na refrigeracdo, na penetracao dguaietor, no envasamento, na congelacéao,

no armazenamento e na descongelacdo (HAMMERSTERIT, d1990).

A criopreservacgdo resulta na reducdo da fertilidesigermatica quando comparada
com os resultados obtidos com sémen fresco, devlminuicdo da motilidade espermética
e a ocorréncia de danos irreversiveis nas céluwasegventes (WATSON, 2000). Os
espermatozoides de touros, carneiros e garanhOestatnente sensiveis ao choque térmico
em comparacao a espermatozoides de homens e tesalie sdo relativamente resistentes
a criopreservacdo (WATSON, 1995). Porém, o decliraomotilidade ap6s congelagéo e
descongelacdo da célula esperméatica pode ser &dpliparcialmente, pelas mudancas no
transporte ativo e na permeabilidade da membraasmgditica da regido caudal, além da
disponibilidade de energia ou da ocorréncia de slaras constituintes do axonema (De
LAMIRANDE e GAGNON, 1995; WATSON, 2000).

O procedimento de congelacdo pode diminuir ou Baralalgumas reacoes
bioquimicas nos espermatozéides causando danose ocelular (SONGSASEN e LEIBO,
1997). A membrana plasmética do espermatozoéidengiderada o local primério de danos
durante a criopreservacao (WATSON, 1995). Os piooattos de congelagdo e
descongelacdo induzem grandes alteragcbes no votenégua (NOILES et al., 1995;
MEDEIROS, 2003), desestabilizando a bicamada bkpidda membrana plasmatica e
promovendo alteracdes dos componentes da membrokarc como desnaturacdo de
proteinas da membrana, além de alteracio do mistalbol energético celular, da
osmolaridade ou do pH (WATSON, 2000).

As guantidades de colesterol e fosfolipidios erist® na membrana espermatica
exercem papel regulador no processo de capacies@@rmatica. Estudos mostram que o
colesterol propicia efeito positivo na estabilidade membrana e espermatozoides que
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possuem baixo contetdo de colesterol na membranasentam maior susceptibilidade ao
choque térmico (AURICH et al., 1997), j4 descrito ®uros, carneiros e suinos (NOILES et
al., 1995; WATSON, 1995).

Os lipidios e as proteinas de membrana apresemalistabuidos assimetricamente, e
permitindo a movimentacdo dos componentes da meabeen fluidez (OLLERO et al.,
1998). Todavia, estes componentes sofrem com &ncanteducdo da temperatura durante a
congelacéo, determinando mudancas que produzeracdiés fisicas da membrana, passando
do estado liquido ao gel, onde as cadeias de agdo®s apresentam-se aleatoriamente
distribuidas e ordenadas paralelamente, produzéstimitura rigida e tornando estas areas
fracas e susceptiveis a rupturas e fusdes, e peeimeaions (HAMMERSTEDT et al., 1990).
Por conseguinte, a permeabilidade seletiva da nmamahplasmatica pode ser comprometida
durante a refrigeracéo (4 °C) da célula espermaiita vez que os fosfolipidios sofrem um
rearranjo (Figura 1), assumindo configuracdo hemalgaipo Il, formando micelas nas
cabecas polares hidrofilicas que ficam posiciong@aia dentro e suas caudas hidrofobicas
direcionadas para o lado externo (WATSON, 1995; ACA000; VALLE, 2001).

g
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Figura 1. Diagrama da membrana plasmatica orig{al

refrigerada a 4 °C (b), reaquecida a 37 °C (c)ne co
a configuracdo hexagonal tipo Il (d).
(FONTE: VALLE, 2001).
As principais crioinjurias ocorrem durante os pesos de congelacdo e

descongelacdo (HOLT, 2000), reduzindo a motilidadeintegridade morfologica, incluindo
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condensacéo e perda do material mitocondrial, filafdo oxidativa e transporte de protons
que prejudicam a producéo de energia (WATSON, 18@3L. T, 2000; WATSON, 2000) e,
consequentemente, a fertilidade (SALAMON e MAXWEL1995). Assim, a congelacao
pode causar lesbes na membrana acrossomal e no &8, da cristalizacdo dos solutos
intracelulares, acarretando na reducdo da motéigesgpermatica (OEHINGER et al., 2000),
alterando as propriedades enzimaticas e diminunimgevidade dos espermatozéides pos-
descongelacdo através da ocorréncia precoce daitegpa espermatica (HOLT, 2000).
Todavia, os microtubulos flagelares da célula espgca também podem sofrer alteracdes
durante o processo de criopreservacédo apesar deenefio sido detectados efeitos negativos
na espécie ovina (JONES e MANN, 1977).

Estudos sugerem que a zona critica de temperatuasapcongelacao varia entre -15 a
-30 °C (POLGE, 1957) e 20 a 0 °C (SALAMON e MAXWELIL995; SALAMON e
MAXWELL, 2000), sendo responsaveis pelo aparecimedé danos irreversiveis aos
espermatozoides e evidenciando que, se a taxangelagdo nao for reduzida corretamente,
todas as células serdo danificadas quando submeiidamperatura de —80 °C (POLGE,
1957). Nas temperaturas entre -5 e -10 °C, osaiwide gelo comecam a se formar no meio
extracelular, mas o meio intracelular permanece c@wgelado e super refrigerado, em
virtude da membrana plasmética impedir a formagforidtais de gelo no citoplasma (GAO
e CRITSER, 2000). Segundo Drobnis et al. (1993yrande desafio celular ndo consiste
apenas na capacidade de suportar baixas tempsrahasa transpor uma faixa de temperatura
que varia de 0 a -15 °C, na qual a célula passanttuos procedimentos de congelacdo e
descongelacéo.

Robertson et al. (1990) sugeriram que espermatezd@d mamiferos domésticos nao
sobrevivem a refrigeracéo rapida até a temperadei@°C, determinando choque térmico que
resulta em perda da permeabilidade seletiva da maem@lplasmatica ao célcio, promovendo
aumento excessivo da concentracao intracelulamnseglentemente, reducdo da motilidade e
determinacdo de necrose celular. Durante a refigger, proteinas integrais sdo agrupadas
pela separacdo da fase lipidica, afetando a fudeésas proteinas, como por exemplo, 0s
canais ibnicos de célcio. Isto ocorre como consagjdédo aumento da permeabilidade da
membrana apos a refrigeracdo, acarretando séaonstdrnos celulares na capacitacdo e na
fusdo das membranas plasmatica e acrossomal exi8MEGSASEN e LEIBO, 1997;
WATSON, 2000).

Em ovinos (KUMAR et al., 2003) e em caninos (SANT&l., 2003), a curva lenta

de refrigeracdo proporcionou melhores porcentuaisdtilidade pds-descongelacdo quando
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comparada a curva rapida. Fato explicado por MuldeeMc Gann (1994) e Gao e Citser
(2000), ao sugerirem que na refrigeracdo rapidspermatozéide ndo tem tempo suficiente
para desidratar e manter o equilibrio osmético, emiemdo a possibilidade de formacéo de
cristais de gelo intracelulares e causando dam®giisiveis a célula. Todavia, na congelacao
lenta, as células desidratam devido ao meio extidace hiperténico, eliminando a
possibilidade de formacdo de grandes cristais de igpracelulares que causam danos
morfofuncionais as células. No entanto, a congelagfida seguida de descongelacao rapida
possibilita a preservacdo da integridade de grandeero de células, possivelmente em
virtude da prevencao da formacdo de pequenos isrideagelo intracelulares que ocorre
durante a recristalizagdo (WATSON, 1995; SONGSASHNEIBO, 1997; HOLT, 2000).

A reducdo na porcentagem de espermatozoides owigeis submetidos a
criopreservacdo esta também diretamente relaciom@daaumento da desnaturacdo da
cromatina. E provavel que danos a estrutura do D& ridos durante o procedimento de
criopreservacdo sejam responsaveis pela baixa thxafertilidade do sémen ovino
(SALAMON e MAXWELL, 1995; PERIS et al., 2004) e hano (BENCHAIB et al., 2003),
gquando comparados ao sémen fresco. Além dissoa@ies na mitocondria durante a
refrigeracdo a 5 °C foram descritas como mudang@starais que incluem condensacéo e
perda do material mitocondrial (JONES e MANN, 197@m mudancas na forma da
mitocdndria (WOOLLEY e RICHARDSON, 1978). Estudogstram que espermatozoides
submetidos a congelacdo apresentaram grandesscdstgelo nas mitocondrias e perdas de
proteinas apds a descongelacdo (QUINN et al.,, 198@vavelmente prejudicando a
producao de adenosinatrifosfato (ATP; WATSON, 1995)

2.2 Composicao dos diluidores utilizados na crispreacao

A presenca de algumas substéncias adicionadas ao dieidor altera as
propriedades fisicas do processo de congelacéolulgis (KATKOV et al., 1994; SILVA et
al., 2007), bem como promovem alguma protecao spparmatozoides durante a refrigeracéo
ou congelacdo (HOLT, 2000). Para Salamon e Max{&6®5), independente da espécie, 0s
diluentes usados para congelacdo de sémen deveanirpogtrientes como fontes de energia
para 0 metabolismo espermatico (frutose, glicosetose), substancia tampdo contra
mudancas deletérias de pH e osmolaridade, e coacéatfisioldégica de eletrolitos (TRIS -

acido citrico, TES — citrato, glicina). A utilizag@o TRIS (Tris-hidroximetil-aminometano)
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proporciona melhores porcentuais de motilidadeuantp que a Gema de ovo e 0 Leite
previnem o choque térmico, e o crioprotetor (gbteetilenoglicol, DMSO) reduz danos
estruturais aos espermatozoides resultantes d&legég e da descongelacdo (ENGLAND e
PLUMMER, 1993).

A gema de ovo atua como crioprotetor ndo-penetrandéegendo os espermatozoéides
contra danos causados durante o choque térmico THZI00), o que pode ocorrer devido ao
fato das lipoproteinas de baixa densidade (LDLadarirem a membrana plasmatica durante
0 processo de congelacao, resultando na manuteiacfresséo coloidal do meio diluente e
estabilizando a membrana espermatica durante &lemdg/descongelacdo (MOUSSA et al.,
2002). De acordo com Holt (2000), a gema de ovuipeealteracbes na motilidade durante a
reducdo da temperatura de -20 °C em espermatozdelesrneiros, enquanto Fiser et al.
(1982) observaram que a associacdo entre gemaae @gucar proporcionou melhores
porcentuais de motilidade e vigor a célula espacaaivina incubada a 39 °C durante 60
minutos.

Os agentes crioprotetores possuem estruturas gneopem ligacdes de hidrogénio
com a molécula de agua, criando ambiente menosyagmra as células espermaticas,
interagindo direta ou indiretamente com a membialalar e estabilizando a estrutura do
complexo terciario agua, lipidio e proteina (PARKSGRAHAM, 1992; SONGSASEN e
LEIBO, 1997). Estas ligagbes de hidrogénio tambénompvem estabilizacdo da
conformacéo das proteinas quaternarias da memboatia a desidratacdo (KATKOV et al.,
1994). O (glicerol é o crioprotetor penetrante matitizado nos meios de congelacdo de
sémen, porém sua toxicidade pode causar desnaiutagdoroteinas, alteracdo de interacdes
da actina e inducdo da liberacdo das proteinasemabnana (MEDEIROS, 2003). Também
sdo observadas mudancas nos eventos citoplasmaticegtude de aumentar a viscosidade
intracelular, bem como ocorrer alteracdo na polaagto da tubulina, na associacdo dos
microtUbulos, no balango bioenergético, na membrala@matica, no glicocélix e nas
proteinas superficiais da célula espermatica (HANRBSEEDT et al., 1990).

Segundo Ollero et al. (1998), a capacidade featiig € um dramatico desafio para a
sobrevivéncia da célula espermatica apds a refigger congelacdo e descongelacéo, devido
as perdas de viabilidade, funcionalidade e motikja que pode ser prevenido pelo uso do
diluente Fiser acrescido de gema de ovo e glieemiplementado ou ndo com aminoacido
(Prolina, Serina, Glicina), albumina e vitaminaP®r outro lado, de acordo com Paulenz et al.
(2002), o Tris-Gema proporciona melhores porcestda motilidade espermatica durante

30 horas de refrigeragédo do sémen ovino.
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2.3 Espécies de oxigénio reativas

O radical livre é conceituado como qualquer espggimica, atomo, ion ou molécula
que contém um numero de elétrons ndo pareadosnmadeade valéncia, apresentando alta
reatividade e instabilidade (BIANCHI e ANTUNES, B99Para Brouwers et al. (2005),
existem compostos igualmente tdo reativos quant@disais livres, mas que nao possuem
elétron ndo-pareado na ultima camada e, portadtbpadem ser classificados como radicais
livres. Estas substancias sao classificadas deiraanais ampla como espécies de oxigénio
reativas (ROS) ou espécies de nitrogénio reatR&ES]) e incluem o perdxido de hidrogénio
(H20,), o cation nitrosonium (NQ, o anion nitroxila (NQ e o peroxinitrito (ONOQ.
Estima-se que entre 2 e 5% do oxigénio utilizada petocondria seja convertido em ROS
(URSO e CLARKSON, 2003).

As ROS/RNS possuem vida-média muito curta devidwior possibilidade de extrair
elétrons de outras moléculas e formar outras satisgireativas (PEREIRA, 1996), as quais
sdo altamente lesivas, promovendo trocas e mogifesana sequéncia de bases de DNA,
causando apoptose celular, alteracfes de cadescps e LPO, com consequente prejuizo
do transporte intracelular (LEITE e SARNI, 2003gm de inativacdo dos canais de ions
membranares, causando elevacdo de célcio e ferimados, o que pode culminar com o
efeito citotdéxico (LEITE e SARNI, 2003; SOUZA Jit &., 2005; DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006).

Estudos mostram que grande porcentual do oxig&msunido pela célula é utilizado
na mitocondria para a fosforilagdo oxidativa, or&l@eduzido a agua. Entretanto, uma
pequena fracdo de oxigénio pode ser liberada deiac@dnsportadora de elétrons e produzir
ROS (Di MEO e VENDITTI, 2001; URSO e CLARKSON, 2Q03tualmente, estudos tém
demonstrado que os espermatozoides sdo capaze®dieip quantidades controladas de
ROS endbégeno, com o objetivo de induzir a capdmtagpermatica e a reagcdo do acrossoma,
promovendo sua habilidade fertilizante (De LAMIRARR GAGNON, 1995; RIVLIN et al.,
2004). Todavia, quando a producdo de ROS € exegdsikna-se prejudicial a fisiologia
espermatica, em virtude de reduzir a motilidadesesptica, a capacidade de fusdo dos
gametas e a fertilidade (GUERRA et al.,, 2004), vésada interagcdo com lipidios da
membrana, proteinas e DNA mitocondrial e nucle&L(ESTROM et al., 1994).

As células espermaticas sao altamente susceptiesisdanos causados por ROS
devido as elevadas concentracdes de acidos gragligsaturados presentes em sua

membrana plasmatica e as baixas concentragdeszarasnantioxidantes em seu reduzido
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citoplasma (AITKEN, 1999; AGARWAL et al.,, 2004). AROS atacam o0s acidos graxos
poliinsaturados da membrana plasmatica provocaraamsd peroxidativos (SIKKA et al.,
1982), determinando perda da funcdo da membranaARMEAL e SALEH, 2002;
AGARWAL e SAID, 2003) e da integridade do DNA (AIBN, 1999; AITKEN e KRAUSZ,
2001; SALEH et al., 2002; MOUSTAFA et al., 2004kpermatozéides pos-descongelacéo
apresentam elevada producdo de peroxido de hidmog@hO,) devido a acdo das
oxigenases, enzimas neo-sintetizadas envolvidagpraessos lesivos ou téxicos celulares
(SHANNON e CURSON, 1972), cuja consequéncia imadigt a LPO devido a
desestruturacdo dos acidos graxos poliinsaturamostitintes da membrana plasmatica e a
reducdo da motilidade (TAYLOR, 2001), além da pexidativa do DNA mitocondrial e da
estrutura da membrana, o que pode afetar as taxastiidade (CUMMINS et al., 1994).

Na LPO, inicialmente, o radical hidroxila captura @tomo de hidrogénio de um
carbono metileno da cadeia polialquil do acido grawliinsaturado da membrana celular,
formando o radical lipidico (SOUZA Jr. et al., 2006 fato do Q ser sete a oito vezes mais
solivel em meio ndo polar do que em meio polar fergue as membranas biolégicas
apresentem elevada concentracdo da@regido hidrofobica medial, resultando em maior
dano aos 4&cidos graxos poliinsaturados, determinamdaior susceptibilidade a
desestruturacdo provocada pela LPO (VANCINNI et2005). Assim, um &cido graxo com
elétron desemparelhado reage comy@€ando o radical peroxila, produto altamenteiveat
que pode se combinar com outros radicais semeHlaaiterando as proteinas de membrana
(GATE et al., 1999).

O estresse oxidativo ocorre como consequéncia eaad concentragdo de ROS
resultante de hiperproducdo ou de diminuicdo dosamsmos de defesa antioxidante
(DROGE, 2002; URSO e CLARKSON, 2003), onde a gragdantidade de fosfolipidios
presente nas membranas celulares € rapidamerddafetla elevada producédo de ROS. Estes
radicais reagem com acidos graxos poliinsaturados ¢bsfolipidios para formar
lipoperdxidos que compdem a cascata de reacdeseatagigas dos lipidios, causando perda
na fluidez da membrana espermatica, prejudicanddisiologia e reduzindo sua motilidade
(De LAMIRANDE et al., 1997; FORD, 2004).

Por outro lado, o estresse oxidativo pode tambéar eslacionado com alteracdes
caracteristicas do sémen, como oligozoospermiaegeaveratozoospermia. A correlagdo
positiva entre a morfologia espermatica e a comaefid de enzimas antioxidantes sugere que
o consumo de antioxidantes é maior quando ocorcessp da producdo de ROS nos

espermatozoides patologicos (CARVALHO et al.,, 2008fredita-se que retencdo do
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citoplasma residual no espermatozéide humano teoittalacdo positiva com a producgédo de
ROS através dos mecanismos mediados pela enzin@solaa glicose-6-fosfato
desidrogenase (G-6-PDH). Esta enzima regula a wiisiidade da nicotina adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) intracelular e suaessiva producéo esta relacionada com os
niveis de ROS gerados espontaneamente apos acfibeda espermatozdide da cauda do
epididimo (VALLE, 2001). Entretanto, se as ROS foreriginadas no testiculo ou no
epididimo poderao interagir com a membrana plasador um periodo longo, aumentando

as possibilidades de danificar os espermatozok@RD, 2004).

2.4 Antioxidantes

Os antioxidantes sao substancias que retardamoaidatie da oxidacdo através da
inibicdo da producéo ou dos efeitos deletérios rddgcais livres (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006). Em condi¢cdes normais, 0s mecanismo®xatativos celulares, presentes em
quase todos os tecidos e suas secrecoes, saog@sgenpor inibir a elevada producdo de
ROS, protegendo as células de danos oxidativos EBOM al., 1979). Todavia, o controle da
concentracdo das ROS ocorre pela inclusdo de aidites ou pelo uso de condi¢bes que
reduzam a oxidacdo durante a congelacdo (AGARWALalet 2004). A eficacia do
antioxidante depende do tipo e da concentracdoR@S/RNS produzidas (PENA et al.,
2003). Assim, é perfeitamente possivel que um sd@mte atue como protetor em
determinado sistema, mas falhe na protecdo ou masmente as lesdes induzidas em outros
sistemas (HALLIWELL, 1990).

Células sométicas contém antioxidantes dentro de d&oplasma, porém o
espermatozoide perde a maioria de seu citoplasmentdua maturacao, faltando, assim,
mecanismos enddgenos que regulem e realizem asadefazimaticas observadas em outros
tipos celulares (CARVALHO et al., 2002). Por consate, com o0 objetivo de reduzir os
danos oxidativos causados pela elevada concentdacR®OS exdgeno, alguns pesquisadores
tém adicionado substancias antioxidantes aos désete sémen de suinos (PENA et al.,
2003; ROCA et al.,, 2004), bovinos (BILODEAU et a2001), ovinos (MAXWELL e
STOJANOV, 1996; UPRETI et al., 1997), aves (BREQ&ifl., 2003) e homem (HUGHES
et al., 1998; DONNELLY et al., 1999; AGARWAL e SALE 2002).

Estudos sobre a regulacdo da atividade das enzanaisxidantes destacam a

importancia das modificacbes alostéricas ou cot@dersofridas por essas enzimas



22

(PEREIRA, 1996). Estas modificagcbes devem ser dermsilas porque as enzimas
antioxidantes sdo ativadas ou desativadas quandesgectivamente, presen¢a ou auséncia
de seus cofatores (metais de transicao e seléd®peus substratos (YU et al., 2002).

Segundo Aitken (1999), o espermatozoéide apresentsistema intracelular de defesa
antioxidante contra ROS, desempenhado pelos addéioteés enzimaticos (superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase e meslutando-enzimaticos (acido ascérbico e
a-tocoferol). Entretanto, enzimas antioxidantesaicetulares ndo conferem protecédo total a
membrana plasmatica que envolve o acrossoma eda,clarcando os espermatozoéides a
suplementarem essa limitada defesa intrinseca quotecao conferida pelo plasma seminal,
0 qual contém antioxidantes enzimaticos (ALVAREBEOREY, 1989; ZINI et al., 1993),
responsaveis em neutralizar a acao doeQ+0, (CARVALHO et al., 2002; SOUZA Jr. et
al., 2005), além de uma variedade de antioxidamliesenzimaticos, como acido ascorbico,
urato, a-tocoferol piruvato, taurina e hipotaurina (ZINladt, 2000; SALEH e AGARWAL,
2002).

2.4.1 Vitamina C

A vitamina C € o principal antioxidante hidrossaldisponivel tanto no meio intra
guanto no extracelular, e atua eliminando diretdsnan ROS/RNS, além de estar envolvido
na reciclagem de-tocoferil em a-tocoferol (BIANCHI e ANTUNES, 1999). O calor, a
exposicdo ao ar e o meio alcalino aceleram a o&aalpsta vitamina, especialmente em
contato com o ferro, cobre ou enzimas oxidativatJIlGAND e LEQUEU, 1995).
Entretanto, o acido ascoérbico é conhecido por ataaro inibidor de uma grande variedade
de ROS (LUCK et al., 1995), o que explica sua Iddmle de contrapor, especialmente, ao
efeito do HO, (SIES et al., 1992) nos danos causados ao DNA RWAL et al., 2004).

O &cido ascorbico é necessario também para o nlistabode varios aminoacidos,
além de ser um co-fator muito importante nas read@ehidroxilacdo, onde o cobre e o ferro
devem permanecer reduzidos (ARCHRYA et al., 20P3@ya Ferreira (2004), esta vitamina
pode ser encontrada em duas formas nos sistemiagibis: a) reduzida, denominada de
acido ascorbico, e b) oxidada, conhecida como addeidroascorbico. Ambas sao
fisiologicamente ativas e encontradas nos tecidoganicos, porém a vitamina C

frequentemente utilizada é o L-acido ascorbicoA@).
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Figura 2. Férmula estrutural do &cido
L-ascérbico.
(Fonte: FERREIRA, 2004).

O cortex adrenal contém grandes quantidades denivida C que se esgotam
rapidamente quando a glandula é estimulada pelmdroo adrenocorticotrofico. A razéo
para este evento € obscura, porém sabe-se queraigmjénese envolve varias sinteses
redutivas (MURRAY et al., 1994). No entanto, apa$arseu papel na reproducado ainda ser
obscuro, recentes estudos mostram que o acidobast@tua na esteroidogénese (CHINOY
et al., 1986; LUCK et al., 1995) e na protecdo maptica (LUCK et al., 1995). Thiele et al.
(1995) sugeriram, em humano, haver correlacdo ivegahtre as concentracoes de acido
ascorbico e os porcentuais de patologias espeasatic

Chinoy et al. (1986), estudando a fisiologia reptodd de porcos da Guiné
submetidos a dieta com supressdo de acido ascodtiservaram histologicamente reducao
do numero total de células espermaticas, quedapoozntuais de motilidade, além de
degeneracéo testicular aguda. Fato que pode gmridtr a diminuicdo das concentracdes dos
andrégenos testiculares e que pode ser manifeataaés de parametros de subfertilidade.
Song et al. (2004) sugeriram a suplementacéo dmiit C na dieta de homens inférteis, ao
constatarem correlacdo negativa entre fragmentdedNA e a reduzida concentracdo de

acido ascorbico no plasma seminal de homens irgerte

Por outro lado na espécie equina, o efeito dalasstae do acido ascorbico na

motilidade e na integridade da membrana de espezdide diluido em leite desnatado ou



24

glicina e submetido a refrigeracdo foi avaliado parich et al. (1997). A adicdo de &cido
ascorbico ao diluente constituido por Leite degtmfalicina resultou no aumento de
espermatozoides com membranas integras, enquaat@ @atalase ndo exerceu nenhuma
influéncia nos parametros avaliados. Resultadosrars foram relatados por Ball et al.
(2001), ao avaliarem o efeito da catalase, do kithloeno butilato (BHT), da vitamina E, da
vitamina C, do Trolox e da BSA na manutencéo dalisede de espermatozoides equinos

submetidos a refrigeracdo a 5 °C.

Sanchez-Partida et al. (1997) estudaram o ef@t@ampostos do plasma seminal
(taurina, hipotaurina e inositol) e do acido asmarlsob a motilidade e a fertilidade do sémen
ovino criopreservado com Tris-Gema (com e sem m@lieonde observaram que a taurina
exerceu efeito positivo apenas na motilidade espigren(com e sem glicerol). Em touros, a
adicdo de glutationa, superoxido dismutase, acsdorhico e hipotaurina ao diluente a base
de leite integral e glicerol ndo exerceram efeiemddico na motilidade ou na fertilidade,
possivelmente devido a presenca da caseina (FOOAIE 2002)

Testando o efeito do acetato @ocoferol glutationa peroxidase, aromex, resvelatr
e da associacao entre resveratrol + vitamina Esweratrol + aromex, Sarlos et al. (2002)
observaram que a adicdo de antioxidante ao sénwéonga o periodo de conservagédo da
célula espermatica, melhora a motilidade do espemt@le e reduz os danos celulares.
Enquanto Archarya et al. (2003) reportaram, emsratocos, o papel protetor da vitamina C
(10 mg/Kg) no combate a oxidacao induzida por feguando foram obtidos declinio dos
porcentuais de células com aberracdes cromossomidagpatologias espermaticas, além de

manter a concentracdo espermatica dentro dos pafisiidogicos.

Foi observado por S6nmez e Demirci (2004) que dodascorbico (0,5; 1 e 2 mg/mL)
promove efeito negativo na congelabilidade de séovero diluido com Tris-gema contendo
diferentes proporc¢des de glicerol (3, 5 e 7%) sabmeotilidade, a integridade acrossomal e as
patologias esperméticas. E Pontbriand et al. (198@taram que o &cido ascorbico nao
preveniu os efeitos negativos do glicerol sobrepasimetros de motilidade e integridade

acrossomal em carneiros.

2.4.2 Vitamina E

A vitamina E pertence a um grupo de substanciagoxaadntes lipossoluveis

(tocoferdis e tocotriendis) encontrados nos Oleegetais e, na natureza, apresenta-se sob
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quatro formas, B, y e é-tocoferol. Oa-tocoferol é o antioxidante amplamente distribuide
sistemas biolégicos (BIANCHI e ANTUNES, 1999), easacdo foi primeiramente descrita
em 1922 por Evaris e Bishop, que demonstrarammaraubstancia lipossoluvel e essencial
para a reproducao de ratos (HALLIWELL, 1990).

Esta vitamina constitui-se no maior, sendo o Uractioxidante de membrana,
impedindo ou minimizando os danos provocados p&&sS através da reducdo da
propagacao de reacdes em cadeia induzidas peloaisalivres nas membranas bioldgicas,
neutralizando @ e HO, (BUETTNER, 1993). Ou-tocorefol e seus analogos tém papel
fundamental na regulacdo e no desenvolvimento ¢erdtivacdo e da capacitacdo
espermatica, possivelmente ativando a acédo dalifisfe A (SHARMA e AGARWAL,
1996). Sua deficiéncia provavelmente promove realulg® concentracdes de acidos graxos
poliinsaturados, 0 que pode culminar com a edadik em diversas espécies mamiferas
decorrente da queda na motilidade espermética (MM8Cal., 1933 citado por INFANTE,
1999).

Mesmo as baixas concentracdes cdtocoferol no plasma seminal sdo capazes de
proteger as células esperméticas de mamiferostaesses oxidativo através da regeneracéo
deste antioxidante pelo acido ascoérbico (KAGANIet1®992). Entretanto, sua concentracao
na membrana plasmatica dos espermatiegdi € muito baixa, geralmente entre
0,05 - 0,1 nmol/mg de proteina, ou seja, menos pard cada 1000-2000 fosfolipidios das
membranas (SIKKA, 2004). Porém, durante a acamddtnte, au-tocorefol € consumido e
convertido em forma de radical, modificando a dégteu do fosfolipidio da membrana
(ALMEIDA e BALL, 2005).

O Trolox (6-hidroxil-2,5,7,8 tetrametil-croman-2idg carboxilico), anélogo
hidrossoluvel dai-tocoferol, é constituido por cadeia linear satardd vitamina-E (Figura 3)
que foi substituida por um hidrogénio, dando mamubilidade a molécula na presenca de
agua (HALLIWELL, 2000). Esta substancia destacgee ser um potente antioxidante
atuando no combate de alteracbes fisiopatologicasndtabolismo, como por exemplo,
aterosclerose, catarata, cancer, envelhecimentmog®ee outros processos degenerativos
(MAJD et al., 2003), bem como na prevencao dodosfaiitotoxicos da LPO e da apoptose
induzida pelo citocromo P 450 (EUM e LEE, 2004).
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CH;
HO 0

H:C 0
CH:

Figura 3. Férmula estrutural do Trolox (6- hidrex|
5,7,8 tetrametil-croman-2 acido carboxilico).
(Fonte: CACHICHI, 2002).

Além de ser capaz de prevenir 0 estresse oxidaausado pelo sistema composto
acido ascorbico/Fé e pelo radical peroxil (SANCHEZ-MORENO, 2002), mlbx é capaz
de reduzir o efeito citotoxico causado pela oxidagd metionina (SATOH et al., 1997) e
suportar a temperatura ambiente (SANCHEZ-MOREN®@_220Porém, na presenca do ion
cobre, esta substancia pode atuar como pro-oxidg@MAY et al., 1996 citado por
CACHICHI, 2002).

Estudosin vitro tém reportado o efeito positivo da vitamina E materdo da
morfologia e da motilidade espermética (AGARWAL enl., 2004). A
congelacédo/descongelacao esta associada a redagaotitidade espermatica induzida pelo
estresse oxidativo (HOLT, 2000) e a adicdo de vitanE (10.000umol/L) ao diluente é
capaz de preservar a motilidade (ASKARI et al., 2099 odavia, Upreti et al. (1997) néo
constataram efeito benéfico da adicdo de vitaminbuiEilato de hidroxianisone (BHA), n-
propilgalato, mesilato de deferoxamina e catalasedduidor comercial (RSD-1) na
motilidade do espermatozoide de carneiros incubadéfs °C, o que provavelmente pode ser
justificado pela presenca de antioxidante no dikienilizado, culminando com o efeito pro-

oxidante.

A administracdo exégena de Trolox em suinos foeddpnte da dose e da fracao do
ejaculado, o que determinou significativo aumeratanotilidade, na atividade mitocondrial e

na viabilidade espermatica pés-descongelacéo, endsse efeito tenha sido mais evidente na



27

fracdo Il do ejaculado de suinos para qualquer esdrecdo utilizada desse antioxidante
(PENA et al., 2003).

2.4.3 Associacao de vitamina @-¢ocorefol

O efeito cooperativo entre as vitaminas C eo-tocorefol é freqientemente
mencionado na literatura, o que pode ser explicdadhvés da geracdo de tocoferol a partir
dos radicais tocoferil, produto da interacdo deofrol e ROS (BUETNNER, 1993),
mostrando que esta interacéo é eficaz na inibiedd® (GEY, 1998). Segundo Beconi et al.
(1993), quando adicionadas ao sémen bovino, amivits C e E proporcionaram maior
porcentual de espermatozoides com acrossoma e omitoas intactos. Contrariamente,
Hughes et al. (1998) reportaram que a vitamina € ®tocorefol, quando adicionados
separadamente, protegem contra danos de DNA, naslguassociados determinam efeitos
negativos no sémen humano. No entanto, este fal® o sido acarretado pelas condi¢Oes de
armazenamento (5 °C vs 19 °C), bem como pela cogdwosia membrana ou das
concentracdes de antioxidantes e enzimas inibidemasntradas nos sémen de diferentes
espécies (BALL e VO, 2002).

Para Donnelly et al. (1999), a associacao entrerlaam (300 e 60QM) e Trolox
(40 e 60uM) é eficaz em contrapor os danos causados pglp & integridade de DNA de
espermatozoides humanos incubados durante 3 leasa forma, nestes espermatozoides,
tanto acido ascorbico quanto Trolox aumentam gyiittade de DNA basal, em virtude de
reduzir a produgcédo de radicais livres e os danosachs por sua elevada concentracao
(FRAGA et al., 1991; GEY, 1998; DONNELLY et al.,99.

Por outro lado, Yousef et al. (2003) estudaramcesihos adultos, o efeito exdgeno
da suplementacdo com acido ascorbico (1,5 g/L)tamuma E (1,0 g/L), isolados ou
associados, sobre as caracteristicas espermatieds,e as enzimas do plasma seminal
(aminotransferase, alaminotransferase e lactaidrdgenase), quando constataram que estes
antioxidantes, isolados ou em combinacéo, promaesiucdo da producdo de ROS e que a

vitamina E preserva a qualidade espermatica.

A adicéo de vitamina C (300 e 6@@nol/L) e de vitamina E (40 e 60mol/L) ao
sémen humano foi significativa para a reducao @o®sl ao DNA causados pelos efeitos do
H.O, (AGARWAL et al., 2004). Guerra et al. (2005), eindo o efeito de vitamina C e
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Trolox em amostras de sémen ovino submetidas &dlilcom Tris-Gema e coloragdo com
Hoeschst 33342, observaram que a adicdo de vita@ieaTrolox nas concentracdes de
2.400 uM e 600 uM, respectivamente, determina maior porcentual denejas com

motilidade progressiva (24,3+8,8 % - vitamina C;322,63 % - Trolox) e reduz o efeito

negativo da taxa de diluicao, coloracdo com Hoe@B342 e criopreservacao.
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3.1 Efeito do tempo de incubacéo pds-descongelagidre a viabilidade de
espermatozoides ovinos criopreservados com Tris-Gansuplementado com vitamina C

e Trolox

Effect of the incubation time after thawing on th@ability of ram sperm cryopreservated
in Tris-yolk diluent supplemented with vitamin C drirrolox

PEIXOTO, A. L. V. de AL, MONTEIRO Jr, P.L.J% CAMARA, D. RZ
VALENCA , R. M. B SILVA, K. M. GY; GUERRA, M. M. P!

!Departamento de Medicina Veterinaria, UniversidaBiederal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brasil;
%Curso de Doutorado em Biotecnologia da Rede Nordefst Biotecnologia- RENORBIO

RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito dptede incubacao pos-descongelacdo sobre
a viabilidade de espermatozdides ovinos criopresiExy em diluente Tris-Gema
suplementado com vitamina C e Trolox. Amostraséees de quatro reprodutores ovinos da
raca Santa Inés foram colhidas com auxilio de \eagitificial e, apos efetuadas as avaliacdes
(motilidade, vigor), procedeu-se a formacaoptml| de amostras, o qual foi submetido ao
procedimento de diluicdo com Tris-Gema acrescidardmxidantes de acordo com o grupo
experimental: G1) Tris-Gema (Grupo controle); GBs-Tsema + 60QM/L de vitamina C;
G3) Tris-Gema + 6QuM/L de Trolox e G4) Tris-Gema + 60GM/L de vitamina C +

60 pM/L de Trolox. Para a congelacdo, as palhetas (25 contendo 100 x £0
espermatozoides foram colocadas em maquina de legageutilizando a curva rapida
(-0,5°C/ min, de 25°C a5°C, e a— 12,5 °C/ an5 °C a -120 °C) e, apos atingir -120 °C,
as palhetas foram imersas e armazenadas em niwd@gfndo. Apos descongelacdo a 37 °C
durante 30 segundos, as amostras de sémen forausfetidas para tubos de ensaio
previamente aquecidos e mantidas nesta temperanda,foram analisadas a 0, 30 e 60 min
de incubacdo quanto a motilidade, vigor, integreda@é acrossoma e de DNA, e estresse
oxidativo. Constataram-se diferencas significati@<0,05) entre os tempos de avaliacéo (0O,
30 e 60 min) para os parametros de integridadecdessoma e estresse oxidativo. Todavia,
ndo foi constatada diferenca estatistica (p>0,0Fees grupos tratados com vitamina C e
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Trolox e o grupo controle. Conclui-se que o tempdrtubacgao interfere negativamente na
viabilidadein vitro das células esperméticas independente da adigatadena C e Trolox.
PALAVRAS-CHAVES : Viabilidade espermatica, tempo de incubacaopaiuantes.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effecthefincubation time after thawing on the
viability of ram sperm cryopreservated in Tris-yalkuent supplemented with vitamin C and
Trolox. Semen samples of four Santa Ines rams \wareested with artificial vagina and
evaluated according to motility and vigor. Theol of semen samples was submitted to
dilution with Tris-yolk supplemented with antioxilasubstances in accordance with the
experimental group: G1) Tris-yolk (Control Grouf®2) Tris-yolk + 60@M/L of vitamin C;
G3) Tris-yolk + 6QuM/L of Trolox and G4) Tris-yolk + 6Q@M/L of vitamin C + 6@QM/L of
Trolox. To cryopreservation, the straws (0.25 mLithwl00 x 16 spermatozoa were
transferred to freezing machine using fast curv®.% °C/minute, of 25 °C to 5 °C, and
—12.5 °C/minute, of 5 °C to -120 °C) and aftereimch -120 °C the straws were immersed and
stored in liquid nitrogen (-196C). After thawing at 37 °C during 30 seconds, tBman
samples were transferred to dry test tubes prelyiouarmed and kept in this temperature,
where they were analyzed at 0, 30 and 60 minutesafbation according to motility,
acrosome and DNA integrity and oxidative stresswdis evidenced significant difference
(p<0.05) among evaluation times (0, 30 and 60 rtonnotility, vigor, acrosome and DNA
integrity and oxidative stress. However, there wasstatistical difference (p>0.05) among
vitamin C and Trolox groups with Control group.idt concluded that the incubation time
intervenes negatively an vitro viability of the sperm cells independent of theamin C and

Trolox adition.

KEYWORDS: Sperm viability, time incubation, antioxidants.

1 INTRODUCAO

Os processos de refrigeracéo, congelacédo e desaggeausam danos a membrana,

acrossoma, motilidade progressiva e metabolismailazelpara producdo de energia,
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prejudicando o tempo de sobrevivéncia e a capaeifleclindante dos espermatozdides no
sistema reprodutor feminino (WATSON, 2000). Apospmcedimento de descongelacéo
espermatica ocorre aumento na producdo de espixiesigénio reativas (ROS) decorrente
da reducdo univalente de oxigénio, como por exemgadical hidroxil e peroxido de
hidrogénio (BAUMBER et al.,, 2003ab) ou das oxig&sasenzimas neo-sintetizadas
envolvidas nos processos lesivos ou toxicos cesldEHANNON e CURSON, 1972),
resultando em peroxidacéao lipidica (LPO) que atamanos estruturais ao acrossoma, além
de reducéo da motilidade (TAYLOR, 2001).

A avaliagcdo da longevidade dos espermatozoidegéstide repetidas observacdes de
motilidade pds-descongelagdo em tempos variadobgectda como teste de termorresisténcia
(TTR) espermatica (PENA et al., 2003), associadaavaliacbes de sua integridade
morfologica (WATSON, 1995), podem ser considerdamss indicadores da funcionalidade
da célula espermatica (PENA et al., 2003).

Os espermatozoides sado vulneraveis aos efeitasoB®D estresse oxidativo ocorridos
durante a congelacao/descongelacdo (BROUWERS ,e2@05), em virtude de elevadas
concentracdes de ROS prejudicarem a motilidadeiabilidade e a funcdo espermatica
através da interacdo com lipideos da membranagipast, DNA mitocondrial e nuclear
(SILVA et al., 2007). Em condi¢cbes normais, 0s meraos antioxidativos celulares sao
responsaveis por inibir a elevada producao de R@fegendo as células de danos oxidativos
(JONES et al., 1979). No entanto, procedimentosrébriais como diluicdo (CATT et al.,
1997), centrifugacdo (TWIGG et al., 1998), refrggto (MAXWELL e WATSON, 1996) e
congelacdo (BALL et al., 2001) determinam aumerdoproducdo de ROS espermético e
substancias antioxidantes tém sido utilizadas paaeenir a producao ou os efeitos deletérios
do estresse oxidativo causado pela excessiva dadetide oxidantes. Todavia, a acdo dos
antioxidantes depende do tipo e da concentracdo R@aS produzidas (BIANCHI e
ANTUNES, 1999), além do tempo de incubacdo da aéhgpermatica poés-descongelacéo
(PONTBRIAND et al., 1989).

O é&cido ascorbico atua como inibidor de uma graadiedade de ROS, o que explica
sua habilidade de contrapor ao efeito g®@Hhos danos causados ao DNA dessa célula (SIES
et al.,, 1992). Ooa-tocoferol e seu analogo hidrossolavel, o Troloxibéem as reacdes
oxidativas e neutralizam os efeitos deletériosrddgais peroxilas (SILVA et al., 2007). Por
conseguinte, tem sido relatado que o &cido asad®io a-tocoferol agem sinergicamente
com o objetivo de proteger a peroxidacao lipidiaacdlula, reduzindo a producdo de ROS
induzida pelo HO, (DONNELLY et al., 1999).
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O tempo de sobrevivéncia e a viabilidade espermd@s-descongelacdo é um dos
desafios para o meio cientifico, permitindo estwalggrnativas para a congelacdo do sémen.
Assim, este estudo objetivou avaliar o efeito dope de incubacdo pds-descongelacdo sobre
a viabilidade de espermatozdides ovinos criopresiExy em diluente Tris-Gema

suplementado com vitamina C e Trolox.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados quatro reprodutores da raca Saés com idade entre 3 a 5 anos,
criados em sistema extensivo, no municipio de Riga-AL, alimentados em pasto formado
por capimTifton e Brachiaria sp, além de serem fornecidos sal mineral e aglbbitum Os
animais foram submetidos a exame androldgico daifdi de avaliacdo clinica geral e do

sistema reprodutor, sendo selecionados apenasmaisiconsiderados aptos a reproducao.

2.2 Colheita e avaliacdo do sémen

Um total de quatro ejaculados/macho foi colhido ae@mmente (n=16) através do
método de vagina artificial, com auxilio de uma é@mmanequim. Em seguida, o sémen foi
mantido em banho-maria (37 °C) para avaliacdo rsaépica (volume, aspecto, pH) e
microscépica (motilidade progressiva, vigor). AtutsEs esperméticas foram avaliadas antes e
apos a congelacdo quanto a motilidade progressi®, (vigor, integridade de acrossoma,

integridade do DNA e estresse oxidativo.
2.2.1 Motilidade progressiva e vigor espermético
Uma aliquota de 10L de sémen foi depositada sobre lamina previametecida a

37 °C e conduzida ao microscoépio optico (Optechim@ay), onde se avaliou MP (0-100 %)
e vigor espermético (0-5). Em seguida, realizoo-peol de todas as amostras e procedeu-se
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avaliacdo de motilidade, vigor e concentracdo esica, sendo submetidas a congelacéo
amostras que apresentaram ¥M®% e vigor>3 (CBRA, 1996).

2.2.2 Integridade do acrossoma

A integridade de acrossoma foi avaliada diluindoulOde sémen em 990L de
solucéo Tris (3,605 g Tris, 2,024 g Acido Citri¢g488 g Frutose, g.s.p. 100 mL, pH 6,8), a
uma concentracao final de 1 a 2 milhdes de céhalasA seguir, retirou-se aliquota de 1D
dessa diluicdo para confeccdo das laminas, as fyuaim armazenadas a°@, protegidas da
luz e analisadas no prazo de duas semanas. Asa&fioiram coradas no momento da analise
através da técnica de coloragéd C-conjugadaao Peanutaglutinina (FITC-PNA, ROTH et
al., 1998), onde 3QL de solucdo de PNA (20L PNA + 480uL PBS) foi depositada no
centro da lamina e efetuada a homogeneizacao dstrama fim de cobrir grande extensao da
lamina.

Posteriormente, as laminas sofreram refrigeragi8@ durante 20 min e, apos este
periodo, foram lavadas em 50mL de PBS (Fosfatm&dlamponado) e colocadas no isopor
para secagem em temperatura ambiente. Apos secalijgnotas de pL da solucdo UCD (5
mg Azida sodica, 0,5 mL PBS, 0,1 % w/v FenilenedmatSigma P6001, 4,5 mL Glicerol,
pH 8,0) foram colocadas entre lamina e laminulapbservadas em microscépio de
fluorescéncia (Olympus, Germany) utilizando o diltte fluoresceina (450-490 nm, espelho
dicromético de 510 nm), quando foram contados 2p@renatozoidékimina e classificados
em: a) acrossomas intactos (Al), quando se apmsmEntcorados em verde; b) acrossomas
reagidos (AR), quando apresentavam coloracdo vaekclada; sem coloracdo ou apenas

uma faixa verde fluorescente na regido equatoaaatheca espermética.

2.2.3 Integridade do DNA
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Para andlise da integridade do DNA espermaticosédraa técnica de Laranja de
Acridina (EVENSON et al., 1999), aliquota de (1I0 de sémen foi diluida em 99 de
solucéo de TNE (0,15M NaCl; 0,01 M TRIS.HCI; 1mM E®&Na,.2H,0; q.s.p. 100 mL, pH
7,4), em tubos de microcentrifuga a uma concerdréigél de 1 a 2 milhdes de céluliant,
criopreservadas em nitrogénio liquido e armazenad6 °C. No momento da anélise, as
amostras foram descongeladas £@;7e adicionados 2Q0L de solugdo de TNE em tubo de
microcentrifuga imersos em gelo. Imediatamente ,&péam adicionados 400L de solugéo
detergente (0,1 mL Triton X-100; 0,877 g NaCl; 8 tnN HCI), nos respectivos tubos a 5 °C,

a fim de induzir a desnaturacado do DNA.

Apo6s 30 segundos, adicionou-se 6QQ da solucdo de Laranja de Acridina
(Polysciences, USA) tamponada (0,1M acido citri;@; M fosfato de sodio; 0,15 M NaCl e
1mM EDTA em pH 6,0). Em seguida, a amostra foi hgem@izada e aliquotas deb dessa
solucdo foram colocadas entre lamina e laminulabserwadas em microscopio de
fluorescéncia (Olympus, Germany), utilizando adiltle fluoresceina (450-490 nm, espelho
dicromatico de 510 nm). Um total de 200 espermadeatdmina foi avaliado e classificado
como: a) DNA de espermatozoéides com estruturasramatina anormal apresentavam a
fluorescéncia vermelha e b) DNA de espermatozéides estruturas de cromatina normal
apresentavam fluorescéncia verde média, no quateed conteido de DNA/@ o grau de

condensac¢do da cromatina espermatica.

2.2.4 Estresse oxidativo

As amostras foram submetidas ao teste de Nitrob&ieazolium (NBT; SALEH e
AGARWAL, 2002), para identificacdo da presenca steesse oxidativo espermatico, onde
inicialmente foram diluidas (1:1; v:v) em soluc@ 0% de NBT (Sigma, USA) e incubadas
durante 30 min a temperatura de %7. Posteriormente, as amostras foram colocadas a
temperatura ambiente durante 30 min e, em segued#;fugadas a 250 x G (durante 5 min).
Imediatamente apos, o pellet foi diluido em solutés (3,605 g Tris, 2,024 g Acido Citrico,
1,488 g Frutose, g.s.p. 100 mL, pH 6,8) e efetunadsfregaco. Apds secagem a temperatura

ambiente, 200 espermatozoid@siina foram contados em microscopio de contrastéase
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(100X; Olympus, Germany), sob 6leo de imersdo, aliados quanto ao depdsito de
formazana na célula: a) Espermatozdide portadastiesse oxidativo, quando identificada
presenca de formazana na peca intermediaria ebmcaaspermatica, e b) célula espermatica
sem estresse oxidativo, quando nao foi identifickienazana na peca intermediaria e/ou

cabeca espermatica.

2.2.5 Taxa de degradacao da motilidade

A andlise da perda de motilidade promovida petabacéo foi estimada pela taxa de
degradacdo da motilidade (TDM) entre as médias dabtiimediatamente apos a
descongelacdo (motilidade inicial, Ml) e a motiildaapés 60 min de incubacédo a 37 °C
(Motilidade Final, MF), utilizando a equacdo TDM(MI — MF x 100) x MI* descrita por
Maia (2006).

2.3Diluicao e congelacdo do sémen

Apoés colheita e analise macro e microscépicaool de amostras de sémen foi
submetido ao procedimento de diluicdo com Tris-Gdatricel, Brasil) acrescido de
substancias antioxidantes de acordo com grupo iex@etal, seguindo a ordem aleatdria de
congelagcédo: G1) Tris-Gema (Grupo controle); G25-Bema + 60QUM/L de vitamina C
(Sigma, USA); G3) Tris-Gema + §OM/L de Trolox (Aldrich, USA) e G4) Tris-Gema +
600 uM/L de vitamina C + 60uM/L de Trolox. Apos diluicdo, as aliqguotas de sémen
contendo 100 X 1Vespermatozéides foram envasadas em palhetaslenQ,2 processadas
em maquina de congelacdo de sémen (modelo TK 3B00ecnologia em Congelacéo Ltda,
Brasil), utilizando a curva rapida de congelacd®5 °C/min, de 25°C a 5°C, e a
- 12,5 °C/min, de 5°C a —120°C. Imediatamente apds a congelacdo, as palhetam for
transferidas para o nitrogénio liquido e armazemadabotijao criobioldgico (-196 °C).

2.4 Descongelacao e avaliacéo in vitro do sémen
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A descongelacao do sémen foi realizada em banhia@&7 °C durante 30 segundos
e, a seguir, as amostras foram diluidas em solligad3,605 g Tris, 2,024 g Acido Citrico,
1,488 g Frutose, g.s.p. 100 mL, pH 6,8) em 1.1; emavaliadas quanto a MP e vigor
espermatico. Em seguida,pool de cada grupo foi avaliado em triplicata para Migor,
integridade de acrossoma e DNA e estresse oxidaids 0, 30 e 60 min de incubacao
a 37 °C.

2.5 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usandoftaare estatistico (SISVAR)
através da analise de variancia (ANOVA), a fim daliar o efeito da vitamina C, Trolox e
associacao vitamina C e Trolox entre grupos (G1,&R2e G4) em trés tempos (0, 30 e 60
min) de incubacdo pds-descongelagdo, utilizande s Tukey para comparacdo pareada,
com delineamento em blocos casualizados em esdiatonial (Grupo X Tempo) em nivel de
significancia de 5% sobre a viabilidade pés-deselaggio (motilidade, vigor, integridade de

membrana acrossomal e grau de estresse oxidat\s®rden ovino criopreservado.

3 RESULTADOS

A andlise das amostras natura de sémen de carneiros Santa Inés, imediatamente
apos a formacéo dpool, apresentou 90,0+10,0% de MP, 4,5+0,5 de vigol 32,3% de
células com acrossoma integros, 99,0+1,0% de espezdides com DNA intactos e
66,0+£10,2% de células espermaticas com estresdativxi.

Porém, imediatamente apds a descongelacdo (0 ohisgrvou-se que as medias para
MP, vigor, integridade de acrossoma e estressatmidvariaram (Tabela 1) de 21,7£12,6%
(G4, vitamina C + Trolox) a 30,0+10,0% (G1, Compl2,8+0,3 (G2, vitamina C; G4,
vitamina C + Trolox) a 3,3%£0,3 (G2, vitamina C); 82 8+12,7% (G4, vitamina C + Trolox) a
70,2+11,5% (G1, Controle) e 70,3x2,5 (G2, vitamiGd a 76,8+2,5% (G3, Trolox),
respectivamente, sem diferirem entre grupos (p>0,05

Aos 30 min de incubagdo, a 37 °C em banho-maria, 38 observou diferenca
estatistica entre grupos (p>0,05), sendo conswtadaias entre 18,3+7,6% (G3, Trolox) a
28,315,8% (G2, vitamina C) para MP; 2,7+0,6 (G3pldx) a 3,2+0,3 (G1, Controle; G2,
vitamina C) para vigor, 26,2+9,9% (G4, vitamina rblox) a 58,8+18,5% (G1, Controle)
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para integridade de acrossoma e 76,7+£3,8% (G4anwnta C + Trolox) a 83,0 +4,3% (G3,
Trolox) para estresse oxidativo.

Em contrapartida, aos 60 min de incubacédo pos-dgstacdo, obteve-se médias que
variaram entre 13,3+5,8% (G3, Trolox) a 20,0+5,@34,(Controle), 2,2 +0,3 (G3, Trolox) a
3,3+0,3 (G1, Controle), 20,0+4,8% (G4, vitamina Crelox) a 37,8+11,4% (G2, vitamina C)

e 82,2+6,2% (G2, vitamina C) a 86,8+4,0% (G3, Txdlpara MP, vigor, integridade
acrossomal e estresse oxidativo, respectivamente.

O tempo de incubacao interferiu (p<0,05) apenasntegridade acrossomal e no
estresse oxidativo. No que se refere a integridadessomal observou-se que os resultados
obtidos aos 0 min foram superiores (p<0,05) aqueleservados aos 30 e 60 min de
incubacdo pos-descongelacédo a 37 °C. Todavia,sakados dos grupos experimentais (G1,
G2, G3 e G4) obtidos apdés 30 e 60 min de incubag@® apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre si (p>0,05).

Da mesma forma, o tempo de incubacdo foi deterrtengara o aumento do
porcentual de células portadoras de estresse mxidasendo evidenciados maiores
porcentuais de espermatozoides com estresse ewidatios 60 min de incubacdo. No
entanto, foram constatadas diferencas estatiee®05) entre os resultados obtidos das
avaliacdes realizadas nos tempos 0, 30 e 60 mimcdbacao pds-descongelacgéo.

Entretanto, independente do periodo incubacgéo,tatoosse que 99,0+1,0% dos
espermatozoides apresentavam integridade do DNApdas os grupos experimentais (G1,

G2, G3 e G4) e nos tempos de incubacao 0, 30 @60 m

A avaliacdo da taxa de degradacdo da motilidadgi&il), apdés 60 min de incubacao
a 37 °C, evidenciou médias que variaram de 30,44 yBamina C e Trolox) a 46,9% (G2,

vitamina C), nao diferindo entre si (p>0,05).

4 DISCUSSAO

A sobrevivéncia espermatica pos-descongelacdo depea manutencdo da
integridade da membrana plasmatica, do acrossomaati@didade mitocondrial e dos
constituintes nucleares (HOLT, 2000; WATSON, 200)dendo sofrer interferéncia dos
componentes dos diluidores (MAXWELL e WATSON, 199@pn curva de congelagéo
(KUMAR et al., 2003), da producdo de ROS (SILVAatt, 2007), das concentracbes de
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antioxidantes (AGARWAL et al., 2004), do protocale descongelacdo (WATSON, 1995) e
do tempo de incubacdo (ROTA et al., 1997).

A reducado das taxas de motilidade observadas mss$telo (Tabela 1; Figura 1)
podem ser justificadas pelo fato da congelacdoéueoer provocar alteracdes estruturais e
funcionais das membranas espermaticas (MAXWELL eT®®@N, 1996), devido a baixa
relacdo de acidos graxos saturados/insaturadosherroentetdo de colesterol existente nos
espermatozoides ovinos (NOILES et al., 1995; WATSO995). Por outro lado, ao comparar
os resultados dpool de amostras do sémem natura (MP e estresse oxidativo) com os
resultados obtidos imediatamente apds a descodgelé@ min), observa-se reduzido
porcentual de motilidade e o elevado porcentuaspermatozoides com estresse oxidativo,
sugerindo que o0s espermatozoides ja apresentaveequiébrio entre as concentracoes de
ROS e antioxidantes endégenos (SILVA et al.,, 20@/7)jue se intensificou durante a
incubacdo a 37 °C por 60 min, sugerindo que a adigh antioxidantes ao diluente n&o
protegeu a célula espermatica dos efeitos da igéib@ANCHEZ-PARTIDA et al., 1997).

Entretanto, a composicdo da membrana ou as coacéaf de antioxidantes e
enzimas inibidoras encontradas nos sémen de diésraspécies (BALL e VO, 2002) séo
fundamentais para reverter os danos oxidativoscéadas espermaticas, como mostram
Upreti et al. (1997), ao relatarem o efeito negatila adicdo de vitamina E, butilato de
hidroxianisone (BHA), n-propilgalato, mesilato deferoxamina e catalase ao diluidor
comercial (RSD-1) sobre a motilidade dos espernd&des de carneiros incubados a 38 °C,
possivelmente devido ao efeito pro-oxidante dasstémbias utilizadas neste experimento.
Dessa forma, o mesmo pode ter ocorrido neste empetd, uma vez que ndo foram
detectadas diferencas estatisticas entre os gtrggagdos (G2, vitamina C; G3, Trolox; G4,
vitamina C + Trolox) e o controle nos parametroaliados (MP, integridade acrossomal,
integridade de DNA e estresse oxidativo).

Durante o processo de refrigeracdo (4 a 5 °C) exomearranjos de fosfolipidios
celulares devido a movimentacao entre as camaudils que, conseqientemente, alteram a
permeabilidade das membranas espermaticas (WAT3$29%), promovendo o aparecimento
de edema e perda da membrana acrossomal (PONTBRI&NN&., 1989), interferindo
negativamente na viabilidade espermatica pos-dgstagio (WATSON, 2000). Todavia,
neste estudo, os resultados de integridade acrassorediatamente pés-descongelagédo (0
min) evidenciou serem maiores do que apos a inéabagos 30 e 60 minutos a temperatura

de 37 °C, independente da adicdo de antioxidantes.
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Por outro lado, independente do tempo de incubagdooncentracbes testadas de
vitamina C e Trolox ndo promoveram protecdo as mands acrossomais dos
espermatozoides de ovinos, discordando dos ressliaotidos por Beconi et al. (1993), que
obtiveram maior porcentual de espermatozoéides amwssoma e mitocondrias intactas ao
adicionarem vitamina C (5mM ascorbato) e E (1 mg/cktato dex-tocoferol) ao sémen
bovino. Segundo S6nmez e Demirci (2004), a adighaaido ascorbico (0,5; 1 e 2 mg/mL)
promoveu efeito negativo na congelabilidade do séovéno diluido em Tris-gema contendo
diferentes proporcdes de glicerol (3, 5 e 7%) sebirgegridade acrossomal. Entretanto, este
efeito negativo pode ter sido atribuido & assooiagéire os componentes do diluente Tris-
Gema com os antioxidantes utilizados, conforme detnaram Barnabé e Barnabé (1996) ao
constatarem resultados inferiores de motilidadetegridade acrossomal na presenca do
diluente Tris-Gema, ao estudarem o efeito da addgdeparina (0,8 nug/mL) e cafeina
(6mM) ao sémen de bufalo em diferentes diluidores.

A reducdo do metabolismo celular com depleg¢édo dE Al ocorréncia de danos aos
elementos do axonema (De LAMIRANDE e GAGNON, 1988)rre como consequéncia do
agrupamento protéico causado pela congelacao, oge geterminar alteracées funcionais
nos canais ionicos (HOLT, 2000), interferindo nansporte ativo e na permeabilidade da
membrana plasmatica localizada na regido da c&AIRTOS et al., 2003). Estas alteracdes
podem ser intensificadas pelo tempo de incubae&aa a exposicdo as ROS produzidas
pelo metabolismo espermatico (SILVA et al., 200Tontudo, em virtude dos
espermatozoides deste experimento ja se apresantare o desequilibrio oxidativo antes de
iniciar o processo de congelagdo, como demonstsanesultados do sémeém natura estes
transtornos celulares provocados pela congelacdo mi@ pos-descongelagcédo) se
intensificaram durante o periodo de incubacdo (3D emin), conforme identificado pelo
aumento do porcentual de espermatozoéides com &swgglativo.

A manutencdo da integridade do DNA imediatamentedascongelacdo (0 min) e
durante a incubacdo a 37 °C (60 min) pode ter imoordevido ao fato do grau de
compactacao da cromatina espermatica proporciontggaio e manutencao da integridade do
DNA, tornando-os mais resistentes as mutacdeseste@sse ambiental (PERREAULT et al.,
1988). Entretanto, os danos de DNA espermaticogwelmente ocorrem devido a quebra da
estabilidade cromatinica na presenca de estressktion com producdo de B, no
ambiente testicular (TWIGG et al, 1998) ou durantes processos de

congelacédo/descongelacdo (HAMAMAH et al.,, 1990)nte@iamente aos resultados
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observados nos espermatozéides de ovinos confetatado por Peris et al. (2004) que, apds
descongelar e incubé-los por 3 horas a 38 °C, etictdram danos ao DNA gendmico.

Por conseguinte, com base nos resultados de itéelgri acrossomal e estresse
oxidativo, este estudo permite afirmar que o temi@ancubacao interfere na viabilidaohe

vitro das células esperméticas independente da adig@ttidgidante.
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Tabela 1- Motilidade progressiva (%), vigor (O-Btegridade do acrossoma (%) e estresse
oxidativo (%) de espermatozoéides de carneiros Saés criopreservados com
Tris-Gema acrescido de vitamina C e/ou Trolox, dp@&0 e 60 min de incubacao

a 37°C
Tempo de Grupos MP VIGOR Al SOX
incubacéo (min) experimentais (M £DP) (M = DP) (M + DP) (M = DP)
G1 30,0 #10,0 3,0#0,1 70,2 +11%5 75,7 £2,6
0 G2 28,3+7,6  2,8+0,3 59,8+38 70,325
G3 21,7+29 3,303 53,8 +159 76,8+2,5
G4 21,7+12,6 2,840,3 32,8+12%7  71,3+1,8
Gl 26,7429  3,2+0,3 58,8+185 80,522
30 G2 28,3+58  3,2+0,3 483+181 77,0458
G3 18,3+7,6  2,7+0,6 37,3+186 83,0+4,3
G4 20,0#5,0 3,00,1 262+89  76,7+3,8
Gl 20,0+5,0  3,3+0,3 342+§8 857+35%
60 G2 15,0450 2,7 +0,8 378+184 822462
G3 13,3458  2,2+0,3 36,7+§4 86,8+4,0
G4 15,0450  2,5+0,5 20,0+%£8 83,0+3,3

MP= Motilidade progressiva; Al = acrossomas integ&0OX = estresse oxidativo. G1= Tris-
Gema; G2 = Tris-Gema + 6QOM/L de vitamina G G3 = Tris-Gema + 6QM/L de Trolox

G4 = Tris-Gema + 60QM/L de vitamina C + 6QuM/L de Trolox; M = média; DP= Desvio
padrdo. Letras maiusculas diferentes ha mesmaaahdicam p<0,05 entre tempos (0, 30 e
60 min) de incubacédo pos- descongelacao.
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Figura 1 - Taxa de degradacdo da motilidade espieande
amostras de sémen ovino criopreservadas em diluente
Tris-gema (G1) acrescido de vitamina C (G2), Trolox
(G3) e vitamina C + Trolox (G4), ap6s 60 min de
incubacdo em banho-maria a 37 °C.
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3.2 Viabilidadein vitro do sémen ovino criopreservado em diluente Tris-gearou Fiser

acrescidos de vitamina C e Trolox utilizando dois étodos de congelacéo

In vitro viability of the ram semen submitted toywpreservation on Tris-yolk or Fiser diluents addedth

vitamin C and Trolox using two methods of freezing

PEIXOTO, A. L. V. de AL MONTEIRO Jr, P.L.J% PEIXOTO, P. C. V. de A;
SILVA, S. V! CARNEIRO, G.F% GUERRA, M. M. P}

! Departamento de Medicina Veterinaria, Universidaflederal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brasil;

“Caroata Genética — Fazenda Lagoa do Cavalo, GraveRi.

RESUMO

Com o objetivo de avaliar a viabilidade vitro do sémen ovino criopreservado em diluente
Tris-gema ou Fiser acrescidos de vitamina C e Xrotdizando dois métodos de congelacéao,
foram utilizados seis reprodutores ovinos submstidocolheita de sémen com vagina
artificial. ApGs andlise, pooldas amostras foi diluido em Tris-gema (Exp. |)seF{(Exp. II)

e suplementado com antioxidantes: G1) Diluente (©Ot#); G2) Diluente + 60QuM/L de
vitamina C; G3) Diluente + 6AM/L de Trolox e G4) Diluente + 60@M/L de vitamina C +
60 pM/L de Trolox. No Exp. I, as palhetas (0,25 mL, ¥5L0° espermatozéides) foram
congeladas no método convencional (90 min) e cdec@m nitrogénio liquido por 10 min
até atingirem —126C. No Exp. Il, as palhetas (0,25 mL; 200 ¥ &8permatozoéides) foram
colocadas em maquina de congelacgdo, utilizando curass: Lenta (C1= —0,2%/min, de
25°C a 5°C, e a —20C/min, de 5°C a —-12(’C) e Rapida (C2= —-0,%/min, de 25C a 5°C,

e a -12,5°C/min, de 5°C a —120°C) e, em seguida, armazenadas em botijdo criobhemog
(-196 °C). As amostras de sémen foram avaliadas imediatemapds a descongelagdo
(0 min) e depois de 60 min de incubacdo a 37 °@ntgua motilidade progressiva (MP),
vigor, integridade de acrossoma e de DNA e estressativo. No Exp. |, 0s porcentuais de
MP, vigor e integridade de acrossoma diferiram (PSPentre tempos de incubagao (0 e 60
min). Imediatamente ap0s a descongelagdo, os grspolementados com antioxidantes
apresentaram menores porcentuais de células camssestoxidativo (p<0,05), quando
comparado ao grupo controle (G1). No Exp. Il obsetse diferenca estatistica (p<0,05)
entre MP, Al e estresse oxidativo quanto ao tengandubacao (0 e 60 min), assim como
entre os grupos Controle (G1) e vitamina C (G2)getedos na curva 2, apés 60 min de
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incubagdo, quanto ao porcentual de células podadde DNA integros. Dessa forma,
conclui-se que ao se utilizar o método convencideatongelacdo de sémen ovino diluido em
Tris-gema, a adicao de vitamina C e Trolox promoraimenos estresse oxidativo as células
espermaticas imediatamente apds a descongelacdeg Asar o método automatizado de
congelacdo de sémen ovino diluido em Fiser, dewdiear a curva lenta de refrigeracdo
(0,25 °C/min), sem necessidade da suplementacaatalaina C (600uM/L) e Trolox

(60 uM/L) ao diluente.

PALAVRAS-CHAVES: Temperatura, espermatozoide, viabilidade, ROS.

ABSTRACT

The present study had the objective to evaluateirtheitro viability of the ram semen
submitted to cryopreservation on Tris-yolk or Fidéuents added with vitamin C and Trolox
using two methods of freezing. It was used six tansemen harvest with artificial vagina.
After analysis of the samples, theol was diluted in Tris-egg yolk (Exp. 1) and FisexfE

II) and supplemented with antioxidant substance$) Biluent (Control); G2) Diluent +
600uM/L of vitamin C; G3) Diluent + 6QM/L of Trolox and G4) Diluent + 6QM/L of
vitamin C + 6QM/L of Trolox. In the Exp. I, the straws (0,25 mE5 x 10 spermatozoa)
were frozen in the conventional method (90 minugexs) placed in liquid nitrogen during 10
minutes until reaching -120 °C. In the Exp. llasts (0.25 mL; 200 x fOspermatozoa) were
placed in freezing machine, using two curves: S{6W = -0.25 °C/minute, of 25 °C to 5 °C,
and the -20 °C/minute, of 5 °C to -120 °C) and Fagt= -0.5 °C/minute, of 25 °C the 5 °C,
and the -12.5 °C/minute, of 5 °C the -120 °C) aitir that, the straws were stored in N
liquid (-196°C). The semen samples were immediately evaluated thawing (0 min) and
after the incubation period at 37 °C (60 minutesording to progressive motility (MP),
vigor, acrosome and DNA integrity and oxidativeess. In the Exp. I, the percentage of MP,
vigor and acrosome integrity had statistical défeze (p<0.05) between incubation times (0
and 60 min). Imediately after thawing the groupppdonented with antioxidants have lower
percentages of cellss with oxidative stress (p<0ian control group. In the Exp. II,
statistical difference was observed among speranpeters according to the incubation time
(0 and 60 min), as well as between Control (G1)\dtaimin C (G2) groups frozen in curve 2,
after 60 minutes of incubation on the percentagspefm with DNA integrity. So, it can be
concluded that using the conventional method obprgservation of ram semen diluted in
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Tris-egg yolk, the vitamin C addition provides le@ssdative stress on the spermatozoa after
post-thawing; Using the automatized method of crgservation of ram semen diluted in
Fiser, it should be used the slow curve of refagien (0.25 °C/min) without necessity of
vitamin C (60@M/L) and Trolox (6@M/L) addition.

KEYWORDS: Temperature, sperm, viability, ROS.

1 INTRODUCAO

A congelagédo causa danos quimicos e fisicos as meawextra e intracelular das
células espermaticas, os quais sdo atribuidosereies na transicdo da fase lipiditaue
aumento na peroxidacao (ALVAREZ e STOREY, 1992yjdle a mudancas de temperatura e
de osmolaridade, efeitos toxicos dos crioproteterBsmacao de cristais de gelo no ambiente
extracelular (WATSON, 2000). Isto se deve provawita, devido ao acumulo de produtos
toxicos oriundos do metabolismo celular ou, priabigente, pelo aumento da producdo de
espécies de oxigénio reativas (ROS), causandoaxigacéo lipidica (WANG et al., 1997;
BILADEAU et al., 2001) e a fragmentacdo de DNA (BMBER et al., 2003).

A congelacdo do sémen ovino pode ser realizada pedtodo convencional
(SALAMON e MAXWELL, 1995) ou automatizado (KUMAR eal., 2003), visando
preservar a viabilidade das células espermaticasuae posterior utilizacdo através da
inseminacao artificial. Segundo Polge (1957), exisiha zona critica de temperatura entre
—-15 a —-30°C que determina danos a célula espermatica, quanseguir, sdo submetidas a
temperatura de —8%C. No entanto, Drobnis et al. (1993) relatam, emwadongos, que o
intervalo de 5C a -15°C é o momento mais critico para as células espe@satima vez que
temperaturas entre 4 e°C s&do responsaveis pela descontinuidade da petidadbi da
membrana espermatica a agua.

Para Silva et al. (2007), os antioxidantes funaineomo agentes protetores
impedindo a formagdo das ROS e prevenindo o apaeetdo de danos oxidativos nos
espermatozoides, com consequente preservacdo delawet vigor, integridade de DNA e
das membranas espermaéticas, evitando a ocorrémciaeatbdo acrossomal precoce. A
vitamina C é um potente antioxidante intraceluMA{D et al., 2003), capaz de combater 0s
efeitos do superdxido e dos radicais hidroxilas $SEN e YOUNDIM, 1999). Por outro

lado, a vitamina E (e seus derivados hidro e liplas®is) atua como substancia antioxidante,
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protegendo as células de estresse oxidativo (KAGANI., 1992; SATOH et al., 1997),
destacando-se como potente protetor de membramddgibas (SIKKA, 2004) e da
integridade de DNA (AGARWAL et al., 2004).

A acdo sinérgica entre vitamina Caetocoferol impede a peroxidacdo lipidica e
protege o DNA dos espermatozdides contra os efedletérios do kO, (DONNELLY et al.,
1999). Em ovinos, a associacdo de vitamina C e oXrdlanalogo doa-tocoferol)
determinaram maior porcentual de espermatozoidesnaotilidade progressiva e reduziram
o efeito negativo da diluicdo (GUERRA et al, 2008)r isso, objetivou-se com este estudo
avaliar a viabilidaden vitro do sémen ovino criopreservado em diluente Trisegem Fiser

acrescidos de vitamina C e/ou Trolox utilizandcsdogtodos de congelagéo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram selecionados, apds exame andrologico coidstitle avaliacao clinica geral e
do sistema reprodutor, seis reprodutores da ragta $aés com idade variando entre 2 a 4
anos, sendo trés criados (Experimento 1) no muioicip Gravata — PE (08° 12’ 04" Latitude
Sul, 36° 22’ 16” Longitude Oeste) e trés criadBsgerimento Il) no municipio de Brejo da
Madre de Deus — PE (08° 08’ 45 Latitude Sul, 38°16” Longitude Oeste), sendo todos os
animais alimentados em pasto formado por capinofi# Brachiaria sp, além de serem

fornecidos sal mineral e 4gad libitum

2.2 Colheita e avaliacdo do sémen

Os ejaculados foram colhidos semanalmente (n=24yé&g do método de vagina
artificial, com auxilio de uma fémea manequim. lmtnente apds a colheita, o sémen foi
mantido em banho-maria (8€) e submetido a analise macroscépica (volume césgepH)

e microscopica (turbilhonamento, motilidade e Vigoks amostras de sémen fresco e
descongelado foram avaliadas quanto a motilidagey,vintegridade de acrossoma, DNA e

grau de estresse oxidativo.
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2.2.1 Motilidade progressiva e vigor espermatico

Uma aliquota de 1QL de sémen foi depositada sob lamina previamentecda a
37 °C e conduzida ao microscopio optico (Optechim@aay), onde se avaliou MP (0-100 %)
e vigor espermatico (0-5). Em seguida, realizoo-peol de todas as amostras e procedeu-se
avaliacdo de motilidade, vigor e concentracdo esica, sendo submetidas a congelacao
amostras que apresentaram ¥M®% e vigor>3 (CBRA, 1996).

2.2.2 Integridade do acrossoma

A integridade do acrossoma foi avaliada diluindoplOde sémen em 99(L de
solucéo Tris (3,605 g Tris, 2,024 g Acido Citriég488 g Frutose, g.s.p. 100 mL, pH 6,8), a
uma concentracao final de 1 a 2 milhdes de céhalasA seguir, retirou-se aliquota de 1D
dessa diluicdo para confeccdo das laminas, as fyuaim armazenadas a°@, protegidas da
luz e analisadas no prazo de duas semanas. Asa&fioiram coradas no momento da analise
através da técnica de coloragdd C-conjugadaao Peanutaglutinina (FITC-PNA, ROTH et
al., 1998), onde 3(L de solucéo de PNA (20L PNA + 480uL Fosfato Salino Tamponado)
foi depositada no centro da lamina e efetuada aogeneizacdo da amostra, a fim de cobrir
grande extensado da lamina.

Posteriormente, as laminas sofreram refrigeracdd®@ durante 20 min e, apés este
periodo, foram lavadas em 50mL de PBS (Fosfatm&dlamponado) e colocadas em caixa
de isopor para secagem em temperatura ambientes sgragem, aliquotas deph da
solucdo UCD (5 mg Azida sédica em 0,5 mL FosfatéinBaTamponado; 5 mg de
Fenilenediamina (0,1% wi/v); 4,5 mL Glicerol, pH Bjf@oram colocadas entre lamina e
laminula, e observadas em microscopio de fluoresg&®lympus, Germany) utilizando o
filtro de fluoresceina (450-490 nm, espelho dicrioaédde 510 nm), quando foram contados
200 espermatozoidédmina e classificados em: a) acrossomas intaddgs Quando se
apresentavam corados em verde; b) acrossomas gsa@hR), quando apresentavam
coloracdo verde mesclada, sem coloracdo ou apemadaixa verde fluorescente na regiao

equatorial da cabeca espermatica.
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2.2.3 Integridade do DNA

Para analise da integridade do DNA espermaticorédrala técnica de Laranja de
Acridina (EVENSON et al., 1999), aliquota de {10 de sémen foi diluida em 99@ de
solugéo de TNE (0,15M NacCl; 0,01 M TRIS.HCI; 1mM E&Na,.2H,0; g.s.p. 100 mL, pH
de 7,4), em tubos de microcentrifuga a uma cormgidr final de 1 a 2 milhdes de
célulagmL, criopreservadas em nitrogénio liquido e armadas —196 °C. No momento da
andlise, as amostras foram descongeladas®@,3 adicionados 200L de solucdo de TNE
em tubo de microcentrifuga imersos em gelo. Imathanhte apds, foram adicionados 400
de solucédo detergente (0,1 mL Triton X-100; 0,8MNagl; 8 mL 1 N HCI), nos respectivos
tubos a 5 °C, a fim de induzir a desnaturagéo dé.DN

Apés 30 segundos, adicionou-se 6QQ da solucdo de Laranja de Acridina
(Polysciences, USA) tamponada (0,1M acido citri;@; M fosfato de sodio; 0,15 M NaCl e
1mM EDTA em pH 6,0). Em seguida, a amostra foi hgem@izada e aliquotas deb dessa
solucdo foram colocadas entre lamina e laminulabsersadas em microscopio de
fluorescéncia (Olympus, Germany), utilizando adiltle fluoresceina (450-490 nm, espelho
dicroméatico de 510 nm). Um total de 200 espermatie@atémina foi avaliado e classificado
como: a) DNA de espermatozoides com estruturasrai®matina anormal apresentavam a
fluorescéncia vermelha e b) DNA de espermatozéides estruturas de cromatina normal
apresentavam fluorescéncia verde média, no queteed conteido de DNA/@ o grau de

condensac¢do da cromatina espermatica.

2.2.4 Estresse oxidativo

As amostras foram submetidas ao teste de Nitrobaigazolium (NBT; SALEH e
AGARWAL, 2002) para identificacdo da presenca deesse oxidativo espermético, onde
inicialmente foram diluidas (1:1; v:v) em soluc@10% de NBT (Sigma, USA) e incubadas
durante 30 min a temperatura de %7. Posteriormente, as amostras foram colocadas a
temperatura ambiente durante 30 min e, em seqgued#;fugadas a 250 x G (durante 5 min).
Imediatamente apos, o pellet foi diluido em solutés (3,605 g Tris, 2,024 g Acido Citrico,
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1,488 g Frutose, g.s.p. 100 mL, pH 6,8) e efetuadsfregaco. Apds secagem a temperatura
ambiente, 200 espermatozoéid@siina foram contados em microscopio de contrastéase
(100X; Olympus, Germany), sob 6leo de imersdo, aliados quanto ao depdsito de
formazana na célula: a) Espermatozdide portadastiesse oxidativo, quando identificada
presenca de formazana na peca intermediaria ebmgcaaspermatica, e b) célula espermatica
sem estresse oxidativo, quando nao foi identifickienazana na peca intermediaria e/ou

cabeca espermatica.

2.3Diluicao e congelacdo do sémen

Experimento |

ApoOs avaliacdo dpool das amostras, a diluicdo foi efetuada utilizands-Gema
(3,634 g Tris; 0,50 g Glucose; 1,990 Acido Citrit;mL Gema de Ovo; 5 mL Glicerol; gsp.
100 mL), acrescido de antioxidantes de acordo cgrupo experimental, seguindo a ordem
aleatdria de congelacéo: G1) Tris-Gema; G2) Tris&e 600uM/L de vitamina C (Sigma,
USA); G3) Tris-Gema + 6QAM/L de Trolox (Aldrich, USA) e G4) Tris-Gema + 6Q0OA/L de
vitamina C + 60uM/L de Trolox. Ap6s diluicdo, as aliquotas de sén@s X 16
espermatozoides) foram envasadas em palhetas Benf,2e submetidas a refrigeracéo
durante 90 min na geladeira {8). Apds atingir a temperatura de’G, as palhetas foram
colocadas em uma caixa de isopor sobre suportesiggo horizontal a 4 cm do nivel do
nitrogénio liquido, durante 10 min, até atingieénperatura de -1XC e, em seguida, foram

imersas em nitrogénio liquido e armazenadas erjabatiiobiolégico (-196C).

Experimento Il

Para congelacéo, ool das amostras de sémen foi submetido ao procedingent
diluicdo com Fiser [16,28 g TRIS; 7,20 g D-Fruto8¢51 g Acido Citrico; 3,44 g Citrato
Trissodico; 0,79 g TES; 1,81 g Glicina; 50,54 gtbse Monohidratada; 5,93 g Rafinose 5.
H.O; 2,53 g D (+) Frutose; 19,76 g Dextrano B; 120 @licerol; 250 mL Gema de Ovo;

gsp. 1.000 mL; pH 7,0], acrescido de antioxidamtesacordo com o grupo experimental,
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seguindo a ordem aleatoria de congelacédo: G1) E&amtrole); G2) Fiser + 60QM/L de
vitamina C (Sigma, USA); G3) Fiser + @/L de Trolox (Aldrich, USA) e G4) Fiser +
600 uM/L de vitamina C + 6QuM/L de Trolox. Apés diluicdo, as aliquotas de sértZ90 X

10° espermatozéides) foram envasadas em palhetag@%lenQ, e processadas em maquina de
congelacédo (modelo TK 3000, TK Tecnologia em Ccengi® Ltda, Brasil), utilizando duas
curvas de congelacao: Lenta (C1) = —-028nin de 25°C a 5°C, e —20°C/ min de 5°C a
—120°C; e Rapida (C2) = -0%/min de 25°C a 5°C, e - 12,5°C/min de 5 °C a —-12fC.
Imediatamente apds a congelacao, as palhetas tomasferidas para o nitrogénio liquido e

armazenadas em botijao criobiologico (-196 °C).

2.4 Descongelacéo e avaliagéo in vitro do sémen

A descongelacdo do sémen foi realizada em banh@am&7 °C durante 30 segundos
e, a seguir, as amostras foram diluidas em solligdd3,605 g Tris, 2,024 g Acido Citrico,
1,488 g Frutose, g.s.p. 100 mL, pH 6,8) em 1:1; eavaliadas quanto a MP e vigor
espermatico. Apos avaliacdo, foi realizadgawm! de cada grupo, o qual foi avaliado em
triplicata apés 0 e 60 min de incubacdo a 37 °Chtgua motilidade progressiva, vigor,

integridade de acrossoma e DNA e estresse oxidativo

2.5 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usandoftware estatistico (SISVAR),
através da andlise de variancia (ANOVA) conformscd® a seguir: Experimento I= entre
grupos (G1, G2, G3 e G4) em dois tempos (0 e 6 deinncubacéo pos-descongelacdo e no
Experimento lI= entre grupos (G1, G2, G3 e G4)teeeturvas (C1 e C2) em dois tempos (0
e 60 min) de incubacdo a 3T, pds-descongelacdo, e utilizando teste de Tukeg p
comparacao pareada, com delineamento em blocosalieasios em esquema fatorial

(Grupo x Tempo) em nivel de significancia de 5%.

3 RESULTADOS

Experimento |
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As médias dos parametros analisadospdol de sémenin natura evidenciaram
4,1+0,35 de turbilhonamento, 82,5%+3,77 de motil@agrogressiva, 4,6+0,50 de vigor,
68,816,8% de espermatozdides com acrossoma intat@i50% de células com DNA
integros e 35,5+5,05% de células com estressetosdda

Os resultados poés-descongelagdo da avaliacdo ddslascé espermaticas
criopreservadas com Tris-Gema encontram-se na daltel onde se observa que,
imediatamente apos a descongelacdo (momento Ooguessgondeu ao inicio da incubacao a
37 °C), os porcentuais de MP, vigor e integridade dessoma n&o evidenciaram diferenca
estatistica significativa entre tratamentos (p>pd@®n vitamina C, Trolox ou vitamina C +
Trolox, quando comparados ao grupo controle.

Apds o periodo de incubacio a’87(60 min), a analise de MP, vigor, integridade de
acrossoma e estresse oxidativo das amostras cdagklascongeladas ndo evidenciaram
diferenca estatistica significativa (p>0,05) emtagamentos.

Da mesma forma, a integridade do DNA (99+1,0%) goeservada em todas as
amostras de sémen criopreservadas, com ou serxidatites, nos tempos de incubacéo 0 e

60 min, sem apresentarem diferenca estatisticg@ppentre tratamentos.

Experimento Il

A avaliacdo das amostras natura de sémen ovino logo apds a formacaopdol
evidenciou 4,0+0,46 de turbilhonamento, 80+4,1%nu#ilidade progressiva, 4,6+0,50 de
vigor, 24,0£9,23% de acrossomas intactos e 65,8%7 de estresse oxidativo.

A andlise das amostras diluidas em Fiser, acresmidodo de antioxidantes
(vitamina C e/ou Trolox), logo apds a descongelg@amin) encontram-se na Tabela 2 e na
Figura 1, onde se constatou que na curva 1 os p&a@nde MP, vigor, integridade de
acrossoma, e estresse oxidativo ndo evidenciarteren¢a estatistica significativa (p>0,05)
entre os grupos suplementados com vitamina C (@®)ox (G3) ou vitamina C + Trolox
(G4), quando comparados ao grupo controle (G1)aViagda analise de integridade de DNA
evidenciou diferenca significativa (p<0,05) entiee grupos Controle (G1) e suplementado
com vitamina C (G2) quando comparados ao grupaadido de vitamina C + Trolox (G4).

Apds o periodo de incubacdo de 60 min £@7observou-se que as amostras

congeladas na curva 1 (Tabela 2) apresentaramesgasignificativamente menores (p<0,05)
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nos parametros motilidade progressiva, vigor, mdegle de acrossoma, e estresse oxidativo
quando comparadas aquelas avaliadas imediatameddeaadescongelagdo. Ao se avaliar o
efeito da adicdo de antioxidantes, constatou-seratita significativa (p<0,05) entre os
grupos Controle (G1) e aquele suplementado comoXrd@G3) com relacdo aquele
suplementado com vitamina C + Trolox (G4).

Estudando o efeito da curva de congelacdo (C1l es@#te os resultados obtidos de
motilidade progressiva, vigor, integridade de a®posa e estresse oxidativo, em cada
momento isoladamente (0 ou 60 min), constatou-se haver diferenca estatistica
significativa (p>0,05) entre grupos. Entretantosesliou-se diferenca significativa (p<0,05)
entre os porcentuais de células com DNA integrosiad apds 60 minutos de incubacédo das

amostras suplementadas com vitamina C + Trolox,(&#)e as duas curvas de congelacao.

4 DISCUSSAO

As membranas espermaticas dos ovinos sdo sensivaisudancas de temperatura
durante os processos de congelacédo/descongelag@lo deelevada concentracdo de acidos
graxos poliinsaturados, tornando os espermatozésgesiveis aos danos oxidativos e
reduzindo a capacidade de movimentacdo e de fecand@AURICH, 2005), visto que os
espermatozoides produzem ROS intracelular como Itadsu da atividade flagelar
(GAVELLA e LIPOVAC, 1992), e elevada concentrac@RIOS desencadeia a peroxidacéo
lipidica (LPO) da membrana espermatica interferimdo fluidez, no metabolismo, na
integridade do DNA e na motilidade, indicando digfio de membrana plasmética e/ou
alteracdo mitocondrial causada pela deplecao de(AURICH, 2005).

Neste estudo, os resultados sugerem que as cé@spesmaticas ja apresentavam
desequilibrio entre a producdo de ROS e as corgdeis dos antioxidantes antes do processo
de congelacao, evidenciado através do elevado mtaedede células portadoras de estresse
oxidativo (Experimento | e Il). A difusdo de ROSc#ula espermatica através da membrana
mitocondrial e/ou plasmatica pode inibir a atividaghetabolica e causar severos danos a
DNA (ALMEIDA et al., 2006), proteinas, carboidrateslipidios (MISRA e FRIDOVICH,
1972), o que pode justificar a reducdo dos poreentade motilidade encontrados no
Experimento Il (Tabela 2), quando comparados adsrem das amostras analisadas

imediatamente apos a colheita, sendo superiordapmpermatica preconizada por Ollero et
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al. (1996) e Watson (2000), ao afirmarem que 50% ekpermatozoéides sdo danificados
durante a congelagao.

A refrigeracdo das amostras de sémen de 3%Caepecialmente com reducgédo de
temperatura superior a #G/min, resulta em prejuizos as membranas espeanatausados
pelo choque térmico e caracterizados por perdalaage motilidade, danos a membrana
acrossomal, assim como redu¢do do metabolismoredpeo decorrente da perda de enzimas
ou de outros componentes intracelulares (AMANN E€KHETT, 1996). Além disso, a
refrigeracdo da célula espermatica compromete tarmdéegulacdo do influxo de célcio
devido as mudancas nos canais protéicos das messbpdasmaticas (WATSON, 2000),
dificultando a movimentacgéo aleatoria dos lipidkasnrijecendo algumas areas da membrana
plasmatica devido a adeséo de proteinas a pequegiass lipidicas (HAMMERSTEDT et
al., 1990), despolarizando a actina F presenteitnestjueleto responsavel em promover a
exocitose acrossomal (WATSON, 2000), o que poddaterecido o grande porcentual de
espermatozoides com acrossoma reagido nos Expeasiiee 1.

Todavia, a curva de congelacdo nao interferiu ddarsgnificativo nos resultados
obtidos neste estudo, apesar de terem sido cosstiathos irreversiveis aos espermatozoides
(Experimentos | e Il), possivelmente em funcdo @tanbicdo de cristais de gelo, afetando a
integridade da membrana acrossomal e nuclear, didadé e o metabolismo energético
(AMANN e PICKETT, 1996). O efeito da velocidade drigeracdo na sobrevivéncia de
espermatozoides mamiferos congelados em maquidaneiwu que, quando a refrigeracéao é
realizada a -30 °C/min, os danos causados ao aomassdo menores. Entretanto, a MP é
superior quando a refrigeracéo é realizada a -5@ifCquando comparada aquela obtida com
as amostras refrigeradas -30 °C/min (KUMAR et 2003), discordando dos resultados
obtidos no Experimento Il (Tabela 2). Por outroolagls resultados de MP, vigor, integridade
de acrossoma e DNA, e estresse oxidativo obtidosomgelacdo efetuada pelo método
convencional (Experimento I) foram superiores aogdos com a congelagéo realizada em
maquina, corroborando com os relatos de Kumar. ¢2@03).

A descongelacdo também interfere na integridaderesjica, uma vez que ao se
utilizar a congelacao rapida, a descongelacao deerrapida visando dissolver os cristais de
gelo antes da recristalizacdo temporéria, evitaga@loos & membrana e outras organelas
espermaticas (HAMMERSTEDT et al., 1990). Da mesorand, os resultados encontrados
neste estudo (Experimentos | e fitificam os dados de Watson (1995) e Isachenka. et
(2004), ao afirmarem que apds a descongelacdo eocmuucdo na velocidade de

movimentagcdo espermética em virtude dos processosencionais de congelacdo e
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descongelacdo do sémen causarem alteracdes ngdoada fase lipidica/eu aumento na
peroxidacdo (ALVAREZ e STOREY, 1992) e reducdo necentagem de espermatozoides
moveis (WATSON, 1995; ISACHENKO et al., 2004). Nestabalho, tanto na curva 1 (lenta)
quanto na curva 2 (rpida) do Experimento Il, adegelacdo foi realizada na temperatura de
a 37 ° C durante 30 segundos, a fim de elimindeitoedescongelacao.

Por outro lado, o Trolox é capaz de inibir a LP@\a#s da neutralizacdo de radicais
peroxil e alcoxil encontrados nas membranas quétaes em morte celular (PEREIRA et al.,
2003). Se o organismo € privado dessa vitaminamambranas celulares tém sua
permeabilidade alterada, permitindo o influxo dieiogpara o citosol, o acimulo de célcio
nas mitocondrias e, consequentemente, a morteacdAGARWAL et al., 2004), mas ainda
ndo estd comprovado que este antioxidante preseyvporcentuais de motilidade ou a
capacidade fecundante dos espermatozoides, quadidonado ao sémen antes da
congelacéo (ALMEIDA e BAL, 2005).

Alguns estudos demonstram que o uso de vitaminen Earaostras de sémen ovino
pode produzir efeito negativo (UPRETI et al., 1997) ndo interferir na preservacao da
motilidade espermética (DONNELLY et al., 1999),eegpode explicar os resultados obtidos
nesse experimento, uma vez que o Trolox, indepéadincurva de congelacédo, determinou
0S piores porcentuais de vigor espermatico. Emrapattida, a adicdo deste analogo
hidrossoluvel da vitamina E minimizou os danos atis dos espermatozoides
criopreservados na curva 2, além de proporcionaones médias de células com acrossoma
reagido, quando comparado aos demais grupos, opgde ter ocorrido em virtude da
movimentac&o do flagelo necessitar de energia (AT€5te antioxidante atuar na protecao de
membranas bioldgicas (HOLT, 2000).

Entretanto, os resultados desse estudo mostrana gitamina C, na concentragéo
utilizada, nao foi eficaz em proteger a integridddeacrossoma e do DNA, o que pode ter
ocorrido devido ao fato desta vitamina ser altamesgnsivel as alteracbes de pH e
temperatura (ECA et al., 2004), ou seja, ter odoraumento da producdo das ROS como
resposta aos efeitos da congelacédo/descongelaggsin@erais existentes no plasma seminal
inibirem a acado protetora do acido ascobico, unmque a misturan vitro entre Cobre-
ascorbato ou Ferro-ascorbato induz a formacéao dleaia livres, os quais danificam DNA,
lipidios e proteinas (NORBERG e ARNER, 2001).

O DNA espermatico, estrutura estavel e compact@uégafetada pelos processos de
congelacdo e descongelacdo (HAMAMAH et al., 199%miretanto, neste trabalho, as

amostras de sémen mostraram-se sensiveis a cdawmelapida (Experimento |I),



62

principalmente no grupo tratado com vitamina C¢alidando de Donnelly et al. (1999), ao
afirmarem que o ascorbato € capaz de protegevaistinte a fragmentacdo de DNA sofrida
pelo estresse oxidativia vitro, apresentando poder antioxidante em compartimamioso,
preferencialmente o ambiente intracelular (HSU eQOGl2002), que reduz-tocoferol,
peroxidos e superoxidos, além de prevenir a formatg hidroperéxido de lipidios nas
lipoproteinas plasméticas (DONNELLY et al., 1999).

Por conseguinte, com base nos resultados das as\airsémen ovino avaliadas,
conclui-se que o método convencional de congeldedsémen ovino diluido em Tris-gema
suplementado com vitamina C proporciona menor gtauestresse oxidativo as células
esperméticas imediatamente apds a descongelacao.
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Tabela 1 - Avaliacam vitro de células espermaticas (média e desvio padrae@rden de carneiros Santa Inés submetidos a coageltlizando
antioxidantes vitamina C e Trolox ap6s 0 e 60 nainndubacéo a 37 °C, pos-descongelacao (Experinjento

Tempo de Grupos experimentais MP VIGOR Al SOX
incubacéao (M = DP) (M = DP) (M = DP) (M +DP)
(min)
Gl 430+122 34+04 71,0 +8,1 40,8+11,68"
0 G2 44.0+7.9 3,1+0 4 69,149 2 14,649 0"
G3 56,7+8,3 3,2+0,2' 67,1+8,4 22,7+9 67
G4 47,149 4 3,1+0,%3 71,849, 1 19,6+9,9"
G1 33,7+8,8 2,8+0,% 58,5+10,6 46,3+5,F°
60 G2 34.6+8.8 2.7+0 4 63,513 8 19,2+7 18
G3 29,1+7,3 2,740, F 54,0+11,3 25,3+8,0°
G4 38,3+6,8 2,8+0,% 55,1+8,8 22,5+9 4B

M= Média; DP = Desvio padrdo, MP = Motilidade presgiva; Al= Acrossoma integro; SOX = Estresse aixidaG1= Tris Gema; G2 = Tris
Gema + 60QM/L de vitamina C G3 = Tris Gema + 6QM/L de Trolox G4 = Tris Gema + 60AM/L de vitamina C + 6QuM/L de Trolox; DP=

Desvio padrao. Letras minusculas e maiusculasetifes na mesma coluna indicam (p<0,05) entre greip@spos de incubacéo (0 e 60 min) pos-

descongelacéo.
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Tabela 2- Motilidade progressiva (%), vigor (O4Btegridade acrossomal (%) e DNA (%) e grau deessé oxidativo (%) do sémen de carneiros
Santa Inés criopreservado com Fiser acrescidotdemiia C e Trolox em duas curvas de congelacdoe(C2), apos 0 e 60 min de
incubacédo a 37 °C (Experimento Il)

Curva de Tempo de Grupos MP VIGOR Al DNA SOX
Congelacdo incubacdo (min) experimentais (M = DP) (M = DP) (M = DP) (M £ DP) (M £ DP)
G1 13,3+2,9 3,0x0,T 60,8%6,8 98,7+2,3 82,8+3,8
0 G2 21,7+10,4 3,0x0,1 57,7+6,0 97,1+2,2 71,0+3,3
G3 9,36,0 2,5+0,%' 68,0+7,3 92,8+3,5° 77,2+4,3
c1 G4 16,7+7,6 2,7+0,6 52,7+9,6 88,5+4,1° 73,3+12,0
G1 11,7+2.8 3,0+0,F 34,2498 95,5+3,3" 83,748, 7
60 G2 13,3+7,8 2,5+0,% 32,2+7.%4 86,7+3,58° 81,0+2,3
G3 6,3+7,8 1,3+0,6 36,0+12,8 95,3+8,f° 91,2+4,6
G4 6,0+3,8 2,3+0,6 27,5+8,3 81,5+4,3" 90,7+4,6
G1 10,045,0 2,30,6 32,016,6 98,243,2 80,2+6,4
0 G2 16,7+2,9 2,8+0,3 43,0+12,0 93,2+2,8° 80,2+6,4
G3 12,3+9,6 2,0+1,8 57,353 97,3+3,8 61,2+3,6
c2 G4 10,748, 3,00, 28,0+4,4 91,7+2,3° 74,8+3,8
G1 3,7+2,8 1,3+0,6 25,549, 7 92,8+3,3° 93,2+4,6
60 G2 9,0+13,8 1,741,2 30,8+12,5 95,8+7,3° 91,5+4,8
G3 2,3+2,8 1,0+0,F 30,0+4,3 99,9+0,1 84,2496
G4 8,3+7,6 1,5+1,% 18,845,8 95,5+7,8" 88,7+4,6

MP= Motilidade progressiva; Al = acrossoma inte@@X = estresse oxidativo. C1) —0,29min de 25C a 5°C, e —20°C/min de 5°C a —12C; e C2) —0,5C/min de 25°C
a 5°%, e -12,5°C/min de 5 °C a —12%C; G1= Fiser sem antioxidantes; G2 = Fiser + BDUL de vitamina G G3 = Fiser + 6QM/L de Trolox G4 = Fiser + 60QM/L de
vitamina C + 6QuM/L de Trolox; M = média; DP= Desvio padrédo. Letrasiisculas e mailsculas diferentes na mesma coldim p<0,05 entre grupos e tempos (0 e 60

min)

de

incubacéo

pés-descongelacao,

respectivamerimbolos

diferentes

na

mesma coluna

indicam 0p<0,entre

curvas

de congelacéo.
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A B

Figura 1 —Espermatozéides ovinos corados com FIN&-Re Laranja de Acridina,
respectivamente, mostrando acrossoma (A) e DNAir{ctos, ap0ds congelacao
com Fiser acrescido de Trolox.
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3.3 Avaliacédo da cinética, da integridade acrossorha do estresse oxidativo em
espermatozoides ovinos criopreservados em Tris-Genaarescido de acido ascorbico e

Trolox

Kinetics, acrosome integrity and oxidative stresskeiation on the ram sperm submitted to cryopression

with ascorbic acid and Trolox

PEIXOTO, A. L. V.de A MONTEIRO Jr, P.L.J% SILVA, S. V..
NUNES, J. F% SALGUEIRO, C. C. de M% GUERRA, M. M. P.}

'Departamento de Medicina Veterinaria, Universidafiederal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brasil;

?_aboratério de Tecnologia do Sémen — Universidadsdfiual do Ceara.

RESUMO

O estudo teve como objetivo avaliar a cinéticategridade acrossomal e 0 estresse oxidativo
de espermatozdlides ovinos criopreservados em HEisaGacrescido de acido ascoérbico e
Trolox. Sémen de trés reprodutores ovinos da rag@aSnés (quatro ejaculados/animal) foi
colhido com auxilio de vagina artificial e, em selgl foram efetuadas as avaliacbes macro
(volume, cor, viscosidade e pH) e microscopicasbittwtonamento, motilidade, vigor), sendo
o pool de amostras de sémen submetido a nova analiseppoe@dimento de diluicio em
Tris- gema, de acordo com grupo experimental: Gig-Jema (Grupo controle); G2) Tris-
gema + 60QM/L de acido ascorbico; G3) Tris-gema + @W/L de Trolox e G4) Tris-gema

+ 600pM/L de &cido ascérbico + 6OM/L de Trolox. Palhetas (0,25 mL) contendo 75 R 10
espermatozoides foram refrigerados até 5 °C entlgjedadurante 90 minutos, colocadas em
vapor de nitrogénio liquido por 10 minutos atégitem —120°C e, em seguida, armazenadas
em botijao criobioldgico (-196C). As amostras foram analisadas imediatamente @t

0) e aos 60 minutos incubacao a 37 °C, quantoé&icnespermatica (MT, MP, VSL, VCL,
VAP, LIN, STR, ALH e BCF), além da integridade asomal e estresse oxidativo. Os
resultados evidenciaram que o periodo de incubagéderiu negativamente (p<0,05) na
integridade acrossomal, no estresse oxidativo@ndica espermatica (MT, MP, VSL, VAP,
LIN e STR), independente do grupo. Houve aindaetagfo negativa entre integridade
acrossomal e estresse oxidativo para o G3 (Trodoentre estresse oxidativo e cinética
espermética (LIN) no G2 (vitamina C), apés 60 nosude incubacdo, além de correlagédo

positiva entre integridade acrossomal e cinétigeermsatica (MT) para o G2 (vitamina C).
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Com base na avaliacdo da cinética, da integridadessomal e do estresse oxidativo, a
adicdo de 4cido ascorbico e Trolox ndo minimizafegos negativos da criopreservacao e da

incubac&o de sémen ovino a temperatura ¢€ 3@6s-congelagao.

PALAVRAS-CHAVES: Cinética, integridade do acrossoma, estresse tbwiga
espermatozoide.

ABSTRACT

This study objectified to evaluate kinetics, acrasantegrity and oxidative stress on the ram
sperm submitted to cryopreservation with ascorbid and Trolox. Semen of three Santa Ines
rams (four ejaculates/animal) was harvested witifiaal vagina and evaluated according to
macro (volume, color, viscosity and pH) and micogscal parameters (motility and vigor).
Thepool of semen samples was submitted to new analysisliautebn with Tris- egg yolk, in
accordance with experimental group: G1) Tris-yolRoiitrol group); G2) Tris-yolk +
600 uM/L of acid ascorbic; G3) Tris-yolk + 6@QuM/L of Trolox and G4) Tris-yolk +
600uM/L of acid ascorbic + 6QM/L of Trolox. Straws (0.25 mL) with 75 x £8permatozoa
were cooled up to 5 °C in refrigerator during 9wabés, placed in liquid nitrogen vapor per
10 minutes until reaching -12 and transferred into the liquid nitrogen storagatainer
(-196°C). The thawed samples were immediately analyzedif) and after to 60 minutes of
incubation at 37 °C according to kinetics (MT, %PMx%; VSL,um/s; VCL, um/s; VAP
um/s; LIN, %; STR, %; ALH,um and BCF, Hz), beyond acrosome and oxidative stres
(p<0.05). The results showed that acrosome integrkidative stress and sperm kinetic (MT,
MP, VSL, VAP, LIN and STR), independent of the gvphad negative correlation between
acrosome integrity and oxidative stress for G3 grflrolox) and between oxidative stress
and LIN on the G2 group (vitamin C) after 60 mirsutef incubation, beyond positive
correlation between acrosome integrity and totalilityoto G2 group (vitamin C). Based on
the kinetics, acrosome integrity, and oxidativesdr it can be affirmed that the addition of
ascorbic acid and Trolox do not minimizes the negag¢ffects of the cryopreservation and
the incubation of ram semen at temperature dfC3after thawing.

KEYWORDS: Kinetics, acrosome, oxidative stress, spermatozoa.
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1 INTRODUCAO

Durante a congelacdo as alteracdes da estruturearcatarretada pela formacao de
cristais de gelo afetam a estrutura fisico-quingdaacélula determinam danos a membrana
plasmatica, ao acrossoma e ao DNA, alterando didaake progressiva, 0 metabolismo para
producdo de energia (PICKETT et al., 1987; BALL ®,\2002) e a producédo de espécies de
oxigénio reativas (ROS; BAUMBER et al., 2003). Gselguilibrio entre as concentracdes de
ROS e de antioxidantes, conhecido como estresdatoso (De LAMIRANDE E GAGNON,
1995), causa reducdo na qualidade dos parameipesngticos (GUERRA et al., 2004), a
qual é acentuada apds a descongelacao (SILVA,e2Q07). Por isso, estudos mostram o
efeito benéfico da adicdo de vitamina C e/ou Traokre os parametros espermaticos (MP,
integridade de acrossoma e DNA) do sémen humanARMEAL et al., 2004), bovino
(BECONI et al., 1993), equino (BALL et al., 2001peino (GUERRA et al., 2005), devido a
capacidade que estes antioxidantes tém de protagemembranas espermaticas da
peroxidacao lipidica (LPO), reduzindo a acdo dodxido de hidrogénio (bD.) e
combatendo os danos ao DNA (AGARWAL et al., 2004).

A andlise computadorizada do sémen (CASA) tem dakzrita em bovinos, equinos
(JANUSKAUSKAS et al., 1999), homem (HIRANO et &001) e ovinos (SOUZA et al.,
1999), como método acurado para caracterizar aidqdal do movimento da célula
espermatica (VERSTEGEN et al., 2002), diferindo atéilise convencional realizada de
maneira subjetiva (MOSES et al., 1995). Para ag@bada cinética do movimento
espermatico, realiza-se a reconstrucdo das trgetidividuais do espermatozdide, onde séo
determinadas caracteristicas de movimentacdo e&peantomo velocidade, freqiéncia de
batimento flagelar e amplitude da cabeca, as gpassibilitam pressupor a condicdo
fisiologica de cada célula no sistema genital fémoin(DAVIS e SIEMERS, 1995;
VERSTEGEN et al., 2000).

Estudos mostram correlacdo positiva entre veloeidbdtrajetéria (VAP), velocidade
progressiva (VSL), velocidade curvilinea (VCL) edaridade (LIN) com a fertilidade vivo.
Todavia, elevados valores de deslocamento lateralabeca (ALH) ndo s&o desejaveis em
virtude do gasto desnecessério de elevadas coaceéesr de ATP para a realizacdo deste
movimento, o que interfere na sua trajetéria no em do transporte no organismo da
fémea (ARRUDA, 2000). Segundo Pérez et al. (1985 subpopulacdes de espermatozoides

formados durante a espermatogénese sao capazegederir na qualidade das células
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espermatica e podem refletir no batimento de c@B@&), na velocidade de trajetoria (VAP),
na velocidade progressiva (VSL) e na linearidadd )L

Apesar da avaliacdo da cinética espermatica seiem® metodo para avaliacdo
morfologica, outras analises devem ser realizadando estimain vitro a fertilidadein vivo
da amostra de sémen, como por exemplo, integridadeembrana esperméatica (GRAHAM e
MOCE, 2005), do DNA (ZINI et al., 2000; MOUSTAFA at, 2004), do acrossoma (HOLT,
2000; WATSON, 2000) e do estresse oxidativo naslaglespermaticas (SIKKA, 2004).
Assim, este estudo teve como objetivo avaliar atwa, a integridade acrossomal e o0 estresse
oxidativo de espermatozéides ovinos criopreservashos Tris-Gema acrescido de acido
ascorbico e Trolox.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados trés reprodutores da raca Sards, icom idade variando de 2 a 4
anos, criados no municipio Gravata — PE (08° 12'L@Gitude Sul e, 36° 22’ 16” Longitude
Oeste) e alimentados com capim TiftoBrachiaria sp, além do fornecimento de sal mineral
e 4guaad libitum Os animais foram submetidos a exame clinico-ddgicm, sendo

selecionados apenas o0s animais considerados ampducao.

2.2 Colheita e avaliacdo do sémen

Os ejaculados foram colhidos semanalmente (n=I2yé&g do método de vagina
artificial, com auxilio de uma fémea manequim. ltmente apds a colheita, 0 sémen foi
mantido em banho-maria (3Z) e submetido a andlise macroscépica (volume ctspeH) e
microscépica (turbilhonamento, motilidade, vigoAs amostras de sémen fresco e
descongelado foram avaliadas quanto a motilidaidey,vintegridade de acrossoma, DNA e

grau de estresse oxidativo.
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2.2.1 Motilidade progressiva e vigor esperméatico

Uma aliquota de 1QL de sémen foi depositada sob lamina previameniecda a
37 °C e conduzida ao microscopio Optico (Optechpfaay), onde se avaliou MP (0-100 %)
e vigor espermético (0-5). Em seguida, realizoo-peol de todas as amostras e procedeu-se
avaliacdo de motilidade, vigor e concentracado esgira, sendo submetidas a congelacao

amostras que apresentaram M®% e vigor3 (CBRA, 1996).

2.2.2 Integridade do acrossoma

A integridade de acrossoma foi avaliada diluindoplOde sémen em 99(L de
solucéo Tris (3,605 g Tris, 2,024 g Acido Citri@g488 g Frutose, g.s.p. 100 mL, pH 6,8), a
uma concentracao final de 1 a 2 milhdes de cétalasA seguir, retirou-se aliquota de 1D
dessa diluicdo para confeccdo de laminas, os fprais1 armazenadas a°@, protegidas da
luz e analisadas no prazo de duas semanas. Asaéifioiram coradas no momento da analise
através da técnica de coloragéd C-conjugadaao Peanutaglutinina (FITC-PNA, ROTH et
al., 1998), onde 3(L de solucédo de PNA (20L PNA + 480uL Fosfato Salino Tamponado)
foi depositada no centro da lamina e efetuada aogeneizacdo da amostra, a fim de cobrir
grande extensao da lamina.

Posteriormente, as laminas foram refrigeradas &€ 4irante 20 min e, apés este
periodo, foram lavadas em 50mL PBS (Fosfato Salemaponado) e colocadas em caixa de
isopor para secagem em temperatura ambiente. Agpagam, aliquotas deph da solucdo
UCD [5 mg Azida sédica em 0,5 mL Fosfato Salino pamado; 5 mg de Fenilenediamina
(0,1% wi/v); 4,5 mL Glicerol, pH 8,0] foram colocadantre lamina e laminula, e observadas
em microscopio de fluorescéncia (Olympus, Germartifizando o filtro de fluoresceina
(450-490 nm, espelho dicromatico de 510 nm), quarnfdoam contados 200
espermatozoiddémina e classificados em: a) acrossomas intacfl3, (Quando se
apresentavam corados em verde; b) acrossomas agsa@iR), quando apresentavam
coloracdo verde mesclada, sem coloragdo ou apemadaixa verde fluorescente na regiao
equatorial da cabeca espermatica.
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2.2.3 Estresse oxidativo

As amostras foram submetidas ao teste de Nitrob&igazolium (NBT; SALEH e
AGARWAL, 2002), para identificacdo da presenca sieesse oxidativo espermatico, onde
inicialmente foram diluidas (1:1; v:v) em solu¢c@ 0% de NBT (Sigma, USA) e incubadas
durante 30 min a temperatura de 37 oC. Posteridenes amostras foram colocadas a
temperatura ambiente durante 30 min e, em sego@hrifugadas a 250g (durante 5 min).
Imediatamente apos, o pellet foi diluido em solutés (3,605 g Tris, 2,024 g Acido Citrico,
1,488 g Frutose, g.s.p. 100 mL, pH 6,8) e efetuadsfregaco. Apds secagem a temperatura
ambiente, 200 espermatozoéid@siina foram contados em microscopio de contrastéase
(100X; Olympus, Germany), sob 6leo de imerséo, aliados quanto ao depdsito de
formazana na célula: a) Espermatozdide portadastiesse oxidativo, quando identificada
presenca de formazana na peca intermediaria ebmcaaspermatica, e b) célula espermatica
sem estresse oxidativo, quando nao foi identifickienazana na peca intermediaria e/ou

cabeca espermatica.

2.3Diluicao e criopreservacao do sémen

Apés avaliacdo dpool das amostras, a diluicdo foi realizada com Tris&€3,634
g Tris; 0,50 g Glucose; 1,990 Acido Citrico; 15 iBema de Ovo; 5 mL Glicerol; gsp. 100
mL) acrescido de substancias antioxidantes, delacmm o grupo experimental, seguindo a
ordem aleatoria de criopreservacao: G1) Tris-Gebmifole); G2) Tris-Gema + 6QOM/L
de acido ascérbico (Sigma, USA); G3) Tris-Gema HiBOL de Trolox (Aldrich, USA) e
G4) Tris-Gema + 60QM/L de &cido ascoérbico + 6QAM/L de Trolox. Apés diluicdo, as
aliquotas de sémen (75 X ®1@spermatozéides) foram envasadas em palheta®8lend, e
submetidas a congelacdo convencional, sendo gerdgao efetuada durante 90 minutos na
geladeira (5 °C). Imediatamente apos atingir a &atpra de 5 °C, as palhetas foram
colocadas em caixa de isopor, sobre suporte nagmwdiorizontal a 4 cm do nivel do
nitrogénio liquido durante 10 minutos e, em seguidnersas em nitrogénio liquido e

armazenadas em botijao criobiologico (-196 °C).
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2.4 Descongelacéo e avaliacdo do sémen

A descongelacao do sémen foi efetuada em banh@a&7 °C, durante 30 segundos,
e posteriormente as amostras foram submetidasl@gim computadorizada da motilidade
espermatica (CASA), da integridade de acrossonsiresse oxidativo, em duplicata ap6s 0 e

60 minutos de incubacao a 37 °C.

2.4.1 Avaliacdo computadorizada do movimento esgigco(CASA)

Aliguota de fuL da amostra de sémen foi depositada na camaraadkl®& mantida a
37 °C e examinada pelo microscopio de contrastaste(100 x) acoplado ao CASA (IVOS —
Ultimate; Hamilton Thorne BiosciencedSA) que captura e digitaliza as imagens da amostra
no computador acopladdikon, Japéo),conforme descrito por Januskauskas et al. (1999).
Foram analisadas, em média, 1.000 células em 8asaropde se observou os parametros de
motilidade total (MT, %), motilidade progressiva PM%), velocidade progressiva (VSL,
um/s), velocidade curvilinea (VClym/s), velocidade de trajeto (VARM/S), linearidade
(LIN, %), progressividade (STR, %), amplitude desldeamento da cabeca (ALKHmM) e
frequiéncia do batimento de flagelo (BCF, Hz).

Foram capturadas 32 imagens, com 25 frame acdifirde contraste minimo, 3u de
tamanho minimo celular, >75 pm/s de VAP, > 50 pae/8/CL, > 50 % para STR e < 50%

LIN, conforme configuracdo do CASA.

2.5 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usandmftware estatistico SISVAR,
através da andlise de variancia (ANOVA), a fim deliar o efeito da adicdo de acido
ascorbico e Trolox entre os grupos (G1, G2, G3 g &% dois tempos (0 e 60 minutos) de
incubacdo poés-descongelacao, utilizando o test@uttey para comparacdo pareada, com
delineamento em blocos casualizados em esquenr@afai@rupo x Tempo) em nivel de
significancia de 5% sobre a viabilidade pos-deselaggio (MT, MP, VSL, VAP, LIN, STR,

integridade de membrana acrossomal e estressdiva@)ddo sémen ovino criopreservado.
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As médias obtidas entre os grupos (G1l, G2, G3 e (dg@diatamente apos a
descongelacdo (0 min) e pos-descongelacdo (60 eninadibacdo a 37 °C) para MT, MP,
VSL, VAP, LIN, STR, integridade de membrana acrossloe estresse oxidativo foram

correlacionadas.

3 RESULTADOS

O pool das amostras in natura de sémen apresermdasde 82,5+3,77%; 4,1+0,35;
4,6+0,50; 68,8+6,8%; 100,0% e 35,5+5,05% para Mmjilhonamento, vigor, integridade de
acrossoma, integridade de DNA e estresse oxidaggpgectivamente.

Com base na Tabela 1, imediatamente apos a desapige0 min), as ceélulas
espermaticas ndo evidenciaram diferenca estatigbef,05) entre grupos em todos os
parametros da cinética (MT, MP, VSL, VCL, VAP, LISTR, ALH, BCF), assim como da
integridade de acrossoma e do estresse oxidativo.

Da mesma forma, apos 60 minutos de incubacédo & 3@s°médias dos parametros
avaliados também néo apresentaram diferenca &staijs>0,05) entre grupos para cinética
(MT, MP, VSL, VCL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF), integdade acrossomal e estresse
oxidativo.

Todavia, comparando o efeito do tempo de incub&2a@ 60 minutos) a 37 °C entre
os grupos (G1, Controle; G2, acido ascorbico; G8Jok; G4, acido ascorbico + Trolox),
constatou-se diferenca estatistica (p<0,05) parpasdmetros MP, MT, VSL, VAP, LIN,
STR, Al e SOX (Tabela 1).

Ao analisar os resultados apresentados na Tabelas2rvou-se alta correlagdo entre
Al x SOX apresentando r= 0,7 (G1, Controle) e r&-(3, Trolox); entre Al x VSL
constatando-se r= 0,7 (G1, Controle) e r= 0,6 @&&jo ascoérbico) e Al x VAP r= 0,7 (G4,
acido ascorbico e Trolox). Todavia, a correlacétveeastresse oxidativo (SOX) e cinética
espermética evidenciou baixo indice de correlagdegendente do grupo avaliado.

Apos 60 min de incubacdo a 37 °C constatou-secati@lacdo negativa entre Al x
SOX (r=-0,6) para o G3 (Trolox), alta correlaca@sifiva entre Al x MT (r= 0,7) para o G2
(acido ascorbico) e alta correlacdo negativa ehitbe VCL (r=-0,9) e Al x MP (r=-0,6) para
o G3 (Trolox). Em contrapartida, os indices de alagdo entre SOX e cinética espermética
foram de r= -0,6 (SOX x VSL), r= -0,6 (SOX x STR)= -0,8 (SOX x LIN) para G2
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(vitamina C); r= 0,6 (SOX x VAP) para G3 (Trolox}y 0,7 (SOX x LIN), r= 0,6 (SOX x
VSL), r=-0,6 (SOX x VCL; SOX x BCF) para o G4 (&h 3).

4 DISCUSSAO

A avaliacdo da cinética espermatica ndo deve seriap parametro para avaliacao,
por fornecer apenas informacbes da movimentacagellg como reflexo da funcédo
axonemal (DAVIS e SIEMERS, 1995), pois segundo Péteal. (1997), as subpopulacdes de
espermatozoides formados durante a espermatogéhesmpazes de interferir na qualidade
das células espermatica e podem ser refletidositiménto de cauda (BCF), na velocidade de
trajetéria (VAP), na velocidade progressiva (VSlgeelinearidade (LIN).

As células espermaticas apresentavam elevadosnpaaice de estresse oxidativo no
sémen fresco, imediatamente pés-descongelacdnjlenapds 60 min de incubagédo a 37 ° C
(Tabelas 1, 2 e 3), exceto para ALH, BFC e VCL (%), o que pode ter sido agravado
pelos danos decorrentes da formacéo de cristagelde MULDREW e Mc GANN, 1994) e
da acdo toxica do glicerol (WATSON, 1995), os quaigminam com aumento da
permeabilidade da membrana espermatica (HINKOSVABN-CHEVA et al., 1989),
aparecimento de crioinjurias no axonema (HOLT, 200@ducdo da motilidade e da
integridade morfologica (WATSON, 1995; HOLT, 2000WATSON, 2000) e,
consequentemente, a fertilidade (SALAMON e MAXWEI2000).

Os baixos porcentuais de MT e MP (Tabela 1), rdtooboram com Guerra et al.
(2005), ao relatarem que amostras de sémen ovhmetidas a diluicdo com Tris-Gema e
coloracdo com Hoeschst 33342, acrescido de vitai@in@.400uM) e Trolox (600uM)
determinaram maior porcentual de gametas com whadid progressiva (24,3+8,8 % e
22,3+4,63 % na suplementacdo com vitamina C e Xralespectivamente), reduzindo o
efeito negativo da taxa de diluicdo, da coloragdim ¢ioechst 33342 e da criopreservacao.
Diferindo do observado por S6nmez e Demirci (20@4) afirmarem que o acido ascorbico
(0,5; 1 e 2 mg/mL) promove efeito negativo na ctelgdade de sémen ovino diluido com
Tris-gema contendo diferentes proporcdes de gliggo5 e 7%) sobre a motilidade, a
integridade acrossomal e as patologias espermaticas

Apesar do controle da concentracdo das ROS oquelaiinclusdo de antioxidantes ou

pelo uso de condicbes que reduzam a oxidacdo @éueanbngelacdo (AGARWAL et al.,
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2004), a eficicia do antioxidante depende do tiga eoncentracdo das ROS/RNS produzidas
(PENA et al., 2003). Assim, neste experimento ésiye$ que tenha ocorrido acédo pro-
oxidante ou associacdo entre os antioxidanteslituiolor, fazendo com que a vitamina C
e/ou Trolox atuem como protetor em determinad@siai mas falhe na protecdo ou mesmo
aumente as lesdes induzidas em outros sistemazcenfelata Watson (2000).

Os porcentuais de integridade acrossomal (Tabelandy diferentes grupos foi
sensivel apenas ao tempo de incubacdo, pois ha@erdige na resisténcia entre o0s
compartimentos espermaticos pela distribuicdo bgésrea entre proteinas e lipidios aos
danos causados pela criopreservagao e pelos damadivios (PARKS e GRAHAM, 1992;
MAIA, 2006). Os porcentuais de acrossomas intagibidos neste experimento nao
evidenciaram diferenca entre os grupos tratados §68@o ascoérbico; G3, Trolox; G4, acido
ascorbico e Trolox) e o controle (G1), contrariaddwich et al. (1997) ao observarem que o
acido ascorbico adicionado ao diluente de refrigiavaconstituido por Leite desnatado-
Glicina resultou no aumento do porcentual de esgemdides com membranas integras.

O G3 (Trolox) apresentou-se alta correlacdo negadintre Al x SOX (r=-0,7),
sugerindo maior capacidade fertilizante, o que @velmente ocorreu devido a sua
capacidade antioxidante, impedindo ou minimizarsladlanos provocados pelas ROS através
da reducdo da propagacédo de reagbes em cadeiaidaglugelos radicais livres nas
membranas bioldgicas, neutralizando radicais supy6 e peroxido de hidrogénio
(BUETTNER, 1993). A correlacéo positiva entre valade de trajetéria (VAP), velocidade
progressiva (VSL), velocidade curvilinea (VCL) enéaridade (LIN) podem significar
elevadas taxas de fertilidaohevivo (ARRUDA, 2000) Dessa forma, os espermatozoides com
elevada correlagdo negativa entre estresse oxadatiintegridade acrossomal, correlagao
positiva entre Al x VAP, VSL, VCL e LIN, correlacaregativa entre SOX e VAP, VSL,
VCL e LIN podem também significar elevada capacidimdtilizante.

Contudo, pode-se afirmar que, com base na avalidedcinética, da integridade
acrossomal e do estresse oxidativo, a adicdo d® @sicorbico e Trolox ndo minimiza os
efeitos negativos da criopreservacdo e da incubde&®&men ovino a temperatura de’G7

pos-congelacéao.
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Tabela 1- Média e desvio padrdo (M + DP) das caresticas do movimento espermatico avaliadas psiensa CASA, integridade do
acrossomal e estresse oxidativo do sémen ovinpreservado em Tris-Gema acrescido de vitamina @lext

Tempo de Incubacgéo

0 minutos 60 minutos
G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4
MT (%) 47,7 £28,3° 44,3281 36,4+27,9° 32,7+21,2° 48,0+26,9 52,1253 343+125 32,4191
MP (%) 8,2 43,3 7,7 3.4 6,8 3,7 6,4 +2.8" 7,6 £3,1° 6,8 +2,5° 4,9 +1,6° 5,6 +1,8

VSL (um/s) 32,7+20 31,0£3,8 332+30 32,0+19 28,7+28 293+18 292+08 29,1+1F
VCL (um/s) 101,4+35  99,2+38 97,9+ 2,5 96,8+ 1,71002+22 101,1+4,2 100,4+21  99,8+27
VAP (um/s) 553+23 537+38 54,0+17 535+26 518+28§ 523+2F 519+08 506+23

LIN (%) 32,3+34 312+27 340+5060 31,1+1,8 286+2% 290+18 29,1+08 292+1,9
STR (%) 59,2+4/7 576+29 616+70 598+28 554+28 560+268 563+18 576+23
ALH (um/s)  3,6+0,3 35%0,3 3,3+0,3 3,3+0,2 30,2 3,7+0,3 3,6+0,2 3,6+0,2
BCF (Hz) 51+0,8 48+1,3 54+0,9 56+06 7403 53+0,7 4,7+0,7 49+0,8
Al (%) 685+127% 766+73 704+6,0 80,3+86 494+11,% 665+1168 56,1+7,F 56,0+4,68

SOX (%) 737+324 755+34 77,7+998 747+92 727+78 836+7F 873+47% 869+78

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiwSL = velocidade progressiva; VCL = velocidadevilimea; VAP = velocidade
de trajeto; LIN= linearidade; STR = ProgressividatleH = amplitude de deslocamento da cabeca; B@#€giiéncia do batimento de
flagelo; Al = acrossomas integros; SOX= estressagativo. G1= Tris-Gema; G2 = Tris-Gema + 6W/L de acido ascorbicdG3 =
Tris-Gema + 6QuM/L de Trolox G4 = Tris-Gema + 60QM/L acido ascorbico + 6QM/L de Trolox; Letras mailsculas diferentes na
mesma linha indicam p<0,05 entre tempos (0 e 6Qitwé) de incubacdo pdés-descongelacao.
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Tabela 2 - indices de correlacéo entre as méditdastpara cinética espermatica, integridade desaomal e estresse oxidativo em
espermatozoéides ovinos criopreservados em Tris-Gawnescido de acido ascorbico e Trolox imediatameqos a
descongelacao

B S0X  WOL WAL  WAP LN SIR MP  MT  ALH ECF AT 80 VOL Wil  wAP LN STR  MP  MI  4LH  EBCF
1D i 10
0¥ 07 1p s0x g7 1
VCL o o0p a0 1p VoL 02 01 10
YeLoo07  0x  0p 1p ¥EL 01 1l 0@ 1p
Bl VAP 01 03 .04 01 1P 53 VAP 01 01 03 02 1p
LM 0f 03 05 0% 03 1p LM ol 01 0p  1p 02 1
STR 0 04 02 0p 05 0F  1p STR. 01 01 0 1p 05 1 10
MP @01 0] o0l 04 0p 03 03 1p MP 01 01 03 04 07 05 OfF 1]
MI @5 04 .01 A3 0fF  -0f  -1p 05 1p MT 01 o0p 07 06 0 04 0fF 0g 1p
ALH 07 05 03 07 03 45 -0p  0F 0 1P ALH 02 01 05 .03 03 03 04 03 0F 1n
BEF 01 0l .04 0p 0F 02 04 0F 05 0p 1 ECF 02 02 0 0F 01 0F 0§ 02 .03 -0 1D
a1 AT 10
50X 02 1p S0 01 1
VCL 04 01 1 VL 0 01 10
YELo0f  0p 0 1D Vi 05 04 04 1n
VAR 03 01 07 0% 1p B4 VAP 07 04 03 0F 1p
#2 LM 0f 01 04 08 0 1p LM 04 05 0] 1p 05 10
STR  0p 02 04 0F 04 03 1p STR 01 02 04 0 02 0g 10
MPE  0p 0F Op 03 04 03 0p  1p ME .00 0§ 02 05 02 05 05 1p
MI 01 04 04 04 0f 03 03 05 1P MI 0z 02 05 03 04 05 08 07 1p
ALH 01 03 07 0F  0f 01 01 01 0F  1p ALH 0p 02 0f 03 03 05 0f 04 0g 1p
BCF 04 02 04 0 0p  0p O0f o0& 0F 04 1p ECF 05 03 01 03 0z - S 7 SR F SO T S - SO 1

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiwL = velocidade progressiva; VCL = velocidadevilimea; VAP = velocidade
de trajeto; LIN= linearidade; STR = ProgressividatleH = amplitude de deslocamento da cabeca; B@€giiéncia do batimento de
flagelo; Al = acrossomas integros; SOX= estressgativo. G1= Tris-Gema; G2 = Tris-Gema + §0M/L de acido ascorbicds3 =
Tris-Gema + 6QuM/L de Trolox G4 = Tris-Gema + 60QAM/L de acido ascorbico + §oM/L de Trolox.
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Tabela 3- indices de correlacdo entre as médiadashpara cinética espermatica, integridade dessonoal e estresse oxidativo em
espermatozoéides ovinos criopreservados em Tris-Genmescido de acido ascorbico e Trolox apos 60 twsnde incubacao
a 37 °C pés-descongelacéo

A SoX WOl Wil WAF LN SR WE M ALH  BOF M E0X Vel Ve VAP LI SR MF I ALH ECF
A 1p A g
SOX gy g 0K .o g
VL ops 0s 1p VEL  hs 03 1
VEL oz ogp o7 10 VEL a1 01 0x 1
Bl OVAR 4y g2 0g 1 1p B VAR a0 0z 04 1D
MM 5y 1 0 1p 0 1p L gz 02 w7 05 o0l 10
SR pp 02 05 08 0 10 1] IR gz 0 0p 05 45 04 1)
ME 45 01 0y 0z 04 0g op 18 MP O 4s 03 03 o0p o7 03 0 1p
ME 4s o5 wp 0p 09 07 0§ 04 1p MI hs 04 02 0p 0F w2 45 1p 1p
ALH oy gp o4 0f 05 03 05 04 04 1p ME g3 05 w1l 01l o0p  op w1l 01 w03 1n
BCF  ps  pl 04 0g  0g 08 0f 0@ 0f 03 10 BCF  pz o1 05 07 02 0l 05 03 03 03 10
A A g
SRS ohe 2 SOX gy g
VL gz 01 1p VCL g1 w0p 1p
VI g4 w05 0 1D VLo a4 0s @ 1P
B2 VAR g3 g1 1p 07 1p Bt VAR L4 op op 05 1p
LN 3z g w3 0 01 1p LN 4z o7 w0 0p o4 Lp
TR g3 s w0p 04 04 08 10 TR g1 05 w0f 02 OF  0p 1)
ME o4y w3 0F 0y og ol o0p  1p ME 4z o4 0 a2 02 43 a5 1p
MT 45 g1 o 0F o0y 04 0F  0F  1p MT pp w3z o0l 0z o0p ol @ 0 1p
MH g1 o0p 07 03 07 0F 04 02 04 1p ME s oz 0y w5 01 907 0 0p 02 1p
BCF g2 og  op w32 a1 01 0l ol o 1 BCF  op w01 04 @2 02 03 B 0 0 1

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiwL = velocidade progressiva; VCL = velocidadevilimea; VAP = velocidade
de trajeto; LIN= linearidade; STR = ProgressividatleH = amplitude de deslocamento da cabeca; B@€giiéncia do batimento de
flagelo; Al = acrossomas integros; SOX= estressgativo. G1= Tris-Gema; G2 = Tris-Gema + §0M/L de acido ascorbicds3 =
Tris-Gema + 6QuM/L de Trolox G4 = Tris-Gema + 60AM/L de &cido ascorbico + §oM/L de Trolox.
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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