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Criopreservacao de sémen bovino com antioxidantes: avaliacdes funcionais e
fecundacéo in vitro

Autora: Samara Cristine Costa Pinto
Orientador: Fernando Andrade Souza
Co-orientador: Eneiva Carla Carvalho Celeghini

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a adicdo de antioxidantes no processo de
criopreservacao de sémen bovino, a partir de testes complementares (motilidade e vigor
espermaticos pos — criopreservacao, teste de termorresiténcia rapido, integridade de
membranas plasmatica e acrossomal, estresse oxidativo e morfologia espermatica) e na
fecundacéo in vitro (FIV). Para tanto, o ejaculado de nove animais foram divido em
quatro fragcOes, correspondente a cada tratamento, sendo estes: grupo controle — sémen
diluido com extensor Tris — gema; grupo vitamina — sémen diluido em Tris — gema
acrescido de 2,5 mM/mL de vitamina C; grupo glutationa — sémen diluido em Tris —
gema acrescido de 2,5 mM/mL de glutationa reduzida e o grupo associado — sémen
diluido em Tris — gema acrescido de vitamina C e glutationa reduzida com metade das
concentragfes (1.25mM/mL). Posteriormente o sémen foi envasado em palhetas
francesas e submetidas a criopreservacdo utilizando equipamento automatizado TK-
3000°®. Para FIV, ovarios de abatedouros foram aspirados para obtencdo dos odcitos
grau | e 1. Estes foram submetidos a maturacdo in vitro (MIV), seguida de fertilizacdo
in vitro (FIV) onde cada gota contendo os odcitos maturados, foi adicionada o sémen
capacitado correspondente a cada tratamento. A taxa de fecundacdo foi atribuida de
embrides divididos em dois ou mais blastbmeros. Houve diferenga estatistica (P< 0,05)
na motilidade espermatica para o grupo associado, contudo para vigor espermatico os
grupos ndo diferiram, 0 mesmo ocorreu para integridade de membrana plasmatica e
acrossomal. O grupo associado apresentou maior percentual de células com estresse
oxidativo (P< 0,05) e menores percentuais de defeitos espermaticos maiores. O grupo
glutationa apresentou maior taxa de fecundacdo (P< 0,05). Dessa forma, concluiu-se
que a associacdo da vitamina C e glutationa reduzida favoreceu a motilidade
espermatica pds descongelacdo, porém os antioxidantes ndo apresentaram efeito
preventivo quanto aos danos estruturais sofridos pelas membranas plasmaticas. E que
associacdo dos antioxidantes proporciona maior estresse oxidativo e o uso de glutationa
reduzida garante maior capacidade fecundante.

Palavras—chave: clivagem, espécies reativas de oxigénio, sémen



Bovine semen cryopreserved with antioxidants: functional ratings and in vitro
fertilization
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Leader: Fernando Andrade Souza
Co — leader: Eneiva Carla Carvalho Celeghini

Abstract

The aim of this study was to evaluate the addition of antioxidants in cryopreservation
process of bovine semen, from complementary tests (stamina and sperm motility post
thawing, quick thermos-resistance test, acrosomal and plasma membranes integrity,
oxidative stress and sperm morphology) and in in vitro fertilization (IVF). Therefore,
the ejaculate from nine animals was divided in four fractions, corresponding to one
treatment each, these being: control group — semen diluted in Tris — yolk; vitamin group
— semen diluted in Tris — yolk plus 2.5 mM/mL of vitamin C; glutathione group —
semen diluted in Tris — yolk plus 2.5 mM/mL of reduced glutathione and associated
group — semen diluted in Tris — yolk plus half of the concentration (1.25 mM/mL), later
the semen was packed into french straws and submitted to cryopreservation through an
automatized equipment, TK 3000®. For IVF, ovaries from slaughterhouses were
aspirated to obtain oocytes grades | and Il. These were submitted to in vitro maturation
(IVM) followed by IVF; where each drop containing the matured oocytes, was
combined with the capacitated semen, corresponding to each treatment. Fertilization
rate was assigned to embryos divided into two or more blastomeres. There was
statistical difference (P< 0.05) for sperm motility for the associated group, however the
groups didn’t differ for sperm stamina, the same occurred to acrosomal and plasma
membranes integrity. The associated group showed higher percentage of cells with
oxidative stress (P< 0.05) and smaller percentage for major sperm defects. Glutathione
group showed higher fertilization rate (P< 0.05). Therefore, we can conclude that the
association of vitamin C and reduced glutathione favored sperm motility post thawing,
however, the antioxidants didn’t show a preventive effect about the structural damage
suffered by plasma membranes. And that the association of the antioxidants provides
higher oxidative stress and the use of reduced glutathione guarantees increased
fertilizing capacity.

Key words: cleavage, reactive species of oxygen, sperm
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1. Introducgéo

As biotecnologias da reproducdo como refrigeracdo, criopreservacao de sémen e
inseminacdo artificial sdo utilizadas h& bastante tempo em varias espécies de animais,
principalmente as de interesse comercial (MESSIAS, 2000). A congelacdo do sémen é
uma biotécnica reprodutiva de grande importancia para a industria da producdo animal,
uma vez que rompe a barreira tempo-espaco pela preservacdo da viabilidade dos
espermatozoides, possibilitando o transporte e 0 armazenamento do material genético
(SILVA et al., 2012).

Esta por sua vez, tem sido amplamente utilizada para aumentar o potencial
reprodutivo de touros de alto valor genético, sendo ferramenta imprescindivel em
programas de inseminacgéo artificial, transferéncia e producdo de embrides in vitro. O
uso do sémen congelado permite rapido avanco genético dos rebanhos comerciais,
permitindo a escolha de reprodutores que melhor atendam as necessidades de producao
(LEITE et al., 2011).

Porém, a criopreservacdo de sémen € um processo de grande estresse celular,
pois a sua diluicdo promove a redugédo da concentragdo de antioxidantes, resultando no
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, e, consequentemente, no estresse celular
(BILODEAU et al.,, 2000), impondo aos espermatozoides condigdes extremamente
desfavoraveis a manutencdo de sua viabilidade. Inimeros trabalhos propdem que a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade oxidativa do sémen
potencializam os efeitos prejudiciais da criopreservacdo de sémen (BUSTAMANTE —
FILHO, 2006).

O termo, espécies de oxigénio reativas (ROS), se refere aos radicais livres ou
espécies de oxigénio ativas, tais como, radical livre superdxido, radical hidroxila,
peréxido de hidrogénio (que ndo é um radical livre, mas um metabdlito do oxigénio
extremamente deletério) e oxigénio singlete, que podem causar injaria oxidativa em
membranas lipidicas, proteinas transmembranas e carboidratos, danificando &cidos
nucléicos e despolimerizando acidos hialuronicos (OCHSENDORF, 1999). Nos
espermatozoides, especificamente, o0 ROS ocasiona danos estruturais ao acrossoma, a
cabeca e a parte intermedidria, como também da inicio a apoptose e induz a
fragmentacdo de DNA (CASTRO, 2010).
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O estresse oxidativo € um desequilibrio entre a concentracdo de antioxidantes
em relagdo a concentracao de radicais livres, este fendmeno ocorre, geralmente, devido
a producdo de ROS (NICHI, 2003). O conhecimento sobre os danos oxidativos
causados as células espermaticas decorrentes do desequilibrio entre as concentracdes
fisioldgicas de oxidantes e antioxidantes, resultantes do aumento da producdo de ROS
ou da reducédo da capacidade antioxidante total do sémen, pode fornecer importantes
informacdes para melhorar a viabilidade espermatica pds-congelacdo (GUERRA et al.,
2004).

Na producdo in vitro os efeitos deletérios dos ROS também sdo observados
levando a uma lipoperoxidacdo da membrana plasmaética dos gametas femininos e em
consequéncia acarreta na perda da producédo e reducdo da fertilidade in vitro. Segundo
Borges (2008), o uso de antioxidantes nos diluidores pode aumentar as taxas de
clivagem e, consequentemente, de blastocistos.

Dessa forma, a adi¢do de antioxidantes nos meios de criopreservacao de sémen €
uma alternativa promissora, pois eles se caracterizam por ser a principal defesa contra o
estresse oxidativo induzido por ROS, onde sua atuacdo consiste em fornecer hidrogénio
ao radical livre, estabilizando-o (CASTRO, 2010). Basicamente para 0s
espermatozoides, exerce funcdo de preservar a sua motilidade e a sua habilidade na
capacitacdo e reacdo acrossomal (GUERRA et al., 2004). Assim, o presente trabalho
tem como objetivo avaliar a adicdo de antioxidantes no processo de criopreservacao de

sémen bovino, a partir de testes complementares e fecundacéo in vitro.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Espermatozoide e membranas plasméticas

A espermatogénese, processo de formacdo das celulas espermaticas, promove a
diferenciacdo celular das espermatogbnias com sucessivas divisdes mitéticas e
transformacbes citoldgicas seguida de uma divisdo meidtica formando os
espermatocitos. Na base dos tabulos seminiferos, os espermatécitos sofrem divisdo
meiodtica resultando nas espermatides arredondadas, estas células se diferenciam e sdo
liberadas no limen dos tabulos, originando os espermatozoides (BARTH e OKO,
1989).

A espermatogénese esta intimamente associada com a secrecdo dos esteroides,
gonadotrofinas e fatores de crescimento, como também ao suprimento de energia as
células responsaveis pela mobilidade, fornecidas pelas células de Sertoli (BARTH e
OKO, 1989; MARTIN-du PAN e CAMPANA, 1993).

Os espermatozoides, morfologicamente, sdo divididos em cabeca e flagelo com
uma por¢do central denominado de peca intermedidria. A cabeca exerce funcdo de
penetrar os odcitos e depositar os cromossomos, enquanto que o flagelo permite a
motilidade, para percorrer o trato reprodutivo. Ja a peca intermediaria € responsavel pela
liberacdo de energia em forma de ATP para célula (MORTIMER, 1997).

Os espermatozoides sao cobertos por membranas, que se diferenciam de acordo
com sua localizacdo (FLESH e GODELLA, 2000), sendo estas a nuclear, mitocondrial,
acrossomal e plasmatica. As membranas sdo compostas por lipidios e proteinas, e suas
principais funcdes sdo metabolismo celular, motilidade espermaética, reacdo acrossomal,
capacitacdo e fecundacdo do odcito (LENZI et al, 1996; PENA et al., 2005).

A composicao das membranas plasmaticas foi primeiramente descrita por Singer
e Nicholson em 1972. Contudo, somente em 1982, Houslay e Stanley, descreveram a
estrutura das mesmas, as quais sdo formadas por moléculas anfipaticas, compostas por
fosfolipidios, tendo no meio destas as proteinas integrais e periféricas (HAMMESTERD
et al, 1990; NOLAN e HAMMESTERD, 1997). A homeostase celular esta intimamente
correlacionada com a integridade das membranas plasmaticas, atuando como barreira
dos meios intra e extracelular (AMMAN e PICKET, 1987).

No ndcleo, encontra-se a cromatina, a qual possui 0 material genético, DNA,
fundamental para a formagéo do novo individuo (BARTH e OKO, 1989; MILLER et al,
2005).
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A membrana mitocondrial encontra-se na por¢do anterior das fibras densas do
axonema, constituinte da peca intermediaria, sendo recobertos por uma cépsula
mitocondrial com funcdo de proteger as organelas dos espermatozoides (OTANI et al,
1988; URSINI et al, 1999). Basicamente, a funcdo das mitocondrias é de fornecer ATP,
sendo a energia importante para manter o estado ordenado do organismo Vvivo
(SCHAFER e BUETTNER, 2001), como também garantir a fecundagdo dos odcitos,
segundo Anderson e Dixson (2002). Estudos em humanos comprovam que defeitos na
estrutura mitocondrial comprometem a motilidade espermatica, como também a
concentracdo (Amaral et al, 2007 e 2013).

As mitocondrias sdo as principais formadoras das espécies reativas de oxigénio
(ROS) na cadeia transportadora de elétrons (BOVERIS e CHANCE, 1973). Alguns
autores acreditam que a formacdo se da pela diaforase espermatica (uma oxidoreduzida
NADPH-dependente), localizada na peca intermediaria do espermatozoide e integrada a
cadeia respiratoria mitocondrial (GAVELLA e LIPOVAC, 1992). A fungéo do ROS nas
células esperméticas é de controlar a motilidade, capacitacdo, reacdo acrossémica,
hiperativacdo e capacidade de fecundacdo. Contudo, a producéo exacerbada pode causar
danos oxidativo as células espermaticas (KOTHARI et al, 2010).

O estresse oxidativo nos espermatozoides ocorre devido a membrana
espermatica possuir grandes quantidades de acidos graxos insaturados enquanto que 0
citoplasma possui pouca quantidade de enzimas capazes de debelar a acdo do ROS
(JEDRZEJOWSKA et al, 2012), levando ao processo de peroxidacdo lipidica, o que
resulta na perda de suas fungdes (CHRISTOVA et al., 2004), da integridade do DNA
(BAUMBER et al., 2003), além de deplecdo de ATP, com perda de motilidade
espermatica (De LAMIRANDE et al., 1997).

A membrana acrossomal localiza-se na cabeca do espermatozoide, divide-se em
regido acrossomal e pos acrossomal. O acrossoma é formado na diferenciacdo das
espermatides pelo complexo de Golgi, sendo importante para a fecundacdo do odcito.
Para a penetracdo no cumulus oophorus é necessario a reacao acrossomica, que permite
a passagem do espermatozoide através da zona pelucida e posterior ligagdo com o
oolema do odcito. No acrossoma ha enzimas como acrosina, hialuronidase e esterases,
que sdo importantes para degradacdo da corona radiata para penetracdo dos
espermatozoides (EDDY e O’BRIEN, 1994; ICKOWICZ e BREITBART, 2012).

A capacitacdo espermatica é de fundamental importancia para penetracdo nos

odcitos dos mamiferos, sendo modulada pelo proprio espermatozoide em meio
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adequado (HUNTER et al, 1969; ACOTT et al, 1984). Durante a capacitacdo
espermatica ocorrem mudangas na estrutura, como: deplecdo da relagdo
colesterol/fosfolipidio na superficie do espermatozoide, aumento da fluidez da
membrana, alteracbes nas glicosaminoglicanas, entrada e saida dos ions célcio,
mudangas nas proteinas quinases e aumento do AMP ciclico (WOLFE et al., 1998;
BILODEAU et al., 2000; FLESH e GADELLA, 2000; O’ FLAHERTY et al., 2006).

No trato reprodutivo da fémea a heparina é responsavel pela rea¢do acrossémica
no espermatozoide, como também proteinas quinases A, C e a tirosina proteina quinase
(BREITBART, 2003). A albumina também esta envolvida na capacitacdo, atuando na
remocdo do colesterol das membranas plasmaticas, tendo o colesterol, como fun¢éo, o

aumento do pH, que favorece a capacitacdo espermatica (CROSS, 1998).
2.2 Criopreservacgao de sémen bovino

A conservacdo de sémen foi iniciada por Smith e Polge em 1950, quando
relataram o efeito protetor do glicerol na sobrevivéncia espermatica, apds o processo de
criopreservacdo dos espermatozoides de varias espécies a -79 °C (BRANDAO et al.,
2006). Lovelock e Bishop em 1959, em seus estudos, comprovaram o uso de
dimetilsulféxido como agente protetor.

Mais tarde, estudiosos comecgaram a estudar e entender as crio injurias causadas
pela criopreservacdo de sémen, como o choque frio e o efeito solucdo, eventos
observados por Mazur et al. (1972). Atualmente, com avanc¢os das biotecnologias ainda
ha necessidade de estudos que incrementem o processo de criopreservacdo de sémen,
preservando as caracteristicas seminais das diferentes espécies.

A criopreservacao de sémen, por sua vez, compreende a busca pela suspensao do
metabolismo espermatico e a manutencdo de suas caracteristicas por um periodo longo
de tempo e indeterminado, mantendo a capacidade fecundante dos espermatozoides
(KOMMISRUD et al., 1996).

Segundo Purdy (2006), a criopreservacao dos espermatozoides nos mamiferos, é
um processo complexo, que envolve varios fatores na busca de resultados satisfatérios.
Segundo esse autor, para garantir 0 sucesso no procedimento S0 necessarios
conhecimentos da fisiologia dos espermatozoides das diferentes espécies, como também
utilizar diluidores adequados, conhecer a taxa de resfriamento e descongelamento, a fim
de maximizar a recuperacdo pds-descongelamento e, consequentemente, melhores taxas
de fertilidade.
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O avanco dessa biotecnologia veio com a descoberta da gema de ovo e do
glicerol como protecdo no processo de resfriamento e congelamento espermaticos,
respectivamente (PHILLIPS e LARDY, 1940). Com o passar dos tempos, novas
técnicas foram introduzidas no protocolo de criopreservacdo a fim de estender as
metodologias dessa biotécnica para diversas espécies (SALAMON, 2000).

O congelamento de sémen envolve as etapas de resfriamento, desidratacédo
celular, congelacdo e descongelagdo (MEDEIROS et al, 2002). Para uma correta
criopreservacao das células espermaticas é necessario a interacdo entre os diluidores e
essas etapas, na tentativa de diminuir os danos no processo, como: choque frio,
desidratacéo e cristais de gelo (JASKO, 1994; YOSHIDA, 2000).

Mazur (1984) relata que a célula espermética é desafiada a resistir a temperatura
de -196 °C, contudo o maior obstaculo ocorre quando as células passam pelas
temperaturas intermediarias de 19 °C e 8 °C e -15 °C para — 60 °C. De acordo com
Medeiros et al. (2002), o sucesso da criopreservacdo ocorre quando ha preservagdo da
fecundacdo. Dessa forma, busca a manutencdo do flagelo para manter a producéo de
ATP como também motilidade espermatica; do nucleo para preservar o DNA; do
acrossoma para fecundacdo e o segmento equatorial para permitir a ligacdo com os
oocitos (HAMMERSTEDT, 1990).

Para a criopreservagdo das células espermaticas sdo utilizadas diferentes técnicas
dentre elas destacam-se as programadas ou automatizadas. Almquist e Wiggins (1973)
foram pioneiros na descricdo da técnica automatizada. Contudo, somente em 1979,
Landa e Almquist, estudaram a técnica sobre a qualidade dos espermatozoides
submetidos ao processo de criopreservacdo. Atualmente, no mercado ha& inimeros
equipamentos que realizam o processo do congelamento em diferentes protocolos, com
objetivo de manter a viabilidade espermatica pds-descongelamento.

O sémen criopreservado quando comparado com o fresco possui menor
viabilidade e fertilidade pds-criopreservacao, oriundo de lesbes celulares que ocorrem
durante o procedimento de congelamento (WATSON, 2000; MEDEIROS et al, 2002).
Ortega et al. (2003), afirmaram que células lesadas e apoptéticas aumentam
consideravelmente no sémen congelado quando comparado com fresco,
independentemente da técnica utilizada. Cerca de 40 - 50% dos espermatozoides ndo
sobrevivem ao congelamento, mesmo utilizando protocolos adequados (WATSON,
2000).
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Isto ocorre devido a grande parte dos espermatozoides sofrerem alteragcdes na
funcionalidade, como também na integridade quando submetidas a criopreservagao
(HOLT, 2000), resultante ao estresse celular e impondo condi¢bes desfavoraveis a
manutencdo de sua viabilidade (PURDY, 2006).

Um ponto critico, que leva a perda irreversivel da viabilidade espermatica e
cinética dos espermatozoides, segundo Watson (2000), é o choque frio que se define
como o conjunto de alteragBes ocorridas nas células esperméticas submetidas a uma
queda brusca de temperatura (£38° para 5 °C). Quando os espermatozoides sofrem o
choque térmico eles apresentam movimento circular fechado e anormais, perda de
motilidade acentuada, aumento de permeabilidade da membrana e danos acrossomais
(PICKET e AMANN, 1992). Outro fator € o efeito solugdo que, segundo Fayn (1980),
consiste na desidratacdo da célula devido a elevada concentracdo de soluto que resulta
na modificacdo do pH que leva a perda da funcionalidade dos espermatozoides.

O choque frio ocorre entre 15 e 5 °C super-resfriam. Consequentemente, a dgua
e solutos também congelam no meio extracelular, resultando na alteragdo da
osmolaridade, levando a desidratacdo do espermatozoide (AMANN e PICKETT, 1987).

Para evitar o choque frio substancias protetoras séo utilizadas nos diluidores, por
exemplo, a gema de ovo e o glicerol. A agéo protetora da gema de ovo ocorre de forma
extracelular pela presenca das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e alto peso
molecular, sendo o componente de maior proporcdo na gema de ovo, cerca de 68%,
(WATSON, 1995; ANTON e GANDEMER, 1997), tendo também como funcdo a
estabilizacdo das membranas plasmaticas pela neutralizacdo dos componentes deletérios
existentes no plasma seminal (AURICH, 1997), além de preservar a motilidade
espermatica e a integridade do DNA (MANJUNATH et al., 2002; MOUSSA et al.,
2002). Ja o glicerol tem acdo intracelular, apresentando baixo peso molecular, alta
solubilidade e baixa toxidade em concentracdes adequadas. Sua acdo é reduzir os efeitos
causados pela concentracdo dos solutos, evitar a formagdo dos cristais de gelo
intracelular e manter a osmolaridade interna e externa (DALIMATA e GRAHAM,
1997; PEGG, 2002).

A criopreservacdo de sémen pode causar injarias as membranas plasmaéticas
(HAMMERSTEDT, 1990), as quais podem ser ocasionadas pela técnica utilizada
durante o congelamento, como: mudanca de temperatura, acdo dos componentes

presentes no diluidor e a descongelagédo (WATSON, 1995).
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No intervalo de temperatura, de 20° a 5 °C, ocorrem as principais alteracGes nas
membranas, como ruptura e perda nos arranjos celulares. Neste intervalo, a membrana
plasmética altera a composicdo de liquido para gel, acarretando na diminuicdo da
motilidade e maior permeabilidade. As proteinas integrais, presentes nas membranas
plasmaticas, também podem sofrer modulacbes durante a criopreservacao (WATSON,
1995, WATSON, 2000).

Durante a congelagéo de sémen as membranas mitocondriais também podem ser
danificadas, resultando na condensacdo e perda de material (JONES e MARTINS,
1973). Quanto aos acrossomas também podem reagir durante a criopreservagdo, ions
calcio sdo liberados culminando com a reacdo acrossdmica precocemente o que resulta
na diminuicdo da taxa de fecundacdo com a desnaturacdo do DNA (PERIS et al., 2004;
SILVA e GADELLA, 2006).

2.3 Estresse oxidativo e espécies reativas de oxigénio

Espermatozoides criopreservados de mamiferos quando comparados com
espermatozoides frescos, ndo possuem uma boa fertilidade. Essa reducéo € decorrente a
menor viabilidade pds-descongelamento, por exemplo, oriunda do choque frio, como
também do estresse osmoético e oxidativo (PENA et al, 2003).

O estresse oxidativo é o desequilibrio causado entre a producdo das espécies
reativas de oxigénio (ROS) e da acdo protetora do sistema antioxidante responsavel por
sua neutralizacdo e remocdo (JEDRZEJOWSKA et al, 2012). Nutricdo inadequada,
estresse, inflamacGes leucocitarias causadas por insuficiéncias de antioxidantes também
podem resultar em estresse oxidativo (ANDRADE et al, 2010), sendo que 0 esse estrese
causa lesdo ao DNA, acelera a apoptose, promove a lipoperoxidacdo, a diminuicdo da
mobilidade, o que dificulta a morfologia normal dos espermatozoides, levando a
diminuicdo destes, ocasionando disturbios na fecundacdo e desordens no embrido
(IWASAKI e GAGNON, 1992).

Todos os radicais e ndo radicais oriundos do oxigénio sdo considerados ROS,
possuem alta reatividade eletronica, instabilidade podendo reagir com grande numero de
compostos atuando como doadores ou receptores de elétrons (PIERCE et al, 2004;
AGARWAL et al., 2005). Considerados os principais causadores de danos aos
organismos vivos (BERNARD e KRAUSE, 2007).

De acordo com Boveris e Chance (1973), os principais formadores dos ROS sao

as mitocondrias, por meio da cadeia transportadora de elétrons. Nessas organelas, o
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oxigénio sofre reducdo tetravalente resultando na formacéo de agua. Esse processo
ocorre pela acdo da enzima catalisadora, o citocromo oxidase. A agdo dessa enzima é
controlar a formacao das espécies reativas de oxigénio. No entanto, cerca de 2 a 5% do
oxigénio metabolizado nas mitocéndrias sdo desviados, sofrendo a reducéo e originando
0s ROS (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

Outras fontes formadoras dos ROS séo as enzimas NADPH oxidase, que por sua
vez, atuam transferindo os elétrons através das membranas celulares, formando o radical
O2 (GAVELLA e LIPOVAC, 1992; BERNARD e KRAUSE, 2007) e os leucdcitos
polimorfonucleares, que também séo envolvidos na producdo dos ROS (AITKEN et al,
1994).

Entre os ROS, destacam-se o0 anion superoxido (O2-), os peroxidos (H20.) e os
radicais livres da hidroxila (OH), dentre eles o mais reativo e prejudicial. Os ROS sao
formados a partir da adicdo de uma molécula de oxigénio originando o superdxido, o
qual através do processo de dismutacdo recebe um elétron e dois ions originando o
hidrogénio na forma de perdxido de hidrogénio, e, por fim, quando o perdéxido de
hidrogénio recebe mais um elétron e um ion, forma-se o radical hidroxila, (Fig. 1;
NORDBERG e ARNER, 2001; SCHNEIDER e OLIVEIRA; 2004).

¢ ¢ e ¢
02—\—‘> Oz"—Ei HzOg&'OH + OH' — 2H;0

2H' 2H”

Figura 1: Formacdo das espécies reativas de oxigénioFonte: Nordberg e Arnér (2001)

O radical hidroxila apresenta meia-vida curta e dificilmente é sequestrado in
vivo, caracterizando o ROS mais prejudicial ao organismo, formado por dois
mecanismo: hemolise da agua por exposicdo a radicais ionizantes do superoxido e
reacdo do peroxido com metais de transicdo (HALLIWELL et al, 1992). Nas
biomoléculas desencadeia a peroxidacdo lipidica, atuando na retirada do hidrogénio nos
4cidos graxos polisaturados (NORDBERG e ARNER, 2001; ANDRADE et al., 2010).

O anion superéxido possui baixa reatividade, sendo considerado inativo.
Participa na formacdo do perdxido de hidrogénio, no processo denominado de
dismutacéo, reacdo do sistema redox onde a molécula é oxidada e reduzida ao mesmo
tempo. Sua participacdo como oxidante € irrelevante quando comparado com os demais.

Contudo, fisiologicamente é indispensavel na defesa do organismo contra infecgdes
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bacterianas, virais e fungicas (BARBIOR, 1997; HALLIWELL et al, 2000
BARREIROS e DAVID, 2006).

O perdxido de hidrogénio, percussor do radical hidroxila, tem como principal
funcdo, a penetracdo nas membranas biolégicas (HALLIWELL, 1991). No organismo é
formado pelo anion superoxido atraves da dismutacdo. O peroxido de hidrogénio é
eliminado principalmente pelas células, sendo que a catalase e a glutationa também
exercem essa funcdo (HALLIWELL et al, 2000).

Os espermatozoides produzem naturalmente os ROS, e essa producao controlada
é importante para sobrevivéncia e funcionalidade dos espermatozoides, tendo influéncia
direta na fertilidade (BILODEU et al, 2000). O’ FLAHERTY et al, (2003) em estudos
com sémen bovino, comprovaram que pequenas quantidades de anion de hidrogénio e
per6xido sdo importantes para capacitacdo espermatica, reacdo acrossomal,
hiperativacdo da motilidade e ligacdo dos gametas.

Outras funcbes benéficas é a contribuicdo para motilidade espermatica,
estabilidade da bainha mitocondrial, atuando como segundo mensageiro e sinalizadores
de moléculas (SCHRECK et al, 1991; JEDRZEJOWSKA et al, 2012). Dados de
Lamirande e Gagnon, (1993), em estudo com humanos, evidenciaram a relacdo entre a
capacitacao espermatica e O2", observando aumento na concentracdo de O2" ocasionando
a hiperativacdo e a capacitacdo espermatica.

Beorlegui et al. (1997), em estudos com sémen bovino, relataram uma
correlacdo entre os ROS e a motilidade espermatica. Onde ejaculados com menor
motilidade e vigor espermaéticos apresentavam maior lipoperoxidacdo, tendo menor
capacidade fecundante, enquanto espermatozoides com maior integridade de
membranas plasmaticas tiveram maior capacidade fecundante.

Em 1943, John MacLeod observou que espermatozoides incubados em altas
tensdes de oxigénio apresentaram perda abrupta de motilidade, sugerindo que essa
diminuicéo foi devido a reagdo do perdxido de hidrogénio (BAKER e AITKEN, 2004).
Fisher e Aitken (1997), em estudos em humanos evidenciaram que 0os ROS sao
produzidos desde os primeiros estagios de desenvolvimento das células germinativas
masculinas. Posteriormente, Aitken (1999), descobriu que estes sdo responsaveis pela
proliferacdo das células das espermatogonias, na condensacdo da cromatina do
espermatozoide e manutencédo do equilibrio das células germinativas.

Um desequilibrio na formag&o e eliminacdo do ROS nos espermatozoides resulta

em danos as células espermaticas. Isso ocorre devido a membrana espermatica possuir
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grandes quantidades de acidos graxos insaturados enquanto que o citoplasma possui
pouca quantidade de enzimas capazes de debelar a acdo do ROS (JEDRZEJOWSKA et
al, 2012), levando ao processo de peroxidacdo lipidica, resultando na perda de suas
funcbes (CHRISTOVA et al., 2004) e da integridade do DNA (BAUMBER et al.,
2003), além de deplecdo de ATP e perda de motilidade espermatica (De LAMIRANDE
etal., 1997).

Estudos também comprovam que 0s espermatozoides com comprometimento na
sua morfologia e espermatozoides mortos produzem grandes quantidades de ROS
(ENGEL et al, 1999). Estudos em humanos comprovam que células imaturas e com
residuos citoplasméticos produzem maiores quantidades de ROS (GOMEZ et al, 1996;
AZIZ et al, 2004).

A peroxidacdo lipidica ocorre quando os ROS abstraem um atomo de hidrogénio
das cadeias dos é&cidos graxos insaturados, presentes em grande quantidade nos
espermatozoides (HALLIWELL e GUITTERIDGE, 1991). As etapas da peroxidagéo
lipidica sdo divididas em iniciacdo, propagagdo e terminacdo (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). Iniciada quando os carbonos reagem com o oxigénio resultando
no radical peroxila, tendo como funcdo o sequestro do hidrogénio, levando a uma
sequéncia de oxidacdo dos acidos graxos presentes nas membranas (JIALAL e
GRUNDY, 1992).

Os principais efeitos da peroxidacdo lipidica no organismo correspondem a
perda da funcionalidade da barreira entre o meio extra e intracelular, consequentemente,
desestabilizacdo das membranas e funcionalidade das células (KUHN e BORCHERT,
2002). Nos espermatozoides, a peroxidacdo lipidica é responsavel por injurias nas
membranas plasmaticas, resultando na perda da fluidez, o que dificulta a regulacdo da
entrada de ions responsaveis pela mobilidade do espermatozoide, que por fim, resultara
na dificuldade de penetragdo no odcito (AITKEN e KRAUSZ, 2001). De acordo, com
Maia e Bicudo (2009), existe uma correlacdo positiva entre a peroxidacdo lipidica,
motilidade e morfologia espermaética, essa relacdo pode ser minimizada pelo uso de
antioxidantes aos diluentes.

2.4 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos que regulam, removem e minimizam a
formagdo de ROS ou blogueiam suas agbes (SIKKA, 2004; MANEESH e
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JAYALEKSHMI, 2006), evitando o inicio ou a propagacdo das reacGes em cadeia de
oxidacdo (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).

Para evitar o estresse oxidativo, a célula possui um sistema de defesa enzimatico
e ndo enzimatico composto por substancias de baixo peso molecular, interagindo contra
0s ROS. Tendo como principal triade enzimatica o superoxido dismutase, catalase e
glutationa nas formas, peroxidase e reduzida, além das peroxiredoxinas. Os n&o
enzimaticos incluem: as vitaminas C e E, diferentes compostos de selénio, ubiquinonas
(coenzima Q), &cido urico e &cido lipdico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999;
NORDBERG e ARNER,2001; JEDRZEJOWSKA et al., 2012).

O mecanismo de defesa dos antioxidantes corresponde ao processo de
prevencao, intercepcdo e de reparacdo. A prevencdo corresponde a inibicdo da producéo
de ROS, enquanto gque a intercepcdo envolve a interrupcdo da reacdo em cadeia dos
oxidantes e a reparacdo ndo € observada nos espermatozoides devido ao carente sistema
enzimatico (AGARWAL e SALEH, 2002).

O superdxido dismutase é responsavel pela formacgéo do perdxido de hidrogénio
através do processo de dismutacdo (NORDBERG e ARNER, 2001). Estdo presentes
tanto intra quanto extracelularmente. O intracelular esta na forma de superdxido
dismutase aderidas aos radicais, cobre ou zinco, localizados principalmente no
citoplasma. Ja na forma extracelular, o superdxido dismutase ligado ao manganés,

encontra-se na mitocondria (PEKER et al, 1997).

202+ 2H* —* 3 H,0.+ 02

SoD
Figura 2: Reac¢do de dismutacdo do radical superdxido. Fonte (adaptado): Nordberg e Arnér, 2001.

A catalase é importante na reacdo do peroxido de hidrogénio em oxigénio e
agua. Formada na prostata, estando presente no plasma seminal. Como oxidante evita a
formacédo do radical, hidroxila. Tendo também como funcéo, a capacitacdo espermatica
induzida pelo 6xido nitroso (LAMIRANDE et al, 1997; NORDBERG e ARNER, 2001;
SCIBIOR e CZECZOT, 2005).
2H;02+ 30, ~> 2H.0

Figura 3: Acdo da catalase sobre o perdxido de hidrogénio. Fonte: Nordberg e Arnér, 2001.
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A glutationa, em mamiferos, estd presente pelo menos em quatro formas
(URSINI et al, 1995), enzima selénio — dependente, tendo como precursor o N-acetil-
cisteina que, por sua vez, é a forma estavel do aminodcido essencial, cisteina. A
glutationa € caracterizada bioquimicamente como tiol tripeptideo intracelular mais
abundante, com concentra¢Ges variando entre 0,1 a 10 mM, tendo na sua estrutura
molecular, o enxofre (SCHROEDER et al., 1996; LUBERDA, 2005,
JEDRZEJOWSKA et al, 2012).

Quanto a funcéo antioxidativa, a glutationa € responsavel pela reconstrucdo dos
grupos tiol (-SH), em proteinas, que podem ser eliminados durante o estresse oxidativo,
como também proteger as membranas celulares da oxidacdo de lipidios impedindo a
formacéo de oxigénio livre (LENZI et al, 1994). A atuacdo da glutationa no organismo
ocorre pela degradacédo, reduzindo o efeito do peroxido de hidrogénio (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; ALVAREZ e MORAES, 2006). S& importantes no
metabolismo das prostaglandinas, leucotrienos, sintese de desoxirribonucleotideos,
estocagem, transporte de cisteina, funcdo imune e proliferacdo celular. A catalase e a

glutationa sdo os principais eliminadores enzimaticos de ROS (LUBERDA, 2005).

CONJUGATION 6

Amino acid
transport

Glu + Cys + Gly

GSH
HOOH

GSH GSH
reductase - peroxidase 4

RSSR
Thiol
transferase

th

Spontaneous

RSH
GSSG

GS-

Figura 4: Metabolismo da glutationa. (2) Eliminagdo do peroxido de hidrogénio (4) Redugdo (5) reagdo
sobre os ROS. Fonte: Brody (1999).

A glutationa reduzida é a mais abundante no meio extracelular (MEISTER e
ANDERSON, 1983). A capacidade redutora € fornecida pelo grupamento — SH advindo
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da cisteina, tendo como funcdo: proteger a célula contra lesdes causadas pelos ions de
ferro, oxigénio, radiacdo e luz ultravioleta, como também exercer o transporte da
cisteina, com eliminacdo dos produtos da peroxidacdo lipidica. Ainda participa da
sintese de DNA, proteinas e algumas prostaglandinas (DENEKE e FARBURG, 1989;
SHAN e JONES, 1990; GALLEANO e PUNTARULO, 1995;).

Quando o sémen é submetido ao processo de criopreservacao, apds a diluigéo,
processo comumente utilizado, ocorre a reducdo na concentracdo dos antioxidantes.
Nesse processo a glutationa, em bovinos, chega a ser reduzida em até 80%, permitindo
0 estresse oxidativo (BILODEAU et al., 2000; GADEA et al., 2004; GADEA et al.,
2007).

A glutationa peroxidase, inicialmente descrita por Mills (1957),
bioguimicamente, atua sobre os perdxidos, principalmente o de hidrogénio
(NORDBERG e ARNER,2001). Nos espermatozoides a glutationa encontra-se em
abundéancia nas mitocondrias (MARKLUND et al, 1982; PEEKER et al., 1997). Alvarez
e Moraes (2004) evidenciaram que a glutationa peroxidase-4 exerce funcdes
importantes nas células espermaticas. Essa enzima age com o peréxido de hidrogénio
protegendo as células dos danos oxidativo e ativa a espermatide, atuando como proteina
estrutural (VAISBERG et al, 2005; FLOHE et al, 2007).

Para os espermatozoides a glutationa melhora a motilidade, impede os danos
oxidativo ao DNA, entretanto um déficit de glutationa pode levar a instabilidade da peca
intermediaria dos espermatozoides, resultando em um distirbio da motilidade
espermatica (OEDA et al, 1997).

O é&cido ascorbico ou Vitamina C, no organismo encontra-se na forma de
ascorbato, € uma micromolécula solGvel, localizado nos compartimentos aquosos dos
tecidos organicos (SIES e STHAL, 1995; HALLIWELL, 1999), sendo que a
concentracdo no plasma seminal, é cerca de 10 vezes mais elevada quando comparada
com o soro sanguineo (JEDRZEJOWSKA et al, 2012). No organismo apresenta-se em

duas formas: reduzida ou oxidada, na forma de deidroascorbico (WELCH et al, 1995).

HO 0OH
ﬂm]/\l:ll-]
0 OH

Figura 5: Estrutura da Vitamina C. Fonte: SIES e STHAL (1995).
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Sua principal funcdo antioxidativa constitui na inibicdo da peroxidacéo lipidica
através da acéo dos ions Fe?+ e Cu+ (HALLIWELL, 1999), atuando de duas maneiras
sobre a peroxidacdo lipidica: 1 — no soro sanguineo, na prevencdo da rea¢do com oS
ROS; 2 - restauracdo, fornecendo hidrogénio (BUETTNER, 1993, FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). Além de atuar em conjunto com as hidroxilas, H203, hipoclorito
(C10"), OH" e radical peroxil (OOH") (VASCONCELOS et al., 2007).

Tem potencial de protegdo tanto no citosol quanto nas membranas celulares
atacadas pelos ROS. No citosol, atua como antioxidante primario, eliminando-os e nas
membranas, reduz o radical tacoferol (SCARPA et al, 1984; MEHLHORN et al, 1989).

Nos espermatozoides a vitamina C, presente nos testiculos, protege o DNA
contra os danos do ROS, contribui na espermatogénese. Tendo uma rela¢éo intima com
a glutationa, onde nos testiculos pela acédo da glutationa reduzida permanece reduzida na
forma de desidroascorbato dependente (FRAGA et al, 1991, NAYANATARA et al,
2008). Deficiéncia de vitamina C resulta no estresse oxidativo, que ird afetar a
espermatogénese e producéo de testosterona (VIJAYPRASAD et al, 2014).

No diluidor, o é&cido ascorbico pode impactar sobre o desempenho dos
espermatozoides, reduzindo os danos celulares através de sua continua acdo radical-
eliminacdo (BECONI, 1993). Em relagcdo ao macho, estudos comprovam que a baixa
concentracdo de Vitamina C no sémen resulta em diminuicdo da concentracdo
espermatica, aumento de patologias espermaticas e reducdo de motilidade (DAWSON
etal., 1990; LUCK, 1994).

Alguns estudos comprovam o efeito benéfico da vitamina sobre o sémen das
diferentes espécies. Asadpour et al. (2011), em estudos com sémen criopreservado em
citrato-gema acrescido de Vitamina C (1 mM/mL) e E (0,1 mM/mL) evidenciaram que
houve diminuicdo da peroxidacdo lipidica quando comparado com o grupo controle.
Zhao et al., (2015), em estudo com sémen de bovinos da raga Quinchuan criopreservado
com acréscimo ao diluidor de vitamina E e C associados, evidenciaram que 0 grupo
tratado com 7 mg/mL de vitamina C e 0,1 Ul/mL de vitamina E, apresentou melhores
resposta de motilidade espermatica, integridade de acrossoma, e atividade de glutationa
reduzida e superdxido dismutase. Castilho et al, (2009), em estudo com caprinos,
afirmam que o uso de vitamina C preserva as membranas espermaticas e sua
viabilidade.

Estudos atuais buscam encontrar a concentracdo ideal dos antioxidantes para as

diferentes espécies. No intuito de saber a dose que ndo apresente efeito tdxico e que a
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mesma exerca sua funcao na célula. Poucos trabalhos evidenciam o efeito benéfico da
glutationa associada com a vitamina C, principalmente na espécie bovina.
Recentemente, Giaretta et al, (2015), evidenciou o efeito positivo da associacdo
da vitamina C e glutationa, em sémen de suino, estes relataram o efeito benéfico da
associacdo da glutationa e vitamina C (5mM e 100mM, respectivamente) sobre o0s
parametros de viabilidade espermaética, integridade acrossdmica, motilidade espermaética

e estrutura nucleoproteina.

3. Testes funcionais para avaliacdo espermatica

Vaérios testes sdo propostos por diversos pesquisadores a fim de avaliar uma
determinada parte do espermatozoide e, assim, d& uma visdo sobre 0s acontecimentos
que ocorrem durante a fecundacdo dos odcitos. A avaliagdo dos pardmetros seminais
sugere informacdes da producdo espermatica nos testiculos, atividade das glandulas
acessorias e funcdo no trato reprodutivo (TALWAR e HAYATNAGARKAR, 2015).

Nenhum teste isoladamente é capaz de determinar a fertilidade do sémen.
Contudo, vérias caracteristicas podem avaliar a sua potencialidade (ARRUDA, 2000;
ARRUDA et al., 2004). Os testes laboratoriais usualmente utilizados para determinar a
fertilidade seminal sdo: motilidade espermatica, vigor, concentracdes e morfologia
espermaticas, segundo o proposto pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(ARRUDA et al., 2004).

Contudo, essas técnicas classicas de avaliagdo seminal sdo ditas como
subjetivas. Assim, fazendo-se necessarias técnicas que diminuam a imprecisao. Partindo
desse pressuposto, varias tecnologias foram desenvolvidas, dentre elas se podem citar: a
avaliagdo computadorizada do sémen, o uso de sondas fluorescentes por microscopia de
epifluorecéncia para avaliagdo das membranas plasmaticas, avaliacdo de estresse
oxidativo, uso de citometria de fluxo, avaliacio da morfologia espermaética por
microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC), dentre outras (ARRUDA,
2000; ARRUDA et al., 2004).

A avaliagdo computadoriza do sémen (CASA) ja é bastante difundida
(VERSTEGEN et al, 2000). O primeiro sistema foi desenvolvido em 1992, que avaliava
0s movimentos espermaticos, fornecendo as percentagens dos moveis, velocidade e
percentagem dos progressivos (IGUER- OUADA e VERSTEGEN, 2001). O CASA,

resumidamente, tem como funcédo digitalizar imagens dos espermatozoides em campos
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distintos, analisando a cinética individual das células e valores médios da populagéo
total. Quanto a cinética, pelo CASA, é possivel avaliar a trajetoria dos espermatozoides.
E ao final, esses dados sdo capazes de precisar 0 exato movimento de cada
espermatozoide (AMANN e KATZ, 2004).

A citometria de fluxo foi desenvolvida primeiramente por Moldavan em 1934,
era constituida por um tubo capilar com detector fotoelétrico por onde passavam as
celulas coradas. Mais tarde, Kielland em 1941, desenvolveu outro aparelho baseado nos
dados do Moldavan (BERTHO, 2001), seguido de varios outros pesquisadores que
aperfeicoaram o equipamento até os padrdes de hoje. A citometria permite a
quantificacdo rapida e sisteméatica dos espermatozoides (MELAMED et al., 1979),
sendo capaz de avaliar até 10.000 espermatozoides por minuto (ARRUDA, 2000).

A estrutura espermatica pode ser avaliada por diferentes técnicas (ARRUDA et
al, 2015), tais como: microscopia éptima com ou sem coloracdo, por microscopia de
contraste de fase ou por microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC),
objetivando detectar os espermatozoides morfologicamente normais (GALLEGO,
2010).

Atualmente a microscopia éptica de fluorescéncia é amplamente utilizada devido
a sua especificidade e relativa facilidade (MOREIRA e LINS, 2010). Associado a essa
técnica hd as sondas fluorescentes que tém como objetivo, avaliar a integridade e
funcionamento das células espermaticas (CELEGHINI et al., 2007). O desenvolvimento
dessa técnica de coloracdo com fluorocromos permitiu avaliar a integridade das
membranas, com uso de sondas isoladamente ou combinadas (JANUSKAUSKAS e
ZILINSKAS, 2002; GILLAN et al., 2005).

Usualmente as sondas utilizadas para determinar a integridade das membranas
plasmaticas sdo lodeto de propideo (GRANER et al., 1986), Hoechst 33342 e 33258
(CASEY et al., 1993), isotiocionato de fluoresceina conjugado com o PSA — FITC —
PSA  (GRAHAM et al, 1990) e iodeto de  tetacloro -
tetraetilbenzimidazonilcarbonianina - JC — 1 (GARNER et al., 1997). Além dessas,
outras sondas também podem ser utilizadas como SYBR-14 (THOMAS et al., 1998),
Rhodamine 123 (REERS et al.,, 1991), CMXRos (WOJCIKET et al., 2000) e
Mitotracker green FM (GARNER et al., 1995).

A integridade da membrana plasmatica pode ser avaliada pelo lodeto de
propideo que se liga ao DNA das células mortas (STANDERHOLEN et al., 2014). As

células com membranas plasmaticas lesadas sdo coradas de vermelho (GARNER et al,
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1996). As sondas Hoechsts 33342 e 33258, com afinidade ao DNA, sédo classificadas
como bis — benzimidazoles sdo sollveis em agua e possuem baixa toxicidade, sendo
celulas-dependente. Contudo, a H33258 tem menor permeabilidade na membrana.
Assim, para estudos com espermatozoides a hoechst de eleicdo é a 33342, que se liga ao
DNA, corando o nucleo de azul (CASEY et al., 1993; JANUSKAUSKAS e
ZILINSKAS, 2002).

Para avaliacdo da integridade acrossomal ha duas categorias de sondas. A
primeira detecta elementos intracelulares acoplados ao acrossoma, a exemplo temos a
lecitinas e anticorpos contra antigenos presente no acrossoma, sendo que lecitinas sao
mais usuais, capazes de se ligar a matriz acrossomal ou a membrana externa. Dentro
dessa categoria, destaca-se a sonda fluorescente FITC, sendo esta conjugada ao PSA
(Pisum sativum aglutinina), utilizada para determinar a viabilidade e integridade do
acrossoma de espermatozoides in natura ou criopreservados. Em espermatozoides
danificados, o conjugado cora as células em verde-amarelado (CROSS et al., 1986;
FARLIN et al., 1992; MEIZEL, 1989). A segunda categoria das sondas é a
clortetraciclina e os anticorpos contra antigenos acrossomais externos, sendo menos
utilizada rotineiramente (CROSS et al., 1986).

Para a avaliagdo do potencial mitocondrial s&o utilizadas algumas sondas, como:
Rhodamine 123 (REERS et al., 1991), MITO (SILVA et al., 2009) e, em destaque, 0
iodeto de tetacloro — tetraetilbenzimidazonilcarbonianina — JC-1 (GARNER et al.,
1997). O JC-1 apresenta baixa toxicidade, condicGes ideias de solubilidade, como
também caracteristicas fluorescentes (SMILEY et al., 1991). Segundo Arruda et al.
(2007) para penetracdo e emissdo da fluorescéncia do JC-1 é necessario que a
mitocondria esteja altamente negativa, podendo emitir a coloracdo verde ou vermelha,
essa variacdo depende da concentracdo final da sonda, onde em altas concentracdes
emite coloragé@o vermelha e em baixa concentracdo emite coloracéo verde.

Varios estudos demonstraram a eficacia da associacdo de sondas fluorescentes
(Garner e Johnson, 1995; Harrison e Vickers, 1990; Cansey et al., 1993), onde esta
associacao permite a avaliacdo de vérias estruturas das células esperméticas (ARRUDA
et al, 2007).

Celeghini et al. (2007) em estudo buscaram validar uma técnica de facil
execucdo e alta repetibilidade para integridade das membranas acrossomal, plasmatica e
mitocondrial. Foram testados quatro protocolos de sondas em sémen bovino. O primeiro

grupo avaliou as sondas PI, FITC-PSA e R123; o segundo grupo as sondas Pl, FITC-
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PSA e MITO; o terceiro grupo as sondas PI, H342, FITC- PSA e CMXRos; e, por fim,
as sondas PIl, H342, FITC-PSA e JC-1. Dentre os protocolos o que apresentou melhor
resposta foi o conjugado de PI, H342, FITC-PSA e JC-1, pois segundo o autor €
possivel separar de maneira mais precisa as populacdes espermaticas com alto e baixo
potencial de membrana mitocondrial. Em estudo similar Andrade et al. (2007),
validaram a técnica de coloracdo tripla em sémen suino (Pl, H342, FITC-PSA), tendo
como conclusdo que a tripla coloracdo é eficiente e pratica para o sémen suino. Varios
outros estudos, utilizando diferentes espécies, comprovam a eficécia e praticidade dessa
técnica: galo (CELEGHINI et al, 2007), carneiros (CELEGHINI et al, 2010), macaco
(ALMEIDA et al., 2012), dentre outras.

3.1Testes para estresse oxidativo

Vaérios estudos foram realizados na tentativa de determinar um parametro do
estresse oxidativo, onde possam quantificar com confiabilidade o efeito desse processo
sobre a infertilidade (RODRIGUES, 2009). Os ROS podem ser quantificados por
citometria  de  fluxo, quimiluminescéncia,  espectrofotometria,  dosagens
imunocitoquimica e enzimatica (AITKEN et al., 2013). Existem também testes que
mensuram de forma indireta a producdo das espécies reativas (TBARS), como por
exemplo, método de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, sendo este proposto
desde 1978 por Buege e Aust, sendo amplamente utilizada (LIMA e ABDALLA, 2001).

O TBARS quantifica o estresse oxidativo de forma indireta a partir de dois
aspectos: (a) pela quantidade de hidroperdxidos, resultante da peroxidacéo lipidica; (b)
capacidade dos espermatozoides pela acdo dos antioxidantes na quebra da reagdo ou
pela reducdo dos hidroperdxidos lipidicos e hidroxiacidos estaveis (AITKEN et al.,
1993). Apesar da sua praticidade, o TBARS é inespecifico. Pois, muitas outras
substancias que ocorrem em materiais bioldgicos tambeém podem reagir com o0 TBARS
(JANERO, 1990; LIMA e ABDALLA, 2001), além de ndo diferenciar células vivas de
mortas, como também ndo determinam a percentagem de células vivas com peroxidacao
lipidica (PARTYKA et al, 2011).

Assim, novas metodologias estdo sendo propostas para mensuracdo do estresse
oxidativo. Dentre essas, hd o uso de sondas fluorescentes, como por exemplo, a sonda
C11-BODIPY581/591®. Brouwers e Gadella, (2003), evidenciaram que esta sonda é um

analogo dos acidos graxos poli-insaturados presente nas membranas plasmaticas, sendo
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extremamente eficaz, de forma indireta, para mensuracdo da peroxidacdo lipidica.
Quando exposto aos ROS, na presenca de fluorescéncia, muda irreversivelmente de
vermelho para verde (PAP et al, 1999; BROUWERS e GADELLA, 2003). Contudo,
avaliacdo da BODIPY s6 pode ser realizada por citometria de fluxo (PAP et al, 1999),
inviabilizando o uso em grande escala.

Na busca por métodos alternativos de facil execucéo e leitura (ALVES et al,
2015), pesquisas propuseram o uso da sonda fluorescente CellRox Deep Red® para
deteccdo do estresse oxidativo, sendo esta mensurada pela microscopia de fluorescéncia,
como também na citometria de fluxo, podendo ser conservada em formaldeido para
posterior anélise (LIFETECHNOLOGIES, 2015; GRINBERG et al., 2013). O CellRox
mensura a quantidade de ROS presente no citoplasma, na auséncia, fica reduzido e nao
emite fluorescéncia (ALVES, 2015). Segundo Grinberg et al. (2013) é capaz de
detectar o radical hidroxila e o superoxido, e, frente ao estresse oxidativo, esta sonda €
oxidada (GRINBERG et al., 2012).

Alves et al. (2015), em estudo com ovinos, validaram a técnica para mensuragdo
do estresse oxidativo em sémen de ovinos, afirmando que a sonda CellRox® ¢ eficiente
para deteccdo dos ROS para espécie ovina. Contudo, novos estudos sdo necessarios para

predizer a eficacia da sonda nas demais espécies.

4. Produgdo in vitro e estresse oxidativo

Producéo in vitro (P1V) é uma biotecnologia amplamente difundida, que busca o
melhoramento genético dos rebanhos, preservacdo da satde animal e é utilizada como
ferramenta para o entendimento dos mecanismos fisiol6gicos que ocorrem no trato
reprodutivo na tentativa de aumentar sua eficiéncia (GOTTARDI e MIGOT]I, 2009). O
Brasil é considerado um dos maiores produtores de embribes FIV, tendo 85% do
mercado mundial, na regido Centro-Oeste e Sudeste concentram-se a maior producéo,
enguanto que a regido Nordeste apresentou um crescimento de 13 %, com destaque aos
Estados de Alagoas, Bahia e Maranhdo, com expressividade para a raca Nelore (SILVA,
2011b).

Em 2013 foram produzidos aproximadamente 416.972 embriGes bovinos no
Brasil, desses 366.517 produzidos in vitro, eesses resultados foram assegurados com a
utilizacdo e otimizacdo dos protocolos de PIV nos laboratorios associados a maiores
critérios de escolha nas doadoras (SBTE, 2015). Entretanto, a PIV quando comparada

com a producdo in vivo apresenta eficiéncia, relativamente, baixa. E essa baixa resposta
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é oriunda da qualidade dos odcitos, das condigdes dos sistemas de maturagéo e cultivo
in vitro (KRISHER, 2004; CROCOMO et al., 2012), como também os ROS formados
durante o processo da PIV, sendo considerado com uma das principais causas da baixa
porcentagem de embrides PIV (DALVIT et al., 2005).

As espécies reativas de oxigénio causam danos para ambos 0s gametas, como
também ao desenvolvimento dos embribes produzidos fisiologicamente, como também
in vitro, acarretando prejuizos na producdo de embrides (BORGES, 2008), sendo estes
susceptiveis aos danos oxidativos, pois seus mecanismos de defesa sdo insuficientes
para proteger estrutura celular frente ao ataque dos ROS (AITKEN et al., 1993).

Anteriormente, acreditava-se que os ROS eram formados, basicamente, pela alta
tensdo de oxigénio presente durante o desenvolvimento in vitro, contudo, estudos
demonstram que estes podem ser originados pelo metabolismo oxidativo normal na
célula devido a um desequilibrio do potencial redox intracelular e o alto nivel de ROS,
desencadeando a peroxidacdo lipidica pela atuacdo do perdéxido de hidrogénio, que leva
a modificagcdes de proteinas e danos de DNA, o que podem afetar a maturagdo dos
odcitos e o desenvolvimento dos embribes (CHATTERJEE et al., 2001; MERTON et
al., 2013).

Hé& evidéncias que os ROS podem ser formados devido a auséncia da protecdo
materna dos antioxidantes, exposicdo a luz, calor e excesso de manuseio (CROCOMO
etal., 2012).

O sémen também pode contribuir para a formacdo do ROS durante a PIV
(GUERIN et al., 2001), assim a Fertilizagéo in vitro (FIV) tem grande relevancia para a
taxa de embriGes produzidos. Usualmente o sémen utilizado durante essa etapa é
submetido ao processo de criopreservacdo, que € responsavel por lesdes deletérias,
podendo promover a peroxidacao lipidica (BORGES, 2008).

Fisiologicamente, no sistema reprodutor da fémea, macrdfagos, neutréfilos e
células epiteliais produzem naturalmente os ROS, especialmente durante a ovulacao,
atuando sobre a lise dos foliculos (TAMURA et al, 2012), atuando também como
segundos mensageiros que modulam genes responsaveis pela maturacdo oocitaria
(DROGE, 2002; HENSLEY et al., 2000), participando também da gametogénese e
esteroidogénese. Anion superoxido (02 -), peréxido de hidrogénio (H20,) e radicais
hidroxila (OH"), s@o as principais espécies reativas formadas pelo processo de quebra da

molécula de ATP (FEUGANG et al., 2004). Para manter o equilibrio na formacao dos
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ROS, no liquido folicular, estdo presentes os antioxidantes que neutralizam os ROS,
evitando o estresse oxidativo (LIVINGSTON et al., 2009).

Contudo, durante o desenvolvimento embrionério in vitro ndo possuem um
sistema que controle e neutralize os ROS formados, pois durante o cultivo os niveis de
ROS se elevam, ocasionando a perda no desenvolvimento dos embrides e,
consequentemente, diminuicdo na taxa de fertilidade (De MATOS et al., 2002). Com
base nessas informaces, antioxidantes estdo sendo testados na tentativa de diminuir o
efeito dos ROS sobre os desenvolvimentos embrionarios durante a PIV nas diferentes
etapas, em destaque a Glutationa e a vitamina C.

A Glutationa, antioxidante do tipo tiol selénio dependente (SCHROEDER et al.,
1996), esta diretamente relacionada com o desenvolvimento embrionario e odcitario,
tanto in vitro como in vivo (LUBERDA, 2005). Esse tiol exerce a fungdo de protecdo do
DNA, transporte de aminoacidos, sintese de proteinas, regulador da maturacdo através
da quebra vesicula germinativa, contribui para a expansdo das células do cummulus e
formacdo do pré — nucleo durante a fecundacdo (BUCCIONE et al., 1990; WHITAKER
e KNIGHT, 2004) e in vitro atua sobre o perdxido de hidrogénio, culminando com o
equilibrio do sistema redox, diminuindo a apoptose das células embrionarias (De
MATOS e FURNUS, 2000).

In vivo, a sintese da glutationa é realizada pelas enzimas glutamato, glicina e
cisteina, sendo sintetizada pelo odcito e embrido no estagio de 8-16 células (De
MATOS e FURNUS, 2000), enquanto que in vitro a formacdo desse tiol depende da
disponibilidade de aminoacidos precursores presentes nos meios, sendo encontrados
principalmente nos meios de MIV (De MATOS et al. 1995). Contudo, em uma hora de
cultivo a cisteina € oxidada a cistina, ficando indisponivel para as células e prejudicando
a sintese de GSH intracelular (SAGARA et al., 1993) e a quantidade dessa enzima nos
meios é relativamente baixa, cerca de 0,6 uM (WOLF, 2005). Enquanto, que no cultivo
in vitro, o meio utilizado, SOF, ndo contém cisteina em sua composicao, ficando a
célula na dependéncia da producdo de GSH pelo embrido (DELEUZE e GOUDET,
2010).

A vitamina C, antioxidante hidrossollGvel, presente no ovério, pode ser
encontrada no odcito e nas células da granulosa (THOMAS et al., 2001). Atuara
juntamente com a glutationa sobre o peréxido de hidrogénio (NORDBERG e ARNER,
2001), exercendo a fungdo de protecdo do DNA, reparacdo do aminoécido oxidado,

além de participar da producdo dos horménios esteroides e inibicdo da apoptose das
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células da granulosa (TILLY & TILLY, 1995; CADENAS et al., 1994). Quanto ao seu
uso in vitro, h& controvérsia na resposta. FERRO et al. (2009) relataram efeito benéfico
da vitamina C durante CIV, obtendo melhores taxas de embriGes, diferente do
encontrado por Olson e Seidel (2000) nas mesmas condi¢Ges experimentais. Esses
autores associaram a resposta da vitamina C sobre os ions Fe* impedindo a peroxidagéo
lipidica.

Quanto ao acréscimo de antioxidantes durante a criopreservagdo do sémen sobre
a taxa de embrides, poucos dados na literatura sdo relatados, como por exemplo em
estudo com sémen de bovinos por Borges (2008) e Almeida (2013). Segundo Borges
(2008), o uso de antioxidantes durante o congelamento do sémen reduz os niveis do
ROS, evitando a peroxidagdo lipidica preservando as caracteristicas espermaéticas e,

consequentemente, as taxas de clivagem e blastocistos.

5 Hipotese

A adicdo de antioxidantes ao sémen bovino durante a criopreservacdo eleva a
motilidade espermatica e reduz os niveis de danos estruturais, melhorando o0s
parametros do sémen pdés-criopreservacdo, além de aumentar a taxa de o0citos

fecundados in vitro.

6 Objetivo Geral
Avaliar a condicdo das células espermaéticas bovinas, a partir de testes
complementares e da fecundacdo in vitro, apds criopreservacao utilizando diluidores

com adicdo de antioxidantes.

6. 1 Objetivos Especificos

e Auvaliar o efeito de dois antioxidantes: Glutationa reduzida, Vitamina C e
sua associacdo, sobre a motilidade espermatica e o vigor de
espermatozoides bovinos, teste de termorresiténcia rapido e percentual de
células vivas pelo teste de eosina e nigrosina;

e Determinar a viabilidade espermética apos criopreservacdo com adi¢do da
Glutationa reduzida, Vitamina C e sua associa¢do através dos testes de
integridade de membranas plasmatica e acrossomal, a partir do uso de

sondas fluorescentes;
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e Auvaliar morfologicamente o sémen pos-criopreservacdo pela microscopia
diferencial (DIC);

e Avaliar o estresse oxidativo pela sonda CellRox;

e Avaliar o efeito da adicdo de antioxidante ao diluidor na fecundacéo in

vitro
7 Material e Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do
Acre, sob nimero de registro: 50/2015.

7.1 Local

Foram utilizados nove touros da raga Nelore, com média de 2 anos de idade,
previamente selecionados por exame androldgico. As colheitas foram feitas através de
eletroejaculador, segundo o recomendado para espécie bovina, avaliando-se
posteriormente o sémen quanto as suas caracteristicas, segundo o Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal (HENRY e NEVES, 1998).

7. 2 Diluidores para a criopreservacao de sémen

No experimento foi utilizado o diluidor, Tris-gema (Anexo 1). Apos a colheita
do sémen, seguido da avaliacdo prévia, cada ejaculado foi dividido em quatro fracGes
iguais, sendo cada fracdo diluida na proporcdo de 1:1, com o diluente controle, Tris-

Gema. Os antioxidantes foram acrescidos na dilui¢do final, segundo Borges (2003).

Tratamentos:

1. Grupo Controle — sémen e diluidor Tris — gema

2. Grupo Vitamina: diluidor Tris - gema acrescido de vitamina C (SIGMA —
A5960); 2,5mM/mL

3. Grupo Glutationa: diluidor Tris — gema acrescido deGlutationa reduzida
(SIGMA — G4251); 2,5 mM/mL

4. Grupo Associado: diluidor Tris — gema acrescido de Glutationa reduzida e
vitamina C; 1,25 mM/mL/ cada
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7.3 Criopreservacgao e descongelamento

Apos as diluicdes, de acordo com cada grupo, o sémen foi envasado em palhetas
francesas de 0,25 mL e congelados no equipamento programavel, TK 3000®. Utilizou-
se a curva de congelacdo para bovino Sll, em seguida foram acondicionadas em portas
palhetas, seguindo a curva de resfriamento até atingir 5 °C. Ao atingir os 5 °C 0 sémen
permaneceu em tempo de equilibrio de 2 horas. Em seguida, o porta - palhetas foi
transferido para caixa térmica contendo nitrogénio liquido permanecendo até a
temperatura de -120 °C em uma curva de -15 °C/ minuto. Ao chegar a essa temperatura
as palhetas foram retiradas do porta-palhetas e submergidas no nitrogénio liquido a -196
°C. As palhetas foram organizadas em raques e armazenadas em botijoes criogénicos.
Para as avaliagOes subsequentes, as amostras foram descongeladas em banho maria, a

37 °C por 30 segundos.
7. 4 Testes espermaticos
7.4.1Motilidade e vigor espermaticos pos-criopreservacao

Para motilidade e vigor espermatico foram descongeladas as palhetas francesas
em banho — maria a 37 °C, sendo depositado 10 pL de sémen em lamina pré aquecida,
sob microscopia de contraste de fase (Microscopio de Epifluorescéncia marca Nikon,
Modelo Eclipse 80i), sendo avaliada por Unico operador. Ressalta-se que ndo foi
possivel avaliacdo em CASA devido a grande presenca de grumos no diluidor, tornando

a avalicdo imprecisa.
7.5.2 Teste de longevidade (Teste de termorresisténcia rapida - TTR)

O TTR foi realizado descongelando as palhetas em banho-maria, primeiramente
a 37 °C para avaliacdo da motilidade inicial, sendo as palhetas, logo depois, mantidas
em banho-maria, a temperatura de 45 °C, durante 30 minutos, sendo avaliada a
motilidade progressiva a cada 10 minutos, com objetivo de determinar a resisténcia dos

espermatozoides as condi¢fes impostas.
7.4.3 Eosina e nigrosina

Para a quantificagdo das células vivas as palhetas foram descongeladas em

banho — maria a 37 °C para motilidade inicial, depois 10 pL de sémen foram aliquotados
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sobre l1amina e laminula e 10 pL do corante eosina e nigrosina foram depositados sobre
0 sémen e homogeneizado para posterior esfregaco. Apos 10 minutos de secagem da
lamina, foi realizada a leitura em microscépio com aumento de 100x sobre dleo de

imersao.

7.5 Teste de avaliacdo das membranas plasméticas pds-criopreservacao

As avaliagdes foram realizadas na Universidade de S&o Paulo, campus
Pirassununga. Para esta analise foram colocados em um microtubo 150 puL de uma
amostra do sémen, por partida e tratamento, diluida em meio TALP sperm (Anexo 2),
na concentracdo de 20 x 10° espermatozoides/mL, adicionados 3 pL de P1 (0,5 mg/mL
em DPBS anexo 2), 6 pL de JC-1 (153 uM em DMSO, anexo 2) e 50 uL de FITC-PSA
(100 pg/mL em DPBS, anexo 2). As amostras foram incubada por 8 minutos a 37 °C.
Apbs a incubacdo uma gota (4 pL) desta foi utilizada para o preparo da camara umida,
entre ldmina e laminula (pré-aquecidas a 37 °C) e a leitura foi realizada sob microscopia
de epifluorescéncia (Microscépio de Epifluorescéncia marca Nikon, Modelo Eclipse
80i) em um filtro triplo (D/F/R, C58420) apresentando os conjuntos UV-2E/C
(excitacdo 340-380 nm e emissdo 435-485 nm), B-2E/C (excitacdo 465-495 nm e
emissdo 515-555 nm) e G-2E/C (excita¢do 540-525 nm e emissdo 605-655 nm), com
aumento de 1.000x. Foram contadas 200 células, classificadas em oito categorias de
acordo com a fluorescéncia emitida por cada sonda, conforme os descrito por Celeghini

et al. (2008), e os resultados expressos em porcentagem.
7.6 Estresse oxidativo pos-criopreservacao

O estresse oxidativo foi avaliado através da sonda fluorescente CellROX™
Reagente Deep Red (anexo 2). A partir da diluicdo do sémen no meio TALP sperm, foi
aliquotado 50 pL e acrescido 1 pL de H3342 e 2uL de CellROX. A amostra foi
incubada por 30 minutos a 37 °C. Apo6s a incubacdo foi centrifugado por 5 minutos a
2000 xg. Apds a centrifugacdo uma gota (4 pL) desta foi utilizada para o preparo da
camara Umida, entre lamina e laminula (pré-aquecidas a 37 °C) e a leitura foi realizada
sob microscopia de epifluorescéncia (Microscopio de Epifluorescéncia marca Nikon,
Modelo Eclipse 80i) em um filtro triplo (D/F/R, C58420) apresentando 0s conjuntos
UV-2E/C (excitagdo 340-380 nm e emissdo 435-485 nm), B-2E/C (excitacdo 465-495
nm e emissdo 515-555 nm) e G-2E/C (excitagdo 540-525 nm e emissdo 605-655 nm),
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com aumento de 1.000x, segundo o proposto por Alves et al. (2015), adaptado para

espécie bovina. Foram contadas 200 células e os resultados expressos em porcentagem.
7.7 Morfologia espermatica pds-criopreservacao

A morfologia espermatica foi realizada em microscopia de contraste de interferéncia
diferencial (DIC), sob ldmina e laminula em aumento de 1000x. Foram contadas 200

células e os resultados expressos em porcentagem.
7.8 Fecundagéo in vitro

A capacidade fecundante dos espermatozoides foi avaliada pela fecundagéo in
vitro. Foram realizadas sete repeti¢cbes. Para tanto, odcitos oriundos de ovarios de
abatedouro, localizado no polo industrial da cidade de Sdo Luis—-MA, foram
transportados em garrafa térmica contendo solucdo salina a 0,9 % de NaCl na
temperatura de 37° C. No laboratério foram lavados com a mesma solucdo pré-
aquecida, em seguida sendo aspirados os foliculos entre 2 e 8 mm, com seringas de 3
mL e agulha 21G. O liquido aspirado foi depositado em tubo cdnico de 15 mL e
mantido em banho-maria por 10 minutos para a sedimentacao.

Apos a sedimentacdo, o liquido folicular foi recuperado com auxilio de uma
pipeta Pauster e depositado em placa de petri, contendo DPBS aquecido e liquido
folicular, com posterior classificacdo dos odcitos em lupa estereoscopica, modelo
NOVA LBX-20 com aumento de 2-3 x 100, em Grau I, II, 1l e 1V, de acordo com
Gongalves et al. (2008). Para maturacdo in vitro (MIV) foram utilizados apenas o0s
oocitos de melhor qualidade (I e 11).

O meio de maturagéo foi constituido por meio de maturacdo Biodux®. Os odcitos
foram separados em quatro gotas de 100 pL, contendo a mesma quantidade de odcitos
por gota recobertos por 6leo mineral, e maturados em incubadora com 5% de CO., com
umidade saturada e temperatura de 38,5 °C durante 22 a 24 horas. Apos as 24 horas foi
verificada a maturacdo oocitaria em lupa estereoscopica modelo NOVA LBX-20 com
aumento de 2-3 x 100, observando a expanséo das células do cumulus, o enegrecimento
das mesmas e a caracteristica do ooplasma (WURTH e KRIUP, 1992). Os odcitos
maturados foram submetidos ao processo de fecundagéo in vitro.

Apols a maturacdo, os odcitos foram lavados por trés vezes em passagens no
meio de fecundagdo Biodux®, contendo 20uL de heparina (Biodux®) e 40uL de PHE

(penicilina, hipotaurina e epinefrina - Biodux®). A preparacio espermatica foi obtida de
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um pool de sémen congelado correspondente a cada tratamento de partida Unica onde
trés animais foram escolhidos, segundo os seguintes critérios: motilidade minima de
30% pos-descongelamento e sobrevivéncia pds — Percoll (Biodux®).

A separacio espermatica foi realizada em gradiente de Percoll (Biodux®),
constituindo — se de 400 pL de Percoll a 90% mais 400 pL de Percoll a 45% e 400 pL
do sémen de cada tratamento depositado em eppendorff. Em seguida, levou-se a
centrifuga em 3.000 rotagGes por minuto por 10 minutos. Transcorrido o tempo, foi
retirado o pellete, este transferido para 700uL de meio de fecundagdo da Biodux®. Em
seguida, foi levado novamente para a centrifuga por cinco minutos em rotacédo de 3.000
por minuto. Retirou-se o sobrenadante, ficando com o pellet. Uma aliquota de 5 pL foi
retirada para os célculos de concentragdo e determinacdo do volume da dose
inseminante.

Posteriormente, foi adicionado 2 pL por tratamento em cada gota. A incubacao
foi procedida em condicdo idéntica a da maturacdo, durante um periodo de 18 horas
(38,5 °C, em atmosfera Umida com 5% de CO>). O percentual de fertilizacdo in vitro foi
determinada avaliando o ndmero de embribes divididos em dois ou mais blastdmeros,
segundo Dalvit et al. (2005).

Os zigotos fertilizados foram transferidos para placa de petri, obedecendo aos
tratamentos, com gotas de 100 uL do meio SOF Final Biodux® e incubadas a 38,5 °C
em atmosfera tmida com 5% de CO, durante oito dias (D-7) de cultivo in vitro. E a
cada dois dias era realizado o fedding, contendo meio SOF Final Biodux®, sendo
classificadas as estruturas, segundo a Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embribes
(SBTE).

8 Analise estatistica

As avaliacBes de biometria testicular, motilidade espermatica no momento da
coleta, vigor espermatico, perimetro escrotal, volume e concentracdo inicial dos animais
foram apresentadasde forma descritiva, utilizando a média e o desvio padrdo de cada
resposta. O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso, sendo as variaveis
paramétricas testadas por ANOVA, comparando-se as médias pelo teste de Tukey.
Todas as varidveis passaram pelos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e Lilliefors.
As variaveis que tinham respostas subjetivas ou nao entraram na normalidade apés
transformacdo foram analisadas como ndo paramétricas, comparando-se 0S

ranqueamentos pelo teste de Friedamn. As respostas dicotdmicas foram avaliadas pelo
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teste do Exato de Fisher. O intervalo de confianca utilizado foi de 95%. Os dados foram
analisados pelo programa BioEstat 5.0.

Para producéo in vitro quantidade de odcitos, maturacdo in vitro e valores de
motilidade dos animais utilizados na fecundacéo in vitro foi desenvolvido de forma
descritiva. A taxa de fecundacdo, percentual de embribes, apresentada dentro de cada
grupo de 6ocitos colocados na FIV por tratamento foi avaliada pelo teste do Exato de
Fisher. O intervalo de confianca utilizado foi de 95%.

9 Resultados e discussao

9.1 Avaliac0es externas e analises prévias

Dados correspondente as avaliacOes externas e analises prévias dos animais
utilizados experimentalmente estdo expostos na tabela 1.
Tabela 1. Média e devio padrdo da biometria testicular e analises prévias dos

animais utilizados experimentalmente, Sao Luis — 2015.

Médias e desvio padrédo

Comprimento testiculo direito (cm) 11,57 £1,06
Comprimento testiculo esquerdo (cm) 11,75+ 1,11
Largura testiculo direito (cm) 7,6 +0,97
Largura testiculo esquerdo (cm) 7,44 £0,76
Motilidade espermatica (%) 81,11 £ 3,33
Turbilhonamento 3,33+x0,5
Vigor espermatico 3%£0,0
Concentragéo espermatica (x 10°sptz/ml) 429, 55 + 164,32
Volume (mL) 7,44 + 296
Perimetro escrotal (cm) 37,3+3,32

Os valores estdo de acordo com as normas do CBRA (HENRY e NEVES, 1998).

9.2 Motilidade e vigor espermaticos pos-criopreservacao

As médias e erro padrdo para motilidade espermatica estdo expostos no grafico
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Gréfico 1: Médias e erro padrdo para motilidade espermatica para os animais tratados com Vitamina C,
glutationa reduzida e associacdo, S&o Luis — 2015. Letras distintas diferem pelo teste Exato de Fisher
(P<0,05). P< 0,05; CONT - Controle; VIT — Vitamina C; GLUT — Glutationa reduzida; ASSOC —
Associado.

A vitamina C apesar de atuar sobre a peroxidacdo lipidica e nos ROS, na
concentracdo utilizada observou-se discreto incremento da motilidade espermatica.
Contudo, ndo havendo diferenca estatistica quando comparado ao grupo controle (P>
0,05). Esse resultado corrobora com Marques et al. (2002) que ndo observaram o efeito
favoravel da vitamina C (4,5 g/l) quando adicionada isoladamente em sémen de equino.
No entanto, Hong-Hu et al. (2010), em estudo com sémen bovino, observaram o efeito
positivo do acréscimo desse antioxidante (4,5 mg/mL) sobre os parametros
espermaticos, como motilidade e movimento espermaticos e integridade das
membranas.

Esse efeito benéfico da vitamina C € atribuido a acdo desse antioxidante sobre a
integridade do axonema e mitocondrias, como também o seu efeito no sequestro dos
radicais livres para que estes ndo se liguem ao oxigénio, consequentemente, ndo ocorra
a formacéo do ROS (MEMON et al, 2012).

Para o grupo glutationa, que igualmente a vitamina C, atua debelando os ROS e
seus produtos, se evidenciou uma melhora significativa da motilidade espermatica em
relacdo ao controle, apesar de ndo diferir estatisticamente (P>0,05). Resultados que se
assemelham aos encontrados por Turcer et al. (2010) em sémen bovino acrescido de

glutationa na concentracéo de 0,5 a 2 mM/mL. Essa resposta pode se justificar com base
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no estudo de Gadea et al. (2004), que afirmam que a glutationa reduzida teria melhor
resposta se a mesma fosse adicionada ao sémen pds — descongelamento, uma vez que
esta aumentaria a glutationa intracelular a ser usada pela glutationa peroxidase para
evitar danos causados pela peroxidacao lipidica, pois durante a criopreservacdo ha
diminuicdo desse antioxidante.

Contudo, Ansari et al. (2012), em estudo com bufalos utilizando a concentracdo de
0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mM/mL, observaram efeitos significativos frente ao controle, o
mesmo observado por Oliveira et al. (2013) em estudo com equinos utilizando a
concentracdo de 2,5 mM/mL que constataram o efeito benéfico da glutationa sobre os
parametros de motilidade progressiva, corroborando com Ogata et al. (2015) em estudo
com sémen canino acrescido de glutationa utilizando a concentracdo de 5 mM/mL.
Dados que vao de encontro aos resultados aqui apresentados.

Essa resposta contraditoria dos antioxidantes, avaliados isoladamente, pode ser
explicada pela concentragdo que diferiu dos autores acima, sendo que esta, ndo foi
capaz de neutralizar o efeito do ROS e ou se igualou ao nivel basal. Assim, ndo
apresentou diferenca no seu acréscimo no diluente, afirmacdes que corroboram com
Baumber et al. (2000) e Satorre et al. (2007).

Outros fatores, tais como a diferenca entre laboratérios no protocolo de diluigdo
dos antioxidantes e criopreservacdo das células, o tempo de adicdo e exposicdo do
sémen com o antioxidante e a concentracdo daquele antioxidante para aquela
determinada espécie, podem justificar essa variabilidade dos antioxidantes quanto a
preservacao das células espermaticas (ASADPOUR et al., 2012). Porém, os valores de
motilidade espermatica estdo acima do recomendado pelo CBRA (HENRY e NEVES,
1998), com valores minimos de motilidade espermaética de 30% para sémen pos —
descongelamento.

Enquanto o grupo associado diferenciou estatisticamente quando comparado ao
grupo controle (P<0,05), isto pode ser explicado devido a acdo conjunta dos
antioxidantes, favorecendo a diminuicdo do peréxido de hidrogénio. Pois, a diminui¢do
da motilidade espermaética associada com este ROS ocorre, principalmente, em
diluidores a base de gema de ovo e glicerol, isto pode ocorrer devido a gema de ovo ser
uma importante fonte de ions ferro e outros metais (BILODEU et al., 2002), onde estes
ions sdo necessarios para o desencadeamento da peroxidacéo lipidica (BAMBUER, et
al., 2000). Fato este corroborado por Giaretta et al. (2015), em estudo com sémen de

suino, que relataram o efeito benéfico da associacdo da glutationa reduzida (5mM) e
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vitamina C (100mM) sobre os parametros de viabilidade espermatica, integridade
acrossémica, motilidade espermaética e estrutura nucleoproteina, com atuacdo desses
antioxidantes sobre o perdéxido de hidrogénio.

Quando avaliada a motilidade espermatica dentro de tempo pés - descongelacéo,
ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos em relacdo ao grupo controle

(P>0,05), avaliadas pelo teste de termorresiténcia rapido - TTR (Tabela 2).

Tabela 2. Média e desvio padrdo da motilidade espermatica dentro de tempo avaliada pelo teste
de termorresiténcia rapida (TTR), S&o Luis — 2015.

Tratamento Motilidade espermatica
10° 20° 30
Controle 36, 66 + 10,30 24,44 + 8,81 2,22 +4,40
Vitamina C 43,33+7,90 30,00 + 10,00 8,88 + 12,69
Glutationa R 42,77 + 8,33 31,66+ 15,81 6,66 * 8,66
Associacdo 40,55+ 9,16 30+£11,18 13,33 +12,24

Nao houve diferenca estatistica (P> 0,05) quando se compararam as médias pelo teste de Friedman dentro de cada tempo entre tratamentos.

Foi observada diminuicdo da motilidade espermética para todos 0s grupos tratados
e controle apds os 45 minutos de avaliacdo. Entretanto, o grupo associado apresentou
tendéncia de preservacdo da motilidade no terceiro momento de avaliacéo.

Esses resultados diferem do encontrado por Bilodeu et al. (2001), os quais,
trabalhando com sémen de touros acrescido de glutationa reduzida (0.1, 0.2 e 0.5 mM),
encontraram resultados positivos na incubacdo desse sémen na temperatura de 38 °C por
6h concordando com Peixoto et al. (2013), em estudo com sémen de cdes incubados a
37 °C por 60 minutos, suplementados com glutationa na concentracdo de 2 e 5 mM/mL.
Essa diferenca pode ser explicada devido as condi¢Bes nas quais o sémen foi incubado
por esses autores mimetizam o estado fisiolégico normal, diferindo das condicbes de
temperatura que o sémen do presente estudo foi acondicionado.

Goncalves et al. (2011) em estudo com sémen de buafalos com sémen
suplementado com vitamina C e pentoxifilina, com a mesma concentracdo de vitamina
C, 2,5mM, ap6s o TTR, constataram incremento significativo nos parametros da
motilidade espermatica, diferindo dos dados atuais que corroboram com o estudo de
Peixoto et al. (2008) gque evidenciaram que o acréscimo de vitamina C, isoladamente ou
em associacdo com trolox, ndo favoreceu a manutencdo da motilidade espermatica

durante o periodo de 60 minutos a 37 °C, sugerindo que a vitamina C na concentracao a
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qual este antioxidante foi utilizado, 600mM/L/cada, ndo favoreceu a manutencdo da
motilidade espermatica, e nem tem a capacidade de debelar o efeito dos ROS formados.

Contudo, é esperada uma diminuicdo da qualidade espermatica em relacdo ao
tempo a qual as palhetas foram descongeladas, Snoeck et al. (2015) também
evidenciaram diminuicdo dos parametros espermaticos em sémen de ovinos acrescido
de catalase, superdxido dismutase e glutationa reduzida (100 U/mL; 100 U/mL e 5 mM,
respectivamente), ap6s uma hora de avaliacdo, 0 mesmo relatado por Peixoto et al.,
(2013), estes observaram que apdés 45 minutos houve reducdo dos parametros,
motilidade e vigor espermatico, em sémen de cdes suplementado com glutationa
reduzida (2 e 5 mM/mL) e trolox (100 e 200 U/mL).

Outro ponto a ser considerado é que a quantidade de antioxidantes no diluente
pode ndo ter sido suficiente para preservar as caracteristicas espermaticas, como
também debelar os ROS formados durante o periodo da avaliacdo. Pois, é de
conhecimento que espermatozoides mortos, que sofreram apoptose no decorrer do
periodo da avaliagdo, e comprometidos fisiologicamente, sdo potentes produtores de
ROS (ENGEL et al, 1999).

Para a categoria, vigor espermatico, ndo houve diferenca significativa (P>0,05),

valores apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Médias e desvios padrdo do vigor espermatico para os animais tratados com
Vitamina C, glutationa reduzida e associa¢do, Sao Luis — 2015.

Tratamento Média e desvio padréo
Controle 2,11+0,33
Vitamina C 2+0,00
Glutationa reduzida 2+0,00
Associado 2,11 +0,33

Nao houve diferenca estatistica (P> 0,05) quando se comparou as médias pelo teste de Friedman.

O vigor espermético representa a mobilidade do espermatozoide, refletindo o
potencial fecundante e a competéncia metabdlica (CELEGHINI, 2005 e CASTRO,
2010). Contudo, ndo se observou interferéncia dos antioxidantes para esta categoria
(P>0,05).

Esperava-se que o acréscimo dos antioxidantes no diluidor melhora-se ou
preserva-se 0 vigor espermatico, dados que diferem do encontrado por Monteiro et al.

(2009) em sémen criopreservado de cdes acrescido de vitamina C (50 e 250 uM) e
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glutationa (1 e 5 mM), o vigor espermatico manteve-se preservado ap6s 120 minutos,
sendo influenciado pelo acréscimo dos antioxidantes, 0 mesmo observado por Marques
et al. (2002) em sémen de equino suplementado com vitamina C (4,5 g/L) e
pentoxifilina (3,5 mM).

Observou-se uma diminuicao dos valores espermaticos em relacdo ao sémen in
natura, estando abaixo do preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal,
que preconiza valores igual ou superior a 3, pés descongelamento. Contudo, esse
decréscimo pode ser explicado devido ao consumo de substratos, intracelular e
extracelular, como também metabolizacdo de ATP durante a criopreservacdo (KAMP et
al., 2003).

9.3 Membranas plasmaticas

A porcentagem das membranas plasmaticas e acrossomal (PIAI -
espermatozoides com membrana plasmatica e acrossomal integras; Pl - integridade de
membrana plasmatica; Al — membrana acrossomal integra) foram avaliadas pela técnica
de tripla coloracdo (tabela 4).

Tabela 4. Médias e desvios padrdo (%) da integridade de membranas e integridade de

acrossoma para 0s animais tratados com vitamina C, glutationa reduzida e associagdo dos
antioxidantes, Sao Luis — 2015.

Tratamentos
Controle Vitamina C Glutationa R. Associado
%
PIAI 8,0+6,27 8,83+5,53 7,94 £ 7,37 10,16 £ 10, 40
Pl 8,05+ 6,24 10,55 + 7,06 8,27 £ 7,63 10,27 £ 10,33
Al 27,27 £ 11,09 33,94 +£ 10,35 32,72 +15,61 32,05 + 14,05

Em coluna; Néo houve diferenca estatistica (P> 0,05) quando se comparou as médias pelo teste de Tukey. PIAI - espermatozoides com membrana
plasmética e acrossomal integras; PI - integridade de membrana plasmatica; Al - membrana acrossomal integra.

Os resultados para todos 0s grupos e categorias estdo abaixo da normalidade.
Trabalhos p6s — criopreservacdo com sémen bovino demonstram percentual de
integridade das membranas plasmaticas de 33,7 + 11,4% (ZUCCARI et al., 2009), 61,3
+ 14,2% (BERTOZZO e ZUCCARI, 2009) e 57,00+13,11% (ABUD et al., 2014),
resultados superiores aos aqui encontrados.

Essa baixa resposta na integridade das membranas plasmaticas pode ser
justificada pelo estresse que 0s espermatozoides passaram durante a criopreservacao.
Esse processo, por se so, € responsavel pela perda de 50 — 60% de espermatozoides
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(WATSON, 2000), os que sobrevivem podem ser lesionados, principalmente, pelo
choque térmico ocorrido durante a fase de refrigeracéo, que antecede a criopreservacao,
resultando em injurias nas membranas plasmaticas dos espermatozoides (CAMARA et
al, 2011), pois durante esse processo ocorre mudancas na fluidez das membranas
(HOLT, 1990). Outros fatores também podem ter contribuido para tais resultados, como
a qualidade do diluente e seus componentes, que podem ter interferido na leitura,
mascarando a resposta frente & emissdo das sondas fluorescentes.

Quando avaliado os antioxidantes sobre a integridade das membranas, ndo houve
diferenca estatistica (P>0,05). Esperava-se que a suplementacdo dos antioxidantes,
favorecesse uma protecdo as células espermaticas frentes aos criodanos, causados,
principalmente, pelo H.O2 pois este em relagdo aos demais ROS, possui maior
facilidade de atravessar as membranas plasmaticas (BAUMBER et al. 2000),
desestabilizando-as através da lipoperoxidacdo. Dados na literatura demonstram
resultados contraditdrios, e distintos do atual estudo, com o uso de antioxidantes nos
diluentes sobre a cinética e viabilidade espermatica.

Snoeck et al. (2015), ndo observaram efeitos favoraveis da suplementacdo de
catalase (100 e 200 U/mL), superdxido dismutase (100 e 200 U/mL) e glutationa
reduzida (5 e 10 mM/mL) em sémen de ovinos criopreservados. O mesmo observado
por Soares et al. (2011), os quais, ndo encontraram efeito de preservacdo das células
espermaticas, pds—criopreservacdo, com sémen de caprinos suplementados com
glutationa reduzida (2, 5 e 7 mM/mL). Entretanto, o grupo suplementado com 2
mM/mL apresentou maior percentual de células com membrana plasmaética integra.

Por outro lado, Oliveira et al. (2013), constataram efeito protetor da glutationa
(1, 1,5 e 2,5 mM/mL) na integridade acrossomal em sémen de equino mantido sobre
refrigeracdo por 12h corroborando com Asari et al. (2012), estes autores comprovaram o
efeito benéfico da glutationa reduzida (0,5, 1, 1,5 e 2 Mm/mL) sobre a integridade das
membranas plasmaticas. Assim, pode-se afirmar que menores concentracfes de
glutationa reduzida, exercem maior protecdo as células espermaticas, atuando sobre a
peroxidacdo lipidica durante a congelacéo, pois estudo utilizando glutationa em maiores
concentragdes observaram diminuigdo da integridade da motilidade acrossomal e
mitocondrial (SILVA et al., 2011). Bilodeu et al. (2002), afirmam que concentracfes
elevadas desse antioxidante em sémen bovino, alteram a osmolaridade celular,

acarretando em lesGes e rupturas das membranas das células espermaticas.
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Quanto a suplementacéo de vitamina C, Michael et al. (2007) em estudo com
sémen de cdes acrescido de vitamina C (1,5 mM/mL), cisteina (1,5 mM/mL), taurina
(0,6 mM/mL), vitamina E (0,3 mM/mL), catalase (300 U/mL) e B16, ndo verificaram
diferenca para a integridade das membranas, sendo o mesmo verificado por Michael et
al (2008), que ndo observaram diferenca na integridade acrossomal ao avaliarem sémen
de cées suplementados somente com vitamina C em diferentes concentracdes (0,1, 0,5,
1 e 2,5). Paudel et al. (2010), ja relataram efeito nocivo desse antioxidante,
apresentando um menor percentual de acrossoma integros quando utilizaram vitamina C
(10 mM/mL), catalase (200 UI/mL) e clopromazina associado ou ndo com a vitamina C
(0,2 mM/mL) em sémen de bovinos.

Enquanto que Zhao et al., (2015), demonstraram efeito positivo da vitamina C
(1400 Ul/mL) associado com vitamina E (0,12 Ul/mL) na preservacdo do acrossoma
pos — criopreservacdo, 0 mesmo atestado por Pessoa et al. (2011) que também
evidenciaram resultados de protecdo as células espermaéticas, para sémen de bufalos
suplementados com Vitamina C e pentoxifilina, com 57,6 + 5,9% de espermatozoides
integros. Justificando-se, pois a vitamina C, produz o tacoferol (BUETTNER e
JURKIEWICZ, 1993), 1993), que inibi e reduz os danos oxidativos, tanto intra quanto
extracelular (PAUDEL et al, 2010; HONG-HU et al., 2010).

O sémen acrescido de ambos os antioxidantes, apesar da auséncia da diferenca
estatistica foi o que apresentou melhores respostas para a integridade das membranas.
Guiaretta et al. (2015) em estudo com sémen suino criopreservado utilizando a
combinagdo da vitamina C (100 uM/mL) e da glutationa reduzida (5 mM/mL)
evidenciaram efeito positivo da associacdo desses antioxidantes na integridade
acrossdmica, sendo o mesmo avaliado ap6s 240 minutos pds congelamento, e essa
resposta foi atribuida ao efeito dos antioxidantes, primeiramente a glutationa sobre as
pontes de dissulfeto e a agdo conjunta dos antioxidantes sobre as nucleoproteinas, como
também protegendo o DNA durante a criopreservagdo de sémen e controlando, ambos,
o efeito do peroxido de hidrogénio.

Assim, efeitos negativos e positivos podem ser encontrados dependendo da
concentragéo usada.

9.4Avaliagéo do estresse oxidativo
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Os resultados do estresse oxidativo, utilizando a sonda fluorescente CellRox®
sdo apresentados no gréfico 2. Ressaltando que esses dados sdo o0s primeiros descritos
utilizando a sonda CellRox® para avaliagdo do estresse oxidativo para espécie bovina.
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Grafico 2: Médias e erro padrdo para estresse oxidativopara os animais tratados com Vitamina C,
glutationa reduzida e associagdo, S&o Luis — 2015. Letras distintas diferem pelo teste Exato de Fisher
(P<0,05).

Resultados divergentes quanto ao uso de antioxidantes frente ao estresse
oxidativo sdo encontrados na literatura. Memom et al (2012), em estudo com sémen de
caprinos suplementados com vitamina C (8,5 mg/mL), constataram efeito positivo da
vitamina C sobre o estresse oxidativo. Semelhante a estes Gltimos autores, Hong — Hu et
al. (2010) também evidenciaram diminuicdo do estresse oxidativo para sémen de
bovinos acrescido com este antioxidante, nas concentragdes de 2,5, 4,5, 6,5 e 85
mg/mL, estes autores atribuem o efeito desse antioxidante devido a sua capacidade
redutora, inibindo os danos oxidativos causado pelos ROS, tanto intra como
extracelularmente. Diferindo do relatado por Asadpour et al (2011) para estudo com
sémen bovino utilizando o diluidor Tris-gema, onde esses autores ndo observaram
diferenga significativa do acréscimo da vitamina C, atuando sobre a peroxidacao
lipidica.

Quanto a suplementacéo de glutationa reduzida no diluente, Turcer et al. (2010),
0s quais, trabalharam com bovinos, atestaram que a glutationa reduzida (0,5 a 2

mM/mL) ndo preservou os espermatozoides contra o efeito do peroxido de hidrogénio

53



1147
1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154
1155
1156
1157
wlss
1159
1160
1161
1162
1163
1164
1165
1166
1167
1168
1169
1170
1171
1172
1173

para sémen bovino, diferindo do encontrado por Perez et al. (2012) que verificaram a
acdo benéfica desse antioxidante sobre a lipoperoxidagdo em sémen de ovinos, 0 mesmo
encontrado por Ogata et al, 2015 em sémen de cées.

Uma possivel explicacdo para essa contradicdo na resposta dos antioxidantes
pode ser devido os autores citados acima, terem utilizados avaliacBes indiretas para
determinar o estresse oxidativo, como por exemplo, o &cido tiobarbitirico (TBARS),
que quantifica o produto do estresse oxidativo, enquanto que a sonda CellRox®,
avaliada experimentalmente, mensura a quantidade de ROS presentes na amostra
(ALVES et al., 2015), tornando-se uma avaliacdo mais fidedigna para o estresse
oxidativo.

Quando avaliado a vitamina C e a glutationa em associac¢éo, 0 grupo apresentou
um maior percentual de espermatozoides com intenso estresse oxidativo (P< 0,05).
Acreditava-se que a combinacdo desses antioxidantes favoreceria maior protecdo aos
espermatozoides, tendo um menor percentual de células espermaticas com estresse
oxidativo, pois pesquisas demonstram que um Unico antioxidante ndo é capaz de
preservar as caracteristicas espermaticas frente as injurias, que podem ser originadas
durante a criopreservacao (GADEA et al., 2004; CAMARA et al 2011).

Esperava-se que a glutationa atuasse na eliminagdo dos produtos do ROS,
principalmente diminuindo o efeito do peroxido de hidrogénio (LENZI et al, 1994;
FERREIRA e MATSUBARA, 1997; ALVAREZ e MORAES, 2006 e LUBERDA,
2005), e que a vitamina C, também inibesse a peroxidacdo lipidica atraves da acdo dos
jons Fe?+ e Cu'+ (HALLIWELL, 1999).

Contudo, a sonda CellRox detecta os radicais hidroxilas e superoxidos somente
em células vivas (GRINBERG et al., 2013). Assim, para justificar esse resultado foi
realizado o teste de eosina e nigrosina para determinar o nimero de células vivas. No

entanto, estatisticamente, ndo houve diferenca entre os grupos (grafico 3).
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Gréfico 3. Médias e erro padrdo para percentual de células vivas para os animais tratados com Vitamina
C, glutationa reduzida e associacdo, Sdo Luis — 2015. Letras distintas diferem pelo teste Friedman
(P>0,05).

Entretanto, o grupo associado apresentou maior percentual de motilidade
espermatica (P< 0,05) e, numericamente, de células vivas e integridade de membranas.
Assim, houve maior mensuracao e quantificacao do estresse oxidativo nesse grupo.

Dessa forma, se pode afirmar que, apesar do grupo associado ter no meio
substancias antioxidantes acrescida no diluente, a concentragdo utilizada de 1,25
mM/mL de cada antioxidante ndo foi capaz de neutralizar os ROS, levando ao maior
percentual de espermatozoides com intenso estresse oxidativo.

Guiarreta et al. (2015), avaliando a associagdo da vitamina C e glutationa
reduzida em sémen de suinos sobre o estresse oxidativo a partir do nivel de cisteina,
observaram que os residuos de cisteina livres foram mais baixos nos tratamentos de
vitamina C e de glutationa reduzida e associado do que no controle. Asha et al. (2003),
verificaram diminuicdo da lipoperoxidacdo induzida pelo etanol em sémen de suinos
suplementados com selénio associado com vitamina C, levando ao aumento da agéo
metabolica da glutationa reduzida, glutationa peroxidase e superdxidodismutase.
Respostas distintas aos valores encontrados no presente estudo, tais diferencas podem
ser explicadas pois, esses autores avaliaram o estresse oxidativo a partir de testes
indiretos.

Outra hipotese é que a vitamina C, quando em associagdo, atuou como pro —
oxidante, uma vez que 0 mesmo em baixas concentragdes na presenca, especialmente,

de Fe* reage com o oxigénio favorecendo a peroxidacdo lipidica (DALVIT et al., 2005),
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0 que danifica o acido desoxirribonucleico (DNA), os lipidios e as proteinas
(VALENCA e GUERRA, 2007). Corroborando tal hipo6tese, Michael et al. (2007) e
Monteiro et al. (2009), utilizando sémen de cdes, evidenciaram a acdo pré — oxidante da
vitamina C na concentracdo de 1,5 mM/mL e com 50 uM Bansal e Bilaspuri (2008),
evidenciaram aumento na producdo de malondialdeido em sémen suplementado com
vitamina C e FeSO4, 0 mesmo relatado por Zanella et al (2010), os quais caracterizaram
a vitamina C como pr6 — oxidante quando associado com a vitamina E, sendo que este
antioxidante atuou na producéo do radical hidroxila resultando em danos oxidativos a
membrana celular.

9.5 Morfologia pds — espermética
O valor médio dos defeitos maiores é apresentado no grafico 4.
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Gréfico 4. Meédias e erro padrdo para defeitos maiores para os animais tratados com Vitamina C,
glutationa reduzida e associagéo, S&o Luis — 2015. Letras distintas diferem pelo teste Tukey (P<0,05).

O valor médio dos defeitos menores € apresentado no gréfico 5.
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Gréfico5. Meédias e erro padrdo para defeitos menores para 0s animais tratados com Vitamina C,
glutationa reduzida e associa¢do, Sao Luis — 2015. N&o houve diferenca entre as médias comparadas pelo
teste de Tukey (P>0,05).

Apbds o processo de criopreservacdo verificou-se que 0 grupo associado
apresentou menor percentagem de defeitos em relacdo ao grupo glutationa reduzida
(P<0,05), sendo igual, estatisticamente, ao controle e vitamina C. Para os defeitos
menores ndo se observou diferenca (P>0,05).

Andrabi et al. (2008), em estudo com bufalos, utilizando sémen acrescido de
vitamina C (5mM) e vitamina E (ImM) ndo observaram quaisquer efeitos desses
antioxidantes sobre morfologia espermatica, sendo o mesmo relatado por Akhter et al.
(2011) em estudos com mesma espécie utilizando os mesmos antioxidantes. Resposta
semelhantes foram observados por Perez et al. (2012), os quais, em estudo com sémen
de ovino ndo atestaram o efeito da suplementacdo da glutationa sobre os defeitos
espermaticos (menores, maiores e totais), 0 mesmo comprovado por Turcer et al. (2010)
em estudo com sémen ovino suplementado com glutationa em concentragdes similares
ao presente estudo.

Os resultados aqui expostos e, dos autores acima, comprovam que 0S
antioxidantes adicionados nos diluentes ndo exercem influéncia sobre a morfologia
espermatica, onde os ROS que desencadeiam a peroxidacéo lipidica no espermatozoide
sdo responsaveis por alteracBes metabdlicas e aumento da taxa de liberacdo de
componentes intracelulares, a exemplo, perda acentuada da motilidade espermatica
(JONES e MANN, 1977), sendo reafirmado por Castilho et al. (2009).
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A grande maioria das patologias espermaticas € originada durante a

espermatogénese ou na criopreservagdo, como relatado por Watson (1995), sendo que
durante este processo pode ocorrer choque osmotico e térmico desencadeando danos
irreversiveis aos espermatozoides, o que afeta a estrutura celular (HAMMERSTEDT et
al, 1990).
Contudo, os dados de defeitos espermaticos, tanto maiores quanto menores, estdo dentro
da normalidade para sémen congelado, proposto pelo CBRA (1998), independente do
tratamento. Ressaltando a importancia da avaliacdo da morfologia espermatica, devido
sua correlacdo com a fertilidade. Severo (2009) diz que é de suma importancia que 0s
espermatozoides preservem suas caracteristicas fisicas e morfologicas para que ocorra a
fecundacéo.

9. 6 Fecundacdo in vitro

318 ovarios foram aspirados, obtendo 586 od6citos grau | e Il que foram
distribuidos de acordo com cada grupo de tratamento: grupo controle (n=150); grupo
vitamina C (n= 146); grupo glutationa (n=143) e grupo associado (n=147).

Quanto a maturagdo oocitaria, todos os o6citos (100%) ao estereomicroscopio
apresentaram boa expansdo das células do cumullus oophorus e enegrecimento destas
células, apresentando ooplasma claro e com poucas granulacdes, validando esses
odcitos para as etapas subsequentes da PIV.

A motilidade espermaética dos animais utilizados na PIV para o grupo controle
(T1=40%, T2 = 45% e T3 = 45%), grupo vitamina C (T1= 40%, T2= 50% e T3=45%),
grupo glutationa reduzida (T1=45%, T2=45% e T3= 50%) e grupo associado (50% para
os trés animais), e defeitos espermaticos totais antes da criopreservacdo de Touro 1:
10%; Touro 2: 5%; Touro 3: 8%. Valores dentro do preconizado para espécie bovina
(HERNRY e NEVES, 1998).

A média do pool, de acordo com cada tratamento, das sete repeticdes, foi de
47,85% + 2,67 para grupo controle; 45% =+ 0,00 para grupo vitamina C; 52,85% + 6,98
para glutationa reduzida e 52,85% + 4,87 para associado.

No grafico 6 verifica-se a taxa de fertilizacdo, avaliado pela quantidade de

blastdmeros.
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Grafico 6. Taxa de fecundacdo in vitro, clivagem, com sémen suplementado com Vitamina C, glutationa
reduzida e associacdo, avaliado pelo teste Exato de Fisher (P<0,05).

Verificou-se que a adicdo da glutationa reduzida, isoladamente, no diluidor
proporcionou melhor taxa de clivagem em comparacdo com o grupo controle (P<0,05).

H& poucos dados na literatura sobre o teste in vitro do sémen acrescido de
antioxidantes. Borges (2008), avaliando na FIV o sémen de bovino suplementado com
vitamina E (200 uM), ndo verificou diferenca estatistica na taxa de clivagem, apesar de
que o sémen acrescido com este antioxidante apresentou maior indice de embrides
qguando comparado ao controle. Este autor verificou que ndo houve diferenca devido aos
defeitos espermaticos, como também ao processo de peroxidacdo nos espermatozoides.

Dados similares no efeito da glutationa reduzida foram encontrados por Gadea
et. (2004). Estes autores verificaram que a suplementacdo de 1 mM e 5mM em sémen
criopreservado de suino favoreceu uma maior penetracdo nos odcitos e formacao de pro
— ndcleos durante a FIV. Tais eventos, segundo esses autores, podem ter sido
favorecidos pela glutationa reduzida, a qual promove protecdo ao DNA,
consequentemente, levando a formacao dos prds — ndcleos. Entretanto, os mesmos nao
conseguiram elucidar por que que os espermatozoides que haviam entrado em contato
com a glutationa conseguiram penetrar com maior facilidade nos odcitos. Pois, ndo
houve quaisquer diferencas no acréscimo desse antioxidante sobre os outros parametros
avaliados, como motilidade espermatica e integridade de membranas.

Em estudos posteriores em sémen bovino, Gadea et al (2007) comprovaram que
a glutationa reduzida, na concentragdo de 1mM e 5mM, favoreceu ao aumento no

percentual de espermatozoides vidveis, sem defeitos na cromatina e sem fragmentagao
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de DNA, que resultou no aumento na taxa de clivagem para 0s espermatozoides que
entraram em contato com esse antioxidante, tendo maior percentual quando acrescido de
5mM de glutationa reduzida, apesar de que esse antioxidante ndo diferiu nos parametros
de motilidade espermatica, 0 mesmo comprovado por esses autores em sémen de suino
(GADEA et al., 2004 e 2005), sendo que essa resposta, COMO esses mesmos autores
afirmam, pode ter ocorrido devido o antioxidante ter sido adicionado apds o processo de
criopreservacgdo. Assim, diminuindo o tempo de acdo da glutationa. N&o esquecendo,
claro, da variacdo animal, outro fator que justifica tais afirmacdes.

Junto a essas respostas, pode-se afirmar que os antioxidantes atuaram na
preservacdo das células esperméticas para a caracteristica de motilidade, quando
comparado ao grupo controle, uma vez que foi observado incremento da motilidade
espermatica em todos os grupos tratados. Os antioxidantes podem ter atuado impedindo
0 processo de fosforilagdo no axonema, como também sobre o peroxido de hidrogénio
(ANDREOTI, 2007). Assim, a motilidade espermética pode ser um fator que tenha
contribuido para maior taxa de fecundacdo, visto que esta variavel € indicadora de
fertilidade (LARSON e RODRIGUEZ — MARTINEZ, 2000).

Apesar de o grupo glutationa ter melhor taxa de fecundacéo in vitro, os valores
para todos 0s grupos estdo abaixo da média, que de, aproximadamente 80% de clivagem
apos 48 horas. O sémen foi um dos fatores primordiais que contribuiram para tais
resultados. De acordo com o teste de membranas avaliado pelas sondas fluorescentes,
todos 0s grupos apresentaram baixo percentual de acrossoma intacto, caracteristica
indesejada para fecundacdo, a qual exige que 0s espermatozoides estejam capacitados e
com integridade acrossomal, para que estes consigam atravessar as células do cumullus
oophorus e a zona peltcida (GORDON, 1994).

Outro ponto foi o fator touro, pois 0s animais experimentados eram animais de
campo que ndo possuiam uma genética superior e nunca haviam sido utilizados na
producdo in vitro. E de conhecimento que um dos principais fatores que interferem na
PIV ¢ a individualidade de cada reprodutor e sua resposta frente aos o0citos de cada
doadora, além da sua capacidade de fecundar e produzir embrides. Watanabe et al.
(1998) verificaram uma variagdo na taxa de clivagem, em torno de 38 a 91%, utilizando
12 touros da raca Nelore.

Apesar do desenvolvimento em mais de dois blastdmeros, constatou-se

interrupgdo no desenvolvimento, ocorrendo a fecundagdo, mas ndo culminando com o
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pleno desenvolvimento embrionario, até os estadios de morulas e blastocistos, como

observado na tabela 7.

Tabela 5. Percentual de embrides sobre o total de oocitos fecundados de acordo com cada
tratamento das sete repeticdes da producao in vitro, Sdo Luis - 2015

Odcitos Quantidade

fecundado
Controle 86 23 (26,74%)
Vitamina C 89 17 (19,10%)
Glutationa reduzida 98 31 (31,63%)
Associado 99 26 (26,26%)

N&o houve diferenca estatistica avaliado pelo teste Exato de Fisher (P>0,05).

De acordo com os dados, somente o grupo glutationa (22% em relacdo a
quantidade de od6citos) teve melhor indice de embribes produzidos pela técnica de PIV.
Camara et al. (2006) afirmaram que apenas 30 — 40% dos o6citos conseguem chegar até
0 estadio de blastocisto.

No indice de embrides trabalhos por Gadea et al. (2007), observou-se que 1mM
de glutationa adicionada no sémen ap0s na descongelacdo ja aumenta a taxa de
embrides quando comparado ao controle, tendo um percentual de 29% quando utilizou
1mM e 31,3 % para concentragdo de 5mM, em relacdo ao grupo controle com 22,3 %.
Diversos fatores podem ter contribuido para o baixo desenvolvimento embrionario.

Para a vitamina C, esse grupo apresentou menores parametros de motilidade
espermatica, integridade acrossomal resultando em menor fecundacdo e menor
percentual de embrifes. O grupo associado obteve parametros mais proximos do sémen
suplementado com glutationa reduzida. No entanto, esse grupo na avaliacdo do estresse
oxidativo, foi o que apresentou maior percentual de células com intenso estresse
oxidativo. Assim, sugere-se que os defeitos da integridade da membrana plasmatica e
acrossomal associado com ROS, desencadeando a peroxidacao lipidica, pode ter levado
a um processo de fragmentacdo do DNA através de danos na cromatina (HUGSES et al,
1996), pela acao principalmente do radical hidroxila (COMHAIRE et al., 2000). Esses
espermatozoides, mesmo danificados, ndo perdem a capacidade de fecundar os o6citos,
acarretando na ativacdo do genoma paterno seguido de desenvolvimento inicial,
entretanto ha um blogueio nos primeiros estadios (FATEHI et al, 2006), como foi
observado no presente estudo.

No D7 haviam muitas células em diferentes estagios de desenvolvimento e um
numero bem expressivo de moérulas compactadas em relacdo ao nimero de blastocitos

em todos os grupos. Para o grupo controle 82% de morulas para 17,39% blastocisto;
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grupo vitamina C 82,35% e 11,76% de mdrulas e blastocisto respectivamente; 64,51% e
25,80% morulas e blastocistos e no associado 84,61% e 15,38% morulas e blastocistos,
respectivamente.

A peroxidacdo lipidica pode ter sido um fator que interferiu no desenvolvimento
embrionario. Silva et al. (2007), os quais testaram, atraveés da FIV, sémen bovino
exposto a condigdes de estresse oxidativo, utilizando diferentes concentracdo de
peroxido de hidrogénio (100 e 500 mM/mL) e substéncias pr6 — oxidante (100 mM de
acido ascorbico e 20 mM FeSO4), constataram que 0 perdxido de hidrogénio €
responsavel por danos as membranas plasmatica do espermatozoide, e essa injuria
diminui a possibilidade de desenvolvimento embrionério, onde os espermatozoides com
moderado estresse oxidativo sdo capazes de formar embrifes. Contudo, maiores
quantidades de ROS véo diminuir acentuadamente a taxa de embrides, tendo blogueio
no desenvolvimento com duas células, apesar dos demais se desenvolverem
normalmente. Foi observado por autores que as substancias pré — oxidantes sdo mais
lesivas ao espermatozoide, sendo refletido nas respostas dos embribes que param
complemente seu desenvolvimento com duas células. Tais respostas obtidas por esses
autores podem explicar 0 que ocorreu no presente estudo.

A competéncia dos o6citos pode, também, ter influenciado a taxa da PIV, apesar
do rigor na selecdo destes e devido o cultivo. A qualidade do odcito é de fundamental
importancia, pois garante a ativacdo do genoma para o pleno desenvolvimento
embrionario (CAMARA et al., 2008), e essa qualidade pode ser influenciada pelo
estado fisiologico do animal (DODE e RODOVALHO, 2001). Em condicles
experimentais ndo houve o acompanhamento das fémeas doadoras, pois 0s ovarios
utilizados eram de abatedouros, acarretando no desconhecimento do estado de salde,
como também no padrdo hormonal dos animais experimentados. Efeitos adversos e
estruturais durante o cultivo in vitro podem ter contribuido para o bloqueio no
desenvolvimento dos embrides, tendo em vista que o cultivo dos mesmos é uma etapa

determinante no desenvolvimento de embrides viaveis (BRUM et al, 2002).

Concluséo
Diante dos resultados apresentados foi possivel concluir que:
e Associacdo de antioxidantes preserva a motilidade espermatica;
e Os antioxidantes ndo interferem na integridade das membranas e

morfologia espermatica;
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e A associacdo de antioxidante favorece maior estresse oxidativo;
e Utilizacao de glutationa reduzida no diluidor favorece melhores respostas

na fecundacdo in vitro.
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2230 ANEXO 1

2231 Solucéo Tris:
Componente Quantidade

TRIS 36,059
ACIDO CITRICO 20,24 g
FRUTOSE 14,88 g
PENICILINA G 500.000 UI
ESTREPTOMICINA 500.000 pg
AGUA MILLIQ/DESTILADA q.5.p 1000 mL

2232 (Gonzalez, 2004)

2233

2234

2235

2236  Espermatozoide corados com CellRox®. Seta verde: Intenso estresse oxidativo; Seta
2237  azul: Sem estresse oxidativo. Pinto, 2015.
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ANEXO 2

1. Solucédo TALP SPERM(Bavister et al., 1983)

Componentes Quantidade (g) para preparar 500 mL
NaCl 219
KCI 0,935¢g
NaHCOs 1,059
NaH2POa4 0,025 g
CaCl2H20 0,145¢
MgClI 6H20 0,04 g
Hepes 3,25¢

Preparo:

- Diluir CaClz 2H20 e MgCI 6H20 em 200 mL de agua Milli-Q;
- Os demais sais devem ser diluidos em 200 mL de agua Milli-Q;

- Combinar as duas solugdes e completar para 500 mL,;

- Filtrar;

- Manter resfriado.

2. Solucéo dos metabdlitos glicosados

A. Solucéo estoque

Componentes Quantidade (g) para preparar 500 mL
Glicose 250
Lactato de sddio 9,25 mL
Piruvato de sédio 70 mg
Pen-Strep 12,5 mL

Preparo:
- Dissolver todos os componentes;

- Aliquotar - aliquotas de 5 mL;
- Manter em freezer (-20° C).

B. Solucdo trabalho

- Pipetar 45 mL da solugéo de sais de TALP;

- Ajustar pH para 7,4;

- Adicionar 5mL da solucdo estoque de metabdlitos glicosados;

- Filtrar em filtro de 0,45 um;
- Aliquotar - aliquotas de 300 pL;
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- Manter em freezer (-20° C).

Sondas fluorescentes (Celeghini et al, 2007)

Hoescht 33342
Solucdo estoque (25 mg/mL)
- Diluir o Hoescht 100mg em 4mL de DMSO - 25mg/mL (solucgéo estoque);
-Aliguotar em eppendorff e armazenar a -20° C.
Solugéo de trabalho (0,5 mg/mL)

- Adicionar a 980 ul de DPBS, 20 ul de H3342 (solucdo estoque, 25 mg/mL) para ficar
a concentracao de 0,5 mg/mL (solucéo trabalho);

-Aliquotar em eppendorff e armazenar a -20° C.

lodeto de propideo (PI)
Solucdo estoque 25 mg/mL

- Adicionar 1 mL de DMSO a 25 mg de PI;
-Aliquotar em eppendorff e armazenar a -20° C.

Solugéo trabalho 0,5 mg/mL

- Adicionar 20 uL de PI (solucédo estoque) a 980 uL de PBS;
- Aliquotar em eppendorff e armazenar a -20° C.

FITC-PSA
Solugdo de trabalho (100 pg/mL)

- No frasco do FITC-PSA acrescentar 1 mL de DPBS e homogeneizar;
- Em tubo falcon coberto com papel aluminio adicionar 18 mL de DPBS, 1 mL de
solucdo de azida de sodio 1% e 1 mL da solucdo do FITC-PSA homogeneizada;

- Aliquotar em eppendorff e armazenar a -20° C.
CellRox®

Solugéo de trabalho (1ImM)

- Adicionar 8 pL de CellROX® 2,5 mM a 12 pLL de DMSO;
- Armazenar a -20° C.
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