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EFEITO DA UTILIZACAO DE ANTIOXIDANTE NO DILUIDOR PARA A
CRIOPRESERVACAO DE SEMEN BOVINO AVALIADO ATRAVES DE
TESTES COMPLEMENTARES, INSEMINACAO ARTIFICIAL E
FECUNDACAO IN VITRO.

RESUMO - Efeitos deletérios dos radicais livres causam a lipoperoxidagdo da membrana plasmatica
dos gametas feminino e masculino e dos embrides cultivados in vitro, sendo responsavel por perda da
produgdo in vitro de embrides e redugdo da fertilidade in vivo. O estudo foi realizado com objetivo de
investigar o efeito protetor do diluidor de sémen contendo antioxidante submetido a criopreservagao e
avaliado por testes complementares (teste de termo resisténcia, hiposmoético e fluorescéncia), pela
inseminacao artificial e fertilizacdo in vitro. Ejaculados de cinco touros foram agrupados nos seguintes
tratamentos: 1 — Diluidor Tris — gema (controle — Dil C); 2 — Diluidor Tris —gema + Trolox 200puM
(antioxidante-Dil T). Amostras com os diluidores com concentragio final de 25 x 10° espermatozoides/
palheta foram envasadas em palhetas de 0,25 mL. Em uma fazenda localizada no Mato Grosso do Sul —
MS, foram inseminadas 300 novilhas Nelore, e para cada touro realizou-se 60 inseminagdes artificiais
(palhetas descongeladas em 35°C por 20 seg). Oocitos com citoplasma homogéneo e cumulus
compacto de ovario de vacas de abatedouro foram selecionados e maturados em grupos de 25 por gota
em 100ul de meio TCM 199 com SFB, FSH, hCG e estradiol, piruvato de s6dio e amicacina, por 24
horas, sob 6leo mineral, e foram cultivados com 5% CO, e 95% umidade em ar, a 38,5°C. Depois da
maturacdo, os odcitos foram colocados em gotas com TALP contendo BSA, PHE e 10ug/ml de
heparina com 1x 10° espermatozdides moveis por ml. Quatro palhetas (duas — DC e duas — DT) do
mesmo touro e ejaculado foram descongeladas e cada palheta foi processada por um método de
separagdo espermadtica para recuperacdo do sobrenadante: método de lavagem (duas centrifugacdes de
36xg por 5 min em 2ml de TL-sémen) e gradiente de Percoll (45 e 90%, submetido a centrifugacdo a
500xg por 30 min). Depois de 22 - 24 horas, os zigotos tinham as células do cumulus removidas e
cultivadas em gotas de meio SOF suplementado com 2,5% SFB e 0,5% BSA, com 5% CO, e 95%
umidade em ar, a 38,5°C, durante 9 dias. No dia 7 os embrides produzidos foram submetidos ao teste
de TUNEL para detectar fragmentacdo de DNA Os resultados foram analisados pelo teste do Qui-
quadrado, em tabela de contingéncia, com nivel de significancia de 5% para IA e PIV e pelo teste de
Tukey com nivel de significancia de 5% para as caracteristicas dos testes complementares e o teste de
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TUNEL. A avaliagdo da integridade funcional e estrutural da membrana plasmatica dos
espermatozodides pelos testes complementares ndo diferiu (p>0,05) entre os diluidores. A taxa de
prenhez diferiu entre touros (p<<0.001) e touros com mais espermatozoides anormais foram melhor com
antioxidante no diluidor (p<0.06). Diferencas nas taxas de blastocistos foram verificas (p<0.05),
31.74% vs. 34,5%, para Dil C e Dil T, respectivamente. A produc¢do de embrides foi melhor com o
gradiente de Percoll do que com o método de lavagem (34,8% vs. 31.55%, respectivamente, p<0.05). A
menor porcentagem de células apoptoticas foi para o método de lavagem com a utilizacdo do Dil T
(p<0,05) e observou-se diferenga entre touros na producao de apoptose dos seus embrides (p<0,05). O
uso de antioxidante no diluidor de sémen melhorou a viabilidade espermatica aumentando as taxas de
blastocisto e de prenhez. A técnica de separagdo espermatica, pelo gradiente de Percoll, aumentou a
producao de blastocistos e foi melhor com a utilizagdo do Dil T e os testes complementares nao

apresentaram diferenga entre os tratamentos.

Palavras-Chave: Antioxidante, Blastocistos, Diluidores, Integridade de membrana, Produgdo de

embrides, Sémen, Taxa de prenhez, Touro
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EFFECT OF ANTIOXIDANT IN THE CRYOPRESERVED BOVINE SEMEN
EVALUATED BY COMPLEMENTARY TESTS, ARTIFICIAL INSEMINATION
AND IN VITRO FERTILIZATION

ABSTRACT - Deleterious effects of free radicals cause lipoperoxidation of the plasmatic membrane
of female and male gametes and in vitro cultured embryos, being responsible for losses in in vitro
production of embryos and reduction in in vivo fertility. The objective of this study was to investigate
the protective effects of semen extender containing antioxidant submitted to cryopreservation and
evaluated by artificial insemination, in vitro fertilization and complementary tests (hyposmotic,
fluorescence, and thermal resistance tests). Ejaculates from 5 bulls were treated with Tris egg yolk
extender (control-CE) alone or supplemented with 200pl Trolox in the extender (antioxidant-AE). The
samples with the extenders with a final concentration of 25 x 10° spermatozoa/ml were placed into 0.25
ml straws. Three hundred Nelore heifers from a cattle farm in Mato Grosso do Sul - MS, were
separated into 5 groups of 60 animals. For artificial insemination, the straws were thawed at 35°C for
20 sec and the females in each group were inseminated with semen of the same bull, using 30 female
for each semen extender treatment. For in vitro fertilization, oocytes with homogeneous cytoplasm and
compact cumulus, collected from ovaries of slaughtered cows were selected and maturated in groups of
25 in droplets of 100ul TCM 199 medium with FCS, FSH, hCG and estradiol, sodium pyruvate and
amicacin, for 24 hours, under mineral oil, in atmosphere of 5% CO,and 95% humidity in air, at 38.5°C.
After maturation, the oocytes were placed in droplets with TALP containing BSA, PHE and 10pg/ml of
heparin with 1x 10° motile spermatozoa/ml. Four straws (two — CE and two — AE) from same bull and
ejaculate were thawed and each straw was processed for one spermatozoa separation method for pellet
recover: washing medium (twice centrifugations at 36g for 5 min in 2ml of TL-semen) and Percoll
gradient (45 and 90%, submitted a centrifugation at 500g for 30 min). After 22 - 24 hours, zygotes
were stripped from cumulus cells and cultivated in droplets of SOF medium supplemented with 2.5%
FCS and 0.5% BSA in 5% CO, and 95% humidity in air, at 38.5°C, for 9 days. In the day 7, the
embryos were submitted to TUNEL test for analysis of DNA fragmentation. The results were analyzed
by Qui-square Test, in contingency table, with significance level of 5% for Al and PIV and by Tukey
test, with significance level 5% for the characteristics of the complementary and TUNEL tests. The

pregnancy rates differed between bulls (p<0.001) and bulls with more abnormal spermatozoa were
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better with antioxidant in the extender (p<0.06). in the blastocysts rates were different (p<<0.05) for CE
(31.74%) and AE (34,5%). Embryos development was higher (p<0.05) after in vitro fertilization using
Percoll gradient (34,8%) than compared to washing medium (31.55%). The utilization of the wash
method with AE showed lower percentage apoptotic cells (p<0.05) and showed diference among bulls,
in the embryos apoptosis production (p<0.05). Antioxidant in the semen extender improved spermatic
viability and increased blastocyst in vitro development and pregnancy rates. The use of Percoll
gradient, for sperm separate, increased blastocyst production and was better with AE than CE. The

complementary tests showe no diference between treatments.

Key-Words: Antioxidant, Blastocysts, Bull, Embryo production, Extenders, Integrity membrane,

Pregnancy rate, Semen
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

Introducio

Estrutura do espermatozdide e da membrana plasmadtica

Quando se trata da estocagem dos espermatozoéides para uso em qualquer biotecnologia
aplicada a reproducdao, ¢ mais relevante considera-los como constituidos de nucleos e
microtiibulos altamente condensados, fibras e estruturas membranosas, devido a resposta
diferenciada destes componentes estruturais ao choque térmico, redu¢do de temperatura ou
criopreservacado (MAGNAGO, 2000). Os microtubulos e as estruturas fibrosas sdo importantes
para a motilidade espermatica porque constituem os pares do axonema, das fibras densas e do
revestimento fibroso das pecas intermedidria e terminal. Por outro lado, as estruturas
membranosas sao mais importantes sob a perspectiva do choque térmico (AMANN e GRAHAN,
1993; WATSON, 1995) e do estresse oxidativo (O'FLAHERTY et al., 1997 ¢ 1999).

A membrana plasmatica envolve todo o espermatozdide e ¢ o componente mais
externo. Embora seja continua sobre a superficie dos espermatozoides, a sua natureza difere
regionalmente (FLESH e GADELLA, 2000). A composi¢do de proteinas das membranas de
regioes diferentes varia mais do que a composi¢cdo de lipidios, refletindo a especializacao
funcional. A composicao lipidica ¢ caracteristica para cada reino, espécie, tecido e organela de
certo tipo celular (SCOTT, 1973).

Os fosfolipidios, cujas cadeias de acidos graxos sdo predominantemente poliinsaturadas,
quando submetidos a reducdo da temperatura, assumem uma forma conica, na qual as
extremidades hidrofobicas sdo externas e as hidrofilicas internas. Essa estrutura ¢ denominada de
forma “hexagonal II” ou micela invertida. Quando a membrana estd em transi¢do da fase fluida
para a fase cristalina, para muitos lipidios, a formagdo dessa micela invertida ¢ transitoria;
entretanto, para certos fosfolipidios, esta estrutura persiste. Como conseqiiéncia, tem-se aumento
da permeabilidade da membrana com o estabelecimento de canais que permitem a entrada de
ions e pequenas moléculas, podendo desestabilizar a membrana, causando danos irreparaveis e

perda de viabilidade (AMANN e PICKET, 1987; PARKS e GRAHAM, 1992; WATSON, 1995).



Capacitagdo e reagdo acrossomica

A capacitacdo espermatica ¢ um requisito necessario para que ocorra a fertilizagao e
constitui de alteragcdes na membrana plasmatica que tornam os espermatozoides capazes de
efetuar a reacdo acrossomal verdadeira, quando em condigdes fisiologicas, sdo expostos a uma
glicoproteina que compode a zona pelucida do ovocito (BLEIL e WASSARMAN, 1983).

Os estagios iniciais da capacitacdo, nos ruminantes € primatas, ocorrem na cerviz, pela
passagem dos espermatozodides nas microestruturas do muco cervical (HAFEZ, 1995; SCOTT,
2000), promovendo a remocdo e alteracdo de componentes derivados dos testiculos, como as
glicoproteinas (THERIEN et al., 1998) ¢ do plasma seminal que foram adsorvidos ou ligadas a
membrana plasmatica dos espermatozoides (MILLER e HUNTER, 1986; CHANDONNET et
al., 1990). Das estruturas dos espermatozoides, a membrana plasmatica ¢ a que mais sofre
mudancas durante a capacitagdo, principalmente por estar em contato direto com o meio
capacitante. Entre as principais mudangas estdo: deple¢do da relacdo colesterol/fosfolipidio
espermatico na superficie (THERIEN et al., 1998; WOLFE et al., 1998; FLESCH ¢ GADELLA,
2000) permitindo aumento da fluidez da membrana, principalmente pelo aumento da
concentracdo de fosfatidilcolina, desestabilizador de membrana; ocorrem também alteracdes nas
glicosaminoglicanas; influxo de ions célcio; aumento do nivel de AMP ciclico e modificacdes de
algumas atividades enzimadticas, principalmente a proteina quinase C (BAILEY e BUHR, 1993;
FOURNIER-DELPECH et al., 1993; HAFEZ,1995; O’FLAHERTY et at., 1997 e 1999;
BILODEAU et al., 2000).

Ha indicios que os processos de capacitacdo sejam estimulados por lipoproteinas de alta
densidade (HDL), provenientes do fluido folicular ou do oviduto, e que proteinas do plasma
seminal bovino (BSP’s) aceleram a capacitagdo provida por seus indutores (THERIEN et al.,
1995). Embora os radicais livres sejam tidos como prejudiciais aos espermatozoides, O
'FLAHERTY et al. (1999) demonstram que quantidades controladas do anion superoxido (O5)
s30 necessarias para os processos de hiperativagdo/capacitacdo e que o peroxido de hidrogénio
(H>0,) participa como indutor da reagdao acrossomal em sémen bovino. Desta maneira, DE
LAMIRANDE e GANON (1993) mencionaram que a capacitacdo ¢ parte de um processo
oxidativo.

A capacitagdo termina com o evento de exocitose chamado de reacdo acrossomal, que
tem como objetivo, permitir que os espermatozdides possam penetrar na zona pelicida do

ovécito (YANAGIMACHI, 1994).



Radicais livres e antioxidantes

Quimicamente, os radicais livres sdo substancias que apresentam numero impar de
elétrons, sendo, portanto, altamente energéticos e instaveis. Podem ser formados pela a¢do direta
de alguma fonte de energia externa (luz, calor e radia¢do), ou interna, proprio metabolismo
(subprodutos da respiragdo celular), por reacdes catalisadas pelos metais (ferro e cobre) ou por
enzimas. Essa energia ao atingir o &tomo faz com que um elétron, seja removido do seu orbital,
formando novo atomo contendo um elétron extra, denominado, radical livre, e para se tornar
novamente estavel, precisa liberar essa energia acumulada.

O termo espécies de oxigénio reativas (em inglés, ROS) se referem aos radicais livres
ou espécies de oxigénio ativas, tais como, radical livre superoxido, radical hidroxil, peréxido de
hidrogénio (que ndo ¢ um radical livre, mas um metabolito do oxigénio extremamente deletério)
e oxigénio singlete, que podem causar injuria oxidativa em membranas lipidicas, proteinas trans
membranas e carboidratos, danificando 4cidos nucléicos e despolimerizando acidos hialurénicos
(OCHSENDOREF, 1999).

A oxidagao de lipidios ¢ um exemplo tipico de reagdo envolvendo radicais livres
(ARAUJO, 2001), e a velocidade da reagdo de oxidagdo depende do grau de insaturagdo na
molécula do acido graxo, assim, quanto maior o grau de insatura¢do, maior sera a suscetibilidade
a oxidacao.

Desta maneira, os acidos graxos insaturados podem ser atacados quimicamente pelo
radical livre, fazendo com que ocorra reacdo propagadora de auto-oxidacdo, na formacgdo de
novos radicais livres (BOOTH ¢ MCDONALD, 1992; ARAUJO, 2001). Sendo a membrana
espermatica rica em acidos graxos poliinsaturados (ZALATA e DEPUYDT, 1998; BAUMBER
et al., 2000) torna-se altamente sensivel as espécies reativas de oxigénio (ROS) (COMHAIRE e
MAHMOUD et al., 1999; OCHSENDOREF, 1999).

A maioria dos seres vivos possuem eficiente sistema de protecdo capaz de neutralizar os
efeitos maléficos ocasionados pelas espécies reativas formadas durante o metabolismo do
oxigénio e da oxidagdo de lipidios. As células entdo possuem um sistema de defesa antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico. Esses sistemas participam no bloqueio da a¢do dos radicais livres
antes que eles causem a lesdo ou como reparador da lesio ocorrida (ARAUJO, 2001).

No sistema enzimatico, diversas enzimas estdo envolvidas nesse mecanismo: a
superoxido dismutase (SOD), remove o radical superoxido, convertendo-o em peroxido de
hidrogénio; a catalase (CAT) destréi o peréxido de hidrogénio, convertendo-o em dagua e
oxigénio; a glutationa peroxidase (GPx) que é a mais importante na remog¢ao de peroxido nas

células; entre outras como a glutationa (GSH), a glutationa redutase (GR).
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Essas enzimas estdo presentes no plasma seminal e nos espermatozoides dos animais, na
espécie bovina, as enzimas encontradas no plasma seminal foram a glutationa peroxidase,
superoxido dismutase e a catalase (em baixa concentragdo) e nos espermatozdides foram
principalmente a superdxido dismutase e baixas concentragdes de glutationa peroxidase.
Verificou-se auséncia da catalase nos espermatozoéides bovino, diferindo de outras espécies
como no homem e ovino, nas quais a atividade da catalase foi detectada (BILODEAU et al.,
2000).

Em relagdo ao sistema ndo enzimatico faz parte compostos de baixo peso molecular,
incluindo as vitaminas C e E, diferentes compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q), cido
tirico e acido lipico (NORDBERG ¢ ARNER, 2001). Com excecio da vitamina E (a-tocoferol),
que ¢ um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes encontra-
se no meio intracelular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

BILODEAU et al. (2000) sugeriram que o balanco entre a produ¢do de ROS e a
desintoxica¢do dos mesmos, pode ser importante fator de sobrevivéncia e funcionalidade dos
espermatozodides antes, durante e apds sua criopreservagdo, exercendo influéncia direta sobre a
fertilidade. Eles notaram que o espermatozodide bovino ¢ pouco adaptado para metabolizar o
peroxido de hidrogénio (H,O,). Observaram que a principal enzima antioxidante envolvida na
desintoxica¢do das ROS no sémen bovino sdo glutationa peroxidase e superdxido dismutase, a
glutationa que ¢ um cofator das enzimas também possui papel antioxidante. Segundo BECONI et
al. (1993) e BILODEAU et al. (2000) as concentragdes de glutationa e superoxido dismutase,
respectivamente, sdo reduzidas significativamente no processo de criopreservagdo de sémen
bovino.

Os antioxidantes podem ser classificados como primarios e secundarios (ou sinérgicos).
Os primarios incluem os compostos fenolicos poliidroxilados (Galatos) e os fendis com
impedimento estrutural (Butil hidroxianisol - BHA, Butil hidroxitolueno - BHT, Butil
hidroxiquinona - TBHHQ e tocoferdis) e possuem a fun¢do de inibir a fase inicial da reagdo pela
interagdo com os radicais livres, ou na etapa de propagacao, reagindo com os radicais alcoxil ou
peroxil, e ou, pela formagao do complexo antioxidante-peroxil. Os sinérgicos sao classificados
de forma genérica como removedores de oxigénio e complexantes, sendo o acido ascorbico o
principal antioxidante deste grupo (ARAUJO, 2001). Estes podem atuar na regeneragdo do
radical fenoxil, doando hidrogénio e conseqiientemente regenerando o antioxidante primario.
Essa interagdo entre os varios antioxidantes com a habilidade de regenerar outras espécies
oxidadas (vitamina E, vitamina C e glutationa) ¢, talvez, mais importantes que a concentragao
destes no organismo (BUETTNER, 1993).

Vitamina E ¢ o nome dado a um grupo de tocoferdis biologicamente ativos derivados de
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componentes presentes nos vegetais. O principal composto ativo que ocorre naturalmente ¢ o d-
a-tocoferol, sendo a forma y a menos ativa (BOOTH e MCDONALD, 1992; SWENSON et al.,
1996).

Os 4acidos graxos poliinsaturados contém a configuragdo de -CH=CH-CH,-CH=CH- em
que o hidrogénio no atomo de carbono central ¢ facilmente removido, resultando na formacao de
um radical livre. Os elétrons no radical reajustam-se e ¢ adicionado oxigénio para formar um
peréxido. Os peroxidos podem romper-se para formar dois radicais livres, resultando numa
reagdo de cadeia autopropagadora. Os antioxidantes atuam fornecendo hidrogénio para o radical

livre e o estabiliza. O antioxidante torna-se um radical livre, mas tem a propriedade de poder

reajustar-se em um conjunto estavel e dessa maneira interromper a reagdo de propagacio

(SWENSON et al., 1996).

Fig.1 — Representa¢do da membrana
plasmatica (uma camada lipidica)
destacando a regido hidrofobica e
hidrofilica dos fosfolipideos.

a - cadeia de 4cidos graxos
polinsaturados atacada pelo radical
livre.

b — formag¢do de um novo radical
livre.

¢ — desestruturagdio da membrana
plasmatica que assume nova
configuragdo (micela invertida).

d — efeito antioxidante da vitamina E
(doag@o do hidrogénio).

e — reestruturagdo da membrana
plasmatica; reciclagem da vitamina
E pela acédo da vitamina C.

Fonte: BUETTNER, G.R. The pecking order of free radicals and antioxidants: lipid perixidation, a- tocopherol,
and ascorbate. Arch. Bioch. Biophy. V.300, p 535-543, 1993.

A vitamina E ¢ um inibidor reconhecido da peroxidacdo de lipidios em membranas
biologicas (ERNSTER, 1993) e tem efeito de protecdo na atividade metabodlica e viabilidade
celular de espermatozdides bovinos criopreservados (BECONI et al, 1993). Porém,
O’FLAHERTY et al., (1997) nao obtiveram modificagdes nos parametros de viabilidade
espermatica apos a descongelacdo do sémen contendo vitamina E.

Antioxidantes quimicos ndo sdo efetivos como a vitamina E, pois ndo sdo estocados no
corpo do animal (MCDOWELL et al., 2000), porém no caso do Trolox a vantagem ¢ que sendo
analogo da vitamina E, porém hidrossoltvel, sua utilizagdo o torna conveniente para estudos em
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sistemas bioldgicos naturais.

O 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico, posteriormente demoninado
de Trolox C (CORT et al., 1975), como dito anteriormente, ¢ um analogo hidrossolavel do
tocoferol que foi sintetizado por Scott e sua equipe em 1974 e indicado como antioxidante para a
preservagdo de oleos e gorduras tanto animal quanto vegetal. Sua atividade antioxidante em
oleos vegetais e gordura animal ¢ maior que a do a e y-tocoferol (CORT et al., 1975). Seu
mecanismo antioxidante ¢ semelhante ao da vitamina E, ou seja, envolve o OH fenodlico ¢ a
remocao de radicais peroxil (ALBERTINI e ABUJA, 1999).

O trolox ¢ distribuido em ambas as fases da bicamada de lipideos das biomembranas,
tornando-se um excelente protetor contra a lipoperoxidagdo e, além disso, pode ser adicionado
diretamente a membrana lipidica (sistema intacto) sem a necessidade de solventes ou outros

métodos de extracdo (BARCLAY et al., 1995).

Diluidores e criopreservagdo espermdtica

Muitos estudos tém sido realizados na tentativa de desenvolver um meio em que o
minimo de espermatozoides seja perdido durante o processo de criopreservagdo e que atenda
todas as qualidades como: permitir a preservacao da motilidade e da integridade da membrana
plasmatica dos espermatozodides, por estabilizar o pH do meio, neutralizar produtos toxicos
produzidos pelos espermatozdides, proteger os mesmos contra o choque térmico, manter o
equilibrio eletrolitico e pressdo osmotica compativel com os espermatozodides, atuar como fonte
de energia, estabilizar sistemas enzimaticos e ainda inibir o crescimento bacteriano (PICKETT e
AMANN, 1993; ENGLAND, 1993).

Como visto anteriormente, existem diferencas na composi¢ao lipidica da membrana
plasmatica entre as espécies, racas e ainda entre individuos da mesma espécie, o que pode
explicar o maior ou menor efeito protetor de um diluidor aos espermatozdides de um
determinado individuo (HOLT, 2000), sendo que aqueles cujo sémen tolera os efeitos da
criopreservacao sao denominados de bons congeladores (WATSON, 2000).

Os sistemas tampdes devem ser um dos constituintes dos diluidores, para que os ions
hidrogénio produzidos pelo metabolismo dos espermatozoides sejam neutralizados, fazendo com
que o pH da solucdo seja mantido proximo a neutralidade (6,8 a 7,1), pH 6timo para os
espermatozoides. Os meios tampdes mais utilizados nos diluidores para sémen de bovinos sao o

citrato € o Tris (Tris-hidroximetil aminometano).



Os agucares sdo adicionados ao meio diluidor como substratos exdgenos de energia,
além de componentes osmoticos. Os espermatozoides sdo capazes de metabolizar glicose, frutose
€ manose.

Antibioticos também sdo acrescentados ao meio diluidor para prevenir contaminagdes
das amostras de sémen, principalmente, durante a manipulacio do mesmo. Os antibidticos
comumente utilizados sdo a penicilina e a estreptomicina. Adicionalmente, CASH (1997)
mostrou que a penicilina possui a fungdo de impedir a peroxidacao lipidica, podendo atuar
sinergicamente na protecao de radicais livres.

A gema de ovo, particularmente seus componentes fosfolipides, como a fosfatidilcolina
(lecitina), possui agdo protetora sobre membranas celulares. Em fun¢ao de ocorrer uma interagao
dos fosfolipidios com os constituintes das membranas espermaticas, por meio da ocupacao por
parte desses lipidios, em sitios especificos da superficie das membranas. Por isso, tem sido
acrescentada aos meios diluidores de varias espécies, com intuito de conferir maior prote¢do as
membranas dos espermatozoéides, durante o processamento do sémen. No intuito de previnir as
lesdes primarias associadas ao choque térmico, principalmente aquelas que alteram a
permeabilidade da membrana (QUINN et al., 1980; ENGLAND, 1993; WATSON, 1995).

Com o objetivo de manter a integridade da membrana e aumentar a viabilidade
espermatica, experimentos utilizando antioxidantes (vitamina E, Trolox, vitamina C, catalase,
superdxido dismutase, entre outros), como componente do diluidor, tem sido empregado em
varias espécies (BECONI et al., 1993; AURICH ¢ SCHONHERR, 1997; O'FLAHERTY et al.,
1997 e 1999; UPRETI e JENSEN, 1998; BILODEAU et al., 2000 ¢ 2002; BALL et al., 2001;
BORGES, 2003; MAIA, 2006), sendo que os mesmos inibem ou diminuem a produgdo de
radicais livres, entretanto podem ndo interferir nos parametros da viabilidade espermatica
(O'FLAHERTY et al., 1997).

J& os crioprotetores que sdo substincias capazes de promover a sobrevivéncia celular
durante o resfriamento, a congelacdo e descongelagdo, podem ser classificados de duas maneiras:
intracelulares e extracelulares (AMANN e PICKETT, 1987). Entre os crioprotetores
intracelulares, que sao pequenas moléculas que atravessam a membrana plasmatica e atuam no
meio intracelular e extracelular, estdo: o glicerol, etilenoglicol, acetamida, dimetilsulfoxido. Os
crioprotetores extracelulares ndo atravessam as membranas plasmaticas, sendo formado por
grandes moléculas como as proteinas presentes no leite e gema de ovo, agucares como lactose,
rafinose, trealose, metilcelulose entre outros (PICKETT e AMANN, 1993).

Os crioprotetores devem ser substancias de baixo peso molecular e de baixa toxicidade
para as células, embora todos os crioprotetores sejam toxicos para as células em concentragdes

elevadas (FAHY, 1986).



O glicerol, um alcool polihidrico altamente permeavel, ¢ o crioprotetor mais empregado
na congelacdo de s€men nas diferentes espécies. Sua concentragdo 6tima pode ser influenciada
por outros componentes do diluidor, além da curva de resfriamento, e protocolo de congelacdo e
descongelagao. Contudo o fator determinante estd relacionado com a espécie, embora seu efeito
toxico sobre os espermatozoides seja observado em elevadas concentracdes, levando a perda da
capacidade de fertilizar, o que pode ser restaurado quando o mesmo ¢ removido (HOLT, 2000).

E durante o periodo de resfriamento que os espermatozéides interagem com os
componentes da gema do ovo e adquirem resisténcia ao choque térmico e a criopreservacao
(WATSON, 1995), sendo este periodo o principal entrave no sucesso da congelacdo. As
mudangas irreversiveis a membrana plasmatica dos espermatozédides ocorrem de maneira geral
entre 20°C e 5°C (QUINN et al., 1980; WATSON, 1995).

Dessa forma, a curva de resfriamento rdpida imposta ao sémen ¢ responsavel pela
maioria das lesdes celulares, em decorréncia da alteracdo das propriedades fisicas das
membranas espermaticas (WATSON, 1981). O choque térmico, que ocorre durante a fase de
transicao (entre 20°C e 1°C) e caracteriza-se pela passagem da membrana plasmatica do estadio
liquido para o estadio cristalino (gel), causa mudangas irreversiveis a membrana plasmatica dos
espermatozodides, devido a ruptura e perdas de seus arranjos celulares (AMANN e PICKETT,
1987, HOLT, 2000). Essas alteracdes sao associadas a diminui¢do da producdo de energia
(movimento circular ou perda prematura de motilidade) e aumento da permeabilidade da
membrana.

A sensibilidade ao choque térmico varia de acordo com o grau de maturagdo dos
espermatozoides, com a espécie, com a qualidade e quantidade do plasma seminal, podendo ser
determinada pelo contetdo de colesterol na membrana e o grau de saturagdo dos acidos graxos
(WATSON, 1981).

O tipo de fosfolipidios e a quantidade de proteinas presente na membrana plasmatica
também influenciam na sensibilidade ao choque térmico, sendo que espécies que possuem maior
proporcao de fosfatidil colina : fosfatidil etanolamina sdo mais resistentes, enquanto que espécies
que possuem maior conteudo de proteina sdo menos resistentes (PARKS e LYNCHY, 1992).

A curva de congelagdo ¢ de extremamente importante na manutengdo da integridade
celular, pois se a mesma ¢ rapida, ndo hd tempo para que ocorra a desidratacdo dos
espermatozoides, o que possibilita a formacao de gelo intracelular, que ¢ prejudicial a célula. Em
casos de curva de congelacdo lenta, haverd a desidratacdo dos espermatozoides impedindo a
formagdo de gelo intracelular, porém a alta concentragdo de solutos também pode causar danos a

célula (WATSON, 1995).



Além das lesdes sofridas pela membrana plasmatica durante a congelagdo, também
ocorrem danos durante o processo de reaquecimento da célula apos a descongelagdo, uma vez
que a membrana ¢ submetida a rearranjos estruturais envolvendo lipidios e proteinas e a
passagem rapida de agua para o interior da célula pode causar o rompimento das membranas
(WATSON, 1995; HOLT, 2000). Assim, a fase de descongelacdo ¢ tdo importante quanto a
congelagdo para a sobrevivéncia da célula. O protocolo de descongelagdo preconizado para

bovinos ¢ de 35°C, por no minimo 20 segundos, para palhetas de 0,25mL.

Testes complementares

Para serem férteis, os espermatozoides devem ser capazes de expressar varias
caracteristicas, em uma determinada ordem e tempo. Além disso, nimero suficiente de
espermatozodides férteis deve estar presente na proximidade dos oocitos, para ocorréncia da
fecundacdao. Sendo que estes devem apresentar pelo menos quatro atributos basicos pos-
descongelagdo, tais como: metabolismo para produgdo de energia; motilidade progressiva;
enzimas acrossomais intactas necessarias para a penetracdo dos espermatozoides através das
estruturas que circundam o oocito; proteinas da membrana plasmatica importante para a
sobrevivéncia dos espermatozoides no trato reprodutivo feminino e para a jungdao dos mesmos ao
odcito no momento da fertilizagio (AMANN e PICKET, 1987).

No entanto, predicdo da capacidade fecundante de amostras de sémen pode ndo ser
precisa com a realizacdo de um unico teste in vitro, porém quando os métodos in vitro sao
usados em conjunto, aumenta-se a acuracia em predizer o potencial de fertilidade do sémen
criopreservado (SIKKA, 1996). Dentre esses métodos, in vitro, podemos incluir os que avaliam
as caracteristicas do movimento espermatico, potencial de membrana mitocondrial, a integridade
da membrana plasmatica e acrossomal, a capacidade de penetragdo no muco cervical, a
capacidade e reacdo acrossomal, o reconhecimento da zona pelacida, a fusdo espermatozoide-
odcito, o grau de estresse oxidativo sofrido pelo espermatozoide e a integridade do seu DNA.

No entanto, ainda falta um consenso dos testes laboratoriais para avaliar a verdadeira
fertilidade do espermatozoide. Desta forma, métodos concretos de avaliacdo do s€émen pods-
descongelagdo, bem como sua viabilidade, possuem significado econdomico de suma importancia

(FAZELI et al., 1997; RODRIGUEZ MARTINEZ et al., 1997).

Caracteristicas Fisicas e Morfologicas do Sémen



FONSECA (1999) relata que dentre os aspectos fisicos do sémen, a motilidade
espermatica progressiva e o vigor espermatico sao as caracteristicas mais avaliadas para predizer
a qualidade seminal a campo. Segundo o autor, estes parametros sdo de grande importancia e
pode revelar, por si so, a existéncia de distirbios bioquimicos no s€émen, associados ou nao com
alteracdes da espermiogénese. Entretanto, STALHAMMAR et al. (1994), ressaltam as limitagdes
da analise isolada da motilidade espermatica progressiva como critério unico de avaliacdo de
sémen bovino.

A evidéncia de relacdo entre morfologia espermadtica e fertilidade de touros foi descrita
primeiramente por Williams e Savage em1927, citados por varios autores que avaliaram sémen
bovino tanto in natura quanto criopreservado (RAO et al., 1980; SODERQUIST et al. 1991).

BARTH e OKO (1989) citam a importancia da morfologia espermatica na indicagdo do
estddio de normalidade da motilidade espermatica progressiva e da producdo espermatica.
Segundo os autores, a qualidade do sémen por meio do estudo da morfologia das células
espermaticas reflete a saude dos tubulos seminiferos, epididimos e glandulas anexas.

Diversos autores tém relatado que estes parametros, embora importantes, ndo podem
avaliar conclusivamente a capacidade de fecundacao do s€émen (AMANN, 1989; FAZELI et al.,
1997; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997), sobretudo quando se avalia o sémen
descongelado e o relaciona com indices obtidos a campo.

Dessa forma, faz-se problema para as industrias de inseminacao artificial, nas espécies
de animais de produgdo, a diferenca encontrada na fertilidade sem que ocorra maior diferenca na
motilidade e morfologia espermatica, exceto nos casos mais severos (FAZELI et al., 1997). Tal
fato assume grande importancia uma vez que, na maioria dos casos, os touros doadores de sémen
tém sido selecionados com base nas caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen (SILVA,

2000).

Teste de termo-resisténcia

O teste de termo-resisténcia (TTR) consiste na incubagdo de uma amostra de sémen
descongelado, em banho-maria, por tempo pré-estabelecido, sob determinada temperatura,
avaliando-se a motilidade progressiva e o vigor espermatico (DIMITROPOULOS, 1967).

O teste de termo resisténcia rapido aplicado na avaliagdo de sémen bovino congelado
constituiu-se como uma prova de grande aplicabilidade (ARRUDA et al., 1997), especialmente
por sua correlagdio com fertilidade a campo. Outros trabalhos verificaram a associa¢do da
resisténcia dos espermatozodides imposta ao periodo de incubacdo estabelecida em testes de

termo resisténcia com importantes implicagdes fisioldgicas e praticas, sendo que as correlagdes
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com fertilidade in vitro e a campo mostraram-se presentes (VISHWANATH e SHANNON,
1997).

De acordo com HENRY e NEVES (1998) o s€émen bovino sera considerado de boa
qualidade se a amostra apresentar ao final do teste pelo menos 15% de motilidade espermatica

progressiva retilinea e trés de vigor espermatico.

Teste Hiposmotico

O teste hiposmoético (HIPO) tem sido um dos métodos utilizados para avaliar a
integridade funcional da membrana das células espermaticas em vdrias espécies: humana
(JEYENDRAN et al., 1984), caprina (FONSECA et al,, 2001; MARTINS, 2001), canina
(BUENO, 2000, OLIVEIRA, 2003), suina (VAZQUEZ et al., 1997), eqiiina (NEILD e
GADELLA, 2002; FURST, 2002; SANTOS, 2003) e bovina (REVELL ¢ MRODE, 1994;
CORREA et al., 1994 e 1997; ROTA et al., 2000, BORGES, 2003; SIQUEIRA et al., 2007).

Uma das propriedades da membrana celular ¢ o transporte seletivo de moléculas que
pode ser observado quando a célula € exposta a condi¢des hiposmoticas, permitindo a entrada de
agua através da membrana plasmatica, para o meio intracelular, até atingir um equilibrio
osmotico. Esse processo ocorre somente nas células que possuem a membrana plasmatica viavel
e devido ao influxo de agua, ocorre edema celular, visualizado com enrolamento na regido da
cauda, local de maior susceptibilidade (JEYENDRAN et al., 1984).

Altas correlagdes entre teste hiposmotico e fertilidade de amostras de sémen bovino
congeladas foram verificadas em programas de inseminacdo artificial (REVELL e MRODE,
1994; CORREA et al., 1997). Entretanto, testes realizados in vitro, observaram correlagdes

baixas e negativas entre teste hiposmoético de sémen congelado e fertilidade (ROTA et al., 2000).

Teste de Integridade da Membrana Plasmdtica (Fluorescéncia)

Recentemente, maior atencdo tem sido dispensada a avaliacdo da integridade da
membrana plasmatica dos espermatozoides, considerando sua integridade como requisito
fundamental no processo de fertilizagao.

CROSS e MEIZEL (1989) reportaram que existem diferentes métodos que podem ser
empregados para a avaliacdo do acrossoma espermatico, como microscopia de contraste de fase,
coloragdes especificas para visualizagdo do acrossoma, em microscopia Optica convencional e
marcadores fluorescentes, sendo que cada um dos métodos apresenta fatores positivos e

negativos.
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A utilizag@o de corantes fluorescentes como Hoechst 33258 (H258), iodeto de propidio
(IP), diacetato de carboxifluoresceina (DIC), entre outros, tem sido empregados para facilitar a
visualizagao do acrossoma em diversas espécies, uma vez que os mesmos fornecem meios para
detectar componentes especificos dentro de uma célula com acurada sensibilidade e seletividade
(HARRISON e VICKERS, 1990; DEN LEEUW et al., 1991; VALCARCEL et al., 1994;
ZUCCARI, 1998; AZEREDO, 1999; SOUZA, 2001; OLIVEIRA, 2003; SANTOS, 2003;
BORGES, 2003; MAIA, 2006).

Varios trabalhos utilizaram os corantes DIC e IP para a realizagdo do teste de
integridade da membrana plasmatica. HARRISON e VICKERS (1990) preconizaram um método
onde adicionaram baixa concentragdo de formaldeido as solugdes de diacetato de
carboxofluoresceina (DIC) e o iodeto de propidio (IP) para imobilizar as células espermaticas
sem causar danos estruturais as mesmas, permitindo a analise por meio de microscopio de
fluorescéncia. Esse método foi modificado por ZUCCARI (1998), onde a autora descreve um
protocolo que utiliza o0 meio com citrato de sddio ao invés de meio TALP na solugdo trabalho.
Sobre acdo das esterases as células liberam carboxifluoresceina livre (impermeaveis as
membranas) que acumulam no interior do acrossoma, mitocondria e citoplasma. Esse acimulo
de DIC nos espermatozoides integros foi visualizado pela coloracdo verde fluorescente, ja as
células espermadticas que apresentam lesdes na membrana plasmatica podem ser coradas de

vermelho pelo IP, corante de DNA, sendo impermeéavel & membrana integra.

Testes de atividade citoquimica (Coloracdo DAB)

Os espermatozoides sao células metabolicamente ativas, possuindo enzimas necessarias
para realizar as reagdes de glicolise, do ciclo dos 4cidos tricarboxilicos, da oxida¢do dos 4cidos
graxos, transporte de elétrons e provavelmente, a via das manoses. Dois processos metabdlicos
denominados glicolise e respiragdo mantém um adequado balanco energético as células
espermaticas, sendo suas taxas dependentes da concentracdo e motilidade dos espermatozoides
no sémen. Na glicolise anaerdbica, que no touro seria frutolise anaerdbica, ja que a frutose € o
principal agtcar no plasma seminal, o espermatozoide degrada a frutose, glicose ou manose com
conseqiiente producdo de acido latico, permitindo aos espermatozodides sobreviverem em
condi¢des anaerobicas durante a estocagem para posterior uso em inseminacao artificial
(BARBOSA, 1996).

Em presenca de oxigénio, os espermatozodides utilizam uma série de subprodutos
incluindo o 4cido latico, acido piruvico, acido acético, glicerol, acidos graxos, certos

aminodcidos e sorbitol. Esta via oxidativa, denominada respiracao mitocondrial, ¢ mais eficiente
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na produ¢do de energia do que a frutdlise. Usando estes processos catabolicos, os
espermatozodides convertem a maior parte de energia em ATP (adenosina trifosfato). A maior
parte do ATP ¢ utilizada na motilidade espermadtica, que ¢ um processo consumidor de energia
(AMELAR et al., 1980; HAFEZ, 1995; BARBOSA, 1996).

Uma das técnicas utilizadas para quantificar a atividade respiratdria em
espermatozodides ¢ a descrita por HRUDKA (1987), em que a atividade da enzima citocromo C
oxidase no espermatozoide ¢ quantificada sob microscopia de luz. A técnica citoquimica era
baseada na oxidagdao do 3,3’ diaminobenzidina (DAB) pelo complexo citocromo C oxidase,
numa reacdo em cadeia, na qual o reagente era polimerizado e depositado no local de reagdo. O
deposito podia ser identificado por sua cor, restrita as mitocondrias sob microscopia comum. A
atividade era prontamente inibida por KCN, um inibidor especifico da enzima, ou pelo calor
(70°C/ 5min) no espermatozoide. Este procedimento foi testado para sua especificidade e

validado em vérias espécies, tanto no s€émen recém colhido como no criopreservado.

Teste de TUNEL

Apoptose, ou morte celular programada ¢ caracteristica no desenvolvimento de animais
e plantas e é tio importante quanto o processo mitético para a formagdo de um individuo. E
observada em condi¢des normais no desenvolvimento de embrides in vivo e in vitro do inicio de
desenvolvimento de embrides (NEUBER et al., 2002). O indice de células em apoptose pode
indicar a qualidade de blastocistos produzidos.

Uma série de eventos bioquimicos e morfoldgicos ocorre no nicleo e citoplasma da
célula em apoptose. A condensacdo e fragmentacdo do DNA nuclear estdo associadas com a
peroxidacao lipidica e oxidagdo de proteinas e aumento do reticulo endoplasmatico (HALL,
1990). O ensaio TUNEL, detecta células que iniciaram o processo de morte celular, pois a
enzima terminal “deoxynucleotidyl transferase” (TdT) catalisa a incorporacdo de “biotinylated

deoxyuridine” (dUTP) nos locais de quebra de DNA e o sinal é amplificado por fluorescéncia.

Producdo in vitro de Embrioes e Inseminacdo Artificial

Como visto anteriormente, nenhum parametro isolado de qualidade de sémen fornece
informacdo com devida confiabilidade para fertilidade, pois os resultados demonstram
complexidade do processo de fertilizagdo. Sendo assim, a associagdo de testes complementares

in vitro, possuem maior acuracia em predizer a fertilidade do sémen in vivo (SILVA, 2000), pois

13



as caracteristicas presentes nos espermatozoides férteis ndo sdo avaliadas por tnico método de
avaliagdo (SIKKA, 1996; BUENO, 2000).

Porém o teste de fertilizagdo in vitro possui maior correlacdo com a fertilidade
(WHITHFIELD e PARKINSON, 1995), embora sem davida alguma, o melhor indicador seja a

taxa de prenhez. Por isso, testes in vitro e in vivo tornam-se complementares.

Meétodo de Separagio Espermdtica

A preparagdo dos espermatozoides para a fecundacdo in vitro (FIV), em bovinos,
envolve usualmente, procedimentos para separar os espermatozoides do plasma seminal, diluidor
e/ou crioprotetores, sendo que os métodos comumente utilizados sdo técnica do sedimento —
“swim up” (PARRISH et al., 1984), separacao por gradiente descontinuo de Percoll (AVERY e
GREVE, 1995) e lavagem mediante centrifugacdo (JAAKMA, et al., 1997). Estes procedimentos
também selecionam e concentram os espermatozéides normais de maior motilidade para a FIV.
Entretanto, existem divergéncias em relacdo aos resultados obtidos com a utilizacdo destes
métodos e observa-se que a viabilidade pds-descongelacdo ainda ¢ significativamente afetada
pelo diluidor do sémen (ANZAR e GRAHAN, 1995), podendo interferir nos subseqlientes
processos de fecundacdo e/ou desenvolvimento embrionario

A adi¢dao de antioxidante no diluidor do sémen tem o intuito de reduzir os niveis de
radicais livres e, conseqiientemente, evitar a lipoperoxidagdo da membrana plasmatica dos

espermatozdides, mantendo sua viabilidade e aumentando as taxas de clivagem e de blastocisto.

Em sintese, as mudancas na estrutura e funcao das células espermaticas, principalmente
no acrossoma, mitocondria e membrana plasmatica, determinam sua viabilidade pos-
descongelagdo. Deste modo, buscando melhorar a manutencdo das estruturas e fungdes
espermaticas apos o processo de criopreservacgdo, o presente trabalho foi realizado com objetivo
de avaliar o meio diluidor contendo antioxidante na manutengdo da viabilidade espermatica, por
meio de testes in vitro: teste de termo-resisténcia lento, teste hiposmotico, teste de fluorescéncia,
teste de atividade mitocondrial e a fecundacao in vitro, e a inseminacao artificial como testes in

vivo.
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HIPOTESES

A adicdo de antioxidante ao diluidor protegerda a membrana plasmatica dos

espermatozoides bovinos durante o processo de criopreservagdo, aumentando a viabilidade das

células espermaticas, melhorando a taxa de prenhez e a produgao de embrides in vitro.

OBJETIVOS

Geral

Avaliar o efeito do diluidor contendo antioxidante sobre o processo de criopreservacao de

sémen bovino, buscando melhorar a viabilidade espermatica.

Especificos

Avaliar o efeito do antioxidante ao diluidor na sobrevivéncia, motilidade espermatica,
integridade da membrana plasmatica e atividade mitocondrial dos espermatozodides bovinos antes
e apds o processo de criopreservacgao;

Avaliar o efeito do antioxidante ao diluidor pela taxa de prenhez dos animais inseminados;

Avaliar o efeito do antioxidante ao diluidor na producdo de embrides produzidos in vitro,

utilizando dois métodos de separacao espermatica;

Analisar a taxa de fragmentagdo de DNA produzida in vitro a partir de odcitos fecundados

por sémen criopreservado com diluidor contendo antioxidante.
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CAPITULO 2 - UTILIZACAO DE TESTES COMPLEMENTARES E INSEMINACAO
ARTIFICIAL PARA AVALIACAO DA QUALIDADE DO SEMEN BOVINO
CRIOPRESERVADO COM DILUIDOR CONTENDO ANTIOXIDANTE

Titulo

Utilizacdo de Testes Complementares e Inseminacio Artificial para Avaliacao da
Qualidade do Sémen Bovino Criopreservado com Diluidor contendo Antioxidante

Resumo

O processo de criopreservagao promove diversas alteragdes estruturais e funcionais nos
espermatozodides, podendo comprometer a viabilidade das células pds-descongelagdo. Uma das
alteragdes ¢ a modificacdo da membrana plasmatica devido a producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio. O objetivo da utilizacdo do diluidor contendo antioxidante foi verificar in
vitro, por meio da realizagdo dos testes complementares, avaliar a qualidade, viabilidade e
integridade das células espermaticas apos o processo de criopreservagdo, e verificar in vivo, por
meio da inseminagdo artificial, a capacidade fecundante. Nesta pesquisa utilizaram-se cinco
touros da raca Nelore, doadores de sémen, mantidos sob as mesmas condi¢cdoes em Central de
Inseminacao Artificial. Doze ejaculados de cada touro foram coletados, sendo que cada
ejaculado foi distribuido em duas partes iguais e criopreservado com diluidor controle Tris (Dil
C) e com diluidor antioxidante Tris + Trolox 200uM (Dil T). Apods a coleta com vagina artificial,
parametros como turbilhonamento, motilidade, vigor e exame de morfologia espermatica e teste
hiposmético foram realizados no sémen in natura. Parametros como motilidade/vigor, teste
hiposmoético, teste de integridade de membrana (fluorescéncia) foram realizados ap6s a diluicao
e pos-descongelacdo, sendo que pos-descongelacdo também se avaliou a atividade das
mitocondrias pelo teste de atividade citoquimica (coloracdo DAB). Apds trés horas de incubagao
(pos-descongelagio) a temperatura de 37°C, foram avaliadas novamente a motilidade/vigor das
células espermaticas. No experimento in vivo foram inseminadas 300 novilhas da raca Nelore,
sendo que para cada touro realizou-se 60 inseminacdes. Observou-se efeito do touro em todos os
parametros espermaticos avaliados, o que demonstrou o individuo ser um fator importante. O
tratamento nao influenciou (p>0,05) os parametros espermaticos quando comparados os cinco
touros. Porém, ao dividir os animais em duas categorias (TP= touros problemas e TN= touros
normais) em relacdo a porcentagem de defeitos morfolégicos espermaticos, observou-se que eles

responderam diferentemente ao tratamento com o diluidor contendo antioxidante, ou seja,
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animais que apresentavam maior porcentagem de patologia espermatica responderam

positivamente (p<0,06) ao tratamento com antioxidante.

Palavras — Chave: Antioxidante, Bovino, Criopreservaciao, Diluidores, Membrana

Plasmatica, Sémen.

Abstract

There are detrimental effects of oxygen-derived free radicals on the sperm during
cryopreservation, main in the plasma membrane and DNA due to lipoperoxidation The objective
of the use the extender containing antioxidant was verified in vitro, by the realization the
complementary tests, the quality, viability and integrity of the spermatic cells after the
cryopreservation process, and was showed in vivo, by the artificial insemination, the fecundity
capacity. In this study it was used five Nelore bulls, semen donate, maintained under same
conditions in the Centre Artificial Insemination. Twelve ejaculates of each bull were collected,
and each ejaculate was allocated in equal parts and cryopeserved with TRIS - extender (control)
and antioxidant extender (control + Tocoferol 200pM). After collection with artificial vagina,
parameter as, motility, vigor, morphological spermatozoa and hyposmotic test was realized in
nature semen. After dilution was observed hyposmotic test and plasma membrane integrity test
and the same post thawed with more the cytochemic activity test and thermal resistance test. It
was inseminated 300 Nelore heifers, and each bull realized 60 artificial inseminations. The
treatment showed no difference (p>0.05) for all parameters evaluated when compared to the five
bulls, however, allocated the bulls in two categories (high sperm pathology vs. normal
morphology) and it was observed that they responded differently to treatment with antioxidant in
the extender. This way, animals that offered more spermatic pathology showed better pregnancy

rate (p<0.06) with antioxidant in the extender.

Key - words: Antioxidant, Bovine, Criopreservation, Extenders, Plasmatic

membrane, Semen.
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Introducio

Dentre as biotecnologias aplicadas a reproducao de bovinos, a inseminagdo artificial
(IA) € a que demonstra maior difusdo, embora ainda restrita a, aproximadamente, 7% do rebanho
brasileiro (ANUALPEC, 2006).

O sémen de boa qualidade ¢ um dos fatores de fundamental importincia para o sucesso
da IA, por isso seu processamento deve preserva-lo ao maximo. O processo de criopreservagao
promove diversas alteracdes estruturais e funcionais no espermatozoide, podendo comprometer a
viabilidade das células pos-descongelacdo, devido ao gradiente osmoético gerado entre o meio
intra e extracelular, que podem resultar em danos a membrana plasmadtica e acrossomal, bem
como a outras estruturas espermaticas. Uma das alteragdes ¢ a modificagio da membrana
plasmatica pela producao excessiva de espécies reativas de oxigénio.

Para serem férteis, os espermatozodides devem ser capazes de expressar varias
caracteristicas, em uma determinada ordem e tempo. Além disso, nimero suficiente de
espermatozodides férteis deve estar presente na proximidade dos oocitos, para ocorréncia da
fecundacdo. Sendo que estes devem apresentar pelo menos quatro atributos basicos pos-
descongelagdo, tais como: metabolismo para producdo de energia; motilidade progressiva;
enzimas acrossomais, necessarias para a penetracdo dos espermatozoides através das estruturas
que circundam o odcito; proteinas da membrana plasmatica intactas, importante para a
sobrevivéncia dos espermatozoides no trato reprodutivo feminino e para a jungdo dos mesmos ao
o6cito no momento da fertilizagdo (AMANN e PICKET, 1987).

Com o objetivo de manter a integridade da membrana e aumentar a viabilidade
espermatica, experimentos utilizando antioxidantes (vitamina E, vitamina C, catalase, superoxido
dismutase, entre outros), como componente do diluidor, tem sido empregado em vdrias espécies
(TRINCHERO et al., 1990; BECONI et al., 1993; AURICH e SCHONHERR, 1997;
O'FLAHERTY et al., 1997 e 1999; UPRETI e JENSEN, 1997 e 1998; BILODEAU et al., 2000 ¢
2002 e BALL et al., 2001), sendo que os mesmos diminuem a produ¢do de radicais livres,
protegendo a membrana plasmatica do espermatozdide contra a lipoperoxidagdo. Porém,
algumas vezes nao interferiram nos parametros da viabilidade espermatica (O'FLAHERTY et
al., 1997).

Trolox C (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico), andlogo sintético

hidrossoluvel da vitamina E, protege as células dos radicais de oxigénio in vivo (CHOW, 1979;
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MILLER e BRZEZINSKA — SLEBODZINSKA., 1993) e in vitro, atuando na quebra da reagao
em cadeia da lipoperoxidacao.

A predicao da capacidade fecundante de amostras de s€émen pode ndo ser precisa com a
realizagao de um unico teste in vitro, porém quando os métodos in vitro sao usados em conjunto,
aumenta-se a acurdcia em predizer o potencial de fertilidade do sémen criopreservado (SIKKA,
1996). Quando os testes complementares in vifro associam-se com o teste in vivo, taxa de
prenhez proveniente da inseminacao artificial, os resultados tornam-se mais confiaveis.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de testar a utilizagao do diluidor
contendo antioxidante na manutencdo da viabilidade dos espermatozdides, avaliando por testes
complementares in vitro, as células espermaticas apos o processo de criopreservagio, € no in

vivo, por meio da inseminagao artificial, a taxa de prenhez.

Material e Métodos

Coleta de Sémen

As coletas de sémen foram realizadas em uma empresa de Inseminagdo Artificial e os
animais foram selecionados conforme sua disponibilidade na escala de produg¢do de sémen,
sendo todos eles mantidos sob mesmas condigdes de manejo e com idades variaveis, entre 7 € 12
anos.

Foram utilizados cinco touros da ragca Nelore, utilizados na rotina de coleta da central,
sendo coletados doze ejaculados por touro, totalizando 60 repeticdes.

Para a obtenc¢do dos ejaculados, empregou-se o método da vagina artificial com auxilio
de uma fémea em estro, contida, com sessdes de coletas intercaladas por 36 a 72 horas, sendo o
procedimento de coleta executado pelos mesmos técnicos.

Para recep¢do dos ejaculados, nas coletas foram utilizados tubos de vidro coletores
graduados, acoplados a uma extremidade da vagina artificial e previamente aquecidos a 37°C e
protegidos contra luminosidade por meio de capa protetora.

Imediatamente apds a coleta, os tubos coletores foram colocados em banho-maria a
35°C, sendo mantidos durante todo processo de avaliacdo dos aspectos fisicos e dilui¢ao do
sémen, quando entdo foram submetidos ao processo de refrigeragao.

O volume foi mensurado pelo tubo coletor graduado.

Aspectos Fisicos e Morfologicos do Sémen
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Uma gota de sémen de cada ejaculado foi colocada na lamina, previamente aquecida a
37°C (placa aquecedora), para observagao do turbilhonamento (escala de zero a cinco) em
microscopio Optico com aumento de 100 vezes. Outra gota para motilidade espermatica
progressiva retilinea e vigor espermatico foi colocada entre lamina e laminula, previamente
aquecidas a 37°C para avaliar a motilidade espermatica progressiva retilinea (expressa em
porcentagem) e o vigor espermatico (escala de zero a cinco) com aumento de 100 a 400 vezes.

A concentragdo espermatica de cada ejaculado foi determinada com a utilizagdo dos
equipamentos Coulter Z1 — Beckman e Microlab 500 — Hamilton.

Para efetuar a analise da morfologia espermatica, retirou-se uma aliquota de s€émen, que
foi diluida em solucdo de formol salina tamponada (HANCOCK, 1957). A patologia foi avaliada
em preparacdes umidas, entre ldmina e laminula, num aumento de 1250 vezes sob objetiva de
imersdo, em microscopia de contraste de fase. Em cada preparagdo foram avaliadas 400 células,
e determinou-se o percentual de espermatozoides normais e de anomalias de acrossoma, cabega,
peca intermediaria e cauda (BLOM, 1973). Posteriormente, os defeitos foram classificados de

acordo com HENRY e NEVES (1998).

Meios Diluidores de Criopreservacdo

Neste experimento o diluidor utilizado como controle foi o TRIS — gema: 4cido citrico
(1,5g/dL), Hidroximetilaminometano — TRIS (2,42g/dL), glicose (1,25g/dL), gema de ovo
(20mL/dL), penicilina (1000UI/mL), estreptomicina (1000pg/mL), glicerol (6 mL/dL) e agua
destilada 100mL gsp. O grupo com antioxidante utilizou o mesmo diluidor acrescido de 200uM
Trolox.

Apos a coleta das amostras de s€émen e das avaliagdes fisicas do mesmo, os ejaculados
foram divididos em duas fragdes iguais, sendo uma fracdo diluida com diluidor controle (Dil C)
e a outra com o diluidor controle+Trolox (Dil T).

Os dois tratamentos foram:

Tratamento 1 (Dil C)- Diluidor Controle (Tris-gema);
Tratamento 2 (Dil T)- Diluidor Controle + Trolox' (200uM)

Apos o calculo da concentragao do ejaculado foi efetuado o seguinte calculo:

Total de células moveis/25x10° por palheta = nimero de doses x o volume util da palheta

(0,225mL) = volume total — volume de sémen = volume a acrescentar de diluente

Preparacdo das Solucoes Estoques

" Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxil'fe — Aldrich)



Uma concentra¢do de 200UM de Trolox foi diluida em dgua mili-Q. A homogeneizagao

foi intensa, porém, cuidadosa para que bolhas nao fossem formadas.

Diluicdo Final

O volume do diluidor acrescentado para completar-se a diluicdo final antes do
resfriamento do s€men foi calculado com base na concentracdao espermatica do ejaculado, sendo
que a dose inseminante foi fixada em 25 milhdes de espermatozdides para a palheta de acetato de
polietileno de 0,25mL, para todos os tratamentos.

O Trolox foi adicionado e homogeneizado ao diluidor e acrescentado na diluigdo final,
sendo fixado em 20uL para cada 100 x 10° espermatozoides por mL. O calculo foi realizado do

seguinte modo:

Concentragao de X volume do + 100 x 10°

Sptz

Sptzs moveis/ mL ejaculado (para esse diluidor)

O resultado obtido multiplicado por 20 corresponde ao total de trolox em L a adicionar
na dilui¢do final do Dil T (tratamento 2).

Ap6s a diluicdo final, cada tratamento que ja se encontrava acondicionado em
erlenmeyer, foi agrupado em um recipiente de plastico que continha agua a 35°C. Os tratamentos
acondicionados nesse “banho-maria” eram levados para camara fria, a qual se encontrava a 4°C.
Todo o procedimento inicial do sémen expendeu, no maximo, 30 minutos, até que o s€émen fosse

coletado e submetido ao resfriamento.

Resfriamento, Congelagdo e Descongelagdo

Os erlenmeyers contendo o s€émen permaneceram na camara fria por uma hora, periodo
este de resfriamento e por no minimo mais trés horas (periodo de equilibrio), totalizando cinco
horas até que fossem envasados com a utilizagao do equipamento marca — IMV, modelo — MRS
3 e congelados. A curva de resfriamento foi de aproximadamente 0,55°C/minuto.

A congelagao foi realizada pelo Digitcool, um aparelho computadorizado (marca - IMV,

modelo — 5300), e a curva obedecia aos padroes da empresa. As palhetas eram armazenadas em
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canecas de plastico, e mergulhadas no nitrogénio liquido, em seguida foram acondicionadas em
canister apropriado e armazenadas em botijoes com nitrogénio liquido até o momento de sua
utilizagao.

A descongelacdo do sémen foi realizada em banho-maria a 35°C, por no minimo 20
segundos. Apos a descongelacdo da palheta o sémen foi transferido para microtubos de 1,5 mL,
previamente aquecidos em banho-maria a mesma temperatura, € permaneceram incubados a

37°C para serem avaliados.

Experimentol:

Testes Complementares

As amostras de sémen, referentes aos dois tratamentos propostos neste estudo, foram
avaliadas apods a coleta, a diluicao e a descongelagdo, sendo a motilidade espermatica progressiva
retilinea e o vigor espermatico avaliados segundo a metodologia descrita anteriormente.
Posteriormente, as amostras de sémen criopreservado foram reservadas para realizacdo dos testes

complementares.

Teste de Termo-Resisténcia Lento Modificado

A longevidade dos espermatozdides foi avaliada pelo teste de termo-resisténcia lento
modificado ou teste de incubacdo nas amostras de cada partida de sémen dos touros utilizados
neste experimento, logo ap6s a descongelagdo para cada tratamento. O teste consistiu em colocar
duas amostras de sémen de 0,25 mL, em um microtubo de 1,5 mL, e submeté-las a incubacao a
37°C, durante trés horas e a cada 60 minutos foram avaliadas quanto a motilidade progressiva

retilinea e vigor espermaticos de acordo com DIMITROPOULOS (1967) modificado.

Teste Hiposmotico

A integridade da membrana plasmadtica foi avaliada logo apoés a coleta, diluicdo e
descongelagdo para cada tratamento, por meio do teste hipomostico (HO), utilizando 1,0 mL de
uma solug¢do com frutose na concentragdo de 100 mOsm/Kg, (Tabela 1, Anexo), previamente

aquecida a 37°C, acrescida de 20pL de sémen. Essa solucdo foi incubada por 60 minutos a
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mesma temperatura. Apds esse periodo, uma amostra da solucdo de 20pL foi colocada entre
lamina e laminula e seguiu-se a contagem de 100 espermatozdides, em microscopia de contraste
de fase, em aumento de 400X. As células foram classificadas quanto a presenga ou ndo de cauda
enrolada (Figura.l). O resultado foi determinado em porcentagem, sendo o célculo realizado pela
seguinte formula:

HIPO (%) = (% de alteragdes na regido da cauda apds teste HIPO) — (% de alteragdes na
regido da cauda dos espermatozodides antes do teste HIPO) (REVELL e MRODE, 1994).

Fig 1 — Seta indicando célula
espermatica  reativa ao  teste
hiposmoético, ou  seja, com
membrana plasmatica integra, em
microscopia de contraste de fase,
aumento de 400X.

Teste de Integridade da Membrana Plasmdtica (Fluorescéncia)

Outro método para visualizar a integridade de membrana foi a utilizagdo da associagdo
de dois corantes fluorescentes, o diacetato de carboxifluoresceina (DIC) e o iodeto de propidio
(IP), para identificagdo de células integras, lesadas ou semi-lesadas, segundo HARISON e
VICKERS (1990); e modificada por ZUCCARI (1998), onde as células espermaticas
apresentavam as seguintes caracteristicas de coloragdo:

« Integros — espermatozéides com membrana plasmética integra, células coradas pelo

DIC , apresentando-se verde fluorescente em toda sua extensao.

* Lesados - espermatozdides com membrana plasmatica e acrossomal lesadas, células
coradas pelo IP, apresentando-se vermelhas fluorescentes.

* Semi-lesados - espermatozdides com membrana plasmatica lesada e acrossomal
integra, células coradas de verde (DIC) na regido do acrossoma e nucleo corado de
vermelho (IP).

Amostras de sémen foram avaliadas apds a dilui¢do e a descongelagdo a 35°C, por no
minimo 20 segundos. Amostras de 10pL de sémen foram adicionadas a 40pL de solugdo
trabalho, que se encontrava a temperatura ambiente e em microtubos revestidos por papel
aluminio, sendo esse procedimento efetuado com o minimo de luminosidade possivel. Apos a

adicdo do sémen na solugdo trabalho, a leitura das laminas foi realizada em seguida ou até 12
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horas apos a homogeneizagdo, para amostras descongeladas e para amostras diluidas,
respectivamente, sendo avaliadas 100 células por amostra de cada partida.

ApOs a preparacao da lamina (preparagdo imida) em temperatura ambiente, as amostras
foram avaliadas, ao abrigo da luz, em microscopio de fluorescéncia, utilizando filtros de 480 a
610 nm (fluoresceina e rodamina, respectivamente) e aumento de 1250X com objetiva de
imersao.

Todas as solugdes foram preparadas ao abrigo da luz e eram mantidas congeladas a
-20°C até o momento da analise do sémen, onde se encontravam a temperatura ambiente. As
solugdes trabalho foram aproveitadas (congeladas e descongeladas) quatro vezes no maximo
para evitar perda da fluorescéncia. As solugdes utilizadas no preparo desta coloragdo estdo

discriminadas na Tabela 2, Anexo.

Fig 2 — Célula espermatica vermelha,
com membrana plasmatica lesada e
célula  espermatica  verde com
membrana plasmatica integra, pelo
teste de fluorescéncia, observada em

microscopio  de  fluorescéncia,em
aumento de 1250X.

Teste de Atividade Citoquimica (Colorag¢do DAB)

A atividade citoquimica foi determinada no sémen descongelado sendo o método
utilizado o descrito por HRUDKA (1987).

Duas palhetas de quatro ejaculados de cada touro foram descongeladas a 35°C por 20
seg e o conteudo reunido em um microtubo de 1,5mL; o meio de incubagdo, o doador de elétron
3,3 — diaminobenzidina (DAB) foi dissolvido em tampdo fosfato de sodio 0,15M, pH 7,2, a uma
concentracdo de 1mg/mL, e manuseado na auséncia de luz; uma aliquota de 250uL de s€émen foi
adicionada a 750uL do meio de incubagdo, homogeneizado e mantido em um microtubo aberto

em banho maria a 37°C, durante 60min na auséncia de luminosidade. O controle negativo era

obtido a cada ensaio realizado, pela incubagdao de uma amostra de sémen e meio de incubagao,

aquecida a 70°C, por 5Smin. Foram preparados entdo esfregagos de cada suspensdo incubada de
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espermatozodides. Os esfregacos foram secos ao ar, fixados em formaldeido 10% por 10min,
lavados e secos ao ar.

As avaliacOes foram realizadas em aumento de 1250X, sob imersao em o6leo, usando
microscopia de contraste de fase. Foram classificados 200 espermatozoides por touro e a
avaliacdo da atividade mitocondrial da peca intermediaria dos espermatozdides seguiu a escala
de quatro classes proposta por HRUDKA (1987), onde:

* Classe 1- quase todas a mitocondrias s3o ativas, ou seja contém um produto de
reacdo enegrecida dando a bainha mitocondrial a aparéncia de um cilindro compacto
€ proeminente.

* C(Classe 2 — a bainha mitocondrial aparece fragmentada, isto ¢, consiste em
segmentos ativos e inativos com predominéncia dos ativos

* Classe 3 - espermatozoides com menos da metade da bainha mitocondrial ativa e
com poucas mitocondrias ativas dispersas.

* Classe 4 — espermatozdides completamente inativos.

Cada classe da escala foi multiplicada por um fator de correcdo, como segue:1=1,0; 2=

0,5; 3= 0,25 e 4= 0,0. Desta forma foi possivel calcular o indice de atividade citoquimica (IAC),
multiplicando o numero de espermatozodides registrados em cada uma das classes pelo seu escore
relativo.

IAC = escore total / nimero de espermatozoides classificados x 100

Experimento 2:

Inseminacdo Artificial dos Animais

A etapa de campo foi conduzida durante uma estagdo de monta (EM) de 35 dias
(novembro a dezembro de 2005), na Fazenda Nossa Senhora da Muxima, localizada no
municipio de Agua Clara, regido leste do estado de Mato Grosso do Sul — Brasil. Foram
inseminadas, com unica inseminacao, 300 novilhas da raca Nelore com 24 a 28 meses de idade,
sendo 30 inseminagdes por tratamento para cada touro. Todos os animais foram manejados sob
pastejo rotacionado em Brachiaria brizantha com sal mineral e dgua ad libitum. A detecgdo do
estro foi realizada duas vezes ao dia (manha e tarde), com auxilio de rufides com bugal marcador
na propor¢do de 3% em relagdo ao total de matrizes. A inseminag¢do artificial foi realizada 12
horas apds a detec¢dao do estro, sendo a descongelagdo realizada submergindo as palhetas em
banho-maria a 35°C por vinte segundos. O diagnéstico de gestagao foi realizado 60 dias apos a

inseminacao por meio de palpacgdo via trans-retal.
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Analise Estatistica

A analise estatistica foi efetuada empregando-se o sistema SAS (Statistical Analysis
System), versdo, 9.1.

Para a varidvel vigor espermatico foi utilizada a estatistica descritiva (média, desvio
padrao e amplitude).

Para as varidveis com dados em porcentagem utilizou-se da transformagao de arco seno

da raiz da porcentagem.

Seguindo um modelo inteiramente casualizado tendo nas parcelas um fatorial 2x5 (dois
diluidores e cinco touros), as varidveis quantitativas foram submetidas a Analise de Variancia
(ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

Utilizou-se o desdobramento do fator touro confrontando touros com melhor ou pior
qualidade de sémen.

Para os dados de inseminagdo artificial, as freqii€ncias foram analisadas pelo teste de
qui-quadrado para independéncia, com 5% de probabilidade de erro.

A correlagdo de Pearson foi testada nas variaveis para verificar possiveis relacdes entre

as caracteristicas estudadas.
Resultados
Caracteristicas fisicas e morfolégicas do sémen in natura
Na Tabela 1 encontram-se os valores médios ¢ desvios padrdo das caracteristicas de

volume, concentragdo, turbilhonamento, motilidade espermadtica progressiva retilinea, vigor

espermatico, volume de diluidor adicionado, volume de Trolox adicionado no sémen in natura.
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TABELA 1: Caracteristicas fisicas e volume adicionado de diluidor controle e Trolox no
sémen in natura de touros da raga Nelore, mantidos em regime de coleta em Central de

Inseminagao.
VARIAVEL Touro 1 Touro 2 Touro 3 Touro 4 Touro 5
VOL (mL) 1,0440,14° 1,124+0,36® 1,1240,22%® 1,27+0,43° 1,0440,14°

CONC (x10°)  1,33+215,88>  1,51+383,47°  1,74+373,22°  1,26+280,29°  1,50+377,45"
TURB (0-5)  4,17+0,58" 4,33+0,81° 4,08+0,79° 3,92+1,20° 4,62+0,48°
MOT (0-100)  70,69+7,38°  78,61+£9,53"  72,36+5,14"  82,05+3,57°  80,42+4,84"
VIG (0-5) 4,07+0,40° 4,53+0,57° 4,19+0,54° 4,73+0,43° 4,67+0,32°
VOLAD (mL)  11,04£2,02%  13,34+3,18"  14,57+3,41°  10,08+2,56°  12,53+3,42%

TROLOX (uL) 280,27+77,5*  347,58+92,1®  358,60+67,5°  258,40+47,3°  301,62+77,7°

VOL = volume do ejaculado; CONC/10° = concentragdo espermatica em mL de ejaculado em milhdes;
TURB = turbilhonamento; MOT = motilidade espermatica progressiva retilinea; VIG = vigor espermatico;
VOLAD = volume de diluidor adicionado; TROLOX = volume de Trolox adicionado. Médias seguidas de
letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si (p > 0,05) pelo Teste de Tukey.

Para a variavel volume foi mensurado o volume disponibilizado para o experimento e
ndo o volume do ejaculado e o volume médio foi de 1,12 mL, e a concentracdo espermatica
média foi de 1,47 x 10° espermatozoides/mL, havendo variagdo entre os ejaculados dos touros
(p<0,05). Os valores médios de turbilhonamento nao apresentaram variagdo (p>0,05) entre
touros, porém a motilidade e vigor espermatico diferiram (p<0,05), sendo os touros 2, 4 ¢ 5

melhores que os touros 1 e 3 (Figura 1).
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FIGURA 3. Valores médios da motilidade espermadtica progressiva retilinea no sémen in natura
coletado de cinco touros Nelore, mantidos em regime de coletas em Central de Inseminagao.

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0,05), pelo Teste de Tukey.
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Na Tabela 2, encontram-se os valores médios e desvios padrdo das caracteristicas
morfologicas do sémen (defeito maior, defeito menor e defeito espermatico total). A
porcentagem de espermatozoides normais diferiu (p<0,05) entre touros mostrando que os touro 5
(91,25%), 4 (88,89%) e 2 (84,13%) sdao melhores que os touros 3 (78,08%) e 1 (58,04%).

Patologia dentro do s padrdes aceitaveis para congelagao.

TABELA 2: Caracteristicas morfologicas do sémen in natura de touros da raga
Nelore, mantidos em regime de coleta em Central de Inseminagao.

VARIAVEL
FATOR DMA (%) DME (%) DT (%)
Touro 1 33,4429,61° 8,51+7,52° 41,96+11,44°
Touro 3 19,1747,31¢ 2,7542,66° 21,9247,99¢
Touro 2 10,66+5,16° 5,215,520 15,87+9,58"
Touro 4 7,1942,61% 3,80+4,20° 11,1145,64%
Touro 5 5,1241,69° 3,58+1,86° 8,7142,55°

DMA = defeito espermatico maior; DME = defeito espermatico menor; DT = defeito espermatico total.
Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (p > 0,05), pelo Teste de
Tukey.

EXPERIMENTO 1: TESTES COMPLEMENTARES

Testes Hiposmotico e Fluorescéncia para sémen diluido e congelado/descongelado

A porcentagem de espermatozdides com membrana plasmatica integra, avaliados pelos
testes hiposmotico e fluorescéncia, ndo diferiu antes do processo de criopreservagado, entre Dil C
(64,88 = 13,71) (40,86 + 14,26) e Dil T (67,19 = 11,40) (38,30 = 11,42), respectivamente.
Porém, diferiu (p<0,05) entre touros (Tabela 3).

TABELA 3: Percentual médio + desvio padrdo dos pardmetros espermaticos relativos a
integridade das membranas plasmaticas, avaliados pelos testes hiposmodtico e de
fluorescéncia no sémen de touros da raga Nelore, diluido e ndo congelado no Dil C e Dil T,
mantidos em regime de coleta em Central de Inseminagao.

VARIAVEL

FATOR HIPO (%) FLUO (%)
Dil C 64,88+13,71?2 40,86+14,26*
Dil T 67,19+11,40* 38,30+11,42°
Touro 1 54,43+13,65° 38,08+7,98"
Touro 2 64,43+15,12* 31,40+10,47¢
Touro 3 53,47+13,09° 46,77+9,24*
Touro 4 71,7849,67° 44,85+7,99%
Touro 5 65,82+13,67° 36,37+13,86°

Dil C= diluidor controle (Tris), Dil T= diluidor Trolox (Tris+ Trolox), HIPO = percentual de espermatozoides
reativos ao teste hiposmotico; FLUO = percentual de espermatozoides com membrana plasmatica integra. Médias com
letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (p > 0,05), pelo Teste de Tukey.
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Na Tabela 4, a porcentagem de espermatozdides com membrana plasmatica integra,
avaliados pelos testes hiposmotico e integridade de membrana, também nao diferiu apds o
processo de criopreservagdo, entre Dil C (48,51 + 10,63) (40,72 £ 8,79) e Dil T (51,52 + 10,51)
(42,44 £ 7,21), respectivamente. Porém, diferiu (p<0,05) entre touros para ambos os testes
(Figura 4, Tabela 5).

Foi verificada uma queda de 25,23% e 23,32% no numero de espermatozodides reativos

ao teste hiposmotico com o processo de congelacao, respectivamente, para o Dil C e Dil T.

TABELA 4: Percentual médios * desvios padrao dos parametros espermaticos relativos a
integridade das membranas plasmaticas, avaliados pelos testes hiposmotico e de fluorescéncia no

sémen pré e pds congelagao com Dil C e Dil T de touros da raga Nelore, mantidos em regime de coleta
em Central de Inseminagao.

FATOR PRE-CONGELACAO POS-CONGELACAO
HIPO (%) FLUO (%) HIPO (%) FLUO (%)
Dil C 64,88+13,71% 40,86:+14,26° 48,51+10,63° 40,72+8,79
Dil T 67,19+11,40° 38,30+11,42° 51,52+10,51° 42,44+721°
Touro 1 54,43+13,65 38,08+7,98" 42,50+12,12¢ 34,94+5,99°
Touro 2 64,43+15,12° 31,40+10,47¢ 48,92+8,75™ 44,2548 12
Touro 3 53,47+13,09° 46,77+9,24* 45,58+7,11° 42,25+6,02%
Touro 4 71,7849,67° 44,85+7,99% 59,23+6,73° 46,2146,60°
Touro 5 65,82+13,67° 36,37+13,86¢ 53,23+9,10% 39,64+8,70™

Dil C= diluidor controle (Tris), Dil T= diluidor Trolox (Tris+ Trolox), HIPO = percentual de espermatozoides
reativos ao teste hiposmotico, FLUO = percentual de espermatozodides com membrana plasmatica integra. Médias
seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05), pelo Teste de Tukey.
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FIGURA 4. Valores médios obtidos nos teste hiposmotico e de fluorescéncia para células com
membrana plasmatica integra, em sémen pré e pos congelacdo com diluidor controle e diluidor
com antioxidante de touros da raga Nelore, mantidos em regime de coletas em Central de

Inseminacao.
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TABELA 5: Percentual médio dos parametros espermaticos relativos a integridade das membranas
plasmaticas, avaliados pelos testes hiposmotico e de fluorescéncia no sémen pds congelagdo com
Dil C e Dil T, e contrastados quanto a qualidade espermatica, de touros da raga Nelore, mantidos em
regime de coleta em Central de Inseminacéo.

FATOR HIPO (%) FLUO (%)

Dil C Dil T Dil C Dil T
Touro 2 48,42 49,42 45,96 42,54
Touro 4 58,12 61,87 45,96 46,08
Touro 5 51,95 54,95 37,83 41,80
TN (média) 52,83 55,41° 43,25° 43,47°
Touro 1 40,17 44,83 32,83 37,04
Touro 3 44,75 46,42 40,67 40,50
TP (média) 42,46 45,62 36,75 38,77°

Dil C= diluidor controle (Tris), Dil T= diluidor Trolox (Trist+ Trolox), TN = touros normais, TP = touros com
patologia morfoldgica aumentada, HIPO = percentual de espermatozodides reativos ao teste hiposmotico; FLUO =
percentual de espermatozoides com membrana plasmatica integra. Médias seguidas de letras diferentes na mesma
coluna diferem entre si (p < 0,05), pelo Teste de Tukey.

Teste de termo-resisténcia lento em sémen pés-congelacio

Os valores médios da motilidade progressiva retilinea e vigor espermatico pos—
descongelagdo avaliados pelo teste de termo-resisténcia lento estdo demonstrados na Tabela 6.
Os valores apresentados na Tabela 6 indicam ndo ter ocorrido diferenca (p>0,05) da motilidade
espermatica progressiva retilinea entre Dil C e Dil T, porém houve diferenca (p<0,05) entre

touros (Fig.3 e Tab.6).

TABELA 6: Percentual médios * desvios padrdao da motilidade espermatica progressiva
retilinea no teste de termo-resisténcia lento (TTR) do sémen pos descongelagao com Dil C e
Dil T, de touros da raga Nelore, mantidos em regime de coleta em Central de Inseminacao.

TTR (min)

FATOR 0 60 120 180

DilC 51,97 + 7,81° 49,84 £ 11,76 42,13 £ 15,56 34,51 +18,72°
Dil T 52,29 £ 8,27° 49,91 £12,05° 42,37 +15,38* 34,32 +18,79°
Touro 1 4292 £6,58° 36,66 + 14,27¢ 23,96 £ 12,42¢ 14,58 +12,33°
Touro 2 56,25 +4,72* 55,62 +4,73* 51,87 £+ 8,82° 46,46 + 11,47°
Touro 3 48,12+ 6,22° 4521 +10,98° 34,17 £ 13,73 23,75 £18,01°
Touro 4 58,08 5,67 57,11 £5,69* 51,73 £ 9,79* 45,77 £ 13,24*
Touro 5 55,00 +4,38° 54,50 + 5,32* 49,32 + 6,60° 41,14 + 12,24*

Dil C= diluidor controle (Tris), Dil T= diluidor Trolox (Tris+ Trolox), Médias com letras diferentes na mesma

coluna diferem entre si (p < 0,05), pelo Teste de Tukey.
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FIGURA 5. Valores médios da motilidade espermatica progressiva retilinea, obtidos pelo TTR
lento, no sémen pos-congelacdo de cinco touros da raga Nelore, mantidos em regime de coletas

em Central de Inseminacao; destacando os touros 2, 4 ¢ 5 como os melhores.

TABELA 7: Percentual médios * desvios padrdo do vigor espermatico (0-5) no teste de
termo-resisténcia lento (TTR) do s€émen po6s descongelacdo com Dil C e Dil T, de touros da
raga Nelore, mantidos em regime de coleta em Central de Inseminacao.

TTR (min)
FATOR 0 60 120 180

Dil C 3,00 £ 0,00° 2,95+ 0,22° 2,89 £ 0,38 2,70 + 0,78°
Dil T 3,00 + 0,00 2,95 + 0,22° 2,90 + 0,36° 2,73 + 0,64°
Touro 1 3,00 + 0,00° 2,83 +0,38° 2,67 +0,64° 2,21 £0,08°
Touro 2 3,00 + 0,00° 3,00 + 0,00° 3,00 + 0,00° 2,96 + 0,20°
Touro 3 3,00 + 0,00° 2,92 +0,28° 2,81 +0,44% 2,42 +1,02°
Touro 4 3,00 + 0,00° 3,00 + 0,00° 3,00 + 0,00° 3,00 + 0,00°
Touro 5 3,00 + 0,00° 3,00 + 0,00° 3,00 + 0,00° 3,00 + 0,00°

Dil C= diluidor controle (Tris), Dil T= diluidor Trolox (Tris+ Trolox), Médias seguidas de letras diferentes na

mesma coluna diferem entre si (p < 0,05), pelo Teste de Tukey.

Os valores apresentados na tabela 7 indicam nao ter ocorrido diferenca (p>0,05) do

vigor espermatico entre Dil C e Dil T, porém houve diferenga (p<0,05) entre touros a partir de

120 minutos, sendo os touros 2, 4 ¢ 5 os melhores.

Teste de atividade citoquimica (Coloracio DAB)

Os valores apresentados na Tabela 7 indicam ndo ter ocorrido diferenca (p>0,05) da

atividade mitocondrial entre Dil C e Dil T, porém houve diferenga (p<0,05) entre touros para as

classes de mitocondria ativa (MA) e mitocondria pouco ativa (MPA) (Figura 4 e 5).
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TABELA 8: Percentual médio da atividade citoquimica das mitocondrias, observadas pelo teste
de coloragdo DAB, em sé€men pos-descongelagdo com Dil C e Dil T, de touros da raga Nelore,
mantidos em regime de coleta em Central de Inseminacdo.

MMA MA MPA MI
FATOR SPTZ  IAC  SPTZ  IAC  SPTZ  IAC  SPTZ ...
%) (%) ()] (%) %) (%) (%)
Dil C 69,22 6922  13,76° 6,87 842° 2,10 8,64 0,00
Dil T 68,70 68,70  1444* 7,22 8,06° 2,01 8,84 0,00
Touro 1 7131 7131 831° 416  7.62® 191 12,69 0,00
Touro 2 61,95 61,95 20,04 10,02  1140° 285 6,70 0,00
Touro 3 6844 6844 1337* 6,69 869" 217 9,50 0,00
Touro 4 7121 7121 1537* 7,69  6,21° 1,55 7,46 0,00
Touro 5 71,33 7133 1221 6,10 775" 1,94 8,58 0,00

Dil C= diluidor controle (Tris), Dil T= diluidor Trolox (Tris+ Trolox), MMA= mitocondrias muito ativas, MA=
mitocondrias ativas, MPA= mitocondrias pouco ativas, MI= mitocondrias inativas, IAC = indice de atividade
citoquimica, SPTZ= % de espermatozoides. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si
(p <0,05), pelo Teste de Tukey.
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FIGURA 6. Valores médios da atividade citoquimica das mitocondrias, observadas pelo teste de
coloracdo DAB, em sémen pos-descongelacio com Dil C e Dil T, de touros da raga Nelore,
mantidos em regime de coleta em Central de Inseminagdo. Médias seguidas de letras diferentes
para mesma categoria diferem entre si (p < 0,05), pelo teste de Tukey.

EXPERIMENTO 2: TESTE IN VIVO

Inseminacao artificial

Os valores apresentados na Tabela 9 indicam que o tratamento com antioxidante ndo
influenciou (P>0,05) na taxa de prenhez quando comparados os cinco touros, porém, ao dividir
os animais em duas categorias (TP= touros com elevada patologia espermatica e TN= touros
normais) em relagdo a porcentagem de defeitos morfologicos espermaticos, observou-se que eles

responderam diferentemente ao tratamento com §)2 diluidor contendo antioxidante, ou seja,



animais que apresentavam maior porcentagem de patologia espermatica responderam
positivamente ao tratamento com antioxidante (P<0,05). No touro 1 e no touro 3, o Dil T, foi

melhor que o Dil C (Fig.6).

TABELA 9: Numero de prenhezes, taxa de prenhez e nimero total de inseminag¢des de acordo
com o Dil C e Dil T, por touro.

Defeitos
Diluidor Controle (Dil C) Diluidor Trolox (Dil T) Espermaticos
Touros Totais
Prenhez | Prenhez Total IA Prenhez | Prenhez Total IA DT
(n) (%) (n) (n) (%) (n) (%)
5 23 76,7 30 18 60,0 30 8,0
2 20 66,7 30 17 56,7 30 13,5
4 19 63,3 30 16 53,3 30 14,5
3 15 50,0 30 18 60,0 30 19,0
1 11 36,7 30 18 60,0 30 22,0
Total 88 58,7* 150 87 58,0° 150 15,4
IA=Inseminag@o Artificial (p>0,05) pelo teste de qui-quadrado.
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FIGURA 7. Porcentagem de novilhas gestantes em relagdo ao Dil C e Dil T para touros da raga
Nelore. Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0.06), pelo Teste de Qui-quadrado

quando comparados os diluidores para os touros 1 e 3.

Discussao
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Espécies reativias de oxigénio possuem importante fungdo no processo fisiologico
espermatico, como na hiperativacao e fusao com o oécito (DE LAMIRANDE e GANON, 1993),
porém, quando em excesso, causam defeitos celulares frequentemente irreversiveis (AGARWAL
et al., 2003 e 2005, CHENOWETH, 2005, SAID et al., 2005).

O objetivo de utilizar o Trolox neste experimento foi obter um antioxidante similar a
vitamina E, porém soltvel em dgua (BARCLAY et al., 1995, ALBERTINI eABUJA, 1999), com
a finalidade de facilitar a manipulagdo do diluidor, sendo que em estudos prévios (dados nao
publicados) utilizou-se o acetato de a-tocoferol, o qual tinha que ser emulsificado previamente,
para depois ser homogeneizado com o diluidor. Varios estudos adicionaram antioxidante ao
diluidor para manter a integridade da membrana plasmadtica por diminuir e/ou neutralizar a
producao de radicais livres originados pelo proprio metabolismo celular (KOCA et al., 2003) e
pelo processo de congelagdo/descongelagdo (BECONI et al., 1993, BILODEAU et al., 2000 e
2001, ANZAR et al., 2002). O efeito do antioxidante na qualidade seminal foi analizado pela
motilidade espermatica e pela analise da integridade da membrana plasmatica (BAUMBER et
al., 2000, BALL et al., 2001, BILODEAU et al., 2002, MERKIES et al., 2003), caracteristicas
estas, que possuem boa estimativa da capacidade fecundante, embora ndo sejam parametros
ideais, como ¢ a taxa de prenhez, obtida pela inseminagdo artifical. Assim, o estudo foi
conduzido com a finalidade de demonstrar uma resposta definitiva da eficiéncia do antioxidante,
com testes in vitro e in vivo. A motilidade e vigor espermaticos sdo caracteristicas tradicionais
para predizer a qualidade do sémen a campo, porém STALHAMMAR et al (1994) ressaltaram
que existem limitagdes com esse simples critério de andlise do sémen bovino. Para BARTH e
OKO (1987) a qualidade espermatica deveria ser determinada pelo estudo da morfologia
espermatica refletindo a saude dos tubulos seminiferos, epipdidimo e glandulas anexas.
Corroborando com esses autores, verificou-se no presente estudo, que touros que apresentaram
menor motilidade e vigor espermaticos e grande porcentagem de patologias espermaticas foram
aqueles que apresentaram menores taxas de prenhez com ambos diluidores (com e sem
antioxidante).

Os touros foram escolhidos ao acaso e os defeitos morfoldgicos de todas as doses
usadas na inseminagdo artificial estavam nos padrdes aceitaveis para congelacdo (i.e. defeitos
totais abaixo de 30%), mas diferencas foram observadas entre touros, e dois deles apresentaram
pobre qualidade seminal durante o experimento, ou seja, nas outras coletas que ndo foram
utilizadas para IA. Embora ndo fosse objetivo observar a qualidade espermatica dos touros, este
fator (qualidade espermatica por touro) esteve evidente, ao ponto dos animais serem separados

em dois grupos: trés touros normais e dois touros patologicos (baixa qualidade seminal), entdo se
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realizou a andlise para contrasta-los. No presente trabalho, observou-se diferenga (p<0,0001)
para o contraste entre touros normais e com patologia seminal. Outros estudos também
demonstraram a importancia do fator individual sobre caracteristicas observadas (DEN DAAS et
al., 1998, SAACKE et al., 2000).

Nao se verificou nenhuma diferenca na motilidade e vigor espermadticos entre os
diluidores (com e sem antioxidante) antes da congelacdo e depois do teste de termo resisténcia
apos a descongelacdo. Esses resultados estdo de acordo com AURICH et al. (1997), UPRETI et
al. (1998) e BALL et al. (2001) que trabalharam com antioxidante no diluidor a base de leite para
a congelacdo de sémen de garanhdo, ovinos e garanhdo, respectivamente. PENA (2003),
observou no sémen de suino, um aumento progressivo na velocidade espermatica e movimento
individual e reducdo de espermatozoides apresentando movimentos circulares (p<0,05) com a
utilizagdo de 100uM e 200uM Trolox e AGUERO et al. (1995) no sémen de eqiiino com a
utilizag¢ao da vitamina E.

As mitocondrias sdo responsaveis pela energia que dd motilidade aos espermatozdides e
sdo também um dos principais lugares de produ¢dao de ROS, junto com a membrana plasmatica.
Espermatozdides produzem ROS principalmente quando ocorre um defeito durante a
espermatogénese resultando na retencdo da gota citoplasmatica (ZINI et al, 1993, SAWYER et
al., 2001, BENNETTS e AITKEN, 2005). Por isso, ha forte e positiva correlagdo entre
espermatozodides imaturos e producdo de ROS que afetam negativamente a qualidade
espermatica (HENKEL et al., 2003, MOUSTAFA et al., 2004, SAID et al, 2004, AGARWAL et
al, 2003 e 2005) e, consequentemente, a taxa de prenhez (LEWIS e AITKEN, 2005,
ERENPREISS et al., 2006).

Efeito desfavoravel sobre a qualidade espermatica foi verificado pelas correlagdes
negativas entre motilidade espermatica e defeitos espermadticos totais (r=-0,57), e entre
integridade da membrana plasmatica (pelo teste hiposmoético) e os defeitos espermadticos totais
(r=-0,45). A correlagdo positiva entre motilidade espermatica e integridade da membrana
plasmatica (r=0,49) respalda as associagdes das caracteristicas relacionadas a qualidade seminal
e consequentemente a fertilidade.

Nao houve diferenca entre diluidores (com e sem antioxidante) para integridade da
membrana plasmatica avaliada pelos testes hiposmético e fluorescéncia, porém, novamente
observou-se diferenca para tais testes quando se comparou touros normais € touros com
patologia espermatica (p<0,01). Pelo teste hiposmotico, o nimero de espermatozoides reativos,
ou seja, com membrana plasmatica integra, diminuiu 25,23% e 23,32%, com o processo de
criopreservacao, respectivamente, para o diluidor controle e o com antioxidante. Acredita-se que

esta menor diminui¢do do diluidor com antioxidante e para touros com morfologia espermatica
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elevada foi devido ao efeito de prote¢do do antioxidante, embora sem diferenga significativa
(p>0,05).

A correlagdo entre células espermdticas reativas obtidas no teste hiposmdtico e
motilidade espermatica foi positiva antes e apos o processo de criopreservacao (r=0,48 e r=0,49),
respectivamente.

Os valores foram semelhantes entre espermatozdides com membranas reativas, pelo
testes hiposmotico, e a percentagem de células méveis apds a descongelacdo, repectivamente,
(48,51+£10,63 vs. 51,97+7,81) para o diluidor controle e (51,52+10,51 vs. 52,2948,27) para o
diluidor com antioxidante, indicando eficiéncia do teste neste experimento. No entanto, 0 mesmo
ndo ocorreu para o teste de integridade da membrane plasmatica por fluorescéncia e motilidade
espermatica apds a descongelacdo, respectivamente, (40,72%8,79 vs. 51,97+7,81) para o diluidor
controle e (42,44+7,21 vs. 52,29+8,27) para o diluidor com antioxidante. Esses resultados
questionam a acuracia dos testes complementares in vitro, sendo que vdarios autores
(BALLACHEY et al., 1988, SIKKA, 1996, CHENOWETH, 2005) enfatizaram que predizer a
capacidade fecundante das amostras de sémen pode ndo ser precisa quando analisadas por um
unico teste in vitro. Porém, quando métodos in vitro sdo utilizados em conjunto aumenta-se a
acurdcia de predicao do potencial de fertilidade do sémen congelado/descongelado.

O teste de atividade citoquimica também ndo diferiu entre diluidores (com e sem
antioxidante), porém diferiu entre touros (p<0,05), e touros com elevada patologia espermatica
apresentaram menor atividade citoquimica, um fato que pode ser explicado pela presenca em
menor quantidade de células viaveis.

A taxa de prenhez ndo diferiu entre diluidores, mas o contraste entre touros (com
elevada patologia espermatica e touros normais) mostraram que o diluidor com antioxidante foi
significantemente (p<0,06) melhor do que o diluidor controle.

Embora a motilidade espermatica ndo tenha melhorado, outros estudos tem reportado a
eficiéncia do antioxidante, mesmo que nenhum deles tenha testado a eficiéncia in vivo. Na
reprodu¢ao humana, o antioxidante ¢ amplamente utilizado no tratamento de homens inférteis,
principalmente pela administragdo oral (KESKES-AMMAR et al., 2003, GRECO et al., 2005) e
inimeras vantagens foram observadas, como a melhora da qualidade espermatica e aumento da
producdo in vitro de embrides.

Nao hé duvida que o antioxidante protege a membrana plasmatica dos espermatozoéides
contra os efeitos deletérios dos radicais livres, porém ainda ndo se conhece qual o melhor
antioxidante a ser utilizado e qual a melhor quantidade a ser administrada para que nio se torne
pro-oxidante, o que pode ter ocorrido neste experimento com o diluidor com antioxidante

utilizado nos touros com qualidade espermatica normal. Por isso, conhecer os componentes
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bioquimicos das células espermaticas e do plasma seminal e entender as variagdes individuais

sdo fatores fundamentais a serem pesquisados.

Conclusoes

O presente trabalho permite concluir que:

1)Comparando todos os touros

1.1. O diluidor contendo antioxidante ndo melhorou a motilidade espermatica, a
integridade da membrana plasmatica, pelos testes de fluorescéncia e hiposmotico e a atividade
citoquimica das células espermaticas.

1.2. Nao melhorou a viabilidade dos espermatozdides por ndo aumentar a taxa de

prenhez.

2)Comparando touros com elevada patologia espermaitica versus touros com

qualidade espermatica normal

2.1. O diluidor contendo antioxidante nao melhorou a motilidade espermatica, a
integridade da membrana plasmatica e a atividade citoquimica das células espermaticas avaliadas
pelos testes complementares.

2.2. A utilizacdo de antioxidante aumentou a taxa de prenhez de touros com elevada

patologia espermatica € menor sobrevivéncia no teste de termo resisténcia.
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CAPITULO 3 - EFEITO DO SEMEN BOVINO CRIOPRESERVADO COM
ANTIOXIDANTE SOBRE OS METODOS DE SELECAO DE ESPERMATOZOIDES
(LAVAGEM X PERCOLL) NAS TAXAS DE CLIVAGEM, BLASTOCISTO E
APOPTOSE DE EMBRIOES PRODUZIDOS IN VITRO

Titulo

Efeito do Sémen Bovino Criopreservado com Antioxidante sobre os Métodos de Selecio de
Espermatozéides (Lavagem X Percoll) nas Taxas de Clivagem, Blastocisto e Apoptose de
Embriées Produzidos in vitro

Resumo

O preparo dos espermatozdides bovinos para a fecundacdo in vitro (FIV) usualmente
envolve procedimentos para separar os espermatozédides do plasma seminal, diluidor e/ou
crioprotetores. Entretanto, existem divergéncias em relagdo aos resultados obtidos com o uso
destes métodos. Com objetivo de comparar duas técnicas de separacao dos espermatozoides com
diluidor contendo antioxidante, odcitos com citoplasma homogéneo e Cumulus oophorus
compacto, obtidos de ovarios de vacas de abatedouro foram selecionados e maturados, por 24
horas, em grupos de 25 odcitos para gotas de 100pL de meio TCM 199 suplementado com 10%
de SFB, 1ug/mL de FSH, 100 UI/mL de hCG e 1ug/mL de estradiol, 0,25mM piruvato de sodio
e 75pg/mL amicacina., sob 6leo mineral, em estufa a 38,5°C e atmosfera a 5% CO, em ar. Os
odcitos maturados foram colocados em gotas de meio de FIV (TALP + BSA, PHE e 10pg/mL de
heparina) com 1x10° espermatozdides moveis por mL. Para cada FIV, trés repeti¢cdes por touro,
duas doses de sémen do mesmo touro e mesma partida, foram descongeladas (35°C por 20
segundos) e cada dose foi processada por um método de separagdo de espermatozoides para
obtencdo do sedimento: ML (duas centrifugacdes por 5 minutos a 36g com 2mL de TL-sémen) e
GP (Percoll 45 e 90% centrifugado por 30 minutos a 500g). Apos 22 a 24 horas, procedeu-se o
desnudamento dos zigotos e o cultivo foi efetuado em microgotas de meio SOF suplementado
com 2,5% SFB e 0,5% BSA, em estufa de 5% CO, em ar, a 38,5°C, durante 7 a 9 dias. As taxas
de clivagem apo6s 36 hpi, e producao de blastocistos no dia 7 e dia 9 nao diferiram (p>0,05) entre
os métodos de separacdo dos espermatozoides (lavagem x Percoll) e diluidores (Controle x
Trolox). Em valores absolutos, o diluidor Trolox, tanto para o método de lavagem como para o
gradiente de Percoll, apresentaram média superior quando comparados com o diluidor controle
(32,2 x 36,9) (30,6 x 32,7), respectivamente. Houve interagdo de touro com método de separagao
espermatica (p<0,05). A producdo de blastocistos diferiu (p<0,05) entre touros, sendo o melhor o

touro 5 (38,55%) e o pior o touro 1 (22,61%) para ambos os métodos de separacdao espermatica.
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Entretanto, o touro 5 foi o que apresentou maior numero de células apoptoticas e o touro 3 o
menor. O nimero de células em apoptose observadas em relagdo ao método de separacdo
espermatica foi menor quando se utilizou o diluidor Trolox, sendo que o diluidor Trolox com o
método de lavagem diferiu (p<0,05) do método de lavagem com diluidor controle e do método

de gradiente de densidade descontinuo de Percoll com diluidor come sem antioxidante.

Palavras — Chave: Antioxidante, Apoptose, Diluidores, Fecundagao in vitro, Método de

separacao espermatica, Sémen, Touro

Abstract

Detrimental effects of oxygen-derived free radicals on the semen during
cryopreservation and embryos during culture have been demonstrated in several species. This
study was designed to determine the role of antioxidant (Trolox 200uM) in the cryopreservated
semen extender of five Nelore bulls and sperm preparation techniques in in vitro fertilization
(IVF) in bovine. The objective, in the first experiment, was to evaluate the protective effect of
antioxidant on spermatozoa during IVF, by the blastocyst rate. The results demonstrated that
antioxidant increased the rate of blastocyst when compared with the other treatment without
antioxidant semen extender (p<0.05). The discontinuous density gradient method (90/45%) was
better than simple wash technique (34,8% n = 3311 vs.31,55% n = 3109 p<0.05) and the Percoll
gradient with extender containing antioxidant produced more in vitro embryos than wash method
with and without antioxidant (36,9% vs 32,2%, 30,6% p<0.05) and than discontinuous density
gradient method without antioxidant (36,9% vs. 32,7% p<0.05). In the experiment 2, TUNEL
assay was realized in vitro produced embryos cultivated for 7 days for each treatment. Sperm
preparation methods with semen containing antioxidant showed lower levels DNA fragmentation
than the same sperm separation methods with semen without antioxidant, besides the simple
wash technique with antioxidant in the semen extender demonstrated significantly the lower
percentage of DNA fragmentation. Discontinuous density gradient produced more blastocysts
and the cryopreservation semen bovine with antioxidant in the extender had beneficial effects for

in vitro produce embryo and sperm DNA integrity.

Key-Words: Antioxidant, Bull, Extenders, DNA fragmentation, in vitro fertilization,

Semen, Sperm preparation methods
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Introducio

Os efeitos deletérios dos radicais livres causam a lipoperoxidacdo da membrana
plasmatica dos gametas feminino e masculino e, também, dos embrides de mamiferos cultivados
in vitro, sendo responsavel por perdas na producdo in vitro de embrides e diminuicao de
fertilidade in vivo. A fecundagdo in vitro ou producdo de embrides in vitro, ¢ uma técnica
utilizada para produzir individuos com elevado mérito genético. Além disso, ¢ utilizada para
estudar a fisiologia dos processos de maturagdo oocitaria, fecundacdo e desenvolvimento
embrionario, pois existe grande variagao em relacao a taxa de clivagem e producao de morula e
blastocisto decorrentes do sistema FIV. Essas diferengas sdo determinadas por varios fatores
decorrentes das etapas que consiste esse sistema, entre eles, o preparo do s€men. O processo de
criopreservacdo causa efeitos deletérios nas células espermadticas, principalmente membrana
plasmatica devido a lipoperoxidagao e fragmentacdo do DNA. Para que seja eficiente, a
capacitagdo in vitro requer a selecdo e recuperacao de espermatozoides moveis, de forma normal,
com integridade da membrana plasmatica e livres de contaminantes do plasma seminal. Diversos
métodos tem sido utilizados para eliminacao do plasma seminal e separacdo da fracdo mével do
sémen diluido e descongelado, sendo os comumente utilizados como a técnica do sedimento —
“swim up” (PARRISH et al., 1984), separacdo por gradiente descontinuo de Percoll (AVERY e
GREVE, 1995) e lavagem mediante centrifugacdo (JAAKMA, et al., 1997). Esses métodos além
de melhorar a viabilidade pos-descongelagdo do sémen utilizado para FIV, também elimina o
diluidor do sémen. Entretanto, observa-se que a viabilidade pds-descongelacdo ainda ¢
significativamente afetada pelo diluidor do sémen (ANZAR e GRAHAN, 1995), podendo
interferir nos subseqiientes processos de fecundagao e/ou desenvolvimento embrionario.

A adi¢ao de antioxidante no diluidor do sémen tem o intuito de reduzir os niveis de
radicais livres e, conseqiientemente, evitar a lipoperoxidagdo da membrana plasmatica dos
espermatozodides, mantendo sua viabilidade e aumentando as taxas de clivagem e de blastocisto
Além disso, esses métodos de selecdo e separacdo dos espermatozdides também interferem na
eficiéncia do processo (AVERY e GREVE, 1995; JAAKMA, et al., 1997; PARRISH et al.,
1984), sendo o efeito individual (touro) também mencionado em varios estudos sobre a produgao
in vitro de embrides (PIV).

O presente trabalho foi conduzido com os objetivos de avaliar a utilizagao do diluidor
contendo antioxidante na criopreservacdo do sémen no desenvolvimento in vitro de oocitos
bovinos, maturados e fecundados por dois métodos de separagdo do sémen: lavagem mediante
centrifugacdo e gradiente descontinuo de Percoll, determinando a taxa de clivagem, taxa de

blastocisto e integridade do DNA dos embrides produzidos in vitro.
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Material e Métodos

Criopreservagdo do Sémen

Foram criopreservados sémen de cinco touros da raca Nelore, sendo que metade do
ejaculado foi criopreservada com diluidor controle TRIS — gema: &cido citrico (1,5g/dL),
hidroximetilaminometano — TRIS (2,42g/dL), glicose (1,25g/dL), gema de ovo (20mL/dL),
penicilina (1000UI/mL), estreptomicina (1000pg/mL), glicerol (6 ml/dL) e é4gua destilada
100mL gsp (Dil C-Tris-gema) e a outra metade com o diluidor Trolox com mesmo diluidor
acrescido de 200uM de Trolox (Dil T-Tris-gema + Trolox 200puM).

Foram realizados exames, fisico e morfoldgico, dessas amostras. E as palhetas de
0,25mL de sémen permaneceram criopreservadas até o momento de sua utilizacdo na producao
in vitro de embrides. Optou-se por trabalhar com doses com elevado ntimero de palotogia

espermatica, para cada touro, para verficar o efeito do antioxidante.

Coleta de oocitos e maturacdo in vitro

Ovarios obtidos de vacas de abatedouro foram transportados ao laboratorio, em solugao
salina a 28-32°C, e seus foliculos antrais com didmetro de 3 a 7mm foram aspirados por agulha
de 18-G adaptada a seringa de 20mL. O fluido folicular aspirado foi transferido para tubo conico
de 50mL o qual permaneceu por 15min dentro da estufa para decantar o sedimento e prosseguir
com a sele¢do dos odcitos. Posteriormente, o sedimento foi transferido para placa de Petri e
visualizado em microscopio estereoscopico.

Oocitos com citoplasma homogéneo e cumulus oophorus compacto com, no minimo,
quatro camadas de células foram selecionados e maturados in vitro (MIV) por 24 horas, em
grupos de 25 por gota de 100uL em meio TCM 199 (GIBCO BRL, Grand Island, EUA)
suplementado com 10% de SFB (Cripion, Andradina, Brasil), 1pg/mL de FSH (Folltropin™,
Bioniche Animal Health, Belleville, EUA), 100 UI/mL de hCG (Profasi™, Serono, Sdo Paulo,
Brasil) e Ipg/mL de estradiol, 0,20mM piruvato de sodio e 83,4plg/mL amicacina, sob o6leo

mineral, em estufa a 38,5°C, com umidade saturada ¢ atmosfera com 5% CO, em ar.

Experimento 1
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Os odcitos maturados apds 24h foram colocados em gotas de meio TALP- FIV (meio
TALP com 10pg/mL de heparina, 18uM de penicilamina, 10uM de hipotaurina e 1,8uM de
epinefrina), suplementado com piruvato (0,2mM), amicacina (83,4pg/mL) e albumina sérica
bovina (BSA, 6mg/mL), cobertas com 6leo mineral.

Para cada FIV (total de trés repeti¢des), quatro doses de sémen (sendo duas para o
diluidor controle e duas para o diluidor Trolox) do mesmo touro e mesma partida, foram
descongeladas (35°C por 20 segundos) e cada dose foi processada por um método de separagdo
de espermatozoides para obtencdo do sedimento: método de lavagem (ML) (duas centrifugagdes
por 5 minutos a 36g com 2mL de TL-sémen) e Gradiente Descontinuo de Percoll (GP) (Percoll
45 e 90% centrifugado por 30 minutos a 500g em meio TALP com 10mM de hepes 4cido).

Para ambos os tratamentos, ML e GP, foram recuperados 30pL do sedimento, que
foram adicionados a 30pL de heparina, desse total de 60uL, SUL foi adicionado em um
microtubo contendo 250uL de meio FIV — gotas, e, SUL em outro microtubo contendo agua,
para se avaliar a motilidade e concentragdo espermatica, respectivamente. A concentracao final
foi ajustada para 25 x 10° espermatozodides vivos/mL com meio TALP-FIV. Posteriormente, 4pL
do sémen diluido foram adicionados as gotas contendo os o6citos, obtendo-se concentracao final

de 100 x 10° espermatozdides vivos/gota.

Cultivo in vitro

Ap6s 22 a 24 horas, procedeu-se o desnudamento dos provaveis zigotos que foram
transferidos para o meio de cultivo (CIV), em microgotas de meio SOF suplementado com 2,5%
SFB e 0,5% BSA, em estufa com 5% CO, em ar, a 38°C, onde permaneceram durante 7-9 dias.
A taxa de clivagem foi observada apds 36h do inicio do cultivo e a taxa de blastocisto foi

avaliada no dia sete (D7) e no dia nove (D9).
Experimento 2:
Coloragao “Terminal Transferase Assay” — TUNEL
Apos 7 dias de CIV, os embrides que se encontravam em estadio de moérula, blastocisto

inicial e blastocisto expandido foram selecionados para serem avaliados em porcentagem de

células em apoptose utilizando a técnica de coloracdo “In situ terminal deoxinucleotidyl
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transferase mediated dUTP nick end labeling assay” (TUNEL), descrita por PAULA-LOPES e
HANSEN (2002).

Os embrides foram lavados em 100uL de PBS com PVP (1mg/mL) e fixados, com a
zona peltcida intacta, em 100 pL de solucdo de paraformaldeido (4% em PBS, pH 7.4) a
temperatura ambiente, por lh, os quais foram novamente lavados em 100 pL de PBS-PVP e
armazenados sob refrigeragdo (4°C), para posterior processamento.

O processamento ocorreu pela permeabilizagdo dos embrides em 200 pL de solugdo de
Triton X-100 (0,5%, v/v) em citrato de sddio (0,1%), por 30min em temperatura ambiente, sendo
em seguida, incubados os embrides reservados para controle positivo com DNAse I (50 UI/mL
de agua Milli-Q) (RNAse free) a 37°C por 1h, enquanto que os embrides dos tratamentos ficam
em gotas de 100 uL de PBS-PVP. Todos os embrides foram lavados em 100 pL. de PBS-PVP e
incubados, em camara iimida, com 15 pL da mistura (1:9, da enzima — tubo 1 e do tampao da
enzima — tubo 2, respectivamente) para a coloragdo TUNEL (/n Situ Cell Death Detection Kit,
Fluorescein, Roche Diagnostics, Germany), por 1h a 37°C na auséncia de luz. Os embrides
reservados para controle negativo foram incubados na auséncia da enzima terminal
deoxinucleotidyl transferase (TdT). Todos os embrides, de todos os grupos (n=675) foram
incubados em 100 pl. de RNAse A (50 pg/mL de dgua Milli-Q) por 1h em temperatura
ambiente, seguida por incubagdo com Hoechst 33342 (0,5 pug/mL de PBS-PVP) por 30 min em
temperatura ambiente. Em seguida foram lavados em PBS-PVP e colocados entre lamina e
laminula com glicerina tamponada (9:1).

Os embrides foram entdo avaliados em microscopio de epifluorescéncia (excitacdo de
510-550 nm e emissdo de 590 nm) quanto ao numero de células com fragmentacio de DNA
(TUNEL positivas — fluorescéncia verde ou amarela pontual dentro do nticleo) localizadas na
MCI e no TF em relagao ao numero total de células do blastocisto, determinado pelos nucleos

corados em azul pelo Hoechst 33342.
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Fig 1 — Blastocistos no dia 7, corados pela técnica de coloragdo TUNEL, observados
em microcopio de epifluorescéncia. A) Blastomeros corados pelo Hoechst 33342; B) Setas

indicam células com fragmentagdao do DNA, com nucleo picndtico, em aumento de 1250 X.

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi efetuada empregando-se o sistema SAS (Statistical Analysis
System), versao, 9.1.

Para a varidvel vigor espermatico foi utilizada a estatistica descritiva (média, desvio
padrdo e amplitude).

Seguindo um modelo inteiramente casualizado tendo nas parcelas um fatorial 2x5 (dois
diluidores e cinco touros) e nas sub-parcelas 2x2x5 (dois diluidores, dois métodos de separacao
do sémen e cinco touros), as variaveis quantitativas foram submetidas a Analise de Variancia
(ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tuckey, a 5% de significancia.

Para os dados de fecundacdo in vitro, as freqliéncias foram analisadas pelo teste de qui-
quadrado para independéncia, com 5% de probabilidade de erro.

A correlagdo de Pearson foi testada entre todas as varidveis para verificar possiveis

relagdes entre as caracteristicas estudadas.

Resultados

Comparacio das técnicas de preparacdo espermatica: gradiente de densidade

descontinuo de Percoll (GP) e método de lavagem por simple centrifugacao (ML)

A comparacdo das técnicas mostrou que o GP aumentou a taxa de embrides 34,80%
quando comparado com o ML 31,50% (p<0,05), no entanto, ndo houve diferenca para taxa de

clivagem (p>0,05) (Figura 2).
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FIGURA 2. Taxa de desenvolvimento embriondrio (clivagem e producdo de blastocisto) pelos
diferentes métodos de separagdo espermatica (método da simples lavagem por centrifugacao e
gradiente de densidade descontinuo de Percoll) utilizado no sémen congelado/descongelado de
touros da ragca Nelore. Médias com letras diferentes diferem entre si (p<0,05), pelo Teste de

Tukey.

Compararacido do diluidor de criopreservacio espermatica: com e sem
antioxidante

A adi¢do do antioxidante no diluidor de s€émen para o processo de criopreservagao
aumentou a taa de blastocistos (34,50%) quando comparado com o diluidor sem antioxiante
(31,70%) (p<0,05). A taxa de clivagem ndo diferiu entre valores obtidos com emprego dos

diluidores Dil C e Dil T. (Figura 3)
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FIGURA 3. Taxa de desenvolvimento embrionario (clivagem e produgdo de blastocisto) por
diluidores (com e sem antioxidante) utilizado no sémen de touros Nelore. Médias com letras

diferentes diferem entre si (p<0,05), pelo Teste de Tukey.

Comparacio entre tratamentos: gradiente de densidade descontinuo de Percoll e
método de lavagem por simples centrifugacio de sémen criopreservado com e sem

antioxidante no diluidor

Células espermaticas separadas pelo método do GP na presenca do diluidor de sémen
contendo antioxidante produziram maiores taxas de blastocistos do que os demais tratamentos
(p<0,01). A taxa de clivagem ndo diferiu entre tratamentos (p>0,05) (Tabela 1). A motilidade

espermatica também nao diferiu (p>0.05) entre métodos de separacdo espermatica (Figura 4).
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TABELA 1. Percentual de clivagem, blastocisto e apoptose e numero de células (blastomeros)
para cada tratamento (gradiente descontinuo de Percoll + diluidor controle, gradiente
descontinuo de Percoll + diluidor antioxidante, simples lavagem por centrifugacdo + diluidor
controle e simples lavagem por centrifugacdo + diluidor antioxidante).
Clivagem  Blastocisto ~ N. Cels. por Apoptose
Tratamentos (%)* (%)**  blastocisto’ (%)

GP+ Dil C (12175/'16;80) 5 1?;%75;0) 813+36.1°  52+3.6
GP + Dil T . ” g /'f; 5 (5831%9;7 5 809341 474330
ML + Dil C (12175’/'?;41) (5033%66641) 878+359°  52+35
ML+ Dil T . ” ;‘ /'?; &) (53%%2;69) 91.6+33.7° 39429
Valor de P p>0,05 p<0,01 p>0,05 p<0,05

*Porcentagem de clivagem, calculada pelo nimero de odcitos inseminados.

**Porcentagem de blastocistos, calculado pelo numero de zigotos produzidos in vitro.

"Média do numero de células por blastocisto, calculado pelo nimero de blastdmeros contados.
""Porcentagem de células apoptéticas, calculada pelo namero de blastomeros.

¢ Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05), pelo Teste de Tukey.

50,0
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30,0

20,0

Motilidade (%)

10,0

0,0

DIL C ML DIL C GP DIL T ML DIL T GP
FIGURA 4. Valores médios ajustados da motilidade espermatica progressiva retilinea, obtidos
apos diferentes métodos de separagdao do sémen (método de lavagem x gradiente de Percoll) e

com diferentes diluidores (Diluidor controle x Diluidor Trolox).
Fragmentacio de DNA em embrides cultivados por 7 dias: teste deTUNEL

Oocitos fertilizados com espermatozdides contendo antioxidante no diluidor
demonstraram menor porcentagem de células apoptoticas do que a fertilizagdo in vitro sem
antioxidante no diluidor de s€men ¢ a taxa de fragmentagdo do DNA mostrou-se menor para o

ML com antioxidante no diluidor (p<0,05) (Tabela 1). Nao houve diferenga do niumero total de

células dos embrides (p>0,05) 47



Fator touro

Nao se observou diferencas entre touros para a motilidade espermatica progressiva e
retilinea, porém verificaram-se diferencas significativas a morfologia espermatica normal
(Figura 5), as taxas de clivagem e blatocistos e a porcentagem de células apoptoticas dos
embrides (p<0,05). Os ejaculados do touro 1 tiveram mais espermatozoides anormais (49,8%),
produzindo menos embrides (22,61%), embora a porcentagem de fragmentagdo do DNA, pelo
teste de TUNEL, ndo foi a maior (3,8%). Em compensacdo, os ejaculados do touro 5, que
apresentaram menos defeitos espermaticos (10,8%) e por isso produziram maior taxa de

blastocistos (38,55%), também produziram embrides com maior porcentagem de apoptose

(6,3%) (p<0,05). (Figura 6 e 7, Tabela 2).
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FIGURA 5. Porcentagem de patologia espermatica (defeito maior, menor e total) dos cinco

DMVA

DME DT

Defeitos espermaticos

touros Nelore utilizados na fecundagao in vitro, para produgao de embrides.

O Touro 1
O Touro 2
O Touro 3
O Touro 4
MW Touro 5

TABELA 2. Numero total de células (blastomeros) por blastocisto e porcentagem de
fragmentacdo do DNA com a utiliza¢do de sémen de cinco touros da raca Nelore.

Touros N. Cels por blastocisto” Fragmentagio do DNA (%)
1 84.7 £37.8® 3.8+2.6%
2 76.1 £29.0° 4.4+£4.0°
3 74.9 £ 28.9° 25+2.8¢
4 87.6 +33.7 49+2.8°
5 95.3 +39.4° 63+3.1°

"Média do nimero de células por blastocisto, calculado pelo nimero de blastdmeros contados.
“Porcentagem de células apoptoticas, calculada pelo nimero de blastomeros.
** Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,01), pelo Teste

de Tukey.
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FIGURA 6. Taxa de desenvolvimento embrionario (clivagem e producdo de blastocisto) de

acordo com sémen congelado/descongelado dos cinco touros da raga Nelore.
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FIGURA 7. Porcentagem de células apoptoticas em embrides (blastocistos) produzidos in vitro
com a utilizagdo do sémen criopreservado de cinco touros da raca Nelore. Letras diferentes
diferem entre si (p<0,05), pelo Teste de Tukey.

Discussao

Eventos como capacitagdo espermatica, reacdo acrossdmica e fusdo com o dvulo
ocorrem durante a fertilizagdo e requerem membrana plasmdtica e acrossdma funcionais e

intactos.
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O processo de criopreservagdo, assim como, os métodos de separacdo espermatica
utilizados na FIV, causam injuarias nas células espermaticas diminuindo sua viabilidade.

Técnicas de preparacdo espermatica sdo utilizadas rotineiramente na reprodugdo
assistida com finalidade de isolar espermatozdides com melhor motilidade e morfologia
espermatica do plasma seminal, de espermatozoides danificados e de outros debris presentes no
sémen. Muitos estudos t€ém comparado diferentes métodos de processar o s€émen (i.e. simples
lavagem, swim-up, etc.) com a técnica de separacao por gradiente descontinuo de densidade. A
separacdo espermatica utilizando uma silica baseada em gradiente de densidade (Percoll)
mostrou ser o método mais eficiente para separar espermatozoides méveis e morfologicamente e
geneticamente normais (BONGSO et al., 1993, SHARMA et al., 1997, DE MAISTRE et al.,
1996). Observou-se neste experimento, que o método de separacdo espermatica utilizando
Percoll foi melhor do que o método de centrifugagdo por simples lavagem (p<0,001) para PIV. O
método de centrifugacdo por simples lavagem, devido ao pouco tempo e baixa for¢a de
centrifugacdo, selecionou menos espermatozoides moéveis e morfologicamente normais
produzindo menores taxas de blastocistos. No entanto, a taxa de clivagem nao diferiu (p>0,05)
entre os métodos analisados.

Por causa do potencial de geracdo de altos niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS), decorrentes dos passos de centrifugacdo, utilizou-se o Trolox, analogo da vitamina E, no
diluidor de s€émen bovino, com a finalidade de proteger a membrana plasmatica, mantendo sua
viabilidade. Outra fonte de producao de radicais livres, além do processo de criopreservacao
(WATSON, 1995 e 2000) e centrifugagdo, sdo os proprios espermatozdides morfologicamente
anormais. Outros estudos demonstraram que homens inférteis tiveram como principal fonte de
ROS as células espermaticas anormais (AITKEN e WEST, 1990; POTTS et al., 2000), inclusive
BARROSO et al., 2000, confirmaram que espermatozoides obtidos de diferentes camadas depois
da centrifugacdo no gradiente descontinuo de Percoll (fracdo pobre e rica de qualidade
espermatica) podem gerar ROS, sendo a fragdo pobre responsavel pelo aumento significativo dos
radicais.

Foram utilizadas doses de touros com diferentes porcentagens de defeitos espermaticos,
principalmente para verificar se houve prote¢do das células espermaticas pelo antioxidante e se
ocorreu selecdo espermatica pelos processos de separagdo do sémen.

O tocoferol (vitamina E) ¢ encontrado em membranas celulares, em contraste com o
Trolox, que sendo soliivel em agua, ¢ encontrado no citoplasma, onde os radicias hidroxil sdo
formados, permitindo entdo o bloqueio ao ataque oxidativo (CORT et al., 1975; ALBERTINI e
ABUJA, 1999). A principal fun¢io da vitamina E ¢é a prote¢ao dos acidos graxos poliinsaturados

das membranas plasmaticas. E a peroxidacao dessas membranas lipidicas permitem a ocorréncia
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de defeitos estruturais, alterando a funcionalidade e permeabilidade das membranas, resultando
eventualmente em injuarias irreversiveis e morte celular.

Os resultados na fertilizacdo in vitro no presente estudo mostraram que a adicdo de
antioxidante no diluidor de sémen, a taxa de blastocisto foi melhor que no diluidor sem
antioxidante (p<0,05), sendo que a taxa de clivagem ndo diferiu (p>0,05). O diluidor de s€émen
com antioxidante processado pelo método do gradiente descontinuo de Percoll produziu mais
embrides (p<0,05), sugerindo a protecdo do antioxidante para as células espermaticas
selecionadas principalmente por este método (Tabela 1).

O fato da taxa de clivagem ndo diferir entre os tratamentos (com e sem antioxidante e as
técnicas de separacdo espermatica) sugeriu que além dos defeitos da membrana plasmatica
ocorreram fragmentagao do DNA, com possivel fertilizagao, mas sem posterior desenvolvimento
embrionario. Em adicdo aos defeitos da membrana plasmatica, a peroxidacao lipidica pode
também danificar o DNA sendo que a peroxidagdo do DNA pode alterar a cromatina,
modificando bases e fragmentando o DNA (HUGHES et al., 1996, KODAMA et al., 1997;
BAUMBER et al., 2003). Varios trabalhos reportaram reducdo do desenvolvimento embrionario
apos a fertilizagdo de espermatozdides com defeito no DNA (SUN et al., 1997; HOST et al.,
2000; MORRIS et al.,, 2002). HUGHES et al.(1998) sugeriu que algum defeito de DNA
observado em uma populagdo espermatica pode ser removido com o plasma seminal durante a
preparagao para FIV, porém, como este processo também removeu os espermatozoides da
principal fonte da protecao antioxidante, a adicdo de um antioxidante no meio resultou na
protecdo do DNA de defeitos subsequentes.

Utilizou-se a técnica de TUNEL para avaliar a porcentagem de apoptose dos embrides e
observou-se baixos niveis de defeitos do DNA em blastocisto (dia 7), sugerindo protecdo da
membrana plasmatica pelo efeito do antioxidante. Ambos os métodos de separagdo espermatica,
sem antioxidante no diluidor de sémen, mostraram maiores niveis de apoptose. O nivel de
apoptose para o método de centrifugagdo por simples lavagem utilizando sémen com diluidor
contendo antioxidante foi significativamente (p<0,05) menor quando comparado com o outro
método (Tabela 1). Talvez o método de gradiente de densidade descontinuo devido ao maior
tempo e forca de centrifugacdo aumentou o percentual de DNA danificados, embora se acredite
que, como foi o método com melhor producdo de embrides (por selecionar os melhores
espermatozoides), a porcentagem de apoptose pode ter sido maior pelo proprio desenvolvimento
do blastocisto.

O ensaio do TUNEL detecta quebras no DNA. A desoxinucleotideo transferase terminal
¢ capaz de indicar falha na dupla fita de DNA, independentemente da causa. O método do

TUNEL foi julgado como mais sensivel e especifico para deteccdo de apoptose. No entanto, a
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deteccdo de fragmentos de DNA pelo ensaio do TUNEL pode apresentar falhas em distinguir
entre apoptose, necrose e autdlise celular (CHARRIAUT — MARLANGUE e BEN-ARI, 1995;
GRASL-KRAUPP et al.,1995). A apoptose ¢ a morte celular programada que ocorre em
condigoes fisiologicas, como na formagdo da blastocele do embrido, ¢ uma falha caracterisitica
nesse processo, na ativagdo de uma endonuclease enddégena, gera numerosos fragmentos no
DNA (COMPTON, 1992).

Os resultados mostraram que a utilizacdo do antioxidante no diluidor de sémen ocorre
menor porcentagem de apoptose nos embrides analisados. Embora ao separar os touros, quanto
ao perfil de qualidade espermadtica, observou-se que o touro que mais produziu embrides foi
também o que demonstrou alta porcentagem de fragmentacdo do DNA, sendo que o touro que
menos produziu embrides, provavelmente por causa da elevada patologia espermatica, produziu
a menor porcentagem de células apoptdticas. Isto sugeriu que no primeiro caso a apoptose foi
fisiologia, ou seja, necessaria para o desenvolvimento embrionario e no segundo, em decorréncia
da alta anormalidade morfoldgica, pode ter ocorrido um dano genético (lesio ao DNA, porém
nao detectada) que levou a falha na indugdo da apoptose.

Muitos estudos demonstraram que ROS, em niveis controlados, podem ter fungdes
fisioldgicas na tradu¢do de sinais e caminhos como na indugdo da fosforilacdo da proteina e
alcalinizagdo intracelular (KOSHIO et al., 1981; FIALKOW et al., 1994; BLONDIN et al.,
1997). No entanto, quando em excesso podem levar a injurias como, por exemplo, o cancer, em
que as células perdem seu mecanismo de defesa, por inibi¢do dos mecanismos apoptoticos
(RACHID, 2002). Como ndo se conhece valores e/ou mecanismos que diferenciam apoptoses
fisioldgicas das patologicas, deve-se ter cautela na associagdo da porcentagem de apoptose com

qualidade embrionaria.

Conclusoes

A taxa de clivagem foi similar para todos os tratamentos.

O método de separacao espermadtica pelo gradiente de densidade descontinuo de Percoll
foi melhor para a producdo de embrides in vitro.

A utilizagdo de antioxidante ao diluidor de sémen utilizado na fecundacdo in vitro
melhorou a producao de embrides.

O método de separacao espermadtica pelo gradiente de densidade descontinuo de Percoll
com o sémen contendo antioxidante aumentou a producgdo de embrides in vitro.

A utilizagdo de antioxidante ao diluidor de sémen empregado na FIV propiciou a

producao de blastocistos com menor percentual de fragmentacdao de DNA.
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O touro que mais produziu embrides foi o que apresentou maior porcentagem de

blastocistos com fragmentacao de DNA.

Implicacoes

O antioxidante funcionou, pois melhorou a taxa de prenhez e produgdo de blastocisto in vitro.
Estudos bioquimicos para saber a interagao do antioxidante com a célula espermatica tornam-se
necessarios para entender os mecanismos de atuacao do antioxidante.

Para obtencdo do melhor efeito é necessario o conhecimento da dose e do individuo a ser
utilizado.

Como nao se conhece valores e/ou mecanismos que diferenciam apoptoses fisiologicas das
patoldgicas deve-se ter cautela na associagdo da porcentagem de apoptose com qualidade

embrionaria.
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ANEXOS

Tabela 1A. Preparo da solucdo de fructose a 100 mOsm/K g, empregado no teste hiposmotico

Reagente Quantidade
Frutose (g) 0,9
Citrato Trisédico (g) 0,49
Agua destilada (g.s.p.) 100 mL

Fonte: Revell e Mrode, (1994)

Tabela 2A. Solugdo estoque e de trabalho empregadas na técnica de fluorescéncia para
avaliacdo da integridade da membrana plasmatica de espermatozdides bovinos

Solugdes Constituintes Quantidades

I — Solugdo estoque de DIC DIC 9,2mg
DMSO 20mL

IT — Solucgao estoque de IP IP 10mL
NaCl 0,9% 20mL

III — Solucgdo estoque de Formaldeido Formalina a 40% Diluigao 1:80

Solugdo fisiologica

IV — Solugdo estoque de citrato de sodio a 3%  Citrato de sddio 3g
Solugdo fisiologica 100mL

V — Solugao de trabalho DIC 20uL
P 10uL
Formaldeido 10pL
Solugdo IV 960uL

Amostras para avaliacao Sémen 10pL
Solucao de trabalho 40uL

Fonte: Zuccari, C.E.S.N. (1998)

67



Coleta de sémen (Doze coletas de Cinco touros Nelore)

O

Avaliagao

(Turb, M, V, Vol, Amostra p/ concentracdo, patologia, HIPO)
O
Divisdo do ejaculado em 2 partes iguais
O
Calculo do volume e da quantidade de antioxidante a acrescentar no diluidor Trolox, com
concentragdo final de 100x 10° sptz/mL
O
Retirada de amostras para os testes de TTR, HIPO, FLUO
O
Resfriamento
0
Envase do sémen em palheta 0,25mL

0

Congelacao
O

Armazenamento das palhetas no botijao com N liquido
O
Descongelacao das palhetas (35°C, minimo 20 segundos)
0
Avaliagao dos testes de TTR, HIPO, FLUO, DAB

0
Comparagdo antes e ap6s processo de criopreservacao do diluidor e entre diluidores

Inseminacao das 300 novilhas, unica dose de uma mesma partida (60 doses por touro e 30 por
diluidor)
0
Taxa de prenhez (diagnoéstico por palpagdo transretal)

PIV (trés repeticdes de cinco touros)
Descongelacdo de duas palhetas de cadDa diluidor (35°C, minimo 20 segundos)
FIV: duas palhetas Percoll; outras duas palhe?as Lavagem (trés repeti¢des para cada touro)
Taxa de blastocisto ap?')s 7 e 9 dias de cultivo
Porcentagem de apoptose dos blastocistos emDrelagéo aos dois diluidores e dois métodos de
separacao de espermatozoides

Anexo3: Fluxograma dos processos de congelacao, descongelagao e avaliacdo do sémen bovino
apos descongelacao e utilizacdo em programa de inseminacdo artificial e fecundagao in vitro.
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