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0 AMOR ANTIGO

O amor antigo vive de si mesmo,
ndo de cultivo alheio ou de presenga.
Nada exige nem pede. Nada espera,

mas do destino vdo nega a sentenga.

O amor antigo tem raizes fundas,
feitas de sofrimento e de beleza.
Por aquelas mergulha no infinito,

e por estas suplanta a natureza.

Se em toda parte o tempo desmorona
aquilo que foi grande e deslumbrante,
0 antigo amor, porém, nunca fenece

e a cada dia surge mais amante.

Mais ardente, mais pobre de esperanga.
Mais triste? Ndo. Ele venceu a dor,
e resplandece no seu canto obscuro,

tanto mais velho quanto mais amor.

(Carlos Drummond de Andrade)
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RESUMO

Objetivando-se avaliar in vitro o efeito da congelagdo de espermatozoides caprinos em
diluente a base de leite desnatado acrescido de Trolox e Glutationa reduzida (GSH) em
diferentes concentracdes, utilizou-se sémen de cinco reprodutores, colhido com vagina
artificial, em seis repeticdes. Apds avaliacdo subjetiva (turbilhonamento, motilidade,
vigor e concentragdo espermatica) de cada ejaculado, procedeu-se a formagao do pool e
diluigdo (240x10° espermatozoides/mL) com leite desnatado e glicerol 7%, acrescido
de antioxidantes, de acordo com o experimento: Exp. 1) G1= Controle, G2= Trolox
30uM, G3= Trolox 60uM e G4= Trolox 120uM; Exp. 2) G1= Controle, G2= GSH
2mM, G3= GSH 5mM e G4= GSH 7mM. Em seguida, as amostras foram
acondicionadas em palhetas (0,25mL), congeladas e armazenadas em botijao
criobiolégico (-196 °C). Apds descongelagido (37°C/30 segundos), aliquotas de sémen
de cada grupo foram avaliadas quanto a integridade de membrana plasmatica (iMP) e
acrossoma (iAc), potencial de membrana mitocondrial (PMM), cinética espermatica e
ultraestrutura. As analises de iMP, iAc, PMM e cinética dos espermatozoides caprinos
criopreservados em meio adicionado de diferentes concentragdes de Trolox e GSH, ndo
evidenciaram diferenca significativa (P>0,05) entre os grupos. A ultraestrutura foi
avaliada em amostras de sémen in natura e pos-descongelagdo. Nos Exps. 1 e 2, as
analises de iMP, iAc, PMM e cinética espermatica dos espermatozoides caprinos
criopreservados ndo evidenciaram diferenga significativa (P>0,05) entre os grupos
Controle e Trolox (30, 60 e 120 uM/mL). No Exp. 1, a andlise ultraestrutural
evidenciou que os porcentuais de acrossoma, membrana plasmatica da regido da cauda
e axonema integros nao diferiram (P>0,05) entre grupos (Controle e Trolox 30, 60 e
120 uM/mL), mas foram inferiores (P<0,05) aos do sémen in natura. Entretanto, as
amostras dos grupos Trolox 60uM/mL e Trolox 120uM/mL apresentaram maior
porcentagem (P<0,05) de espermatozdides com membrana plasmatica intacta na regido
da cabeca do que as dos grupos Controle e Trolox 30uM/mL, mas ndo diferiram
(P>0,05) do sémen in natura. Maior porcentagem (P<0,05) de espermatozides com
mitocOndrias intactas foi observada nas amostras de sémen In natura, e dos grupos
Controle e Trolox 60uM/mL do que naquelas do Trolox 30uM/mL e 120uM/mL. No
Exp. 2, a andlise ultraestrutural demonstrou que os porcentuais de membrana
plasmatica (cabega e cauda) e acrossoma integros ndo diferiram (P>0,05) entre os
grupos Controle e GSH (2, 5 ¢ 7mM/mL), mas foram inferiores (P<0,05) aos do sémen
in natura. Todavia, as amostras de sémen in natura e do grupo Controle apresentaram
maior porcentual (P<0,05) de gametas com axonema integros do que as dos grupos
tratados com GSH (2, 5 ¢ 7mM/mL). Maior porcentagem (P<0,05) de espermatozdides
com mitocondrias integras foi observada nas amostras de sémen do grupo Controle do
que nos tratados com GSH (5 e 7mM/mL), e nao diferirem das amostras do sémen in
natura e do GSH 2mM/MI. Com base na analise ultraestrutural, é possivel concluir que
Trolox 60 uM/mL pode ser adicionado ao diluente de congelagdo de sémen caprino, a
base de leite desnatado e glicerol 7%, visando preservar a integridade da membrana
plasmatica na regido da cabega dos espermatozoides. Todavia, a adi¢gdo de GSH (2, 5 ¢
7mM/mL) em diluente de congelacdo de s€émen caprino, a base de leite desnatado e
glicerol 7%, ndo preserva a integridade dos espermatozoides.

Palavras-chave Criopreservagao, sémen, antioxidante, caprino.
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ABSTRACT

The objetive of this study was to verify the effect of different concentrations of Trolox
and Glutathione (GSH) it was used sperm from five bucks, collected by artificial vagina
with six replicates. After subjective analysis (wave moving, motility, vigor and sperm
concentration) of each ejaculate, a pool of samples was performed and diluted (240 x
10° sperm/mL) in skimmed-milk plus glycerol 7% with antioxidants, according to the
experiment: Exp. 1) G1= Control, G2= Trolox 30uM, G3= Trolox 60uM and G4=
Trolox 120uM; Exp. 2) G1= Control, G2= GSH 2mM, G3= GSH 5mM and G4= GSH
7mM. Samples were packed in straws (0.25 mL), frozen and stored in Liquid Nitrogen
(-196 °C). After thawing (37 °C/30 seconds), semen aliquots of each group were
submitted to iPM, iAc, MMP, kinematic by CASA and ultrastructure analysis. In the
Exp. 1 and 2, it was observed that iMP, iAc, PMM and kinematics parameters showed
no significant difference (P>0.05) among groups. Exp. 1, in ultrastructural analysis,
acrosome, plasma membrane on the tail region and axoneme integrity did not differ
(P>0.05) among groups, but they were observed in lower (P<0.05) percentage than
those of fresh samples. However, Trolox 60uM/mL and Trolox 120uM/mL groups had
higher (P<0.05) percentage of sperms with intact plasma membrane on the head region
than control and Trolox 30uM/mL groups, but they did not differ (P>0.05) of the fresh
samples. Higher percentage (P<0.05) of sperms with intact mitochondrias were
observed on fresh, control and Trolox 60uM/mL samples than those of Trolox
30uM/mL and 120pM/mL. Exp. 2, in ultrastructural analysis, it was observed that
percentages of acrosome and plasma membrane (tail and head region) intacts did not
differ (P>0.05) between Control and GSH (2, 5 and 7 mM/mL) groups, but they were
lower (P<0.05) than in nature semen. However, semen samples of in nature and Control
groups had higher percentage (P<0.05) of gametes with intact axonemes than those of
GSH (2, 5 and 7 mM/mL) groups. Higher percentage (P<0.05) of sperms with intact
mitochondrias were observed on Control group than those of GSH (5 and 7 mM/mL)
groups, but it did not differed of in nature semen and GSH 2mM/mL. Based on
ultrastructural analysis, it can be concluded that Trolox 60uM/mL can be used in
skimmed-milk plus glycerol 7% diluent to preserve the integrity of sperm plasma
membrane on the head region. However, the GSH (2, 5 and 7mM/mL) addition in
skimmed-milk and glycerol 7% diluent to freezing goat semen did not preserve sperm
integrity.

Keywords: Freezing, semen, antioxidants, goat.
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1 INTRODUCAO

As técnicas de reproducdo assistida como inseminacdo artificial (IA) e
transferéncia de embrides foram introduzidas na industria caprina com os objetivos de
acelerar o ganho genético (de animais superiores) ¢ de superar alguns obstaculos da
eficiéncia reprodutiva (LORENZO e CARNEIRO, 2003).

O uso da IA pode representar um poderoso instrumento para se atingir 0s
objetivos da exploracdo racional de caprinos, destacando-se o melhoramento genético
advindo da multiplicacdo de sémen de bodes qualificados como superiores em testes de
performance ou progénie; o controle de doencas sexualmente transmissiveis; a
programacao da exploragdo com o eventual controle do ciclo de produgdo e, ainda, o
uso de sémen congelado/descongelado para a preservagdo de germoplasma de ragas ou
espécies sob risco de extingdo (SIMPLICIO, 1995). Apesar desse potencial, a IA em
caprinos, principalmente na regido Nordeste do Brasil, ainda ¢ pouco aplicada e sao
inimeras as razdes atribuidas a este fato, entre elas, pode-se citar os resultados ainda
pouco satisfatorios do uso do sémen congelado/descongelado (GONZALEZ et al.,
2002).

A redugdo da fertilidade, associada a IA com sémen criopreservado vem sendo
atribuida aos eventos ocorridos durante a congela¢do do sémen, onde cerca de 10 a 50%
dos espermatozoides de um ejaculado ndo resistem e morrem (WATSON, 2000).

O processo de congelacdo e descongelacdo causa alteragdes ultraestruturais,
bioquimicas e funcionais que determinam redu¢do da viabilidade da célula espermatica.
Durante a manipulagdo, os gametas sdo expostos ao oxigénio e vdrias etapas de seu
processamento podem promover o aumento da producdo de espécies reativas ao
oxigénio (ROS) (WATSON, 2000). As substancias oxidativas, quando produzidas em
excesso no organismo, em particular no liquido seminal, comprometem a motilidade do
espermatozoide e sua capacidade fertilizante (GUERRA et al., 2004).

A capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides depende, entre outros fatores,
de sua motilidade e integridade de membrana (ONOFRE et al., 2002). A forma como o
estresse oxidativo afeta o processo de fertilizagdo e causa danos ao embrido ainda ¢
pouco conhecida. Sabe-se, no entanto, que uma variedade de mecanismos de defesa
denominados de antioxidantes estdo envolvidos nos sistemas biologicos e que o
equilibrio entre os beneficios ¢ danos de ROS e antioxidantes, in vivo e in vitro, parece

ser necessario para o funcionamento reprodutivo normal (GUERRA et al., 2004).



16

Desta forma, estudos envolvendo a adi¢ao de substancias antioxidantes ao sémen
caprino submetido a criopreservacdo poderdo contribuir para a otimiza¢do de
biotécnicas reprodutivas. Por conseguinte, objetivou-se com este estudo avaliar in vitro
o efeito da criopreservagdo de espermatozoides caprinos em diluente a base de leite
desnatado e glicerol 7% acrescido dos antioxidantes Trolox e Glutationa reduzida em

diferentes concentragdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Eventos Fisicos da Criopreservacao na Celula Espermatica

Os procedimentos de congelacdo/descongelacdo do sémen ocasionam danos
celulares devido a mudanca na temperatura, formacdo de cristais de gelo, injurias
oxidativas, alteracdes na membrana do espermatozoide, lesdes no DNA, estresse
osmotico, além da toxicidade dos crioprotetores (BALL e VO, 2001). A célula
espermatica parece sensivel ao estresse osmotico e a adicao e remocao de crioprotetores
(WATSON, 2000; BALL e VO, 2001).

Durante o processo de criopreservagdo o sémen deve ser refrigerado da
temperatura corpdrea a temperatura ambiente (37 a 20 °C), sem ocasionar danos ao
espermatozoide. Para isto € necessario diluir o sémen em meio adequado. O estresse
inicial se da quando o espermatozoide ¢ submetido a temperatura de refrigeragio (5 °C),
devido a transicdo de fase da membrana plasmatica do estado liquido cristalino para o
estado de gel (GRAHAM, 1996; MEDEIROS et al., 2002).

Quando efetuado de modo inadequado, o processo de refrigeracdo do sémen
causa choque térmico que induz a ocorréncia de danos espermaticos irreversiveis, como
padrdo anormal de movimento (movimento circular ou retrégrado), perda rapida da
motilidade, lesdes no acrossoma e na membrana plasmatica, redu¢do da atividade
metabolica e perda dos componentes intracelulares (GRAHAM, 1996).

O desafio celular durante a congelacdo e descongelacdo ndo ¢ a capacidade da
célula suportar temperatura muito baixa, mas de atravessar uma das fases criticas do
processo, que € a redugdo da temperatura de —15 a —60 °C. As células normalmente
resistem a reducao da temperatura, entretanto ndo suportam a formacao de cristais de
gelo extracelular que determina a retirada de dgua do sistema, levando ao desequilibrio
osmotico com conseqliente desidratacao celular (HOLT, 2000). A formagdo de cristais
de gelo ocorre no espago extracelular, criando um gradiente osmético entre a solugao
intracelular inicialmente isotonica e a solugdo extracelular congelada que se encontra
concentrada. Dependendo da velocidade de refrigeragdo, a 4gua se move através da
membrana plasmadtica e se une a fase congelada do meio extracelular ou ird congelar,
formando gelo no interior da célula. Na maioria dos casos, as células submetidas a
formagdo de cristais de gelo intracelular se tornam osmoticamente inativas ou

lesionadas devido a perda da integridade da membrana (DENVIREDDY et al., 2002).
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Durante o processo de criopreservacao, a suspensao de espermatozoides atinge
temperaturas abaixo do ponto de congelacdo do meio (super resfriamento), antes que
haja a formacao de cristais de gelo. Quando estes cristais comecam a se formar, ocorre
aumento da temperatura, necessaria a cristalizacdo, o que pode ser deletério para o
espermatozoide. O efeito da cristalizagdo sobre os espermatozoides ¢ minimizado pelo
uso de curvas adequadas de congelag@o. Quando o processo de congelagdo ¢ muito lento
ocorre a congelacdo da 4gua extracelular com a consequente concentragdo de soluto,
colocando a célula momentaneamente em um meio hipertonico e determinando perda
rapida da agua, ocasionando desidratacdo celular e aumento da concentragdao de soluto
extracelular. Por outro lado, quando a célula ¢ congelada rapidamente, nao héa perda de
agua, promovendo, com isso, a formacdo de cristais de gelo intracelular (MAZUR,
1985).

Sob a temperatura de 5 °C, a 4gua intra e extracelular permanece super-
refrigerada e ndo cristaliza. No entanto, entre as temperaturas de —5 ¢ —10 °C tem inicio
a formagao de cristais de gelo no meio extracelular, o qual permanece super-refrigerado,
ocorrendo troca de dgua para manter o equilibrio entre o meio extracelular e o
intracelular, ocasionando a desidratagdo celular. Neste momento, a curva de congelagao
deve ser lenta, para evitar a congelagdo da agua intracelular, e rapida o suficiente para
evitar o contato da célula desidratada com o meio hiperosmotico. A desidratacdo severa
promove desnaturacdo das macromoléculas e encolhimento excessivo da célula,
determinando colapso da membrana. A perda de agua e a desidratacdo celular sdo
eventos desejaveis, pois reduzem a probabilidade de formar grandes canais de gelo
dentro da célula, o que ocasionaria danos as estruturas internas e/ou & membrana
plasmatica (MEDEIROS et al., 2002).

O processo de descongelagdo depende de como o sémen foi congelado.
Espermatozoides congelados em curvas moderadas de temperatura necessitam de curvas
moderadas de descongelagdo. Neste caso, como o gelo extracelular descongela
lentamente, diluird lentamente o soluto das fragdes de dgua ndo congeladas, permitindo
que a agua se difunda lentamente para dentro da célula, diluindo o soluto intracelular até
atingir a concentragdo inicial. Se o espermatozoide ¢ descongelado rapidamente, o gelo
derrete rapidamente, diluindo o soluto do meio e a dgua entrard muito rapidamente no
espermatozoide, o qual se encontra altamente concentrado, danificando a célula

(GRAHAM, 1996).
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E essencial que uma amostra de sémen seja diluida corretamente para que
contenha quantidade suficiente de diluidor para acomodar as células espermaticas em
uma palheta de inseminagdo, de forma que uma taxa de fertilidade elevada possa ser
alcancada usando o menor numero de inseminacdes e de espermatozoides por
inseminacao (EVANS e MAXWELL, 1987; RITAR et al., 1990).

Segundo Chemineau et al. (1991), o tamanho da palheta deve determinar a altura
sobre o nitrogénio liquido. Foi sugerido que as palhetas de 0,5 mL devem ser
refrigeradas a 4 cm do nivel de nitrogénio liquido durante 5 minutos e, entdo,
mergulhadas no mesmo; enquanto as palhetas de 0,25 mL devem ser colocadas a 16 cm
acima do nivel do nitrogénio liquido durante 2 minutos, baixar para 4 cm durante 3
minutos e, entdo, mergulha-las no nitrogénio liquido para posterior armazenamento.

Congeladores programaveis sdo convenientes para a congelacdo de grandes
quantidades de palhetas de sémen, além de controlar a taxa de congelagdo. O beneficio
de muitos congeladores programaveis ¢ que a curva de refrigeracdo pode ser
programada, por exemplo, 4 a 5 °C por 4 min, de -5 a -110 °C por 25 min e de -110 a
-140 °C por 35 min e, somente entdo, as palhetas de s€émen sdo mergulhadas em

nitrogénio liquido (PURDY, 2006).

2.2 Crioprotetores

Os crioprotetores devem ser adicionados ao diluente para proteger o
espermatozoide durante a congelacao/descongelacao. Estas substancias sao importantes
para evitar a formag¢do de gelo intracelular, reduzir o estresse osmoético através da
reposi¢do de agua necessdria para manuten¢do do volume celular, interagir com ions e
macromoléculas, reduzir o ponto de congelacdo da dgua, assim como servir como
tampao ajustando as alteragdes do pH (MEDEIROS et al., 2002). Os sistemas tampdes
sdo um dos constituintes dos diluidores, pois o metabolismo dos espermatozoides
resulta em producdo de catabdlitos toxicos, que contribuem para o aumento do acido
latico no meio extracelular, tornando o meio acido e reduzindo a longevidade e a
fertilidade dos espermatozoides. O pH 6timo para os espermatozoides ¢ proximo da
neutralidade, portanto os diluidores devem possuir pH entre 6,9 e 7,1 (OLIVEIRA,
2003).
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O mecanismo de a¢do dos crioprotetores nao se encontra totalmente elucidado.
Acredita-se que estes reduzam o ponto de congelagdo da solugdo, o qual ¢ determinado
como a temperatura onde ocorre a formagdo dos primeiros cristais de gelo. A estrutura
molecular ¢ um pardmetro importante para determinar a eficiéncia do crioprotetor, uma
vez que possuem afinidade pela dgua devido a presenga de grupamentos amina e
hidroxila em sua composi¢do, os quais favorecem a formacao de pontes de hidrogénio
com as moléculas de agua (BAUDOT et al., 2002). Estas ligagdes alteram a orientagdo
das moléculas de dgua dos cristais de gelo, criando um ambiente menos prejudicial as
células (DALIMATA e GRAHAM, 1997).

Os crioprotetores interferem nas mudangas fisico-quimicas que sofrem as células
durante o processo de criopreservacdo. Embora a concentracdo do crioprotetor seja
elevada no meio, sua difusdo ¢ 30 a 60 vezes menor do que a da agua (GRAHAM,
1996). Por conseguinte, estas moléculas atravessam a membrana até atingir o equilibrio,
ocasionando o enrugamento da célula devido a répida saida de agua para diluir a
elevada concentragdo externa e somente depois de um periodo é que o crioprotetor
penetra na célula e equilibra as concentragdes intra e extracelulares. Nessas condigdes, a
agua retorna ao interior da célula até atingir o equilibrio, que resulta na retomada do seu
tamanho normal (SEIDEL, 1996).

Embora imprescindiveis para a sobrevivéncia dos espermatozoides no processo
de congelacdo, os crioprotetores possuem efeitos toxicos para o espermatozoide,
tornando algumas substancias utilizadas na criopreservacao de outros tipos celulares
improprias para a célula espermatica (WATSON, 2000). Em concentragdes elevadas, os
crioprotetores podem reduzir a capacidade fertilizante deste gameta devido a lesdo por
danos osmoticos (GRAHAM, 1996).

Apesar de seu mecanismo de acdo ndo se encontrar perfeitamente esclarecido,
sabe-se que o glicerol penetra na membrana celular através de difusdo passiva,
permanecendo na membrana e no citoplasma, uma vez que, semelhante aos agentes ndo
penetrantes, proporciona desidratacdo celular através do seu efeito osmotico, criando
um meio hipertdnico que induz a saida de dgua das células espermaticas. Além do seu
efeito osmotico, o glicerol parece atuar diretamente na membrana plasmatica, havendo
evidéncias de que se liga a cabeca dos fosfolipidios, reduzindo a fluidez da membrana,
assim como interagindo com ligacdes protéicas e glicoprotéicas da membrana (PARKS
e GRAHAM, 1992). Em uma solugdo contendo glicerol, no momento em que ocorrer a

congelagdo, restarda mais agua descongelada do que naquela que ndo contém glicerol,
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resultando no aumento do volume dos canais de solvente ndo congelado € na menor
concentragdo de sais nesses canais (BAUDOT et al., 2002).

Algumas substancias, como lipidios, proteinas e macromoléculas, sdo eficientes
na protecdo da célula espermatica durante o processo de congelagdo, sem que para isso
necessitem penetrar no seu interior. Estas substancias podem ser encontradas na gema
de ovo, no leite, em alguns agucares ¢ na albumina sérica bovina. A gema de ovo
contém lecitina que parece proteger a membrana celular por restituir os fosfolipidios
perdidos pelos espermatozoides durante o choque térmico (WATSON, 1995).

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) aderem a membrana celular durante
o processo de criopreservacao, preservando a membrana espermatica (MOUSSA et al.,
2002), atuando na superficie da membrana plasmatica, restaurando a perda de
fosfolipidios e, aparentemente, induzindo alteracdo transitéria de sua composi¢do, o que
previne a ruptura da membrana plasmatica (FARSTARD, 1996).

Os agucares atuam através da pressdo osmotica na desidratacdo celular,
diminuindo a quantidade de agua passivel de ser congelada no interior da célula, de
modo a reduzir a injuria causada pela cristalizacdo (AISEN et al., 2002). Além de atuar
como crioprotetor, o agicar age como substrato energético para o espermatozoide
durante o periodo de incubacdo, protegendo a membrana plasmatica durante a
congelacdo/descongelagdo através de interacdes diretas com a mesma, as quais
envolvem ligacdes de hidrogénio dos grupos hidroxil dos agucares com os grupos
fosfatos localizados na cabega dos fosfolipidios (YILDIZ et al., 2000).

Por restaurarem o porcentual de dgua ao redor das cabecas dos fosfolipidios, os
acucares podem prevenir os danos causados pela desidratacdo extrema que pode ocorrer
com a congelacdo. Geralmente os dissacarideos (sacarose e trealose) sdo mais efetivos
em estabilizar a bicamada da membrana plasmatica do que os monossacarideos (De
LEEUW et al., 1993), mantendo sua capacidade de transporte de calcio, inibi¢do da
fusdo de membranas e manutengdo de lipidios numa fase fluida na auséncia de agua
(ANCHORDOGUY et al., 1987; CROWE et al., 1987).

O leite também ¢ utilizado para diluir e armazenar o sémen in natura ou
refrigerado. Assim, Kundu et al. (2001) obtiveram excelente resultado pos-
descongelagdo ao utilizarem diluente a base de leite, glicose e glicerol na
criopreservacdo de s€émen eqiiino. Alguns aminodcidos como glutamina, histidina e
glicina tem sido utilizados na criopreservagdo de sémen de ovinos, garanhdes e

humanos. Gonzalez et al. (1999) obtiveram sucesso ao utilizar os diluidores a base de
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glicina-gema ou glicina-gema-leite na criopreservacdo de sémen ovino, enquanto
Dorado et al. (2007) observaram melhores resultados, in vitro, apds criopreservarem
sémen caprino utilizando diluente a base de Tris, quando comparado ao leite, embora
essa melhoria ndo tenha sido refletida nos resultados de fertilidade apos inseminagao
intracervical (52,4 % vs 42,9 %), com doses inseminantes criopreservadas em meio

contendo leite e Tris, respectivamente.

2.3 Espécies Reativas ao Oxigénio (ROS)

Conhecidos como oxidantes, as ROS sdo radicais produzidos por sistemas
bioldgicos aerdbicos. Paradoxalmente, as células vivas, sob condi¢des aerobicas,
requerem oxigénio (O,) para dar suporte a vida, todavia seus metabolitos podem
modificar suas fungdes. A producdo de ROS ocorre em sistemas aerobicos a partir do
oxigénio molecular gerando o radical anion superoxido (O;’), o peroxido de hidrogénio
(H,05) e o radical hidroxila (OH") (JORDAO JUNIOR et al., 1998).

O radical anion superoxido (O;") é um radical livre formado a partir do oxigénio
molecular pela adicdo de um elétron. Sua formacdo ocorre espontaneamente,
especialmente na membrana mitocondrial através da cadeia respiratoria. E também
produzido por flavoenzimas, lipoxigenases e cicloxigenases (NORDBERG e ARNER,
2001). Sua formacao ocorre em quase todas as células aerébicas e € produzido durante a
ativacdo maxima de neutrofilos, mondcitos e eosindfilos (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). Este ¢ um radical pouco reativo € ndo tem a habilidade de
penetrar membranas lipidicas, agindo, portanto, apenas no compartimento onde ¢
produzido (NORDBERG e ARNER, 2001).

O peroxido de Hidrogénio (H,0,) ndo ¢ um radical livre, mas um metabolito do
oxigénio extremamente deletério porque participa como intermedidrio na reagdo que
produz OH; possui vida longa e ¢ capaz de atravessar membranas biologicas
(FERREIRA ¢ MATSUBARA, 1997; NORDBERG e ARNER, 2001). Uma vez
produzido, o H,O, é removido por um dos trés sistemas de enzimas antioxidantes:
catalase, glutationa peroxidase e peroxiredutases (NORDBERG e ARNER, 2001).

O radical hidroxila (OH) ¢ considerado o radical livre mais reativo em sistemas
biologicos, sendo capaz de causar mais danos do que qualquer outra ROS. E formado a
partir do peroxido de hidrogénio em uma reagdo catalisada por ions metais (Fe++ ou

Cu+t), denominada reacdo de Fenton. O radical hidroxila também pode iniciar a
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oxidagdo dos acidos graxos poliinsaturados das membranas celulares, conhecida como
lipoperoxidacdo. Induzem dano ao DNA, ripida perda do potencial fertilizante dos
espermatozoides e perda da adenosina trifosfato do axonema da cauda (FERREIRA e

MATSUBARA, 1997).

2.3.1 Agdo das ROS na Capacitacdo Espermatica

Durante a passagem pela cauda do epididimo, os espermatozoides sdo
encontrados em estado imodvel, caracterizados por baixa concentracdo intracelular de
cAMP e célcio, bem como apresentam suprimida sua capacidade de produzir ROS
(WHITE e AITKEN, 1989). Essa condi¢do ¢ revertida durante os estagios iniciais da
capacitagdo, onde se constata aumento na concentragdo de cdlcio intracelular e cAMP
ciclico, tendo inicio a producdo de ROS, e, em conseqiiéncia, os espermatozoides
desenvolvem a forma altamente vigorosa de motilidade conhecida como hiperativacao.
Além disso, a capacitacdo também estd associada ao aumento da fosforilacao da tirosina
proteica, resultando em alteragdes nas células espermaticas induzidas por ROS
(AITKEN et al., 1995). Embora isso possa ocorrer espontaneamente sob condicdes
apropriadas in vitro, seu progresso in vivo pode ser regulado pelo sistema reprodutor
feminino, uma vez que fluidos ou células desse sistema também podem induzir a
producdo de ROS pelos espermatozoides (HUNTER et al., 1998).

O fato de a concentragdo de oxigénio nesses fluidos permanecer baixa, exceto no
momento da ovulacao (MASS et al., 1976), indica a relevancia fisiologica do oxigénio e
seus metabolitos nas fungdes espermaticas (De LAMIRANDE et al., 1997). Por outro
lado, vale salientar que pequenas quantidades de espermatozoides alcangam o istmo da
tuba uterina, ambiente rico em enzimas antioxidantes e conhecido como o local de
inicio da capacitagdo espermatica in vivo (KANEKO et al., 2001).

Segundo Leclerc et al. (1998), o aumento da atividade de célcio intracelular
durante a capacitacdo provoca incremento na concentragdo de cAMP que estimula a
produgdo de superdxido e, em contrapartida, induz a fosforilagdo da tirosina proteica.
Aitken et al. (1995) demonstraram que espermatozoides humanos expostos a
condicoes de oxidacao com H,0, expressaram um significativo
aumento da fosforilacdo em tirosina, enquanto que espermatozoides ndo estimulados a
oxidacdo com H,0O, apresentaram baixos niveis de exocitose e fusdo espermatozoide-

ovocito.
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2.3.2 Acao das ROS na liga¢ao do Espermatozoide a Zona Pelucida

Condigdes oxidantes promovem ou sdo requeridas para a reagdo acrossomatica e
a ligacdo dos espermatozoides a zona pelucida, onde se evidencia que a peroxidagao
lipidica, geralmente associada a reducdo da viabilidade e da funcdo espermatica,
também promove a habilidade dessas células ligarem-se a zona pelucida (GRIVEAU et
al., 1995).

A ligagdo do espermatozoide a zona pelicida e a fusdo com a membrana
plasmatica do ovodcito sdo caracterizadas pela fosforilacdo da tirosina da cauda do
espermatozoide, relacionada a motilidade hiperativada. Fatores envolvidos nessa
fosforilagdo sdo obtidos de substancias encontradas no meio que contém os
espermatozoides, como por exemplo, a glucose, através de seus produtos metabdlicos
(trifosfato de adenosina-ATP e nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato oxidase-
NADPH), que parece suportar o inicio da fosforilagdao da tirosina na cauda espermatica
responsavel pelo processo de fertilizagdo (URNER e SAKKAS, 2003). No momento da
fusdo com a zona pelucida, praticamente todos os espermatozoides mostram cauda com
tirosinas fosforiladas que s3o, subseqiientemente, desfosforiladas. Todavia, na auséncia
de glucose, tanto a fusdo espermatozoide-ovocito quanto a fosforilagdo da tirosina na
peca intermedidria sdo inibidas, indicando que, nessa situacao, a fosforilacao da tirosina
em toda a cauda ¢ obrigatdria para a fusdo (URNER et al., 2001).

Dessa forma, conclui-se que a glicose participa na regulagdo da fosforilagdo da
proteina tirosina durante a capacitacdo espermatica ¢ intera¢do de gametas in vitro. A
auséncia de glicose durante a interagdo de gametas previne a fertilizacao, indicando que
a inducao da fosforilagdo de tirosina ocorre em tempo preciso, uma vez que a ligacao do
espermatozoide ao ovocito ¢ critica para o sucesso da fertilizagdo (URNER e SAKKAS,

2003).

2.4 Producdo de ROS e Estresse Oxidativo no Sémen

Na espécie humana, existem duas fontes principais de ROS no ejaculado, o
espermatozoide e os leucocitos. Ambos possuem um mecanismo similar de produgao de
ROS (NADPH localizada na membrana celular). Os leucécitos produzem ROS durante

a fagocitose com capacidade cem vezes maior do que as células espermaticas. Por isso,
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eles representam uma poderosa e potencialmente perigosa fonte de ROS, podendo ter
efeito prejudicial na fungdo espermatica (AITKEN e CLARKSON, 1987).

Segundo Halliwell e Gutteridge (1999), a primeira indicagdo de que o estresse
oxidativo pode afetar a viabilidade e a fung¢do do espermatozoide ocorreu em 1943,
quando MacLeod observou que o espermatozoide humano rapidamente perdia sua
motilidade quando incubado sob elevadas concentragdes de O, e que a adicdo de
catalase oferecia alguma protecao.

As ROS exercem um papel duplo na fertilidade do macho, sendo responsaveis
por processos como hiperativagdo da motilidade, capacitagdo, reagdo acrossOmica e
fertilizagdo. Por outro lado, elas também podem causar severos danos ao
espermatozoide quando os seus mecanismos de defesa estdo limitados. Desta forma, o
espermatozoide estd continuamente vulneravel, porque uma produgdo controlada de
ROS ¢ de vital importancia para a sua fungdo normal, enquanto que a sua
superproducao ou o sistema de defesa antioxidante inadequado determinam estresse
oxidativo, resultando em um impacto negativo na fertilidade (AITKEN, 1995).

Outra explicacdo para a susceptibilidade do espermatozoide aos danos
oxidativos espermaticos ¢ que durante os estagios finais da espermatogénese, esses
gametas descartam grande parte do seu citoplasma, eliminando enzimas citoplasmaticas
de defesa que protegem as células somaticas de danos peroxidativos (GRIVEAU e Le
LANNOU, 1997). Além disso, a capacidade de reparar DNA também ¢ perdida,
tornando a célula espermatica mais vulneravel do que qualquer outra célula
(AGARWAL e SAID, 2003).

Por conseguinte, sob condicdes oxidativas extremas, todos os componentes
celulares incluindo lipidios, proteinas, dcidos nucléicos e agucares sdo potenciais alvo
de estresse oxidativo, cuja extensdo dos danos depende ndo somente da natureza e
quantidade de ROS, mas também do momento ¢ da duracdo de exposigdo, associado a
fatores extracelulares, como temperatura e ambiente que pode resultar em morte celular
(SHARMA et al., 1999).

A peroxidacao dos lipidios parece ser uma causa particularmente importante de
disfungdo espermatica. Os lipidios da membrana espermatica sao ricos em acidos graxos
poliinsaturados (AGPI), responsaveis pela fluidez da membrana plasmatica, necessaria
para que ele participe dos eventos de fusdo de membranas associados com a fertilizagao.
No entanto, espermatozoides que sofreram peroxidagao lipidica apresentam reducio da

fluidez e da capacidade de fertilizagao (AITKEN, 1995).
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Disturbios no balango oxidante/antioxidante em favor do oxidante determinam
danos celulares, os quais sdo denominados danos oxidativos ou estresse oxidativo. O
estresse oxidativo pode resultar em adaptacdo ou injuria celular, podendo ser causado
por: 1) Redu¢do na quantidade de antioxidantes nos sistemas de defesa celulares, como
por exemplo mutacdes nas enzimas de defesa antioxidantes Cu-Zn Superdxido
dismutase (CuZnSOD), ou Glutationa peroxidase; 2) Producdo elevada de ROS/RNS
(espécies reativas ao nitrogénio), decorrentes da exposi¢do a concentragdes elevadas de
0O,, a presenca de toxinas que sdo metabolizadas produzindo ROS/RNS, ou a excessiva
ativacao dos sistemas naturais de ROS/RNS, como a ativacdo de células fagocitarias em

doengas inflamatorias cronicas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

2.5 Antioxidantes

Por defini¢do, uma substancia antioxidante ¢ aquela capaz de inibir a oxidagao
ou qualquer substancia que, mesmo presente em concentra¢cdo reduzida, comparada ao
seu substrato oxidavel, diminui ou inibe a oxidagdo daquele substrato. Do ponto de vista
bioldgico, define-se antioxidante como aquele composto que protege os sistemas
biologicos contra os efeitos deletérios dos processos ou das reagdes que levam a
oxidagio de macromoléculas ou estruturas celulares (JORDAO JUNIOR et al., 1998).

A célula possui sistema de defesa antioxidante enzimatico (superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa reduzida e glutationa redutase) e
ndo enzimatico (vitamina C, vitamina E, albumina, taurina, hipotaurina, acido urico,
acido lipdico, coenzima Q) (LEWIS et al., 1997; NORBERG e ARNER, 2001).

Nos sistemas aerdbicos € essencial o equilibrio entre agentes 6xidos redutores,
como as ROS e o sistema de defesa antioxidante. Todavia, as enzimas antioxidantes
intracelulares ndo conferem protecdo total a membrana plasmatica, forcando os
espermatozoides a complementar essa limitada defesa intrinseca com a prote¢do
conferida pelo plasma seminal, o qual também contém antioxidantes enzimaticos € nao
enzimaticos (SALEH e AGARWAL, 2002).

Durante a ejaculagdo, a secre¢do das glandulas sexuais acessorias adiciona
alguns antioxidantes ao sémen, como SOD, CAT, GPx, vitaminas C ¢ E (LEWIS et al.
1997; ZINI et al., 2000). Os antioxidantes presentes no plasma seminal normalmente
ajudam a proteger os espermatozoides dos danos oxidativos, mas a retirada do plasma

seminal e, consequentemente, parte dos antioxidantes pode ocasionar perda da
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capacidade protetora, deixando os espermatozoides susceptiveis a maior produgdo de
ROS (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Dessa forma, durante as manipulagdes espermdticas em laboratdrio,
especialmente na auséncia do plasma seminal, os antioxidantes celulares sao
importantes em preservar a motilidade e a habilidade dos espermatozoides de sofrerem
capacitagdo e reacdo do acrossoma (GUERRA et al., 2004).

Segundo Aitken (1995), a capacidade biossintética do espermatozoide ¢
limitada, tornando dificil para ele substituir qualquer molécula que tenha sido
danificada. Além disso, as enzimas antioxidantes podem estar concentradas na peca
intermedidria, deixando grande parte da membrana que cobre a cabeca ¢ a cauda

espermatica menos protegida.

2.5.1 Vitamina E

A vitamina E (a — Tocoferol) foi descoberta em 1923, por Evans e Bishop, em
estudos de fertilidade em ratos. Devido ao seu papel na fertilidade, esta substancia foi
chamada de tocoferol por significar, literalmente, que ¢é capaz de ‘“assegurar
nascimentos normais” (JORDAO JUNIOR et al., 1998).

Os tocoferois possuem quatro moléculas com capacidade antioxidante (a,(3,Y,0).
Dentre todos os tocoferois conhecidos, o a-tocoferol tem sido considerado o mais ativo
biologicamente, sendo o principal antioxidante lipossoliivel encontrado nas membranas
celulares. O fato de ser lipossoliivel confere ao a-tocoferol propriedade de se acumular
no interior das membranas celulares (MACHLIN e BENDICH, 1987). Acredita-se que a
vitamina E (a-tocoferol e seus derivados) seja o inibidor primario de radicais livres
encontrados em pequenas quantidades nas membranas celulares de mamiferos e no
plasma seminal (SIKKA, 2004), protegendo as células do estresse oxidativo in vivo ¢ in
vitro (KAGAN et al., 1992).

O grupo hidroxila (-OH) presente na sua composi¢cdo ¢ o responsavel por sua
propriedade antioxidante, através do qual reage com elétrons desemparelhados. E
essencial a captura de radicais peroxil e alcoxila, agindo na inibi¢do da reagdo em
cadeia da lipoperoxidagdao (LIEBLER, 1993). No entanto, dependendo dos compostos
presentes na reagdo, a vitamina E pode exercer efeito anti ou pré-oxidativo
(BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999). Para Bolle et al. (2002), a vitamina E pode

exercer um duplo papel, dependendo da concentragdo administrada in vitro.
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O Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico), anéalogo
sintético da vitamina E, ¢ hidrossolivel na sua formula, o que torna sua utilizagcdo
conveniente para estudos em sistemas bioldgicos naturais, devido a sua solubilidade em
agua, com potente propriedade antioxidante (WU et al, 1991). Seu mecanismo
antioxidante ¢ semelhante ao da vitamina E, ou seja, envolve o ‘OH fendlico ¢ a
remocao de radicais peroxil (ALBERTINI e ABUJA, 1999). O Trolox ¢ distribuido em
ambas as fases da bicamada de lipidios das biomembranas, tornando-se um excelente
protetor contra a lipoperoxidacdao e, além disso, pode ser adicionado diretamente a
membrana lipidica sem a necessidade de solventes ou outros métodos de extracdo

(BARCLAY et al., 1995).

2.5.2 Glutationa

A Glutationa (L-Y-Glutamil-L-Cysteinilglicina) ¢ um tripeptideo distribuido nas
células com importante papel nos mecanismos de defesa intracelular contra o estresse
oxidativo. O nucleo do residuo cistenilglicina da Glutationa estd envolvido na sua
funcdo como antioxidante, mais especificamente como um redutor intracelular, sendo
capaz, por exemplo, de reagir com um elétron ndo pareado de um radical livre. Esta
substancia ¢ habil em inativar diretamente ROS como O, e OH™ (J ORDAO JUNIOR et
al., 1998), exercendo um importante papel na detoxificagdo e antioxidagdo dos
compostos endogenos, bem como na manutencdo do status redox intracelular
(LUBERDA, 2005).

Por ser distribuida em todo organismo animal, a Glutationa exerce numerosas
funcdes bioldgicas e estd presente nas células germinativas onde participa dos eventos
de maturagdo do odcito, fertilizagdo e pré-implantacdo do embrido. A Glutationa esta
envolvida na protecdo contra danos oxidativos nos gametas masculino e feminino
(LUBERDA, 2005).

O grupo sulfidril (SH) da Glutationa confere a agdo protetora contra os danos
oxidativos. A GSH estd presente nas células em concentragdes de 0,5 - 10mM,
principalmente na forma reduzida da Glutationa. No espermatozoide, a Glutationa ¢
encontrada em maiores concentragdes na pega intermediaria (KNAPEN et al., 1999). No
entanto, o processo de criopreservagdo estabelece significante redu¢do da Glutationa no

sémen de diversas espécies (GADEA et al., 2007).
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2.6 Adicao de Antioxidantes em Preparagdes Espermaticas

Com o objetivo de reduzir danos oxidativos causados pela concentragdo elevada
de ROS e aumentar a viabilidade espermatica, algumas pesquisas tém sido realizadas
com a adi¢do de substancias antioxidantes (trolox, vitamina E, glutationa, vitamina C,
catalase, cisteina, superdxido dismutase, taurina) como componente do diluidor de
sémen caprino (SINHA et al., 1996; GARDON et al., 2003), ovino (UPRETI et al.,
1997; SARLOS et al., 2002; GARDON et al., 2003; BUCAK e TEKIN, 2007; BUCAK
et al.,, 2008; PEIXOTO et al., 2008; MAIA et al., 2009), bovino (BILODEAU et al.,
2000 e 2002; BORGES, 2003 e 2008; GADEA et al., 2007; UYSAL et al., 2007),
eqiiino (SILVA et al., 2009), suino (PENA et al., 2003; GADEA et al., 2004) e canino
(MONTEIRO et al., 2009).

Sinha et al. (1996), utilizando Glutationa reduzida (GSH; 2mM e 5mM) em
amostras espermaticas de caprino diluidas e criopreservadas em meio a base de Tris,
observaram aumento significativo da motilidade e da integridade de acrossoma nas
amostras contendo GSH-5mM. Todavia, segundo estes autores, a taxa de concep¢ao nao
revelou diferencga significativa entre as duas concentragdes, indicando aparente aumento
com GSH-5mM, apesar de terem diferido do grupo controle (GSH OmM), sugerindo
que este antioxidante protege as membranas dos espermatozoides dos danos da
peroxidagdo lipidica, mantendo a motilidade espermatica e conseqiiente aumento das
taxas de concepgao.

Gardon et al. (2003), objetivando investigar os efeitos da GSH (0, 1 e S5SmM)
adicionada ao meio de descongelamento, sobre a motilidade espermadtica e a produgdo
de ROS nos espermatozoides criopreservados de caprinos e ovinos, constataram efeito
significativamente positivo do antioxidante em ambas as espécies. Em ovinos, a
concentragcdo de SmM foi efetiva, comparando todos os grupos. Em caprinos, ndo houve
diferenca entre as concentracdes de glutationa, o que provavelmente poderia estar
relacionado com as variagdes nos padrdes seminais dos animais, constatado pela
interagdo do macho com tratamento. Entretanto, os autores observaram efeito positivo
dos grupos tratados em relagao ao grupo controle.

Peixoto et al. (2008), avaliando a motilidade progressiva, a integridade do
acrossoma e o estresse oxidativo de espermatozoides ovinos criopreservados em meio
adicionado de Trolox-60uM/L; vitamina C-600uM/L; Trolox-60uM/L + vitamina C-

600uM/L, ndo evidenciaram efeito significativo dos antioxidantes sobre os parametros
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utilizados, e constataram que as concentragdes dos antioxidantes ndo foram suficientes
para contrapor o efeito negativo do aumento da produgdo de ROS. Entretanto, os
autores ressaltaram que a média de espermatozoides com estresse oxidativo observada
nas amostras in natura (66,0%) indicava que estas células ja apresentavam desequilibrio
entre as concentragdes de ROS e de antioxidantes endogenos, o qual foi intensificado
pelo processo de congelacao/descongelagdo.

Maia et al. (2009), adicionando Trolox (50uM/ 100X106/sptzs), catalase
(50pg/mL) ou associagdo dos dois antioxidantes ao diluidor Tris-gema na
criopreservacdo de sémen ovino, constataram que a catalase apresentou melhor
resultado na viabilidade do espermatozoide apds a congelagdo/descongelagao. No
entanto, recomendaram que a concentragdo ideal de Trolox ainda deve ser determinada,
uma vez que, nas concentracdes utilizadas, seu efeito antioxidante ndo foi tdo evidente
quanto ao da catalase. Estes autores enfatizam ainda que a associa¢do de catalase e
Trolox ao diluidor teve efeito deletério sobre a motilidade e a viabilidade espermatica, o
que ndo aconteceu, quando utilizados isoladamente.

Sarlos et al. (2002) estudaram o efeito dos antioxidantes acetato de a-tocoferol,
glutationa peroxidase, aromex (antioxidante sintético), resveratrol (3,4’,5-trihidroxi-
estilbeno), resveratrol + vitamina E e resveratrol + aromex, na motilidade ¢ na
integridade das membranas espermaticas do sémen de carneiro. Esses autores
observaram que a adicdo de antioxidantes prolongou o periodo de conservacdo do
sémen, melhorou a motilidade do espermatozoide e reduziu a ocorréncia de danos
celulares.

Foote et al. (2002) avaliaram o efeito da adicdo de Glutationa, superoxido
dismutase, acido ascorbico, hipo-taurina, tempo e tempol ao diluente a base de leite
integral e glicerol, sobre a motilidade e a fertilidade do espermatozoide bovino. Esses
antioxidantes ndo exerceram nenhum efeito benéfico na motilidade ou na fertilidade, o
que foi atribuido a presenca da caseina, antioxidante natural encontrado no leite.

Na espécie bovina, Borges (2003), utilizando vitamina E no meio diluidor para
criopreservacdo de s€émen bovino, constatou protecdo sobre as membranas plasmatica e
acrossomal, o0 mesmo ndo ocorrendo com a motilidade progressiva. Posteriormente,
Borges (2008), realizando testes in vitro (integridade da membrana plasmatica
utilizando iodeto de propidio e diacetato de carboxifluoresceina) ¢ in vivo (inseminagdo
artificial), com sémen criopreservado em meio adicionado de Trolox (200 pM),

provenientes de touros com grande porcentagem de patologias espermaticas e touros
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normais, ndo constataram efeito significativo dos tratamentos sobre a integridade da
membrana plasmatica. No entanto, observou que os animais com maior porcentagem de
patologia espermatica responderam positivamente ao tratamento com o antioxidante,
verificando aumento na taxa de prenhez (P<0,05), quando comparado ao grupo controle
(sem antioxidante).

Uysal et al. (2007), estudando os efeitos de varios antioxidantes (Glutationa
reduzida 5SmM, Glutationa oxidada SmM, cisteina SmM, taurina 50mM, trealose S0mM,
hipo-taurina 25mM, hialuronidase 1000pg/mL, albumina sérica bovina Smg/mL) sobre
a viabilidade de espermatozoides bovinos criopreservados, observaram efeito
significativamente positivo da glutationa reduzida sobre a motilidade progressiva e a
integridade da membrana plasméatica. Entretanto, para os pardmetros de integridade de
acrossoma ¢ da morfologia espermatica, hialuronidase e taurina, respectivamente,

apresentaram resultados mais eficientes.

2.7 Avaliacdo da Fertilidade do sémen

Tradicionalmente, o diagnostico de fertilidade de um macho ¢ realizado de
acordo com a avaliag¢do descritiva do sémen, com énfase no numero de espermatozoides
presentes no ejaculado, sua motilidade e morfologia. No entanto, muitos estudos t€ém
demonstrado que esse conceito ndo possui efeito significativo na taxa de fertilidade,
mas sua competéncia funcional. Com base nessa visdo, tem sido desenvolvido um
grande niimero de testes para avaliar varios aspectos da fun¢do espermatica e predizer a
capacidade fertilizante do espermatozoide in vivo com certo grau de precisdo. Dentre
esses testes podem ser citados os que avaliam as caracteristicas do movimento
espermatico, o potencial de membrana mitocondrial, a integridade de membrana
plasmatica e acrossomal, a capacita¢ao e reagdo acrossomal, o reconhecimento da zona
pelucia, a fusdo espermatozoide-ovocito, o grau de estresse oxidativo sofrido pelo
espermatozoide e a integridade do seu DNA (MAIA, 2006).

Além disso, a avaliagdo da ultraestrutura dos espermatozoides de vertebrados e
invertebrados tem sido estudada através da microscopia eletronica de transmissdo
(LUQUE e BAO, 2006), uma vez que os testes utilizados rotineiramente nio permitem
0 acesso as alteragdes que acontecem em proporcdes subcelulares ou em escala

nanométrica, havendo a necessidade da utilizacdo da microscopia eletronica (SARAIVA
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et al.,, 2009), conforme demonstrado por Hashida et al. (2005), avaliando as

ultraestruturas de espermatozoides caprinos frescos e criopreservados.

2.7.1 Analise da Integridade das Membranas Espermaticas com Sondas Fluorescentes

Para que o espermatozoide seja considerado qualitativamente viavel e
potencialmente fértil ¢ necessario que possua morfologia, atividade metabdlica e
membranas normais. A presenca de membranas integras ¢ pré-requisito para os eventos
relacionados ao processo de fertilizagdo, como a capacitacdo espermatica, penetracao
nos revestimentos do ovocito, ligacdo a zona pelicida e fusdo com o oolema
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

A tecnologia de coloragdo tem de certa forma possibilitado a avaliacdo da
capacidade funcional de espermatozoides em varias espécies (HARRISON e VICKERS,
1990; COLETO et al., 2002; AZEVEDO, 2006; MAIA et al., 2009; BATISTA et al.,
2009; SILVA et al., 2009a). A integridade da membrana ¢ usualmente avaliada apds a
exposicdo dos espermatozoides a corantes impermeaveis a membrana, de maneira que
os gametas nao corados sdo considerados vivos. Atualmente muitos corantes usados sao
fluoroforos que reagem com enzimas citoplasmaticas ou ligam-se ao DNA (SILVA e
GADELLA, 2006).

Virias sondas fluorescentes tém sido usadas e validadas para andlise da
integridade das membranas em espermatozoides de caprinos, como: diacetato de
carboxifluoresceina (DCF) em combinag¢ao com iodeto de propidio (IP) (COLETO et
al., 2002); corante acido nucléico permanente (SYBR"14) em combinagio com IP
(PETERSON et al., 2007) e Hoechst 33258 (MARCO-JIMENEZ et al., 2006).

O DCF possui baixo peso molecular, o que possibilita sua passagem através da
membrana plasmatica celular. Esta substancia ¢ hidrolisada por esterases, resultando em
carboxifluoresceina livre, a qual permanece retida no interior da célula quando a
membrana plasmatica estd intacta, fluorescendo em verde. O IP ¢ um andlogo do
brometo de etidio, o qual passa através da membrana celular danificada e se liga ao
DNA e RNA, produzindo fluorescéncia vermelha no nucleo de células mortas. O IP ¢
excluido de células intactas e mostra-se muito efetivo na identificacao de células nao
viaveis (JONES e SENEFT, 1985).

Coleto et al. (2002), utilizando o DCF em combinagdo com o IP para avaliagdo

da viabilidade de espermatozoides descongelados de reprodutores caprinos da raga
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Pardo Alpina, determinaram pequena correlagdo entre a técnica de fluorescéncia e a
motilidade e o vigor espermaticos (r = 0,1403), e concluiram que tais corantes sdo
eficientes para avaliar a integridade da membrana plasmatica de espermatozoides desta
espécie.

Peterson et al. (2007), usando uma combinagdo de sondas fluorescentes
(SYBR"™14/IP), estudaram a integridade das membranas de espermatozoides caprinos da
raca Saanen e concluiram existir correlagdo entre a proporcdo de células com
membranas intactas e a quantidade de espermatozoides moveis armazenados a 18 e 4 °C
(r=0,77 ¢ 0,98, respectivamente). Além disso, evidenciaram pequena correlagdo entre a
porcentagem de espermatozoides vivos e a taxa média de partos (r = 0,44 a 18 °C; r =
0,27 a4 °C).

As lectinas, proteinas que se ligam a carboidratos, tém sido marcadas com
fluorescéncia para mapear a estrutura da superficie dos espermatozoides de mamiferos,
sendo usadas para distinguir células com acrossomo reagido daquelas com acrossomo
intacto. As lectinas mais utilizadas sdo as aglutininas derivadas do Arachis hypogea
(PNA) e Pisum sativum (PSA) (VALCARCEL et al., 1997). Estas lectinas fluorescentes
se ligam a membrana acrossomal externa (PNA) ou ao conteudo acrossomal (PSA). O
uso do PNA tem mostrado similaridade com o PSA em andlise da integridade
acrossomal de espermatozoide caprino submetidos a refrigeragdo ou congelacdo
(ABOAGLA e TERADA, 2004).

A mitocondria tem sido objeto de estudos, sendo esta organela essencial para a
fisiologia espermatica e responsavel pela producao de energia a partir da producao de
ATP (adenosina trifosfato), possibilitando o movimento celular. Alteragdes no potencial
de membrana mitocondrial podem interferir nas caracteristicas espermaticas e na
fertilidade masculina (CAMARA e GUERRA, 2008). Deste modo, a integridade
funcional das mitocondrias € importante para a sobrevivéncia espermatica no trato
genital da fémea (SILVA e GADELLA, 2006).

A capacidade de monitorar alteragdes no potencial de membrana mitocondrial
das células pode ser crucial para elucidar mudangas da fisiologia celular em varias
situagdes experimentais Os reagentes mais comuns que sao sensiveis ao potencial de
membrana mitocondrial sdo as rodaminas e as carbocianinas. O sucesso do uso dessas
sondas em células vivas deve-se ao fato de ndo serem destrutivas nem causarem
toxicidade (REERS et al., 1991). A Rodamina 123 ¢ uma molécula fluorescente cationica

que ¢ transportada para dentro de mitocondrias ativas de células vivas. O principio dessa
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sonda ¢ que ela so ¢ transportada e acumulada em mitocondrias funcionalmente ativas,
em funcdo do potencial de transmembrana. A Rodamina 123 identifica somente uma
populacdo de células com fungdo mitocondrial, ndo possuindo a capacidade de
diferenciar mitocondrias com alto ou baixo potencial de membrana (SALVIOLI et al.,
1997). A sonda mitocondrial JC-1 (iodeto de 5,5'.6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-
tetraetilbenzimi-dazolil carbocianina) existe como um mondmero com excitagdo e
emissdo no comprimento de onda verde (510-520 nm). Entretanto, ele também exibe um
segundo pico na faixa do vermelho-laranja (590 nm). O fendmeno que produz a
fluorescéncia vermelha-laranja deve-se a formagao de J-agregados. O JC-1 consegue
identificar populagdes mitocondriais com diferentes potenciais de membrana.
Mitocdndrias com alto potencial fluorescem em vermelho-laranja devido a formacao de
J-agregados (quando a concentragdo de JC-1 na mitocondria aumenta, este corante
forma agregados que fluorescem laranja), enquanto que aquelas mitocondrias com baixo
a médio potencial de membrana florescem em verde, devido ao fato do JC-1 no estado
de monomérico fluorescem em verde (GARNER et al., 1997; GRAHAM, 2001; SILVA
e GADELLA, 2006).

2.7.2 Anélises da Cinética Espermatica

Usualmente, a motilidade espermatica ¢ estimada de forma subjetiva, sendo
analisada sob microscopia Optica, com uma gota de sémen entre ldmina e laminula,
estimando-se sua porcentagem visualmente. Entretanto, estudos reportam que este tipo
de analise ¢ impreciso, mesmo quando executado por técnicos experientes. Esta
imprevisdo deriva, em parte, da natureza subjetiva dos testes usados, da variabilidade
entre técnicos e das diferengas na implantacdo de padrdes para a avaliagio (ARRUDA
et al., 2007).

Na tentativa de diminuir esta imprevisdo, grande aten¢do tem sido dada aos
métodos objetivos de andlise da motilidade espermatica, entre eles a analise
computadorizada (Computer Assisted Sémen Analyses — CASA). Programas
computadorizados para a avaliacdo espermatica podem ser mais objetivos e imprimir
maior repetibilidade as avaliagdes do que a habilidade humana em identificar padrdes de
motilidade ou de normalidade espermatica das caracteristicas seminais (ARRUDA et

al., 2003).
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De acordo com Verstegen et al. (2002), além da motilidade total (MT) e da
motilidade progressiva (MP) outros pardmetros sdo reportados pelo CASA com relagdo
a velocidade do espermatozoide: velocidade curvilinea (VCL - pm/s), velocidade linear
progressiva (VSL - pm/s) e velocidade média do trajeto (VAP - ym/s). Cada uma
descreve um aspecto diferente da trajetdria do espermatozoide. A VCL ¢ a distincia
percorrida pelo espermatozoide ao longo do caminho curvilineo percorrido. A VSL ¢ a
distdncia em linha reta entre o primeiro ¢ o ultimo ponto da trajetéria percorrida do
espermatozoide. A VAP ¢ a velocidade média da trajetéria do espermatozoide. A
amplitude de deslocamento lateral da cabeca do espermatozoide em sua trajetéria (ALH
- Mm) esta relacionada com a capacidade de penetragdo na zona pelucida do 6vulo,
tendo efeito sobre a fertilizacdo. A freqiiéncia de batimento flagelar (BCF — Hz) ¢ o
nimero de vezes que a cabeca do espermatozoide cruza a dire¢do do movimento. A
retilinearidade (STR - %) ¢ a relacdo porcentual entre a VSL e a VAP. Estima a
proximidade do percurso da célula a uma linha reta. Uma trajetéria com baixa amplitude
teria uma elevada STR. A linearidade (LIN - %) ¢ a rela¢do porcentual entre a VSL e a
VCL. Quanto mais o espematozoide se afasta da velocidade em linha reta, menor sera
sua linearidade. Uma trajetoria circular teria uma baixa LIN.

Alguns valores dos parametros observados pelo sistema CASA t€m sido
correlacionados com eventos fisioldgicos. O padrao de cinética do espermatozoide
caracterizado por uma motilidade altamente progressiva associada a um significativo
movimento lateral de cabeca tem sido correlacionado com a habilidade de penetrar no
muco cervical (AITKEN et al., 1985).

Verstegen et al. (2002) atribuiram ao VCL e VAP atributos para predizer os
resultados nos processos de fertilizagdo, pois ambos se encontram aumentados apos a
capacitacdo espermatica. No entanto, tem sido encontrada pouca relacdo entre os
parametros mensurados pelo sistema CASA e alguns testes in vivo e in vitro usados para
avaliar a qualidade do sémen. O meio diluidor, debris celulares e impurezas dificultam a

visualizacdo e avaliagdo espermatica (DAVIS e KATZ, 1992).

2.7.3 Analise Ultraestrutural dos Espermatozoides

Apesar dos avancos na microscopia eletronica de transmissdo (MET), existem

poucos estudos apresentando uma descri¢do sistematica do espermatozoide caprino,
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tanto em estado in natura quanto criopreservado. A MET tem ajudado a descrever a
aparéncia ultraestrutural da célula espermatica canina em amostras in natura e
descongeladas, enfocando os danos induzidos pelo processo de congelagdo/
descongelagdo em diferentes regides espermaticas (SILVA et al., 2007). Os autores
puderam concluir que o processo de criopreservagao induziu danos ultraestruturais na
cabecga e peca intermediaria, afetando a estrutura basica das mitocondrias. Da mesma
forma, Hashida et al. (2005) também concluiram que o processo de criopreservagao
causou danos na morfologia do espermatozoide de caprino, com subsequente
comprometimento da fertilidade.

Com base nas analises realizadas pela MET também ¢ possivel avaliar a agdo de
meios diluidores e crioprotetores no processo de congelagdo do sémen sobre as
caracteristicas morfofuncionais celulares (CHIRINEA et al., 2006). Landim-Alvarenga
e Alvarenga (1997) demonstraram que a avaliacdo do sémen de eqiiino por meio de
microscopia eletronica de transmissdo ¢ caracterizada pela observacao de grande
heterogeneidade morfoldgica e pela presenca de varias anomalias que ndo podem ser
evidenciadas pela microscopia 6tica convencional.

A popularizagdo das técnicas de MET, na avaliagdo da infertilidade masculina
humana e animal, proporcionam a formacdo de uma base solida para o melhor
entendimento dos processos fisiopatoldgicos e para uma melhor adequacdo das condutas
terapéuticas a serem seguidas. Até o presente, muitos aspectos relacionados a
infertilidade do macho continuam obscuros, sobretudo nos quadros envolvendo
componentes genético-familiares, linha de pesquisa carente por mais estudos,
especialmente no tocante a expressdo génica diferencial da espermatogénese, base

inicial dos diversos quadros de infertilidade (CRESPILHO et al., 2006).
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RESUMO

Objetivando-se avaliar in vitro o efeito da adigdo de diferentes concentragdes de Trolox
(andlogo da vitamina E) ao diluente de congelagdo de sémen caprino, a base de leite
desnatado e glicerol 7%, na integridade das membranas plasmdtica e acrossomal,
potencial da membrana mitocondrial, cinética e analise ultraestrutural (MET) de
espermatozdides descongelados, utilizou-se sémen de cinco reprodutores da raga Boer,
colhido com vagina artificial, em seis repeti¢des. Apds avaliagdo de cada ejaculado,
procedeu-se 4 formacdo do pool dos ejaculados e diluicio  (240x10°
espermatozoides/mL) em leite desnatado e glicerol 7%, acrescido de antioxidantes: G1)
Controle; G2) Trolox 30uM/mL; G3) Trolox 60uM/mL; G4) Trolox 120uM/mL. Em
seguida, as amostras de sémen foram acondicionadas em palhetas (0,25mL), congeladas
e armazenadas em botijio criobioldgico. Apds descongelagdo (37°C/30 segundos),
aliquotas de sémen de cada grupo foram avaliadas quanto a integridade de membrana
plasmatica (iMP) e acrossomal (iAc), potencial de membrana mitocondrial (PMM),
cinética e ultraestrutura. A ultraestrutura foi avaliada em amostras de sémen in natura e
pos-descongelagdo. As analises de iMP, iAc, PMM e cinética espermatica dos
espermatozoides caprinos criopreservados ndo evidenciaram diferenca significativa
(P>0,05) entre os grupos Controle e Trolox (30, 60 e 120 puM/mL). A andlise
ultraestrutural evidenciou que os porcentuais de acrossoma, membrana plasmatica da
regido da cauda e axonema integros nao diferiram (P>0,05) entre grupos (Controle e
Trolox 30, 60 ¢ 120 uM/mL), mas foram inferiores (P<0,05) aos do sémen in natura.
Entretanto, as amostras dos grupos Trolox 60uM/mL e Trolox 120uM/mL apresentaram
maior porcentagem (P<0,05) de espermatozdides com membrana plasmatica intacta na
regido da cabega do que as dos grupos Controle e Trolox 30uM/mL, mas ndo diferiram
(P>0,05) do sémen in natura. Maior porcentagem (P<0,05) de espermatozides com
mitocOndrias intactas foi observada nas amostras de sémen in natura, ¢ dos grupos
Controle e Trolox 60uM/mL do que naquelas do Trolox 30uM/mL e 120uM/mL. Com
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base na analise ultraestrutural, ¢ possivel concluir que Trolox 60 uM/mL pode ser
adicionado ao diluente de congelacdo de sémen caprino, a base de leite desnatado e
glicerol 7%, visando preservar a integridade da membrana plasmatica na regido da
cabega dos espermatozoides.

Palavras chave: antioxidantes, sémen, viabilidade espermatica.

ABSTRACT

Aiming to evaluate in vitro effect of different concentrations of Trolox (vitamin E
analogue) in skimmed-milk and glycerol 7% diluent on the plasma membrane (iPM)
and acrosome (iAc) integrity, mitochondrial membrane potential (MMP), kinematic and
ultrastructural analyses of thawed goat sperm, it were used semen samples from five
Boer bucks collected by artificial vagina in six replicates. After analysis of each
ejaculate, pool of ejaculate samples was diluted (240 x 10° sperm/mL) in skimmed-milk
plus glycerol 7% supplemented with antioxidants , according to experimental groups:
G1) control, G2) Trolox 30uM/mL; G3) Trolox 60uM/mL, G4) Trolox 120uM/mL. The
samples were packed in straws (0.25 mL), frozen and stored in Liquid Nitrogen
(-196 °C). After thawing (37 °C/30 seconds), semen aliquots of each group were
submitted to iPM, iAc, MMP, kinematic and ultrastructure analysis. The iMP, iAc,
PMM and kinematic parameters showed no significant difference (P>0.05) among
groups. In ultrastructural analysis, acrosome, plasma membrane on the tail region and
axoneme integrity did not differ (P>0.05) among groups, but they were observed in
lower (P<0.05) percentage than those of fresh samples. However, Trolox 60uM/mL and
Trolox 120uM/mL groups had higher (P<0.05) percentage of sperms with intact plasma
membrane on the head region than control and Trolox 30uM/mL groups, but they did
not differ (P>0.05) of the fresh samples. Higher percentage (P<0.05) of sperms with
intact mitochondrias were observed on fresh, control and Trolox 60uM/mL samples
than those of Trolox 30uM/mL and 120uM/mL. Based on ultrastructural analysis, it can
be concluded that Trolox 60uM/mL can be used in skimmed-milk plus glycerol 7%
diluent to preserve the integrity of sperm plasma membrane on the head region.

Keywords: antioxidants, semen, sperm viability.

1 INTRODUCAO

As técnicas de reprodugdo assistida como inseminacgdo artificial (IA) sdo
utilizadas na industria caprina com os objetivos de acelerar o ganho genético de animais
com grande potencial zootécnico e de superar alguns obstidculos da eficiéncia
reprodutiva (LORENZO e CARNEIRO, 2003). Apesar das inumeras vantagens, a 1A
em caprinos ainda ¢ pouco aplicada devido aos resultados ainda incipientes do uso do

sémen congelado/descongelado (GONZALEZ et al., 2002).
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Os procedimentos de congelagdo/descongelagdo do sémen ocasionam danos
celulares devido a mudanga na temperatura, formacdo de cristais de gelo, injurias
oxidativas, alteracdes na membrana do espermatozoide, lesdes no DNA, estresse
osmotico e toxicidade dos crioprotetores (BALL e VO, 2001), resultando em alteragdes
ultraestruturais, bioquimicas e funcionais que diminuem a viabilidade deste gameta.

Além disso, durante a manipulacdo, os espematozoides sdo expostos ao oxigénio
e varias etapas de seu processamento podem promover o aumento da producdo de
espécies reativas ao oxigénio (ROS) (WATSON, 2000). Em concentragdo reduzida, as
ROS s3o necessarias para que o espermatozoide adquira a capacidade fecundante
(BAUMBER et al., 2003). No entanto, concentracdes elevadas destas substancias no
sémen podem afetar o metabolismo, a motilidade, a viabilidade e a integridade do DNA
espermatico de véarias espécies (BILODEAU et al., 2002). Atualmente, o pouco
conhecimento da acdo de oxidantes ¢ antioxidantes encontrados no sémen dos animais
domésticos talvez seja responsavel pelos resultados insatisfatérios obtidos apds a
congelacdo espermadtica de algumas espécies e posterior utilizagdo em técnicas de
reprodugdo assistida, como IA e fertilizagdo in vitro.

Desta forma, a elaboragdo de protocolos de congelacdo utilizando substancias
que possam atuar na protecdo das células espermaticas contra os efeitos oxidativos
ocorridos na criopreservagdo do sémen (VALENCA e GUERRA, 2007) podem
contribuir para a otimizagcdo do uso destas biotécnicas reprodutivas (GUERRA et al.,
2004). Acredita-se que a vitamina E (a-tocoferol e seus derivados) seja o inibidor
primario das ROS encontradas em pequenas quantidades nas membranas celulares de
mamiferos e no plasma seminal (SIKKA, 2004), protegendo as células do estresse
oxidativo in vivo e in vitro (KAGAN et al., 1992). O Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametil croman-2-acido carboxilico), andlogo sintético da vitamina E, ¢ uma
substancia hidrossolivel, com potente propriedade antioxidante (WU et al., 1990),
envolvendo o "OH fenolico e a remogdo de radicais peroxil (ALBERTINI e ABUJA,
1999).

Neste sentido, objetivou-se com este trabalho avaliar in vitro o efeito de
diferentes concentragdes de Trolox em meio de congelacdo de sémen a base de leite
desnatado e glicerol 7% na integridade das membranas plasmatica e acrossomal,
potencial da membrana mitocondrial, cinética e andlise ultraestrutural (MET) de

espermatozdides descongelados de caprinos.
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2 MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes utilizados no experimento foram obtidos da Sigma Aldrich

Co.” (St. Louis, MO, USA).

2.1 Origem do sémen

Foram utilizados cinco reprodutores caprinos da raca Boer, com fertilidade
comprovada e idade variando de 24 a 36 meses. Os animais foram submetidos a regime
intensivo, alimentados com 400g/dia de concentrado comercial, além de capim elefante
(Pennisetum purpureum) picado no cocho, sal mineral e agua ad libitum. As colheitas
de sémen foram realizadas com auxilio de vagina artificial e presenca de uma fémea
como manequim. Foram obtidos seis ejaculados de cada reprodutor, obedecendo a

frequéncia de trés colheitas por semana, correspondendo a 30 amostras de sémen.

2.2 Diluicéo e congelagdo do sémen

Ap6s colheita, as amostras de sémen foram submetidas a avaliagdo,
selecionando-se aqueles com motilidade > 70,0% e vigor > 3. Em seguida, procedeu-se
a formacdo do pool de ejaculados, o qual foi centrifugado duas vezes (2500 g; 10
minutos) em tampao Tris (3,605 g Tris; 2,024 g acido citrico; 1,488 g frutose, 100 mL
de agua bidestilada; pH 6,8), na proporcao de 1:9 (v:v; s€émen:solu¢do de lavagem).

A seguir, o pool dos ejaculados foi diluido em leite desnatado e glicerol (7%)
acrescido de antioxidantes, de acordo com o grupo experimental, na concentracdo de
240x10° espermatozoides/mL: G1) Controle; G2) Trolox 30 pM/mL; G3) Trolox
60uM/mL; e G4) Trolox 120 uM/mL.

Apo6s a diluicdo, as amostras foram acondicionadas em palhetas (0,25 mL) e
submetidas a refrigeracio e congelagdo em sistema automatizado (modelo TK 3000® -
TK Tecnologia em Congelagao LTDA, Uberaba, Brasil), na curva de congelagdo rapida
(- 0,25 °C/min, de 25 °C a 5 °C, e a — 20 °C/min, de 5 °C a -120 °C), e, ap6s atingir a

temperatura de -120 °C, as palhetas foram armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C).
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2.3 Descongelacédo e andlise espermatica

Apos descongelagdo (37 °C, por 30 segundos), aliquotas de sémen de cada grupo
foram avaliadas quanto a integridade das membranas plasmatica e acrossomal, potencial

da membrana mitocondrial, cinética e ultraestrutura espermatica.

Integridade da membrana plasmatica

Utilizou-se o método de coloragdo dupla com Diacetato de Carboxifluoresceina
(DCF) e lodeto de Propidio (IP), de acordo com Coleto et al. (2002). Aliquotas de
50 puL de sémen foram diluidas em 150 pL de Tris contendo 5 pL. de DCF (0,46 mg/mL
em DMSO) e 20 uL de IP (0,5 mg/mL em PBS), incubadas por 10 minutos a 38 °C e
fixadas com PBS contendo 0,5% de glutaraldeido. Um total de 200 espermatozoides foi
avaliado em microscopio de epifluorescéncia (Carl Zeiss, Gottingen, Germany), com
aumento de 400 x usando filtro de emissdo DBP 580-630 nm ¢ excitacio DBP
485/20nm, e classificados como membrana intacta quando se apresentavam corados em

verde ou como membrana danificada quando corados em vermelho.

Integridade do acrossoma

Os espermatozoides foram corados com isotiocianato de fluoresceina conjugado
a Peanut agglutinin (FITC-PNA), de acordo com técnica descrita por Roth et al. (1998).
Aliquotas de 5 uL de sémen foram preparadas para esfregago e secadas ao ar. Uma
aliquota de 100 pL da solugdo estoque de FITC-PNA (1 mg/mL) foi descongelada e
adicionada a 900 uL de PBS para obter a concentragdo final de 100 ug/mL. Aliquotas
(10 uL) desta solucao foram colocadas sobre laminas, as quais foram incubadas por 15
minutos em cdmara Umida a 4 °C, na auséncia de luz. Apos incubagdo, as laminas foram
submetidas a duas lavagens em PBS refrigerado (4 °C) e colocadas para secagem na
auséncia de luz. Imediatamente antes da avaliagdo, 5 uL. de meio de montagem (4,5 mL
de glicerol, 0,5 mL de PBS e 5 mg de p-phenylenediamine) foi colocado sobre lamina e
coberto com laminula. Foram avaliados 200 espermatozoides por ldmina, com aumento
de 1000 x, sob dleo de imersdo, em microscopio de epifluorescéncia (Carl Zeiss,
Gottingen, Germany), usando filtro de emissdo LP 515 nm e BP 450-490 nm para

excitacdo. Os gametas foram classificados como portadores de acrossomas intactos,
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quando apresentaram a regido acrossomal corada com fluorescéncia verde, ou
acrossoma reagido, quando apresentavam uma faixa verde fluorescente na regido
equatorial da cabega espermatica ou ndo apresentavam fluorescéncia verde em toda

regido da cabega.

Potencial da membrana mitocondrial

A funcdo mitocondrial foi determinada pela utilizagdo de um fluorocromo
catidnico lipofilico JC-1 (GUTHRIE e WELCH, 2006). Aliquotas de 50 uL de sémen
foram diluidas em 150 pL de Tris, contendo 5 pL de JC-1 (0,15 mM em DMSO),
incubadas por 10 minutos a 38 °C e fixadas com PBS contendo 0,5% de glutaraldeido.
Um total de 200 espermatozoides foi avaliado em microscépio de epifluorescéncia (Carl
Zeiss, Gottingen, Germany), com aumento de 1000 x sob 6leo de imersdo usando filtro
de emissao LP 515 nm e BP 450-490 nm para excitacdo. As células coradas em laranja
foram classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial, enquanto aquelas

coradas em verde foram classificadas com baixo potencial de membrana.

Cinética

Aliquota de 5puL da amostra de s€émen foi depositada na camara de Mackler,
mantida a 37 °C e examinada em microscopio de contraste de fase (100x) acoplado ao
sistema computadorizado de analise espermatica (CASA; Sperm Class Analyzer,
Microptics, S.L. Version 3.2.0 Barcelona, Spain). Observou-se os parametros de
motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade curvilinea (VCL,
pm/s), velocidade progressiva (VSL, pm/s), velocidade de trajeto (VAP, pm/s),
linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %), oscilagcdo (WOB, %), amplitude de
deslocamento da cabega (ALH, pm), frequéncia do batimento de flagelo (BCF, Hz),
segundo Verstegen et al. (2002).

Ultraestrutura
A identificagdo de danos na ultraestrutura espermatica foi realizada por meio da

microscopia eletronica de transmissdo (MET). Amostras de sémen in natura e

congeladas/descongeladas foram centrifugadas trés vezes (800 g; 5 minutos) em solugdo
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tampao (PBS) ¢ fixadas overnight em solugdo contendo Glutaraldeido 2,5%,
Paraformaldeido 2,5% e tampdo Cacodilato de Sodio 0,1M. Apos o processo de fixagao,
as amostras foram lavadas no mesmo tampdo e pds-fixadas numa solu¢do contendo
Tetroxido de 6smio 1%, CaCl, 2 mM e de Ferricianeto de Potassio 0,8% em tampao
Cacodilato 0,1 M (pH 7,2). Em seguida, as amostras foram novamente lavadas em
tampao Cacodilato e submetidas a contrastagdo em bloco com Acetato de Uranila 2,5%.

A seguir, as amostras de sémen foram desidratadas em séries crescentes de
acetona, infiltradas e emblocadas em resina SPIN-PON. A polimeriza¢do foi feita a
60 °C por 72 horas. Cortes ultrafinos foram coletados em grades de niquel de 300-mesh
e contrastados com 5% de Acetato de Uranila e Citrato de Chumbo, segundo as
recomendacdes de Saraiva et al. (2009). As amostras foram analisadas em microscopio

eletronico de transmissdo FEI Morgani 268D (FEI Company, Eindhoven, Netherlands).

2.4 Andlise estatistica

Foi utilizado o modelo estatistico Yj= p+ T; + € em que Y;; = valor observado de
cada variavel estudada j; u = média geral da populacdo; T; = efeito do tratamento i; e
&ij = erro aleatdrio associado a cada observacdo. Os dados das variaveis estudadas foram
submetidos a analise de varidncia, obedecendo a um delineamento inteiramente
casualizado, utilizando-se o teste F para comparag¢ao dos quadrados médios dos fatores
testados e as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o procedimento PROC CORR do

programa SAS (2001).

3 RESULTADOS

A integridade da membrana plasmatica e do acrossoma, o alto potencial da
membrana mitocondrial (Tabela 1) e a cinética (Tabela 2) de espermatozoides caprinos
submetidos a congelacdo ndo evidenciou diferenca significativa (P>0,05) entre o grupo
Controle e os grupos de Trolox (30, 60 ¢ 120 uM/mL)).

Na analise quantitativa da ultraestrutura de espermatozoéides caprinos (Tabela 3)
constatou-se maiores porcentuais (P<0,05) de células com membrana plasmatica integra
na regido da cabega nas amostras de sémen in natura e congeladas em leite desnatado e

glicerol 7% acrescido de Trolox 60 e 120 uM/mL, quando comparadas aquelas dos
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grupos Controle e Trolox 30 uM/mL. Maiores porcentuais (P<0,05) de gametas com
acrossoma, membrana plasmatica na regido da cauda e axonema integros foram
observado nas amostras de sémen in natura, quando comparadas aquelas congeladas
(Controle, Trolox 30, 60 e 120 uM/mL), as quais ndo diferiram entre si. Todavia,
maiores porcentuais (P<0,05) de espermatozdides com mitocondrias intactas foram
observados nas amostras in natura e dos grupos Controle e Trolox 60 uM/mL.

A andlise qualitativa da ultraestrutura de espermatozodides caprinos obtidos das
amostras de sémen in natura constatou que o dano mais freqiiente foi membrana
plasmatica rompida, evidenciando perda de material acrossomal (Figura 1A). Todavia, a
peca intermediaria apresentou-se bem estruturada, evidenciando organizacdo de suas
organelas (Figura 1B).

Nas amostras de sémen criopreservadas dos grupos Controle e Trolox 30
uM/mL observou-se grande quantidade de células com membrana plasmatica
apresentando edema, ondulagdes e rompimento, além de células apresentando reagao do
acrossoma (Figura 1C). Também foi observado nas amostras do grupo tratado com
Trolox 30 puM/mL células com a peca intermedidria apresentando lesdo nas
mitocondrias e desorganizacao destas estruturas (Figura 1D).

Nas amostras congeladas com Trolox 60 uM/mL observou-se grande niumero de
espermatozoides apresentando membrana plasmatica e acrossomal integras (Figura 1E).
Enquanto as amostras de sémen congeladas com Trolox 120 pM/mL evidenciou células

com edema de membrana plasmatica na regido da cabega (Figura 1F).

4 DISCUSSAO

A avaliacdo por sondas fluorescentes das amostras descongeladas de sémen
caprino dos grupos Controle e Trolox (30, 60 e 120 uM/mL), apesar de nao diferirem
estatisticamente, apresentaram porcentuais numericamente maiores de gametas com
membrana plasmatica intacta na presenga de Trolox 60 pM/mL, e com acrossomas
integros na presenca de Trolox 30 ¢ 60 uM/mL, quando comparadas as amostras do
grupo Controle. Este resultado pode ser justificando pela acdo benéfica da adicdo da
vitamina E em proteger as membranas espermaticas contra o estresse oxidativo
(KAGAN et al., 1992), por ser um inibidor primario de radicais livres nestas estruturas

celulares de mamiferos (SIKKA, 2004) e ser uma substancia hidrossoltvel facilmente
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distribuida na bicamada de lipidios das biomembranas, tornando-o um excelente
protetor contra a lipoperoxidagao (BARCLAY et al., 1995).

Todavia, ao se aumentar a concentragdo deste antioxidante para 120 uM/mL,
observou-se porcentagem numericamente menor de gametas com membrana plasmatica
e acrossomas integros do que nas amostras do grupo Controle. Estes resultados indicam
a necessidade de mais estudos visando adicionar Trolox em concentragdes maiores do
que 60 pM/mL e menores do que 120 uM/mL, uma vez que, dependendo da
concentragdo administrada in vitro (BOLLE et al., 2002) e dos compostos presentes na
reagdo, a vitamina E pode exercer efeito anti ou pro-oxidativo (BRIGELIUS-FLOHE e
TRABER, 1999). Fato constatado por Maia et al. (2007), ao observarem que a
concentragdo de Trolox > 100pM/10® espermatozoides foi deletéria ao espermatozoide
ovino.

A adicdo de Trolox, nas concentracdes de 30, 60 ¢ 120 M/mL, reduziu
numericamente o porcentual de espermatozoides caprinos, submetidos a congelacao,
com alto potencial de membrana mitocondrial, em comparac¢do ao grupo Controle. No
entanto, devido ao fato da membrana da cauda do espermatozoide ser mais resistente a
danos do que o acrossoma ¢ a membrana plasmatica que envolve a cabeca desta célula
(SALAMON e MAXWELL, 1995) e que algumas enzimas antioxidantes se encontram
em maior concentragdo na peg¢a intermediaria (KNAPEN et al., 1999), esperava-se que a
adi¢do deste antioxidante ndo alterasse o porcentual de gametas com alto PMM.
Todavia, o valor médio de espermatozoides com alto PMM obtido neste estudo
(47,4549,30%) foi semelhante aos 40,33% relatados por Batista et al. (2009), estudando
a viabilidade de espermatozoides caprinos da raga Boer criopreservados utilizando o
mesmo protocolo do presente estudo.

Na andlise da cinética espermatica, pos-descongelagdo, observou-se motilidade
total destes gametas acima de 70% e motilidade progressiva abaixo de 30%, em todos
os grupos experimentais (Controle e Trolox 30, 60 e 120 uM/mL). Este resultado
evidencia que o processo de congelacdo causou pequena reducdo no porcentual de
gametas vivos, segundo Leboeuf et al. (2000) e Watson (2000), ao relatarem que 10 a
50% da populagdo total de espermatozoides ndo sobrevivem ao processo de congelacao
e morrem. Todavia, a criopreservacdo afetou o potencial de fertilizacdo deste gameta,
onde se observou redugdo de 42,50% no porcentual de espermatozoides com motilidade
progressiva nas amostras de sémen submetidas a congelacdo, provavelmente devido a

ocorréncia de danos subletais as células vivas, que diminuem a habilidade destes
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gametas interagirem com o trato feminino (PESCH e BERGMANN, 2006). Estes
resultados sugerem que as amostras de sémen se encontravam em desequilibrio entre as
concentragdes de ROS e as de antioxidantes endogenos (GUERRA et al., 2004). Além
disso, o resultado da MT corrobora com os relatos de Maia et al. (2007), ao relatarem
que o efeito do Trolox sobre a motilidade de espermatozoides ovinos pds-descongelagao
foi dose-dependente e variou conforme a congelabilidade do sémen, uma vez que a
concentragdo de 50 a 100pM/10*espermatozoides produziu efeito positivo sobre a
motilidade total, enquanto concentra¢des acima de 100uM/10® espermatozoides reduziu
o porcentual de gametas vivos. Entretanto, os resultados da MT obtida por Davis e Katz
(1992) foram consideravelmente inferiores (38,37+11,2%) aqueles encontrados neste
estudo (77,22+18,56%).

Optou-se por adicionar o antioxidante Trolox ao diluente de congelacdo de
sémen caprino, em virtude de esta substancia ser um analogo sintético da vitamina E e
principal antioxidante de membrana (BARCLAY et al., 1995). Assim, visava-se
proteger as células espermaticas do estresse fisico as membranas, considerado o fator
mais limitante da capacidade fertilizante deste gameta, e dos danos morfoldgicos ou
bioquimicos, que frequentemente resultam em disfun¢do espermatica (PESCH e
BERGMANN, 2006). Todavia, ndo foi evidenciada diferenga estatistica (P>0,05) na
cinética dos espermatozoides caprinos criopreservados, apesar de se observar que nos
parametros MT, LIN, WOB, VSL e VAP os valores foram numericamente maiores a
medida que se aumentou a concentracdo deste antioxidante. Em contrapartida, nos
parametros STR, ALH e BCF foram obtidos menores resultados ao se aumentar a
concentragao de Trolox.

Analisando-se os valores obtidos nas velocidades do movimento espermatico,
constata-se que tais parametros encontram-se abaixo da média dos resultados
observados na literatura, utilizando a concentragio de 20 x 10° espermatozoides/mL na
espécie caprina (MARCO-JIMENEZ et al., 2006; SUNDARARAMAN ¢ EDWIN,
2008; DORADO et al., 2009). Ressalta-se que neste estudo utilizou-se 50 x
10%spermatozoides/mL e que, segundo Davis e Katz (1992), concentragdes muito
baixas (<20 x 10%mL) ou muito altas (> 50 x 10°mL) interferem negativamente nas
avaliagdes da cinética espermatica pelo CASA. Todavia, a analise da cinética de
espermatozoides caprinos da raga Boer, em trabalhos anteriormente realizados (dados
nao publicados), apresentou valores inferiores aos deste estudo, onde se utilizou a

mesma concentracao espermatica (50 x 10°/mL).
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Outro fato a considerar ¢ que a congelacdo das amostras de sémen caprino nao
determinou hiperativacdo das células espermaticas das amostras dos grupos Controle e
tratados com Trolox (30, 60 e 120 uM/mL), uma vez que, segundo classificagdo de
Mortimer e Maxwell (1999), ndo apresentam valores de VCL>250,0 um/s, VSL<100,0
um/1, LIN < 30% e ALHmax > 9,0 um/s. No entanto, com base nos resultados das
avaliagdes por sondas fluorescentes, esperava-se que estes gametas apresentassem sinais
de hiperativagdo (WATSON, 1995), devido a ocorréncia de danos na membrana
plasmatica determinados pela congelagdo (CHECK e CHECK, 1991), resultando na
antecipacdo da maturacdo das membranas espermaticas e aumento da proporcido de
espermatozodides capacitados ou com acrossomo reagido, quando comparados aos do
sémen in natura (MAXWELL e WATSON, 1996).

A analise por MET da membrana plasmatica na regido da cabega do
espermatozoide demonstrou a acdo benéfica do Trolox (60 e 120uM/mL), em relagdo as
amostras do grupo Controle, provavelmente devido ao fato do grupo hidroxila (-OH)
presente na composi¢do deste antioxidante ter reagido com elétrons desemparelhados,
interrompendo a reacdo em cadeia da lipoperoxidacdo (LIEBLER, 1993), e ser um
inibidor primario de radicais livres encontrados em pequenas quantidades nas
membranas celulares de mamiferos e no plasma seminal (SIKKA, 2004). Ressalta-se,
no entanto, que o fato da adi¢dao de Trolox 30uM/mL nao ter aumentado o porcentual de
gametas com membrana integra na regido da cabega pode ser explicado pelo fato da
concentragdo administrada ter, provavelmente, determinado efeito pro-oxidante
(BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999; BOLLE et al., 2002).

Todavia, esperava-se que o Trolox também proporcionasse efeito protetor do
estresse oxidativo em outras regioes da célula espermatica, como acrossoma, axonema e
membrana plasmatica da regido da cauda. Esta diferenca na ag¢do da substincia
antioxidante pode ser justificada pelo fato da membrana plasmatica que envolve todo o
esepermatozoide ser constituida por glicoproteinas especificas e lipidios, de acordo com
a regido espermatica, conhecida como dominio de superficie, importante para a funcao
desta membrana (TOPFER-PETERSEN e WABERSKI, 2001).

A andlise por MET da estrutura das mitocondrias evidenciou que a adi¢do de
Trolox ndo aumentou o porcentual destas organelas integras, em relacdo ao grupo
Controle. Todavia, nas concentracdes de 30uM/mL e 120uM/mL, provavelmente

ocorreu efeito pré-oxidante, ratificando as observagdes de Brigelius-Flohé e Traber
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(1999) e Bolle et al. (2002). Na concentragdo de 60uM/mL, o Trolox proporcionou
resultado semelhante aquele obtido nas amostras de sémen in natura ¢ do grupo
controle, sugerindo que a adi¢do de concentragdo maior do que 60uM/mL e menor do
que 120uM/mL possa ter agdo benéfica e que deve ser objeto de mais estudos.

Os resultados da andlise por MET ratificam a avalia¢do realizada com sondas
fluorescentes (DCF/IP), onde se constatou porcentual numericamente maior de
espermatozoides caprinos com membrana plasmdtica integra nas amostras
criopreservadas com Trolox 60uM/mL, em relagdo ao grupo Controle e demais grupos
experimentais, apesar de ndo haver sido encontrado diferenga estatistica.

Nas amostras de sémen in natura, a analise por MET também demonstrou danos
na estrutura dos espermatozoéides caprinos. Esta observagao pode ser explicada pelo fato
de um ejaculado ser composto de varias subpopulacdes de células, podendo apresentar
gametas que apresentem diferentes épocas de maturacdo, ocasionando envelhecimento e
perda da viabilidade celular (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Da mesma forma, as amostras
de s€men do grupo Controle apresentaram mais de 30% de gametas com perda da
integridade de membrana plasmatica (nas regides de cabeca e cauda), acrossoma,
axonema e mitocondrias. Este fato também foi observado por Hashida et al. (2005),
onde relataram que o processo de criopreservacdo danifica a morfologia espermatica

com subsequente comprometimento da fertilizacao.

5 CONCLUSAO

Com base na andlise ultraestrutural, ¢ possivel concluir que Trolox 60 pM/mL
pode ser adicionado ao diluente de congelagdo de sémen caprino, a base de leite
desnatado e glicerol 7%, visando aumentar a integridade da membrana plasmatica na
regido da cabeca dos espermatozoides. Todavia, recomenda-se a realizagdo de novos

estudos testando o efeito desta substincia na taxa de fertilidade de cabras inseminadas.
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Tabela 1- Porcentuais (média = desvio padrdo) de espermatozoides com membranas
plasmatica (iMP) e acrossoma (iAc) integros, e com alto potencial da membrana

mitocondrial (aPMM) obtidos de reprodutores caprinos da raga Boer e criopreservados

em diluente a base de leite desnatado e 7% de glicerol acrescido de Trolox

Grupos iMP IAC aPMM
Experimentais (%) (%) (%)
Controle 39,55+8,91 38,76+12,23 47,45+9,30
Trolox 30 uM/mL 37,54+8,64 41,19+10,89 42,46+8,70
Trolox 60 uM/mL 44,81+8,81 41,19+11,00 38,76+5,99
Trolox 120 uM/mL 34,52+1,47 37,77+11,77 41,31+6,75
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Tabela 2 - Parametros (média + desvio padrdo) da cinética das células espermaticas de reprodutores caprinos da raga Boer, criopreservadas em

diluente a base de leite desnatado e glicerol acrescido de Trolox

Grupos MT MP LIN STR WOB VCL VSL VAP ALH BCF
Experimentais (%) (%) (%) (%) (%) (um/s) (um/s) (um/s) (um/s) (Hz2)
Controle 77,22+18,56 26,26+12,21 47,28+6,30  74,00+1,46  63,70+8,11  76,05+7,26  35,98+5,83  48,50+7,66  3,23+0,40 12,05+1,44

Trolox 30uM/mL ~ 72,30+22,06 25,41+12,09 48,7+6,56  74,65+3,71  6530+7,65  72,5848,12  35,61+6,91  47,7849,42  3,08+0,35 11,70+1,46
Trolox 60uM/mL ~ 76,73+15,82  26,2848,73 49,41 +5,10 73,45+2,48 6833+6,40  71,51+£7,71  35,7144,44  48,65+6,27  2,96+0,37 10,56+1,41
Trolox 120uM/mL  77,36+8,38  24,96+9,42 50,48+ 9,57 72,33+5,774  69,2648,52  73,41+6,46  36,73+5,81  50,56+4,80  2,85+0,43 10,10+1,47

MT= Motilidade Total; MP= Motilidade Progressiva; LIN= Linearidade; STR= Retilinearidade; WOB= Oscilacdo; VCL= Velocidade Curvilinea; VSL= Velocidade
progressiva; VAP=Velocidade média do trajeto.
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Tabela 3 - Porcentual (média + desvio padrdo) de estruturas integras de
espermatozoides caprinos, obtidos de amostras de sémen in natura e criopreservadas

em leite desnatado e glicerol 7%, suplementado com Trolox, avaliadas por microscopia

eletrOnica de transmissao

Grupos iMCa iAc iMC AX MIT
Experimentais
In Natura 39,63+5,34*  65,33+11,18" 64,35+7,76* 80,33+4,33*  72,82+11,33*
Controle 28,66+4,52°  33,66+527°  36,81+4,38°  55,66+7,00°  61,53+5,81%
Trolox 30 uM/mL ~ 30,66+3,47°  33,25+42,60°  39,00+329°  63,50+4,72°  54,66+8,86"
Trolox 60 pM/mL ~ 40,33+6,53*  38,40+2,90°  42,85+5,75"  68,61+1,42°  62,16+7,32
Trolox 120 pM/mL ~ 37,07+4,84*  31,00+4,00°  38,93+6,67°  54,55+4,64°  4521+4,58"

iMCa= membrana plasmatica integra na regido da cabeca do espermatozoide; iAc= acrossoma integro;
iMC= membrana plasmatica integra na regido da cauda do espermatozdide; AX= axonema integro;
MIT= mitocdndrias integras. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (P<0,05).



Figura 1 - Ultraestrutura de espermatozoides de reprodutores caprinos obtidos de sémen in
natura (A e B) e criopreservado (C, D, E e F) em diluente a base de leite desnatado e
glicerol 7%. A: corte longitudinal da cabega de espermatozoide apresentando membrana
plasmatica rompida (setas menores) e perda de material do acrossoma (seta maior); B: corte
longitudinal da cauda de espermatozoide apresentando preservacdao do axonema (*) e
mitocondrias (setas); C: corte longitudinal da cabega de espermatozoide criopreservado sem
adi¢do de antioxidantes (Controle) apresentando edema de membrana plasmatica (setas); D:
corte transversal da cauda de espermatozoide criopreservado com Trolox 30 pM/mL
apresentando desorganizagdo das mitocondrias (seta); E: corte longitudinal da cabega de
espermatozoide criopreservado com Trolox 60 puM/mL apresentando integridade das
membranas plasmatica e acrossomal (seta); F: corte longitudinal da cabeca de
espermatozoide criopreservado com Trolox 120 uM/mL apresentando edema de membrana
plasmatica (*).
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4.2 Avaliacdo in vitro de espermatozoides caprinos criopreservados em diluente a
base de leite desnatado acrescido de Glutationa reduzida

In vitro evaluation of goat spermatozoa after freezing in skimmed-milk diluent

supplemented with Glutathione reduced
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar in vitro o efeito da adi¢ao de Glutationa reduzida (GSH) ao
diluente de congelagao de sémen a base de leite desnatado e glicerol 7%, na integridade
das membranas plasmatica e acrossomal, potencial de membrana mitocondrial, cinética
e ultraestrutura de espermatozoides criopreservados de caprinos, utilizou-se sémen de
cinco reprodutores da raca Boer. O sémen foi colhido com vagina artificial, em seis
repeti¢oes. Apods avaliagdo de cada ejaculado, procedeu-se a formagdo do pool dos
ejaculados e dilui¢do (240x10° espermatozoides/mL) em leite desnatado e glicerol 7%,
acrescido de antioxidantes de acordo com os grupos experimentais: G1) Controle; G2)
GSH 2mM/mL; G3) GSH 5SmM/mL e G4) GSH 7mM/mL. A seguir, as amostras de
sémen foram acondicionadas em palhetas (0,25mL), congeladas e armazenadas em
botijdo criobioldgico. Apds descongelagdo (37°C/30 segundos), aliquotas de sémen de
cada grupo foram avaliadas quanto a integridade de membrana plasmatica (iMP) e
acrossomal (iAc), potencial de membrana mitocondrial (PMM), cinética e ultraestrutura.
A ultraestrutura foi avaliada em amostras de sémen in natura e descongeladas. As
analises de iMP, iAc, PMM e cinética dos espermatozoides ndo evidenciaram diferenca
significativa (P>0,05) entre os grupos Controle ¢ GSH (2, 5 ¢ 7mM/mL). Na andlise
ultraestrutural, observou-se que os porcentuais de membrana plasmatica (cabeca e
cauda) e acrossoma integros nao diferiram (P>0,05) entre os grupos Controle e GSH (2,
5 ¢ 7TmM/mL), mas foram inferiores (P<0,05) aos do sémen in natura. Todavia, as
amostras de sémen in natura e do grupo Controle apresentaram maior porcentual
(P<0,05) de gametas com axonema integros do que as dos grupos tratados com GSH (2,
5 e 7TmM/mL). Maior porcentagem (P<0,05) de espermatozodides com mitocondrias
integras foi observada nas amostras de sémen do grupo Controle do que nos tratados
com GSH (5 ¢ 7mM/mL), ¢ ndo diferirem das amostras do sémen in natura ¢ do GSH
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2mM/mL. De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a adi¢ao de GSH
(2, 5 e 7TmM/mL) em diluente de congelacio de sémen caprino, a base de leite
desnatado e glicerol 7%, ndo preserva a integridade dos espermatozoides.

Palavras chave: antioxidantes, sémen, viabilidade espermatica.

ABSTRACT

Aiming to evaluate in vitro effect of different concentrations of Glutathione reduced (GSH)
in skimmed-milk and glycerol 7% diluent on the plasma membrane (iPM) and acrosome
(iAc) integrity, mitochondrial membrane potential (MMP), kinematic and ultrastructural
analyses of thawed goat sperm, it were used semen samples from five Boer bucks.
Semen samples were collected by artificial vagina, in six replicates. After analysis of
each ejaculate, a pool of samples was diluted (240 x 10° sperm/mL) in skimmed-milk
and glycerol 7% plus antioxidant, according to the experimental groups: G1) Control;
G2) GSH 2mM/mL; G3) GSH 5SmM/mL and G4) GSH 7mM/mL. After this, samples
were packed in straws (0.25 mL), frozen and stored in Liquid Nitrogen (-196
°C). After thawing (37° C/30 seconds), semen aliquots of each group were subjected to
integrity of the plasma membrane (iMP) and acrosomal (iAc), mitochondrial membrane
potential (MMP), kinematic and ultrastructure analysis. The ultrastructure analyses were
realized in in nature and thawed semen samples. The iMP, iAc, PMM and kinematic
parameters showed no different difference (P>0.05) between Control and GSH (2, 5 and
7 mM/mL) groups. In ultrastructural analysis, it was observed that percentages of
acrosome and plasma membrane (tail and head region) intacts did not differ (P>0.05)
between Control and GSH (2, 5 and 7 mM/mL) groups, but they were lower (P<0.05)
than in nature semen. However, semen samples of in nature and Control groups had
higher percentage (P<0.05) of gametes with intact axonemes than those of GSH (2, 5
and 7 mM/mL) groups. Higher percentage (P<0.05) of sperms with intact mitochondrias
were observed on Control group than those of GSH (5 and 7 mM/mL) groups, but it did
not differed of in nature semen and GSH 2mM/mL. According to the results, it can be
concluded that the GSH (2, 5 and 7mM/mL) addition in skimmed-milk and glycerol 7% diluent
to freezing goat semen did not preserve sperm integrity.

Keywords: antioxidants, semen, sperm viability.

1 INTRODUCAO

A reducdo da fertilidade, associada a inseminacgdo artificial com sémen
congelado, vem sendo atribuida a ocorréncia de danos espermaticos durante a
congelacdo, onde cerca de 10-50% dos espermatozoides de um ejaculado ndo resistem e
morrem. Os processos de congelacdo e descongelacdo causam alteragdes
ultraestruturais, bioquimicas e funcionais que determinam reducdo da viabilidade da
célula espermatica. Durante a manipulagdo, os gametas sdo expostos ao oxigénio e

varias etapas de seu processamento podem promover o aumento da producdo de
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espécies reativas ao oxigénio (ROS) (WATSON, 2000). Sabe-se, no entanto, que uma
variedade de mecanismos de defesa denominados de antioxidantes estdo envolvidos nos
sistemas bioldgicos e que o equilibrio entre os beneficios e danos de ROS e
antioxidantes, in Vivo e in Vitro, parece ser necessario para o funcionamento reprodutivo
normal (GUERRA et al., 2004).

Os antioxidantes presentes no plasma seminal normalmente ajudam a proteger
os espermatozoides dos danos oxidativos, mas a retirada do plasma seminal pode
ocasionar perda desta capacidade protetora, deixando os espermatozoides susceptiveis a
lesdes ocasionadas pela grande produgdo de ROS (HALLIWELL ¢ GUTTERIDGE,
1999). Visando reduzir danos oxidativos causados pela concentracao elevada de ROS,
algumas pesquisas tém adicionado substincias antioxidantes em amostras de sémen de
pequenos ruminantes (MAXWELL e STOJANOV, 1996; SINHA et al., 1996).

A Glutationa (L-Y-Glutamil-L-Cysteinilglicina) é um tripeptideo distribuido nas
células com importante papel nos mecanismos de defesa intracelular contra o estresse
oxidativo. O nucleo do residuo cistenilglicina da Glutationa possui a¢do antioxidante,
mais especificamente como um redutor intracelular, sendo capaz de reagir com um
elétron ndo pareado de um radical livre. Esta substancia ¢ habil em inativar diretamente
ROS como O, e OH (JORDAO JUNIOR et al., 1998), exercendo papel importante na
detoxifica¢do e antioxidagdo dos compostos enddgenos, bem como na manutengdo do
status redox intracelular (LUBERDA, 2005).

A Glutationa estd presente nas células em concentragcdes de 0,5 - 10mM,
principalmente na forma reduzida (GSH). No espermatozoide, a Glutationa ¢ encontrada
em maiores concentragdes na pega intermedidria (KNAPEN et al., 1999). No entanto, o
processo de criopreservagdo reduz significativamente a concentragdo desta substancia
antioxidante no sémen de diversas espécies (GADEA et al., 2007). Neste sentido,
objetivou-se com este trabalho avaliar in vitro o efeito da adi¢ao de Glutationa reduzida
(GSH) ao diluente de congelagao de sémen caprino, a base de leite desnatado e glicerol
7%, na integridade das membranas plasmatica e acrossomal, potencial de membrana

mitocondrial, cinética e ultraestrutura dos espermatozdides.

2 MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes utilizados no experimento foram obtidos da Sigma Aldrich

Co.” (St. Louis, MO, USA).
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Foram utilizados cinco reprodutores caprinos da raca Boer, com fertilidade
comprovada e idade variando de 24 a 36 meses. Os animais foram submetidos a regime
intensivo, alimentados com 400g/dia de concentrado comercial, além de capim elefante
(Pennisetum purpureum) picado no cocho, sal mineral ¢ agua ad libitum. As colheitas
de sémen foram realizadas com auxilio de vagina artificial e presenga de uma fémea
como manequim. Foram obtidos seis ejaculados de cada reprodutor, obedecendo a
frequéncia de trés colheitas de sémen por semana, correspondendo a 30 amostras de
sémen.

Apds colheita, as amostras de sémen foram submetidas a avaliagdo,
selecionando-se aqueles com motilidade > 70,0% e vigor > 3. Em seguida, procedeu-se
a formagdo do pool de ejaculados, o qual foi centrifugado duas vezes (2500 g; 10
minutos) em tampao Tris (3,605 g Tris; 2,024 g acido citrico; 1,488 g frutose, 100 mL
de agua bidestilada; pH 6,8), na propor¢ao de 1:9 (v:v; s€émen:solugdo de lavagem).

A seguir, o pool dos ejaculados foi diluido em leite desnatado e glicerol (7%), na
concentragdo de 240x10° espermatozoides/mL, acrescido de antioxidantes de acordo
com o grupo experimental,: G1) Controle; G2) GSH 2 mM/mL; G3) GSH 5 mM/mL; e
G4) GSH 7 mM/mL.

Apo6s a diluicao, as amostras foram acondicionadas em palhetas (0,25 mL) e
submetidas a refrigeracio e congelagio em sistema automatizado (modelo TK 3000® -
TK Tecnologia em Congelagao LTDA, Uberaba, Brasil), na curva de congelagdo rapida
(- 0,25 °C/min, de 25 °C a 5 °C, e a — 20 °C/min, de 5 °C a -120 °C), e, apds atingir a
temperatura de -120 °C, as palhetas foram armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C).

Apos descongelagdo (37 °C, por 30 segundos), aliquotas de sémen de cada grupo
foram avaliadas quanto a integridade das membranas plasmatica e acrossomal, potencial
da membrana mitocondrial, cinética e ultraestrutura espermatica. Para a integridade da
membrana plasmatica utilizou-se o método de coloragdo dupla com Diacetato de
Carboxifluoresceina (DCF) e lodeto de Propidio (IP), de acordo com Coleto et al.
(2002). Aliquotas de 50 pL de sémen foram diluidas em 150 pL de Tris contendo 5 pL
de DCF (0,46 mg/mL em DMSO) e 20 puL de IP (0,5 mg/mL em PBS), incubadas por
10 minutos a 38 °C e fixadas com PBS contendo 0,5% de glutaraldeido. Um total de
200 espermatozoides foi avaliado em microscopio de epifluorescéncia (Carl Zeiss,
Gottingen, Germany), com aumento de 400 x usando filtro de emissdo DBP 580-630

nm e excitagdo DBP 485/20 nm, e classificados como membrana intacta quando se
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apresentavam corados em verde ou como membrana danificada quando corados em
vermelho.

A integridade do acrossoma foi avaliada corando-se os espermatozoides com
isotiocianato de fluoresceina conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA), de acordo
com técnica descrita por Roth et al. (1998). Aliquotas de 5 puL de sémen foram
preparadas para esfregago e secadas ao ar. Uma aliquota de 100 pL da solugao estoque
de FITC-PNA (1 mg/mL) foi descongelada e adicionada a 900 pL de PBS para obter a
concentragdo final de 100 ug/mL. Aliquotas (10 pL) desta solugdo foram colocadas
sobre laminas, as quais foram incubadas por 15 minutos em camara umida a 4 °C, na
auséncia de luz. Apds incubacao, as laminas foram submetidas a duas lavagens em PBS
refrigerado (4 °C) e colocadas para secagem na auséncia de luz. Imediatamente antes da
avaliac¢do, 5 pL de meio de montagem (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL de PBS e 5 mg de p-
phenylenediamine) foi colocado sobre ldmina e coberto com laminula. Foram avaliados
200 espermatozoides por lamina, com aumento de 1000 x, sob 6leo de imersdao, em
microscopio de epifluorescéncia (Carl Zeiss, Gottingen, Germany), usando filtro de
emissdo LP 515 nm e BP 450-490 nm para excitacdo. Os gametas foram classificados
como portadores de acrossomas intactos, quando apresentaram a regido acrossomal
corada com fluorescéncia verde, ou acrossoma reagido, quando apresentavam uma faixa
verde fluorescente na regido equatorial da cabeca espermatica ou ndo apresentavam
fluorescéncia verde em toda regido da cabega.

A fungdo mitocondrial foi determinada pela utilizacgdo de um fluorocromo
cationico lipofilico JC-1 (GUTHRIE e WELCH, 2006). Aliquotas de 50 uL de sémen
foram diluidas em 150 pL de Tris, contendo 5 pL de JC-1 (0,15 mM em DMSO),
incubadas por 10 minutos a 38 °C ¢ fixadas com PBS contendo 0,5% de glutaraldeido.
Um total de 200 espermatozoides foi avaliado em microscopio de epifluorescéncia (Carl
Zeiss, Gottingen, Germany), com aumento de 1000 x sob 6leo de imersao usando filtro
de emissdao LP 515 nm e BP 450-490 nm para excitagcdo. As células coradas em laranja
foram classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial, enquanto aquelas
coradas em verde foram classificadas com baixo potencial de membrana.

A andlise da cinética espermdtica foi realizada por meio do sistema
computadorizado (CASA; Sperm Class Analyzer, Microptics, S.L. Version 3.2.0
Barcelona, Spain). Aliquota de SuL da amostra de sémen foi depositada na cadmara de
Mackler, mantida a 37 °C e examinada em microscopio de contraste de fase (100x)

acoplado ao sistema Casa, onde se observou os parametros de motilidade total (MT, %),
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motilidade progressiva (MP, %), velocidade curvilinea (VCL, pm/s), velocidade
progressiva (VSL, ym/s), velocidade de trajeto (VAP, pm/s), linearidade (LIN, %),
retilinearidade (STR, %), oscilagao (WOB, %), amplitude de deslocamento da cabega
(ALH, pm), frequéncia do batimento de flagelo (BCF, Hz), segundo Verstegen et al.
(2002).

A identificagdo de danos na ultraestrutura espermatica foi realizada por meio da
microscopia eletronica de transmissdo (MET). Amostras de sémen in natura e
congeladas/descongeladas foram centrifugadas trés vezes (800 g; 5 minutos) em solugdo
tampdo (PBS) e fixadas overnight em solugdo contendo Glutaraldeido 2,5%,
Paraformaldeido 2,5% e tampao Cacodilato de Sédio 0,1M. Apds o processo de fixacao,
as amostras foram lavadas no mesmo tampao e pos-fixadas numa solug¢do contendo 1%
de Tetroxido de 6smio, 2 mM CaCl, e 0,8% de Ferricianeto de Potassio em tampao
Cacodilato 0,1 M, pH 7,2. Em seguida, as amostras foram novamente lavadas em
tampao Cacodilato e submetidas a contrastagdo em bloco com Acetato de Uranila 2,5%.

A seguir, as amostras de sémen foram desidratadas em séries crescentes de
acetona, infiltradas e emblocadas em resina SPIN-PON. A polimerizagao foi realizada a
60 °C por 72 horas. Cortes ultrafinos foram coletados em grades de niquel de 300-mesh
e contrastados com 5% de Acetato de Uranila e Citrato de Chumbo (Sigma, Saint Louis,
MO, USA), segundo as recomendagdes de Saraiva et al. (2009). As amostras foram
analisadas em microscopio eletronico de transmissdo FEI Morgani 268D (FEI
Company, Eindhoven, Netherlands).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o procedimento PROC
CORR do programa SAS (2001). Os dados das variaveis estudadas foram submetidos a
analise de variancia, obedecendo a um delineamento inteiramente casualizado,
utilizando-se o teste F para comparag¢@o dos quadrados médios dos fatores testados e as

médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS

Os resultados da avaliagdo do s€émen caprino submetido a congelagdo utilizando
leite desnatado e glicerol 7% ndo demonstrou diferenca significativa (P>0,05) na
porcentagem de espermatozoides com membranas plasmatica e acrossomal integras,
assim como com alto potencial da membrana mitocondrial (Tabela 1) entre as amostras

do grupo Controle e dos grupos tratados com GSH (2, 5 e 7mM/mL).
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A andlise da cinética espermatica (Tabela 2) também nao evidenciou diferenca
significativa (P>0,05) entre as amostras do grupo Controle e suplementadas com
diferentes concentragdes de GSH (2, 5 ¢ 7mM/mL).

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados da integridade das ultraestruturas
celulares, avaliadas pela MET, onde se observa que os porcentuais de danos na
membrana plasmdtica da regido da cabeca e cauda, e do acrossoma nao diferiram
(P>0,05) entre grupos (Controle e GSH 2, 5 ¢ 7mM/mL), mas foram inferiores (P<0,05)
aos do sémen in natura. Todavia, as amostras de sémen in natura e do grupo Controle
apresentaram maior porcentual (P<0,05) de gametas com axonema integros do que as
dos grupos tratados com GSH (2, 5 ¢ 7mM/mL). Menor porcentual (P<0,05) de
eseprmatozoides com axonemas intactos foi observado nas amostras dos grupos GSH
7mM/mL do que nos demais grupos.

As amostras do grupo Controle apresentaram maior porcentagem (P<0,05) de
espermatozdides com mitocondrias integras do que nos grupos tratados com GSH (5 e
7mM/mL), mas ndo diferirem das amostras do sémen in natura e do grupo GSH
2mM/mL. Menor porcentagem (P<0,05) de gametas com mitocOndrias integras foi
observado nas amostras dos grupos Controle e GSH 2mM/mL.

Na andlise qualitativa da ultraestrutura dos espermatozoides caprinos foram
observados nos espermatozoides das amostras in natura, preservagao do acrossoma e da
membrana plasmatica (Figura 1A) em grande quantidade de gametas. No entanto,
também foram observadas células com rompimento e ondulagdo da membrana
plasmatica na regido da cabeca (Figura 1B). Nas amostras de s€émen criopreservadas,
foram evidenciadas células com perda de material acrossomal; edema, ondulagdo e
rompimento da membrana plasmatica na cabeca (Figuras 1C, 1D) e cauda (Figura 1D);

desorganiza¢ao do axonema e das mitocondrias (Figura 1F).

4 DISCUSSAO

Apesar de espermatozoides caprinos submetidos a congelagdo utilizando
diluente a base de leite desnatado e glicerol 7%, analisados com sondas fluorescentes,
ndo terem evidenciado diferenga significativa entre os grupos Controle e tratados com
GSH (2, 5 e 7 mM), constatou-se porcentual numericamente maior de espermatozoides

com membrana plasmatica integra nas amostras congeladas com GSH 2mM/mL. Além
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disso, observou-se que, a0 aumentar a concentragao deste antioxidante, os porcentuais
de gametas com membrana plasmatica intacta foram numericamente menores. Estes
resultados sugerem a necessidade de realizacdo de mais estudos utilizando concentragdo
de GSH menor do que 2 mM/mL, uma vez que segundo Bilodeau et al. (2001), a adi¢ao
de glutationa ao diluidor de criopreservagdo varia de 0,1 a 2 mM, e que concentragdes
mais elevadas causam danos aos espermatozoides bovino, por alterar a osmolaridade
celular, fragilizando a membrana plasmatica e determinando ruptura nas membranas da
célula espermatica.

Todavia, na analise do acrossoma espermatico, apesar de ndo haver sido
constatada diferenca significativa entre os grupos Controle e tratados com GSH (2, 5¢ 7
mM), foi verificado que as concentragcdes mais elevadas de GSH foram benéficas a
integridade desta estrutura celular. Sabe-se que a GSH atua removendo o H,O, um
inibidor extremamente eficaz da tirosina fosfatase (enzima envolvida na fosforilagdao da
tirosina), conforme observado por Hecht e Zick (1992), e impede o inicio da
capacitagdo dos espermatozodides (AITKEN et al., 1995). Desta forma, acredita-se que
neste estudo deveria ter sido utilizada concentracdo de GSH maior do que 7mM/mL.
Todavia, a analise da membrana plasmatica demonstrou exatamente o inverso, deixando
davida quanto a melhor concentragao de GSH a ser utilizada em diluidor de congelagao
de sémen caprino, uma vez que os dois pardmetros se referem a integridade de
membranas que participam do processo de capacitagdo espermatica.

Uma vez que a glutationa intracelular ¢ encontrada em maiores concentragdes na
peca intermediaria (KNAPEN et al., 1999), esperava-se que a regido da cabeca do
espermatozoide (membranas plasmatica e acrossomal) necessitasse de maior
concentragdo deste antioxidante exdgeno para se proteger dos danos ocorridos durante a
criopreservacdo. No entanto, no presente estudo, esta afirmacao foi confirmada apenas
na integridade de acrossoma. Além disso, os resultados deste estudo contradizem os
relatos de Sinha et al. (1996), que, ao utilizarem GSH (2 e 5mM) em amostras de
espermatozoides criopreservados de caprinos, em meio a base de Tris e glicerol,
observaram aumento significativo da motilidade, integridade de acrossoma e taxas de
concep¢do ao utilizarem 5SmM de GSH, sugerindo que, nesta concentragdo, este
antioxidante protege as membranas dos espermatozoides de danos da peroxidagdo
lipidica.

Neste estudo, observou-se também que as concentragdes de 2, 5 ¢ 7 mM/mL de

Glutationa ndo preservaram o potencial de membrana mitocondrial dos espermatozodides
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caprinos criopreservados. Todavia, a concentracdo de 2mM/mL determinou porcentual
igual aquele observado nas amostras de sémen do grupo Controle e numericamente
menores do que ao se utilizar 5 ¢ 7mM/mL, refor¢ando a necessidade de mais estudos
utilizando menores concentragdes deste antioxidante ao diluidor de congelagdo do
sémen caprino. No entanto, esperava-se que, pelo fato da regido da cauda do
espermatozoide ser mais resistente a danos do que o acrossoma e a membrana
plasmatica que envolve a cabega do espermatozoide (SALAMON e MAXWELL,
1995), e que algumas enzimas antioxidantes encontram-se em maior concentracao na
peca intermedidria (KNAPEN et al.,, 1999), a adicdo de GSH determinasse maior
protecdo das membranas (plasmdatica e acrossomal) localizadas na cabega do
espermatozoide.

O resultado da andlise com sondas fluorescentes deste estudo mostrou que as
membranas (plasmatica e acrossomal) e o potencial de membrana mitocondrial foram
susceptiveis aos danos causados pela congelacdo ao espermatozoide caprino. Todavia,
contradiz os relatos de Azevedo (2006), ao demonstrar que a criopreservagao reduziu o
potencial de membrana mitocondrial de espermatozoides de ovinos, mas que a
membrana plasmatica e a membrana acrossomal foram mais vulneraveis do que outras
partes do espermatozoide envolvidas na locomogao.

O valor porcentual médio do potencial da membrana mitocondrial (PMM)
obtido no presente estudo (47,45+9,30%) foi semelhante aos 40,33% relatados por
Batista et al. (2009), estudando a viabilidade espermatica de espermatozoides caprinos
da raga Boer criopreservados sob o mesmo protocolo do presente estudo. Marco-
Jiménez et al. (2006) constataram que o processo de congelagdo/descongelacdo de
espermatozoides caprinos da raca Murciano-granadina determinou consideravel redugcao
do numero de células com alto PMM (59,00% vs 27,70%), avaliados pelo JC-1. No
entanto, o porcentual de gametas com alto PMM observado por estes autores foi inferior
aquele observado neste estudo com sémen caprino da raga Boer. Estes resultados
sugerem existir variacdo no resultado de PMM dos espermatozides criopreservados de
acordo com a raga, diluente ou método de congelagdo utilizados.

A andlise da cinética espermatica nao evidenciou diferenga na motilidade
total e progressiva entre o grupo Controle e os tratados com GSH (2, 5 ¢ 7 mM).
Todavia, observou-se que mais de 60% dos gametas apresentavam-se vivos, enquanto
menos de 30% destes apresentavam motilidade progressiva. Os baixos porcentuais de

motilidade total observado nas amostras de s€émen pos—descongelagdo ratificam os
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efeitos da criopreservagdo sobre a célula espermadtica, constatada por Leboeuf et al.
(2000) e Watson (2000). Segundo estes autores, cerca de 10 a 50% da populacao total
dos espermatozoides ndo sobrevivem ao processo de congelacdo e morrem, conforme
aconteceu no presente trabalho. O baixo porcentual de espermatozdides com motilidade
progressiva pode ser atribuido ao processo de congelacdo, que causa danos subletais que
reduzem a qualidade do movimento espermatico (PESCH e BERGMANN, 2006),
provavelmente devido a exposi¢do espermatica ao oxigénio e, consequentemente,
aumento da producdo de ROS (WATSON, 2000). Este fato evidencia que a adi¢do de
GSH, nas concentragdes utilizadas, ndo foi adequada para inativar diretamente as ROS
como O, ¢ OH (JORDAO JUNIOR et al., 1998), determinando manutengio do status
redox intracelular (LUBERDA, 2005). O resultado da motilidade total e progressiva
avaliada pelo CASA evidencia que, ao se aumentar a concentracdo de GSH, reduz-se os
porcentuais de gametas vivos e com movimento progressivo, ratificando o resultado da
analise de integridade da membrana plasmatica, realizada por sonda fluorescente.

Ao analisar os parametros de MP, LIN, STR, WOB, VSL e VAP (Tabela 2),
pode-se observar que a adicdo de GSH na concentragdo de SmM/mL determinou
resultados numericamente menores do que aqueles com 2 ¢ 7mM/mL de GSH. Ressalta-
se que o mesmo grupo experimental (GSH 5mM/mL) apresentou os menores
porcentuais de espermatozoides com alto PMM (Tabela 1), evidenciando relacdo entre
estes parametros da cinética espermadtica e da analise do PMM.

No presente estudo foi hipotetizado que a adicao de Glutationa reduzida ao meio
de congelagdo pudesse proteger a célula espermatica durante a criopreservacao. No
entanto, foi observado que a adi¢do deste antioxidante, nas concentragdes utilizadas, ndo
melhorou significativamente, a qualidade dos espermatozoides pds-descongelagdo. Este
resultado pode ser atribuido a presenga da caseina presente no diluente a base de leite
utilizado neste estudo, conforme foi ressaltado por Foote et al. (2002). Segundo estes
autores, a adicdo dos antioxidantes glutationa, superdxido dismutase, dcido ascorbico,
hipotaurina, tempo e tempol ao diluente a base de leite e glicerol, ndo exercem efeito
benéfico na motilidade ou na fertilidade do sémen bovino, devido a presenga da caseina,
antioxidante natural encontrado em grande quantidade no leite. Todavia, em virtude das
diferengas na composi¢do das membranas plasmaticas de espermatozoides das espécies
caprina ¢ bovina (PURDY, 2006), a adicdo de GSH ao diluente de congela¢dao do

sémen caprino poderia preservar a integridade de suas membranas.
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Ressalta-se, também, que a congelacdo das amostras de sémen caprino nado
causou hiperativagdo das células espermaticas das amostras dos grupos Controle e
tratados com GSH (2, 5 ¢ 7 mM/mL), uma vez que, segundo classificagdo de Mortimer
e Maxwell (1999), ndo apresentam valores de VCL>250,0 um/s, VSL<100,0 um/1, LIN
< 30% e ALHmax > 9,0 um/s. No entanto, com base nos resultados das avaliagdes por
sondas fluorescentes, esperava-se que estes gametas apresentassem sinais de
hiperativacdo (WATSON, 1995), devido a ocorréncia de danos na membrana plasmatica
determinados pela congelagdo (CHECK e CHECK, 1991), que podem resultar na
antecipacdo da maturacdo das membranas espermaticas e aumento da proporcdo de
espermatozodides capacitados ou com acrossomo reagido, quando comparados aos do
sémen in natura (MAXWELL e WATSON, 1996).

A perda da motilidade progressiva observada nos espermatozoides de caprinos
submetidos a congelacdo utilizando diluente a base de leite desnatado e glicerol 7%,
sem adi¢do de antioxidantes (grupo Controle) ou suplementado com GSH pode ser
justificada pela constatacio de danos ultraestruturais ocorridos nas membranas
plasmatica e acrossomal e nas mitocondrias destes gametas. Segundo Leboeuf et al.
(2000), alteracdes nestas estruturas determinam reducdo da motilidade e da viabilidade
espermatica, com consequente reducao da fertilidade.

Conforme o esperado, observou-se na analise ultraestrutural que as amostras de
sémen in natura apresentaram maior quantidade de gametas com membrana plasmatica,
acrossoma ¢ mitocondrias integras, visto que o mesmo nao foi submetido a nenhum
estresse térmico, quimico ou de manipulagdo. Entretanto, sabe-se que um ejaculado ¢
composto de varias sub-populacdes, podendo apresentar espermatozoides de diferentes
épocas de maturagdo, ja que a gametog€nese masculina ¢ ininterrupta (HAFEZ e
HAFEZ, 2004). Desta forma, foi possivel observar a presenca de alteragdes na estrutura
destas células, como edema e rompimento da membrana plasmatica e reagdo
acrossomal, porém em menor propor¢ao do que as observadas nos grupos submetidos a
criopreservacao (Controle ¢ GSH).

O processo de criopreservagdo determinou lesdes severas na membrana
plasmatica dos espermatozoides na regido da cabega e cauda, caracterizadas por
edemas, ondulagdes e rupturas, conforme descritas em espermatozoides de caes
(STROM HOLST et al., 1998; BURGESS et al., 2001) e de caprinos (HASHIDA et al.,
2005). Todavia, a ocorréncia destes danos difere entre as espécies, em virtude dos

espermatozoides possuirem tamanhos, formas e composi¢do lipidica diferentes
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(PURDY, 2006). Neste estudo, observou-se que a adi¢ao de GSH, nas concentragoes de
2, 5 ¢ 7 mM/mL ndo determinou diferenca significativa na integridade da membrana
plasmatica na regido da cabeca e da cauda dos espermatozodides, assim como no
acrossoma. Todavia, constatou-se porcentual numericamente maior de gametas com
membrana plasmatica integra na regido da cabeca espermatica no grupo 2 mM/mL de
GSH, em relagdo do grupo Controle, sugerindo a realizagdo de estudos utilizando
concentragdes menores do que 2mM/mL de GSH. Da mesma forma, apesar de ndo se
observar porcentuais numericamente maiores de espermatozoides com membrana
plasmatica na regido da cauda, axonema e mitocOndrias integras nas amostras
suplementadas com GSH 2mM/mL, em relacao as amostras do grupo Controle, contata-
se que a utilizacdo de menores concentracdes deste antioxidante pode aumentar os
porcentuais destas estruturas integras.

Ressalta-se, ainda, que as andlises por sondas fluorescentes e por MET
apresentaram resultados semelhantes, ao evidenciarem que, apesar de ndo diferirem
estatisticamente, os porcentuais de espermatozoides com membrana plasmadtica integra
na regido da cabeca foram numericamente maiores nas amostras do grupo GSH
2mM/mL do que nas do grupo Controle. Além disso, observou-se coeréncia nos
resultados de acrossomas integros avaliados por estas duas técnicas (FITC-PNA e
MET).

A realizacdo deste estudo ratifica a necessidade de mais estudos adicionando
concentragdes de GSH menores do que 2mM/mL ao diluente de congelagdo do sémen
caprino, em virtude de que, nesta espécie, geralmente se retira o plasma seminal, local
de maior concentracio de enzimas antioxidantes, deixando os espermatozodides
susceptiveis a lesdes causadas por estresse oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999). Desta forma, a necessidade da suplementacdo exdgena desta e de outras enzimas
pode compensar esta perda, apesar de muitas vezes as quantidades adicionadas aos
diluentes ndo serem suficientes para suprir a necessidade da célula, resultando em danos

celulares (BILODEAU et al., 2000).

5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a adicdo de GSH (2,

5 e 7mM/mL) em diluente a base de leite desnatado e glicerol 7% para congelagdo do

sémen caprino nao preserva a integridade dos espermatozoides.
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Tabela 1- Porcentuais (média + desvio padrdo) de espermatozoides com
membranas plasmatica (iMP) e acrossoma (iAc) integros, e com alto
potencial da membrana mitocondrial (aPMM) obtidos de reprodutores

caprinos da raga Boer e criopreservados em diluente a base de leite

desnatado e 7% de glicerol acrescido de Glutationa reduzida (GSH)

Grupos iIMP IAC PMM
Experimentais (%) (%) (%)

Controle 39,55+8,91 38,76+12,23 47,4549,30
GSH 2 mM/mL 43,3149,91 35,05+11,90 47,5149,04
GSH 5 mM/mL 39,14+9,80 38,08+12,95 38,41+9,48
GSH 7 mM/mL 36,09+7,66 46,21+10,71 40,21+3,61
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Tabela 2 - Parametros (média + desvio padrdo) da cinética das células espermaticas de reprodutores caprinos da ra¢a Boer, criopreservadas em
diluente a base de leite desnatado e glicerol acrescido de Glutationa reduzida (GSH)

Grupos MT MP LIN STR WOB VCL VSL VAP ALH BCF
Experimentais (%) (%) (%) (%) (%) (um/s) (um/s) (um/s) (um/s) (Hz2)
Controle 77,22+18,56  26,26+12,21  47,28+6,30 74,00+1,46 63,70+8,11 76,05+7,26 35,98+5,83 48,50+7,66 3,23+0,40 12,05+1,44

GSH2 mM/mL  84,98+10,16 27,46+8,06 48,53+ 6,32 73,76+4,42 65,7546,95 75,9348,76 37,06+7,55 50,2549,90 3,13+0,33 11,38+1,74
GSH S mM/mL  73,11+21,32  19,00+10,33 42,86+ 6,55  64,61+17,65 60,01+6,95 74,0349,54 31,76+6,45 42,73+11,09  3,43+0,64 11,90+1,40
GSH7mM/mL  64,13420,36  21,15+10,32 48,40+ 5,73  74,78+1,13 64,61+7,59 71,7347,14 34,7045,45 46,40+7,32 3,2540,55 11,90+1,27

MT= Motilidade Total, MP= Motilidade Progressiva; LIN= Linearidade; STR= Retilinearidade; WOB= Oscilagdo; VCL= Velocidade Curvilinea; VSL= Velocidade
progressiva; VAP= Velocidade de Trajeto; ALH= Amplitude de Deslocamento da Cabega; BCF= Frequéncia do Batimento de Flagelo.
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Tabela 3 — Porcentual (média + desvio padrdo) de estruturas integras de
espermatozoides caprinos, obtidos de amostras de sémen in natura e criopreservadas
em leite desnatado e glicerol, suplementado com Glutationa reduzida (GSH), avaliadas

por microscopia eletronica de transmissao

Grupos iMCa 1Ac iMC AX MIT

In Natura 39,63+534*  65,33+11,18"  64,35+7,76" 80,33+4,33*  72,82+11,33"

Controle 28,28+4,52° 33,66+5,27° 36,31+4,38° 55,66+7,00° 61,53+5,81%
GSH 2mM/mL  35,25+5,34° 27,40+3,20° 30,75+2,52° 43,90+5,94° 50,86+3,94
GSH 5mM/mL  26,5142,50° 30,11+1,64° 30,3142,98" 44,18+5,79° 30,58+1,49°
GSH 7mM/mL  26,13+3,38" 31,38+2,35" 29,58+2,56" 33,96+4,34¢ 28,43+2,19°

iMCa= membrana plasmatica integra na regido da cabeca do espermatozoide; iAc= acrossoma integro;
iMC= membrana plasmatica integra na regidao da cauda do espermatozoide; AX= axonema integro; MIT=
mitocondrias integras. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (P<0,05)



Figura 1 - Ultraestrutura de espermatozoides de reprodutores caprinos obtidos de sémen in
natura (A e B) e criopreservado (C, D, E e F) em diluente a base de leite desnatado e 7% de
glicerol. A: corte longitudinal da cabeca de espermatozoide apresentando membranas
plasmatica e acrossomal integras (seta); B: corte longitudinal da cabega de espermatozoide
apresentando membrana plasmatica rompida (seta); C: corte longitudinal da cabeca de
espermatozoides criopreservado sem adigdo de antioxidantes (controle) apresentando
rompimento (seta) e edema (*) da membrana plasmatica; D: corte longitudinal da cabega de
espermatozodide criopreservado com diluente acrescido de GSH 2mM/mL apresentando
ondulagdo da membrana plasmatica (*); E: corte longitudinal da peca intermediaria de
espermatozoide criopreservado com diluente acrescido de GSH 5mM/mL apresentando
rompimento da membrana plasmatica (seta); F: corte transversal da peca intermediaria de
espermatozdide criopreservado com diluente acrescido de GSH 7mM/mL apresentando
destrui¢do das mitocondrias (seta).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo do efeito da congelacdo, sobre a viabilidade do espermatozoide
caprino, utilizando diluente a base de leite desnatado e glicerol, suplementado com os
antioxidantes Trolox e Glutationa reduzida, nas concentracdes utilizadas, por meio da
avaliacdo das estruturas espermaticas usando sondas fluorescentes e/ou microscopia
eletronica de transmissdo, bem como por meio da avaliacdo da cinética espermatica
avaliada pelo CASA, constitui um grande avango na busca pelo conhecimento da
fisiopatologia dos gametas masculinos.

Desta forma, em virtude dos efeitos observados nas membranas plasmatica e
acrossomal, € possivel afirmar que:

- O uso do Trolox (60uM/mL) e Glutationa reduzida, em concentragdes inferiores,
devem testados em futuras pesquisas com o objetivo de confirmar seus efeitos sobre a
viabilidade da célula espermatica criopreservada, associado a avaliagdo das taxas de
fertilizagdo in vivo em programas de inseminagdo artificial;

- A utilizacao das sondas Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF) e lodeto de Propidio
(IP), FICT-PNA e JC-1 permitiram avaliar a integridade das membranas plasmatica,
acrossomal e o potencial da membrana mitocondrial, respectivamente, da célula
espermatica e, com o auxilio da MET, foi possivel identificar a origem dos danos que
sofreram a célula espermadtica criopreservada;

- A utilizagdo da computer Assisted Sémen Analyses — CASA permitiu analisar as
caracteristicas do movimento da célula espermatica de caprinos contribuindo para o
melhor entendimento do comportamento do espermatozoide submetido a
criopreservagao;

- A andlise ultraestrutural (MET) demonstrou que a ocorréncia de danos na célula
espermatica foi menos evidente nos grupos suplementados com Trolox, sugerindo a
adi¢ao deste antioxidante em diluentes a base de leite desnatado para congelacdo do
sémen de caprinos, ja eficaz em manter a integridade das membranas plasmatica e
acrossomal, e das mitocondrias. Além disso, sugere o estudo de outras concentragdes do
Trolox visando identificar outros aspectos positivos da adi¢do deste antioxidante;

- Os parametros avaliados podem identificar os animais portadores de deficiéncia
reprodutiva e direcionar a selecdo de reprodutores capacitados a serem utilizados em

programas de melhoramento genético auxiliados pela reproducao assistida.
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