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ESTRESSE OXIDATIVO NA CRIOPRESERVAGAO DO SEMEN EQUINO'

Autor: lvan Cunha Bustamante Filho
Orientadora: Prof®. Maria Inés Mascarenhas Jobim
Co-orientador: Prof. Carlos Severo Dutra Filho

A criopreservagao de sémen é um processo de grande estresse
celular, que impde aos espermatozdides condigdes extremamente
desfavoraveis a manutencado de sua viabilidade. Diversos estudos propdoem
que a produgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e a perda da
capacidade antioxidante do sémen potencializam os efeitos prejudiciais dessa
biotécnica. O objetivo do presente estudo foi avaliar as atividades antioxidantes
enzimaticas e nado enzimaticas e a concentragao de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBA-RS), como indicador de lipoperoxidagdo do sémen
equino, durante a criopreservagao. Quinze ejaculados de seis garanhdes
comprovadamente férteis da raga Crioula, foram submetidos a criopreservacéo,
utilizando-se diluente comercial a base de citrato-Hepes, gema de ovo e leite.
Foram avaliadas as atividades das enzimas catalase, glutationa peroxidase e
superoxido dismutase; o potencial antioxidante total e a concentracdo de TBA-
RS no sémen fresco, diluido e congelado. Uma maior atividade das trés
enzimas estudadas foi observada no sémen fresco em relagdo ao sémen
diluido e congelado (p<0,0001), ndo havendo diferenga entre os dois ultimos
(p>0,05). Nao houve diferengca na atividade antioxidante ndo enzimatica nas
trés fases estudadas (p>0,05). Nao foi observada nenhuma associagao tanto
das defesas antioxidantes enzimaticas como das ndo enzimaticas com a
qualidade do sémen congelado. A queda na motilidade do sémen congelado
pode ser parcialmente explicada pelo aumento da peroxidagao dos lipidios do
sémen.

! Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Produgdo Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, (78. p). Fevereiro de 2006.



OXIDATIVE STRESS IN EQUINE SEMEN CRYOPRESERVATION '
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Semen cryopreservation is a stressful procedure which exposes
spermatozoa to harmful conditions leading to reduced cell viability. Several
studies propose that reactive oxygen species overproduction and decreased
antioxidant capacity of semen may increase the damaging effects of the
technique. The aim of this work was to evaluate the enzymatic and non-
enzymatic antioxidant activity, as well as the concentration of thiobarbituric acid
reactive substances (TBA-RS) as and indicator of lipid peroxidation on equine
semen during cryopreservation. Fifteen ejaculates from six fertile Criollo
stallions were cryopreserved using a commercial extender (citrate-Hepes, egg
yolk and skim milk). Activity of catalase, glutathione peroxidase and superoxide
dismutase; the total radical-trapping antioxidant potential and TBA-RS content
was assessed in native semen, semen diluted in semen extender and thawed
semen. All three enzymes showed higher activities in native semen than in
diluted and thawed semen (p<0,0001). No difference was observed between
diluted and thawed semen (p>0,05). The non-enzymatic defenses did not differ
along cryopreservation process (p>0,05). There was not any association
between semen quality and both enzymatics and non-enzymatics antioxidant
defenses. The decreasing of spermatozoa motility might be partially explained
by the increase in semen lipoperoxidation.

! Master of Science dissertation in Animal Science, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, (78 p.). February, 2006.
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1. INTRODUCAO

O equino é a espécie animal que maior numero de empregos gera
mundialmente, pela tecnificagcdo de sua criagao e pelo alto valor agregado de
seus produtos. As recentes conquistas brasileiras em pistas internacionais,
tanto de corridas como no salto, tornaram o cavalo um produto de exportagao,

gerando divisas para 0 nosso pais. (Lima, 2005)

Para manter a criagdo nacional e estadual competitiva é
necessario, entre outras medidas, utilizar modernas biotécnicas para aprimorar

a reproducao e diminuir os custos da producéo.

A inseminacédo artificial (IA) € uma técnica largamente utilizada na
reprodugdo equina. Sua utilizagdo oferece varias vantagens sobre a monta
natural, como a otimizagdo do uso do garanhdo por temporada de monta,
aumentando sua eficiéncia reprodutiva, a diminuicdo dos riscos de acidentes
durante a cobertura e a redugcdo da transmissdo de doencas venéreas

(Samper, 2000).

Associando-se a técnica de IA com a utilizagdo do sémen
criopreservado, estas vantagens s&o potencializadas. A possibilidade de

armazenamento do sémen por tempo ilimitado Vviabiliza o melhor



aproveitamento da genética dos garanhdes e reduz custos de produgao.

Todavia, a criopreservagdo do sémen de garanhdes ainda encontra
diversas restricoes, o que pode ser atribuido a reducéo da viabilidade celular e,
consequentemente, a perda da capacidade fertilizante. Desta forma, para a
obtengao de prenhez com sémen equino congelado € necessario um rigoroso
controle do crescimento folicular, inseminando-se a égua 0 mais proximo
possivel do momento da ovulagdo. Contudo, este procedimento € pouco pratico

e oneroso, limitando o uso da técnica.

A obtencdo de avancgos na tecnologia de criopreservacao de sémen
equino requer um maior conhecimento da fisiologia dos gametas e dos
processos bioquimicos que ocorrem desde a coleta do ejaculado até a

descongelagédo do sémen.

Na ultima década, novas técnicas bioquimicas possibilitaram a
investigacdo do estresse oxidativo no sémen. Foi constatado que o
espermatozoide equino produz, fisiologicamente, espécies reativas de oxigénio
(ROS). Para garantir concentragbes de ROS compativeis com a viabilidade
celular, tanto os espermatozéides quanto o plasma seminal possuem diversos
mecanismos de defesa antioxidante (Ball et al., 2001). Entretanto, quando é
estabelecido um desequilibrio entre a producdo e a eliminagdo de ROS,
diversos danos oxidativos podem ocorrer na célula espermatica como, por
exemplo, alteragdes na fluidez da membrana plasmatica, com consequente
perda da motilidade e da capacidade fertilizante. Diversos trabalhos mostraram
que a criopreservacdo do sémen aumenta a producdo de ROS, bem como

diminui as defesas antioxidantes do sémen (Ball et al., 2001; Agarwal & Said,



2005; Baumber et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho foi contribuir para o conhecimento
dos eventos e das alteragbes bioquimicas que ocorrem durante o processo de
criopreservacdo do sémen equino, mediante a avaliagdo das defesas

antioxidantes do sémen, em um protocolo de congelagéo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O espermatozoéide

O espermatozoide é formado por duas regides, cabega e cauda,
entretanto, funcionalmente podemos diferenciar outras regides ou organelas
altamente especializadas como: acrossomo, colo, axonema e membrana

plasmatica (Hafez, 1995).

A cabeca do espermatozdide equino € achatada e larga,
resguardando em seu interior o nucleo da célula. Dentro do nucleo existem
cromatina condensada, DNA e a protamina, principal proteina associada ao
DNA espermatico. A porg¢ao anterior do nucleo é envolta pelo acrossoma, uma
vesicula especializada, formada por uma dupla membrana, que é constituido

dos segmentos apical, principal e equatorial.

Durante a reacido acrossOmica, a membrana externa do acrossoma
e a membrana plasmatica fundem-se, sendo formadas vesiculas; através dos
espacos formados ocorre a exocitose do conteudo acrossomal (Eddy, 1988). O
segmento equatorial ndo contém enzimas; consequentemente, ndo esta

envolvido com a reagédo acrossbmica, mas a membrana plasmatica funde-se



com a membrana do odcito nesta area (Amman & Graham, 1992).

O acrossoma contém gicolipidios e enzimas, como a fosfolipase A, a
pro-acrosina, a hialuronidase, as esterases e as hidrolases acidas, envolvidas

no processo da fertilizacdo (Mann & Lutwak-Mann, 1981).

O flagelo ou cauda do espermatozoide mamifero € formado de
quatro segmentos distintos: o colo, a pega intermediaria, a pega principal e a
peca final (Eddy, 1988). As principais estruturas do flagelo sdo o axonema
ou filamento axial, a bainha de mitocéndrias e a bainha fibrosa externa. O
filamento axial € composto de dois microtubulos centrais circundados por

nove microtubulos duplos, que se estendem por todo o flagelo.

A peca intermediaria € envolvida pela bainha de mitocéndrias,
tendo a forma de espiral dupla, enquanto a pecga principal contém a bainha
fibrosa (Eddy, 1988). A bainha mitocondrial contém enzimas e co-fatores
necessarios para a producao de ATP (Amman & Graham, 1992). A peca
terminal, posterior a membrana fibrosa, contém somente o axonema,

recoberto pela membrana plasmatica (Garner & Hafez, 1995).

As mitocbndrias de espermatozdides de espécies diferentes
parecem ser semelhantes. Ao contrario da membrana externa da mitocéndria,
as cristas desta organela demonstram maior susceptibilidade a danos quando o
espermatozdoide € submetido a criopreservacdo sem que ocorra uma
desidratagdo minima, ou na auséncia de um agente crioprotetor intracelular

como, por exemplo, o glicerol (Amman, 1991).

Da mesma forma, as proteinas do axonema sao similares entre



muitas espécies. Essas proteinas e algumas presentes nas fibras externas
densas e na bainha fibrosa normalmente respondem de maneira semelhante
aos crioprotetores, mudanca de temperatura, desidratacao e fluxo de solvente.
O axonema certamente é afetado pela criopreservagao. Estudos detalhados
estabeleceram que as proteinas dos microtubulos alteram-se na presenga de
glicerol. Essas proteinas sofrem despolimerizagcao e repolimerizagao durante a
congelagao-descongelagao. Os espermatozoéides submetidos a congelacao
mantém a motilidade por um curto periodo depois de descongelados, quando
comparados aos espermatozoéides que nao foram congelados. Esse fato pode
ser explicado devido as alteragdes que 0 axonema sofre durante o processo e,
mais ainda, as alteragdes mitocéndrias ou de membrana plasmatica. (Amman,

1991).

7

O espermatozoéide é recoberto pela membrana plasmatica, uma
dupla camada com porcdes hidrofilicas de lipidios e de proteinas; onde
complexas interagdes entre eles regulam os receptores de membrana, os ions
ou as enzimas, e consequentemente a fungcao celular (Hammerstedt et al.,
1990). Essa membrana plasmatica esta subdividida em regides especificas,
que diferem em sua composicao e fungdo. Moléculas envolvidas na reacao
acrossOmica estdo presentes na regiao anterior do acrossoma (Sailling, 1986);
moléculas envolvidas na fusdo odcito-espermatozdide sdo encontradas na
regido posterior do acrossoma (Sailling et al., 1985) e moléculas envolvidas
com a atividade flagelar estdo associadas com a membrana plasmatica do

flagelo (Kopf et al., 1986).

A composicdo da membrana plasmatica dos espermatozodides de



diferentes espécies de mamiferos varia consideravelmente. Essa composicao
esta relacionada com a habilidade do espermatozoide de suportar as
alteragdes sofridas durante o processo de criopreservagao (Amman, 1991). Por
ser constituida em grande proporcdo por acidos graxos polinsaturados, a
membrana plasmatica do espermatozdide € altamente vulneravel a danos

oxidativos (Sharma & Agarwal, 1996).

2.2 O plasma seminal

O plasma seminal eqliino € composto pelas secregdes do epididimo,
ampola do canal deferente, prostata, vesiculas seminais e glandulas bulbo-
uretrais (Mann, 1975; Varner et al., 1987). As secre¢des do trato reprodutivo do
garanhao podem ser divididas em diferentes fragbes: pré-secrecao, fragao rica
do ejaculado e fragao pobre ou pds-espermatica (Mann, 1975; Mann & Lutwak-

Mann, 1981; Varner et al., 1987).

A pré-secrecgao provém das glandulas uretrais e bulbo-uretrais, € rica

em cloreto de sddio e possui a fungao de limpeza da uretra.

A fracdo rica do ejaculado tem alta concentragdo de
espermatozoides suspensos em secrec¢does do epididimo, ampolas do canal

deferente e prostata (Mann & Lutwak-Mann, 1981).

As ampolas do canal deferente produzem a ergotioneina, que tem a
funcdo de proteger os espermatozdides contra agentes oxidantes e

peroxidantes (Mann & Lutwak-Mann, 1981).

O epididimo produz a glicerilfosforilcolina, que tem papel importante



no metabolismo dos lipidios e na maturacdo espermatica (Magestrini et al.,
1996), podendo ser utilizada como marcador da fungao secretora do epididimo
(Klug, 1982). De origem epididimaria, ainda sdo encontrados no plasma
seminal diversos agentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Jervis

& Robaire, 2001).

A fracdo pobre contém baixa concentracdo de espermatozoides
(Keller et al., 2001), é composta por gel e é rica em acido citrico produzido

pelas vesiculas seminais (Kneissl, 1993).

O papel fisiolégico do plasma seminal é contraditério. Por um lado, é
importante na sobrevivéncia e na capacidade de fertilizacdo do
espermatozoide; por outro, o sémen equino pode ser utilizado com apenas
2,5% do plasma seminal com sucesso em inseminacgdo artificial (Schmitt,
2002). Diversos trabalhos em equinos indicam que altas concentragdes de
plasma seminal podem ter efeitos deletérios sobre a motilidade espermatica
apos armazenamento por periodos prolongados (Pickett et al., 1975; Varner et

al., 1987; Jasko, 1994, Magestrini et al., 1996).

A remocgao do plasma seminal antes da congelagdo ajuda a manter
a motilidade espermatica pos-descongelagéo, porque as altas concentragdes
de cloreto de sbdio presentes no liquido seminal causam danos aos
espermatozoides criopreservados (Nishikawa, 1975). Para minimizar este
efeito, uma diluicdo do sémen 1:1 ja é feita antes da centrifugagdo e da
remogdo do plasma seminal, sendo este procedimento necessario para
prolongar a viabilidade espermatica na criopreservacado (Pickett et al., 1975;

Martin et al., 1979).



2.3 Criopreservagao do sémen equino

Os primeiros resultados, obtidos na inseminagao artificial com
utilizacao de sémen congelado foram alcangados por Polge & Rowson, em
1952. A partir desta data, a tecnologia da criopreservagao tem apresentado um
desenvolvimento notério: melhoramento na qualidade e na fertilidade do sémen
apés o processamento. Apesar dos avangos tecnoldgicos, o uso da
inseminagao artificial na espécie equina ainda encontra barreiras no que se
refere a congelacdo do sémen. E desde o relato da primeira prenhez obtida
com sémen equino congelado (Barker & Gandier, 1957) até os dias de hoje nao

sao obtidas taxas de prenhez satisfatérias.

Durante o processo de congelagdo ocorrem danos, provocados
pelas baixas temperaturas a que sado submetidos os espermatozoides:
formagado de cristais de gelo intracelulares, aumento da concentragéo intra-
celular de solutos e modificagdes correlacionadas, resultantes da desidratacao
celular. Lesdes celulares podem ser causadas diretamente, afetando
estruturalmente as organelas (ruptura de membranas), ou indiretamente,

alterando as fungdes celulares através do processo metabdlico (Holt, 2000).

Em condicbes de estresse, provocadas pela criopreservagao, as
membranas podem sofrer rearranjos, formando pontos vulneraveis e, com isso,
induzir a excessiva permeabilidade ou mesmo o rompimento da membrana
(Amman & Graham, 1992). Na membrana plasmatica do espermatozoide, esse
estresse esta relacionado a fase de transigcao dos lipidios, a qual altera o

estado funcional da membrana (Holt, 2000). Quando a temperatura é reduzida,



10

os lipidios sofrem uma fase de transicdo de um estado fluido, na qual a
interacao entre as cadeias de acidos graxos sao relativamente desorganizadas,
para um estado de gel, no qual a cadeia de acidos graxos torna-se rigida e
paralela (Amman & Graham, 1992). Os efeitos causados pela fase de transi¢cao
dos lipidios provocam respostas cinéticas nao-lineares em algumas enzimas,
incluindo algumas ATPases de membrana, cuja atividade depende do estagio

fisico dos lipidios (Holt, 2000).

Outros componentes da membrana podem ser alterados pelo
estresse da temperatura. As proteinas da membrana s&o agrupadas na fase de
transicao lipidica, e é esperado que isso altere a fungao, especialmente das
proteinas que necessitam modulagao estrutural para realizar sua fungdo, como

0s canais ibnicos protéicos (Holt, 2000).

Também a permeabilidade da membrana aumenta no resfriamento
(Robertson & Watson, 1986), devido ao incremento nas alteragbes da
membrana ou a efeitos especificos nos canais protéicos. A regulagao do calcio
é afetada pela refrigeracdo, o que provoca sérias consequéncias na fungéo
celular (Bailey & Buhr, 1994), sendo as alteragcbes, em alguns casos,
incompativeis com a viabilidade da célula. A 5°C, aumenta a permeabilidade da
membrana ao Ca®": ele se acumula na célula, contribuindo para alteragdes
semelhantes as ocorridas no processo da capacitagao e nos eventos de fuséo
entre a membrana plasmatica e a membrana externa do acrossoma (Watson,

1995).

Alteragbes significativas na pressdo osmotica, meio ao qual o

espermatozoide é submetido, ocorrem na criopreservacao. O estresse induzido
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pela formacao dos cristais de gelo é principalmente associado a alteragdes na
pressdo osmoética da fragdo nao-congelada (Watson & Ducan, 1988). A agua
congela e cristaliza como gelo fora da célula; a pressdo osmoética do liquido
remanescente do soluto aumenta e a membrana espermatica é extremamente
sensivel ao estresse osmoético (Watson, 2000), o que pode também afetar o
citoesqueleto celular (Watson, 1995). Efeitos similares acontecem na

descongelacao (Holt, 2000).

As razdes pelas quais os espermatozdides de diversas espécies
possuem sensibilidade diferente durante a criopreservacdo incluem: a
complexa estrutura da célula espermatica, as diferencas de forma e tamanho,
as caracteristicas distintas de acrossomo e a complexa e heterogénea natureza

da membrana plasmatica (Snoeck, 2003).

A composicdo da membrana plasmatica € um dos fatores que
contribuem para a baixa resisténcia do espermatozoide equino as baixas
temperaturas impostas pela congelagdo. Os espermatozdides desta espécie
sao mais sensiveis ao choque térmico durante a redugdo da temperatura,
porque possuem menos colesterol em sua membrana plasmatica. Esse lipidio
esta diretamente relacionado com a fluidez desta organela, que € determinada
pela proporgao colesterol:fosfolipidios, bem como pela natureza de suas
cadeias (maior ou menor grau de insaturagdo). Quanto maior a proporgéo
colesterol:fosfolipidios, principalmente quando estes fosfolipidios possuem
cadeias de acidos graxos polinsaturados, mais resistente € a membrana
plasmatica as mudangas de temperatura (Amman & Pickett, 1987). O colesterol

atua estabilizando a membrana e diminuindo a temperatura na qual a
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membrana sofre a mudanca de fase fluida-cristalina para gel (Kirk et al., 2001).

2.3.1 Influéncia do garanhao e do ejaculado

Os individuos podem ser classificados como produtores de sémen
de alta e baixa congelabilidade, dependendo das caracteristicas estruturais da
membrana, 0 que ¢é (geneticamente determinado, predispondo os
espermatozoides a sobrevivéncia aos estresses da criopreservacao (Watson,

2000).

Diversos autores concordam com a alta variabilidade da qualidade e
congelabilidade seminal entre garanhdes e mesmo entre ejaculados do mesmo
reprodutor. Estima-se que 25% a 30% dos garanhdes produzem sémen
considerado de boa congelabilidade, 25% a 50% produzem sémen com média
congelabilidade e 25% a 40% produzem sémen com reduzida fertilidade
(Pickett & Amann,1993). Foi observado que ejaculados do mesmo garanhao
mostram diferencas na habilidade de sobreviver ao processo da congelagao.
Também foi verificado que 24 a 67% dos ejaculados possuem apenas 35% de
motilidade progressiva imediatamente ap6s a descongelagdo, sendo alguns
destes ejaculados descartados por n&o atingirem qualidade espermatica

minima pés-descongelagao (Loomis et al., 1983).

2.4 Radicais livres

As espécies reativas de oxigénio (ROS), também conhecidas como
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radicais livres, sao radicais de oxigénio diatbmicos gerados através de
sistemas bioldgicos aerdbicos ou parcialmente aerdbicos a partir de radicais
anions superoxido (O,"), peroxido (H202) e hidroxil (OH") (Sharma & Agarwal,
1996). O desemparelhamento de elétrons, situagdo energeticamente instavel, é

o que confere alta reatividade a estas moléculas.

O perdxido de hidrogénio (H202) nao é um radical livre propriamente
dito, porém forma radicais altamente toxicos (OH’), que induzem dano ao DNA
e causam rapida perda do potencial fertilizante dos espermatozoides através
da peroxidacgao lipidica da membrana (Saleh & Agarwal, 2002) e da perda da

adenosina trifostato do axonema da cauda (De Lamirande & Gagnon, 1992).

Em condigdes fisiolégicas do metabolismo celular aerdbio, o
oxigénio molecular (O;), através da citocromo oxidase mitocondrial, sofre
reducao tetravalente com aceitagcao de quatro elétrons, resultando na formagao
de agua (H,O) (Bergendi et al., 1999). No entanto, aproximadamente 5% do
oxigénio utilizado na cadeia respiratéria mitocondrial ndo é completamente

reduzido a agua, podendo ser convertido a reativos intermediarios como o
radical superéxido (O,") e hidroxila (OH"), e também a peréxido de hidrogénio

(H20>) (Figura 1) (Cohen, 1989).

O papel das espécies reativas de oxigénio (ROS) tem sido
enfatizado na fisiologia da reproducao e, embora esteja envolvido no controle
fisioldgico de algumas funcbes espermaticas, sua producdo excessiva é
prejudicial, em virtude de reduzir a motilidade espermatica, a capacidade de

fusdo dos gametas e a fertilidade (Guerra et al., 2004).
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e e 2H" e 2H" e 2H"
0, >0, > H,0, ¥¥—’OH’ ¥¥—’2 H,0
Oxigénio Radical Peroxido Radical hidroxila Agua
Superdxido de hidrogénio

Figura 1 - Redugao tetravalente do oxigénio molecular na mitocéndria até a
formagao de agua. Adaptado de Boveris, 1998.

O papel das espécies reativas de oxigénio (ROS) tem sido
enfatizado na fisiologia da reproducao e, embora esteja envolvido no controle
fisiolégico de algumas fungbes espermaticas, sua producdo excessiva €
prejudicial, em virtude de reduzir a motilidade espermatica, a capacidade de

fusdo dos gametas e a fertilidade (Guerra et al., 2004).

Varios estudos tém demonstrado que os espermatozdides sao
capazes de produzir quantidades controladas de ROS enddgeno, com o
objetivo de induzir a capacitacdo espermatica e a reagdo acrossomal,
promovendo sua habilidade fertilizante (De Lamirande & Gagnon, 1995; Rivlin

et al., 2004).

Atualmente, existe crescente interesse na producido de ROS
gerados pelos componentes celulares do sémen, pois foi demonstrado que
espermatozoides de mamiferos sao susceptiveis a danos causados por sua
elevada produgéo, interferindo na integridade das estruturas e na fungéo da
célula (De Lamirande & Gagnon, 1995; Rivlin et al., 2004), em virtude de
alguns tipos de ROS (02", H,O, e OH") atacarem quase todos os componentes
celulares, incluindo DNA (Saleh et al., 2002), proteinas e lipidios de membrana

(Sharma & Agarwal, 1996).

Nos lipidios de membrana, os radicais livres podem promover
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lipoperoxidagao, reagindo também com as proteinas de superficie, alterando as
caracteristicas de fluidez e levando, assim, a liberacdo de subprodutos

potencialmente toxicos.

Existem dois sistemas produtores de ROS espermaticas, um
localizado na membrana plasmatica (semelhante ao NADPH oxidase), e outro
encontrado na pecga intermediaria, integrado ao sistema respiratério
mitocondrial do espermatozdide (oxido-redutase dependente de NADH) (Aitken

et al., 1992).

2.4.1 Estresse oxidativo

Em condi¢gbes normais, observa-se um equilibrio entre a produgao
de espécies reativas e os sistemas de defesa antioxidante do organismo
(Sharma & Agarwal, 1996, Ochsendorf, 1999). No entanto, pode ocorrer
estresse nas células como consequéncia do desequilibrio entre a producao de
ROS e as defesas antioxidantes encontradas no sémen (Saleh & Agarwal,
2002). Pode resultar tanto da diminuicado das defesas antioxidantes quanto da
producdo aumentada de oxidantes, bem como da liberagdo de metais de

transicdo ou da combinagao de quaisquer desses fatores (Halliwell, 2001).

O estresse oxidativo pode promover adaptacdo, dano ou morte
celular. Na adaptagdo as células podem geralmente tolerar um estresse
oxidativo moderado que, na maioria das vezes, resulta em ativagdo da sintese
de sistemas de defesa antioxidante a fim de restaurar o balango

oxidante/antioxidante. Apesar disso, nem sempre o estresse oxidativo precisa
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envolver defesas antioxidantes aumentadas (Halliwell, 2001).

Sob condi¢gdes oxidativas extremas, todos os componentes
celulares, incluindo lipidios, proteinas, acidos nucléicos e agucares, sao
alvos potenciais para dano oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 1999). A
gravidade das lesbes depende da natureza e da quantidade de ROS e do
momento e duracdo de exposicdo, estando ainda associada a fatores
extracelulares como temperatura, tensdo de oxigénio e ambiente (Agarwal et
al., 2003), que pode resultar em morte celular via apoptose ou necrose

(Sharma et al., 1999).

As consequéncias diretas dessas lesdes serdo refletidas na
morfologia e funcionalidade do espermatozdide. Alteragdes como
peroxidagdo da membrana lipidica (Ball & Vo, 2002), inibicdo do
metabolismo (Wang et al., 2003), da motilidade (Jones et al., 1979) e da
capacidade fertilizante (Pasqualotto et al., 2000; Agarwal & Said, 2005) ja

foram relacionadas com a alta concentragao de ROS no sémen.

A possivel explicacdo para a alta susceptibilidade do
espermatozoide ao estresse oxidativo, baseia-se no fato de que, em
mamiferos, as membranas espermaticas sado ricas em acidos graxos
poliinsaturados tornando-as muito fluidas e, ao mesmo tempo, muito
vulneraveis a danos peroxidativos (De Laramide & Gagnon, 1995; Sikka,

2004).

Outra explicagédo para essa fragilidade € que durante os estagios
finais da espermatogénese esses gametas descartam grande parte do seu

citoplasma, eliminando enzimas citoplasmaticas de defesa que protegem as
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células somaticas de danos oxidativos (Griveau & Le Lannou, 1997). Por
conseguinte, a capacidade de reparar o DNA também é perdida, tornando-os
mais vulneraveis a danos do que qualquer outra célula (Argawal & Said,

2005).

Em condi¢des patoldgicas, foi constatado um desequilibrio oxidativo
no sémen humano, que resultou em subfertilidade e infertilidade. No sémen de
pacientes com infertilidade idiopatica, infecgbes genitais, varicocele,
teratozoospermia, astenozoospermia e azoospermia foi demonstrado aumento
na produgdo de espécies reativas de oxigénio ou reducdo das defesas

antioxidantes (Agarwal & Said, 2005).

Foi verificado que muitos procedimentos utilizados no
processamento do sémen podem promover aumento na produ¢ado de ROS ou
diminuicdo das defesas antioxidantes em amostras de sémen de animais
domeésticos submetidos a centrifugacdo (Twigg et al., 1998; Baumber et al.,
2005) e a congelagao (Bilodeau et al., 2000; Ball et al., 2001; Chatterjee e

Gagnon, 2001).

O processamento do sémen para resfriamento ou congelagao induz
a produgdo de ROS em diversas fases. Aparentemente, a congelagcdo do
sémen produz maior quantidade de ROS e, consequentemente, maior dano
celular (Bilodeau et al., 2000). Kankofer et al. (2004) investigaram a atividade
das enzimas antioxidantes catalase, superoxido dismutase e glutationa
peroxidase, assim como a lipoperoxidagdo em sémen equino resfriado.
Observaram que a preservagao do sémen por 24h a 5°C n&o alterou as

atividades enzimaticas, bem como ndo aumentou a lipoperoxidagao, sugerindo
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que a atividade das enzimas inibe a peroxidagao dos lipidios de membrana

pelas ROS.

Também no sémen equino, foi verificada maior produgdo de H;O,

em espermatozoéides que sofreram injurias na congelagao (Ball et al., 2001).

O processo de descongelacdo também causa danos oxidativos a
célula, decorrente do rapido aumento na utilizagdo de oxigénio pelos
espermatozoides, apds periodo de interrupcdo no metabolismo, determinando
maior producdo de radicais livres (Ball et al., 2001; Ball & Vo, 2002) e,

consequentemente, fragmentacdo de DNA (Baumber et al., 2003).

Em condigcbes normais, a habilidade em contrapor o estresse
oxidativo mediado pela elevada producdo de ROS depende da quantidade de
antioxidantes celulares (Rice-Evans & Burdon, 1993), denominados de
capacidade antioxidante total ou mecanismos antioxidativos, presentes em

quase todos os tecidos e suas secrecdes (Jones et al., 1979).

2.4.2 Defesas antioxidantes

Antioxidantes s&o inibidores de radicais livres, suprimindo a

formacao ou as agdes das ROS.

A protecao contra a elevada producdo de ROS e a prevengao de
danos celulares, encontrada nos espermatozoides ou no plasma seminal sido
de grande importancia para a fisiologia da reprodugao (Lewis et al., 1997;
Ochsendorf et al., 1998), uma vez que evidéncias tém sugerido que a baixa

capacidade antioxidante encontrada no sémen esta relacionada a infertilidade
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masculina (Sikka, 2004).

Para evitar os efeitos danosos das espécies reativas de oxigénio,
existem mecanismos eficientes para a sua eliminagdao, como a producao de

agentes antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos.

Em condi¢des normais, o organismo € protegido contra o dano
oxidativo induzido por radicais livres, através de varios antioxidantes com
diferentes funcdes, que constituem um sistema de defesa tanto independente

quanto cooperativo, ou mesmo sinérgico.

2.4.2.1 Enzimas antioxidantes

As enzimas de defesa antioxidante operam num sistema coordenado
e balanceado, atuando juntamente com outros antioxidantes ndo-enzimaticos
(como o a-tocoferol, acido ascorbico e glutationa), a fim de proteger o

organismo do dano celular causado pelo estresse oxidativo.

2.4.2.1.1 Superéxido Dismutase (SOD)

A SOD é a principal defesa contra o ion superoxido, um dos
principais fatores da toxicidade do O, (Halliwell & Gutteridge, 1999). E uma
metaloenzima, cuja forma depende tanto da localizagdo quanto do metal
presente em sua estrutura. Apesar dessas diferencas, todas as formas
catalisam a mesma reacgdo: aceleram grandemente a dismutagdo do ion

superoxido, formando peréxido de hidrogénio e oxigénio (Figura 2) (Halliwell &
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Gutteridge, 1999).

SOD
0,"+ 0, +2H" — > H,0, + O, (estado fundamental)

Figura 2 - Reacao de dismutacao do radical superéxido. Adaptado de
Halliwell & Gutteridge, 1999.
Quando ocorrem altas concentragdes de perdxido de hidrogénio
é favorecida a formacao de ions hidroxila, que sdo os agentes oxidativos mais
reativos. Por isso, o controle da concentragdo do H;O, é de extrema

importancia para a manutengao da viabilidade celular.

2.4.2.1.2 Catalase (CAT)

A catalase é a enzima que ira catalisar diretamente a decomposicao
do H20, ao oxigénio no estado fundamental. O mecanismo de reacdo da CAT
€, assim como o da SOD, essencialmente uma dismutacdo: uma molécula de

H20, é reduzida a H,0O e a outra € oxidada a O, (Figura 3).

CAT
2H202 > 2 HZO + 02

Figura 3. Reacdo de decomposicdo do perdxido de hidrogénio
(H202) ao oxigénio no estado fundamental (O;). Adaptado de
Halliwell & Gutteridge (1999).
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2.4.2.1.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

Essa enzima atua removendo o H»;0O, e reduzindo-o a HyO,
concomitante com a oxidagao da glutationa reduzida (GSH), que age como
doador de hidrogénios (Figura 4). Pode também agir em outros peroxidos que
nao o H,O, (Figura 5), sendo assim considerada um dos principais sistemas de

defesa antioxidante (Wendel, 1981).

H,O, + 2 GSH »GSSG + 2 H,O

Figura 4. Reagao de reducgao do perdxido de hidrogénio
(H202) a agua (H2O) com concomitante oxidacdo da
glutationa reduzida (GSH). Adaptado de Halliwell &
Gutteridge (1999).

GPx
LOOH + 2GSH —  GSSG + H,O + LOH
peréxido glutationa glutationa alcool
reduzida oxidada

Figura 5. Reagao de reducgao de peréxidos a alcoois, catalisada
pela GPx. Adaptado de Halliwell & Gutteridge (1999).

2.4.2.2 Antioxidantes nao enzimaticos

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo substancias que, em baixas
concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, retardam ou previnem sua
oxidagdo. Desse modo, os antioxidantes atuam como protetores contra a
oxidacdo de biomoléculas por radicais livres, impedindo a reacdo em cadeia

desencadeada. (Halliwell & Gutteridge, 1999).
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2.4.2.2.1 Acido Ascérbico

Também conhecido como Vitamina C, o acido ascoérbico € uma
vitamina hidrossoluvel essencial (Halliwell & Gutteridge, 1999). Tem como
principal funcdo a regeneracao do a-tocoferol, a partir de tocoferol e radicais
livres de oxigénio (Buettner,1993). Desta forma, atua sinergisticamente com a
vitamina E, protegendo a membrana da peroxidagao lipidica, reduzindo a
producao de ROS induzida por H,O; e evitando danos ao DNA espermatico

(Donnelly et al., 1999).

2.4.2.2.2 a-Tocoferol (Vitamina E)

A vitamina E (a-Tocoferol e seus derivados) € um antioxidante
lipossoluvel, que atua protegendo as células de radicais de oxigénio in vivo e in
vitro. Parece ser o inibidor primario de radicais livres encontrados em pequenas
quantidades nas membranas celulares de mamiferos e no plasma seminal
(Sikka, 2004).

Quando reage com um radical livre, forma-se o radical tocoferoxil,
que pode ser regenerado a a-tocoferol pelo acido ascérbico ou pela GSH

(Ward & Peters, 1995; Halliwell & Gutteridge, 1999).

2.4.2.2.3 Glutationa

A glutationa, um tripeptidio formado por glutamato, cisteina e glicina,

€ o principal tiol intracelular de baixo peso molecular presente na maioria das
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células. E um antioxidante endégeno que atua sinergisticamente com o a-
tocoferol e o com o acido ascorbico, sendo fundamental para manté-los na
forma reduzida. Atua também como um cofator enzimatico, sendo
particularmente importante na reacdo catalisada pela glutationa peroxidase,

enzima que decompde perdxido de hidrogénio e hidroperoxidos lipidicos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais

Os reagentes utilizados para os ensaios bioquimicos foram obtidos
da Sigma (St. Louis, MO, EUA) e o acido tiobarbiturico fornecido pela Merck
(Darmstadt, Alemanha).

Os diluentes utilizados na criopreservagao do sémen (FR-1 e FR-5)

foram fornecidos pela Nutricell Nutrientes Celulares (Campinas, SP, Brasil).

3.2 Local de execugao

O presente experimento foi conduzido junto ao Laboratério de

Inseminagcao Artificial da Faculdade de Veterinaria da UFRGS e ao

Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo do Departamento de Biogquimica

do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS.

3.3 Animais

Foram utilizados seis garanhdes da raga Crioula comprovadamente
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férteis e em atividade sexual, com idades variando entre 6 e 9 anos,
provenientes de dois criatorios localizados nos municipios de Cruzeiro do Sul e
Taquara, no Rio Grande do Sul. Todos os animais apresentavam-se saudaveis
e boas condi¢des corporais. Os animais foram mantidos sob 0 mesmo regime
de manejo e alimentagcdo, sendo soltos em piquetes durante o dia e
estabulados a noite. A alimentacao foi a base de aveia, ragao comercial e feno

de alfafa.

3.4 Coleta do sémen

As coletas de sémen foram realizadas utilizando-se vagina artificial
modelo Hannover (Goétze, 1949). Além do tubo interno de borracha, foi utilizado
um segundo tubo interno de plastico descartavel, lubrificado com vaselina
estéril e copo coletor plastico esterilizado (Mattos, 1995). A temperatura interna
da vagina artificial ficava entre 42°C e 45°C. Para a realizagdo das coletas,
utilizou-se uma égua em cio e devidamente contida com peias e com a cauda
protegida. No momento da monta, o pénis ereto foi desviado em dire¢cao da
vagina artificial. A ejaculagao foi detectada pelos jatos ejaculatorios, verificados
com a palma da mao colocada na porgcdo ventral do pénis. Estes

procedimentos foram descritos por Klug (1982).
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3.5 Exame do sémen

3.5.1 Exame macroscopico do sémen

Inicialmente, procedeu-se a avaliagao do volume, aferido em proveta
graduada em mL; do aspecto, avaliado de acordo com sua consisténcia
(aquoso, soroso, leitoso e cremoso) e da coloragdo do ejaculado (branco-
acinzentado e branco-citrino).

A seguir, foi feita a separacao da fracdo gel, quando existente, com
uma pipeta Pasteur, e a filtragem da porcao rica do sémen através de uma

gaze estéril.

3.5.2 Motilidade espermatica

A motilidade progressiva e a motilidade total dos espermatozoides
foi aferida logo apos a filtragem do sémen. Uma gota de sémen de
aproximadamente 20uL foi colocada entre lamina e laminula, ambas pré-
aquecidas a 37°C sobre mesa térmica. A amostra foi observada em
microscopio de contraste de fase, utilizando-se aumento de 250x. A avaliagao
de cada caracteristica foi realizada de forma subjetiva, pelo mesmo
observador, conforme definigdo de Kenney et al. (1983).

A motilidade progressiva foi avaliada pela porcentagem de
espermatozoides que se movimentavam ativamente de forma retilinea e em
circulos amplos. Considerou-se como motilidade total a porcentagem de

espermatozoides que apresentavam movimento.
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3.5.3 Determinagao da concentragao espermatica

Uma aliquota de 0,05 mL de sémen foi diluida em 9,95 mL de
solugao formol-salina (4 mL de formol em 96 mL de citrato de s6dio 2,94%)
para determinacdo da concentracao espermatica através de contagem em
camara hematimétrica (Neubauer). As duas areas da camara (superior e
inferior) foram preenchidas com sémen diluido. Cinco quadrados de cada uma
das duas areas foram avaliados. A soma dos espermatozoéides contados nos
10 quadrados foi multiplicada por 5x10° para se obter a concentracdo
espermatica por mL. O numero total de espermatozoides do ejaculado foi
obtido através da multiplicagdo da concentragdo espermatica encontrada pelo

volume da amostra.

3.5.4 Integridade fisica da membrana

Foi determinada pelo método descrito por Kneissl (1993). Foi
adicionado 960 ul de sémen, 10 uL de iodeto de propidio (Pl) e 20 uL de
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) dentro de um pequeno frasco
previamente envolto em papel aluminio, para evitar o contato com a luz. As
amostras foram colocadas em banho-maria a 37°C por 8 minutos. Apds este
periodo, foi adicionado 20 uL de formol-citrato para que ocorresse a
imobilizacdo dos espermatozodides, e colocada uma gota entre lamina e
laminula para analise em microscépio de epifluorescéncia, em aumento de
1000x, sob imersao. Um total de 100 espermatozoéides por amostra de sémen

congelado foi avaliado, sendo considerados com a membrana integra aqueles
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corados em verde. As células totalmente coradas de vermelho foram
consideradas com a membrana danificada. Espermatozéides visualizados
corados tanto com diacetato de carboxifluoresceina e iodeto de propideo foram

considerados com membrana danificada.

3.5.5 Integridade funcional da membrana

Para avaliar a funcionalidade da membrana plasmatica foi utilizado o
teste hiposmaético (HOS), de acordo com a técnica de Lomeo & Giambersio
(1991) modificada por Lagares et al. (1998). Duzentos microlitros de agua
destilada foram adicionados a 100uL de sémen, perfazendo uma osmolaridade
de 100 mOsmol/kg. Posteriormente, as amostras foram colocadas em banho-
maria a 37°C por 8 minutos e uma gota de cada amostra foi colocada entre
lamina e laminula para andlise em microscopio de contraste de fase em
aumento de 400x, sendo observados 100 espermatozdides das amostras de
sémen congelado. Foram considerados espermatozdides com a membrana
funcional aqueles que aumentaram de volume, apresentando enrolamento de

cauda.

3.6 Criopreservagao de sémen

ApOs a coleta e 0 exame, o ejaculado foi diluido na proporgéo de 1:1
em FR-1 e centrifugado a 400g por 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado, mantendo-se 2,5 a 5% de plasma seminal. Foi acrescentado o

diluente de congelagdo FR-5. A composigédo dos diluentes para centrifugagéao



29

(FR-1) e congelacao (FR-5) esta descrita na Tabela 1. A concentracgéo final foi
ajustada para 200x10° sptz/mL. Foram utilizadas palhetas de 0,5 mL (IMV,
Minneapolis, MN, EUA), que apds preenchidas foram lacradas com alcool

polivinilico.

TABELA 1 - Composicao dos diluentes utilizados na
criopreservagao do sémen equino.

Diluentes
FR-1 FR-5
Glicose Glicose
Lactose Lactose
Rafinose Rafinose
Citrato de sddio Citrato de sodio
Citrato de potassio Citrato de potassio
Hepes Hepes
Leite desnatado
Gema de ovo
Gentamicina
Glicerol

A criopreservacao foi realizada conforme descrito por Martin et al.
(1979), colocando-se as palhetas horizontalmente em vapor de nitrogénio, a
quatro cm da fase liquida por 20 minutos, mergulhando-as, em seguida, no
nitrogénio liquido e estocadas em botijdo criogénico a -196°C.

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30
segundos, apds um periodo minimo de sete dias de armazenamento, sendo
entdo o sémen avaliado quanto a motilidade total e progressiva e integridade
fisica e funcional da membrana plasmatica dos espermatozéides. A sequéncia
das avaliagbes e procedimentos realizados com o sémen dos garanhdes esta

descrita na Figura 6.
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Coleta do sémen

¥
. Aliquota de sémen
Exame do sémen fresco S
fresco separada para
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¥
Diluigdo do sémen com FR-1
v
Centrifugagéo a 400g / 10 minutos
v
Remocéo do sobrenadante
v
Pré-diluicdo com FR-5
¥
Avaliacao da concentragdo espermatica
v
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N” Aliquota de sémen
> diluido separada para
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v
Congelagao do sémen 4 cm acima do nivel de N; liquido por 20 minutos
¥
Armazenamento em botijao de N, liquido por no minimo 7 dias
v
Descongelagdo em banho-maria a 37°C / 30 segundos
v

Exame do sémen criopreservado
(Motilidade, HOS, CFDA/PI)
v

Aliguota de sémen descongelado separada para andlise bioquimica

FIGURA 6 - Fluxograma do protocolo de criopreservagao do sémen equino e
avaliagao espermatica.
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3.7 Ensaios bioquimicos

3.7.1 Preparo das amostras

Com o objetivo de estudar a atividade das enzimas antioxidantes,
dos antioxidantes n&do enzimaticos e da peroxidagao lipidica durante o
processo de criopreservacdao do sémen equino, foram escolhidos trés fases:
sémen fresco, sémen diluido em FR-5 pré-congelagao e sémen descongelado.

As amostras foram preparadas em tubo plastico tipo Eppendorf®
adicionando-se 100uL de sémen em 600uL de tampéao fosfato de sédio 20mM
pH 7,4 com cloreto de potassio 100mM. Apds homogeneizagdo, as amostras
foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -20°C até o

dia do ensaio.

3.7.2 Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi aferida segundo Marklund (1985). Este

método é baseado na capacidade de autoxidagdo do pirogalol, um processo
altamente dependente de O,". A inibicdo da autoxidacdo deste composto

ocorre na presenga de SOD, cuja atividade na amostra (15uL) foi medida
indiretamente em 420nm, utilizando um espectrofotdémetro de feixe duplo com
controle de temperatura (Hitachi U-2001). Foi realizada uma curva de
calibragdo com SOD purificada como padrao, a fim de se estimar a atividade de
SOD nas amostras testadas. Os resultados sao expressos em unidades de

SOD/mg de proteina.
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3.7.3 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase foi avaliada segundo o método descrito por
Aebi (1984), utilizando-se um espectrofotdmetro de feixe duplo com controle de
temperatura (Hitachi U-2001). A metodologia é fundamentada na degradagao
de H,O, em 240nm pela amostra (30uL), em um meio de reagédo contendo
20nM Hy0,, 0,1% de Triton X-100, tampao fosfato de potassio 10mM pH 7,0
Uma unidade é definida como um pmol de H,O, consumido por minuto, e a

atividade especifica € expressa como unidades por mg de proteina.

3.7.4 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi medida de acordo com o método descrito por
Wendel (1981) utilizando tert-butil-hidroperoxido com substrato. A degradacao
do NADPH da amostra (90yL) foi monitorada em 340nm utilizando um
espectrofotometro de feixe duplo com controle de temperatura (Hitachi U-
2001). O meio era constituido de glutationa 2mM, 0,15 U/mL de glutationa
redutase, 0,4 mM de azida, 0,5 mM de tert-butil-hidroperdxido e 0,1 mM de
NADPH. Uma unidade de GPx é definida como um umol de NADPH consumido
por minuto e a atividade especifica é representada como unidades por mg de

proteina.
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3.7.5 Potencial antioxidante total (Total radical-trapping

antioxidant potential - TRAP)

Avalia a capacidade antioxidante n&o enzimatica, sendo
determinada pela intensidade da quimiluminescéncia do luminol induzida pela
termolise do 2,2’-azo-bis-(2-amidinopropane) (ABAP). A reagao ocorre em um
tubo de cintilagdo, sendo medida em um contador de cintilagdo Wallac 1409
(Lissi et al., 1992; Evelson et al., 2001). O valor inicial da quimiluminescéncia
foi obtido na associagcdo de ABAP 10mM (diluido em tampéo fosfato de sddio
50 mM pH 7,4) com luminol (5,6mM). Em seguida, foi adicionado ao tubo 10uL
de Trolox (analogo hidrossoluvel do a-tocoferol) e a quimiluminescéncia foi
medida até alcancar os niveis iniciais. Para analise das amostras foi efetuado o
mesmo procedimento substituindo-se o Trolox (padréo) pelas amostras (10uL).
O tempo necessario para que a intensidade da quimiluminescéncia volte ao
valor inicial € chamado de tempo de indug¢do, sendo diretamente proporcional a
capacidade antioxidante da amostra. O tempo de inducdo da amostra foi
comparado com o apresentado pelo Trolox. Os resultados foram expressos em

nmol Trolox/mg de proteina.

3.7.6 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)

A quantificacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico é
uma metodologia utilizada para estimar a lipoperoxidacdo em amostras
biolégicas. As TBA-RS foram medidas conforme descrito por Esterbauer &

Cheeseman (1990), utilizando um espectrofotdbmetro Beckman DU®640. Em
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tubos de ensaio, foram adicionados 300uL de acido tricloroacético 10%
resfriado e 150 uL de amostra, sendo centrifugado a 300g por 10 minutos. Em
seguida, 300uL do sobrenadante foram transferidos para um tubo Pyrex, sendo
incubado com 0,67% de acido tiobarbiturico em sulfato de sodio 7,1% em
banho-maria fervente por 25 minutos. Apds, os tubos foram resfriados em agua
por 5 minutos, procedendo-se a leitura em espectrofotdmetro (A = 535nm). O
acido organico nao produz cor quando testado sem a amostra, demonstrando a
auséncia de reacao direta do acido tiobarbiturico. A curva de calibragao foi feita
usando 1,1,3,3-tetramethoxipropano como padrdao, da mesma forma que as

amostras. As TBA-RS foram calculadas como nmol TBA-RS/mg de proteina.

3.7.7 Dosagem de proteina na amostra

Todos os ensaios bioquimicos tém seus resultados expressos em
relagdo a quantidade de proteina nas amostras. A concentracdo protéica foi
determinada pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina sérica

bovina como padrao.

3.8 Delineamento experimental e analise estatistica

Foi realizada analise de varidncia, em um delineamento em blocos
casualizados, sendo considerados como blocos os garanhdes e como
tratamentos o sémen fresco, diluido e congelado. Para a comparagao entre
médias foi utilizado o teste de Tukey, tendo sido adotado o nivel de

significancia de 5%. As seguintes variaveis sofreram transformagéo: Catalase:



logaritmo natural, TBA-RS: logaritimo natural, SOD: log(x + 1); onde x

da variavel.
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4. RESULTADOS

4.1 Exame de sémen

Na Figura 7 estdo expressos os valores da média e do desvio

padrao da motilidade total e progressiva do sémen equino fresco e congelado.

100 - a
c
75 -
aMT
= 509 ° mMP
d
25 A
0
Fresco Congelado

FIGURA 7 — Valores da média e o desvio padrdao da
motilidade total (MT) e progressiva (MP) do sémen equino
fresco e congelado. Letras diferentes nas colunas de mesma
cor representam diferenca significativa (p<0,05).

Ao analisar a Figura 7 verifica-se uma queda significativa (p<0,05)
tanto na motilidade total como na motilidade progressiva do sémen fresco para

o congelado. A motilidade total apresentou uma queda de 39,8% e a motilidade
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progressiva de 31,9% do sémen fresco para o congelado.
Na Figura 8 sao apresentados os valores da média e do desvio
padrdo de espermatozoides com integridade fisica e funcional de membrana,

do sémen equino congelado.

50 ~
X 25 A B Sémen congelado
0 4
Integridade da Funcionalidade da
membrana membrana

FIGURA 8. Valores de média e do desvio padrao de
espermatozoides com integridade fisica e funcional de
membrana, do sémen equino congelado.

Na Tabela 2 estdo expressos os valores da média e do desvio

padrao das caracteristicas macro e microscopicas dos ejaculados dos seis

garanhdes.



TABELA 2 - Valores da média e do desvio padrao das caracteristicas macro e microscopicas dos ejaculados dos seis
garanhdes.

Garanhao A B C D E F

Numero de coletas 3 3 3 2 2 2

Volume sem gel (mL) 372+ 62 34+ 55 411+47  32,3+6,3 30,7+ 7,6 298+ 7,7
Concentracéo (x 10° sptz/ml) 190,5+32,1 201,4+274 2055+ 40 211,1+223 1984 +11,6 170,5+23,4
MT fresco (%) 833+ 58 850+ 71 650+87 32,5+3,5 90,0+0 60,0 + 7,1
MP fresco (%) 68,3 + 29 750+14,1 50,0+87 17,5+ 3,5 783 £ 29 40,0+ 7,1
MT congelado (%) 26,7+ 58 350+ 71 150+87 17,5+10,6 56,7 +10,4 15,0 + 7,1
MP congelado (%) 16,7+ 58 250+ 7,1 6,7+2,9 75+35 41,7 +10,4 75+ 3,5
Integridade de membrana (%) 31,3+17,1 6,0+ 4,2 18,0 + 3,6 75+106 29,0+5.2 14,5+ 0,7
Funcionalidade de membrana (%) 7,7+ 35 20,0+ 0,0 13,0+87 40,5+0,7 40,7 +17,9 29,0+ 9,9

MT: Motilidade total; MP: motilidade progressiva
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4.2 Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD)

Os valores da média e do desvio padrao do logaritmo da atividade
da enzima superoéxido dismutase (SOD) no sémen fresco, diluido e congelado

estao expressos na Figura 9.

Pela analise da Figura 9, observa-se que a atividade antioxidante da
enzima superoxido dismutase demonstrou queda significativa (p<0,0001) do
sémen fresco para o sémen diluido e congelado, ndo havendo diferenca
significativa (p=0,3) na atividade da enzima superéxido dismutase entre o

sémen equino diluido e congelado.

1,40 -
1,20 ~
1,00 +
0,80 ~
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0,40 -
b
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0,00 | k

Sémen fresco Sémen diluido Sémen congelado

(op

log(x+1) U SOD/mg de proteina

FIGURA 9 - Valores da média e do desvio padrao do
logaritmo da atividade da enzima superoxido dismutase
(SOD) no sémen equino, fresco, diluido e congelado. Letras
diferentes representam diferencas significativas (p < 0,0001).

Nao foram observadas diferencgas significativas (p<0,05) na atividade

da enzima SOD entre os garanhdes no sémen fresco, diluido e congelado.

Nao foi detectada nenhuma atividade da enzima superéxido
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dismutase no diluente para congelagcéo do sémen.
4.3 Atividade da enzima catalase

Os valores da média e do desvio padrao do logaritmo natural da
atividade da enzima catalase, no sémen fresco, diluido e congelado, estédo

expressos na Figura 10.

4,0 -
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In U catalase/mg de proteina
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Sémen fresco Sémen diluido Sémen congelado

FIGURA 10 - Valores da média e do desvio padrao do
logaritmo da atividade da catalase no sémen equino,

fresco, diluido e congelado. Letras diferentes representam
diferencas significativas (p < 0,0001).

Pela analise da Figura 10, observa-se que a atividade antioxidante
da enzima catalase demonstrou queda significativa (p<0,0001) do sémen
fresco para o sémen diluido e congelado. Nao houve diferenga significativa
(p=0,946) na atividade da enzima catalase entre o sémen equino diluido e

congelado.

Nao foi detectada nenhuma atividade da catalase no diluente para

congelagao do sémen.
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Os valores da média e do desvio padrao do logaritmo da atividade
da enzima catalase, no sémen fresco, diluido e congelado, dos seis garanhdes,
estdo expressos na Figura 11. Foram observadas diferengas significativas

(p>0,05) na atividade da enzima catalase, entre garanhdes.

o
o
]

|_|
—
—
|_|

O Sémen fresco

O Sémen diluido

HLE H Sémen congelado
A B

C D E F

N
o
I

In U de catalase/mg de proteina
°
|

o
o

Garanhoes

FIGURA 11 - Valores da média e do desvio padrao do logaritmo da atividade
da enzima catalase no sémen fresco, diluido e congelado dos seis garanhdes.

4.3 Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

Os valores da média e do desvio padrdo da atividade da enzima
glutationa peroxidase (GPx) no sémen equino fresco, diluido e congelado estédo
expressos na Figura 12.

Na analise da Figura 12, observa-se que a atividade antioxidante da
enzima glutationa peroxidase demonstrou queda significativa (p<0,0001) do
sémen fresco para o sémen diluido e congelado, ndo havendo diferencga
significativa (p=0,8785) na atividade da enzima glutationa peroxidase entre o

sémen equino diluido e congelado. Nao foram observadas diferencas



42

significativas (p<0,05) na atividade da enzima GPx entre os garanhdes.
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FIGURA 12 - Valores da média e do desvio padréao da atividade
da enzima glutationa peroxidase (GPx) no sémen equino,
fresco, diluido e congelado. Letras diferentes representam
diferencas significativas (p<0,0001).

Foi detectada atividade da enzima glutationa peroxidase no valor de

4,23 U/mg de proteina no diluente utilizado para congelagao do sémen.

4.5 Potencial antioxidante total (Total radical-trapping

antioxidant potential - TRAP)

Neste experimento foi avaliada a capacidade das defesas
antioxidantes n&do enzimaticas no sémen fresco, diluido e congelado. Os
valores da média e do desvio padrdo do potencial antioxidante total (TRAP) no

sémen fresco, diluido e congelado, estdo expressos na Figura 13.
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FIGURA 13 - Valores da média e do desvio padrdo do
potencial antioxidante total (TRAP) no sémen equino, fresco,
diluido e congelado. Letras iguais ndo representam
diferenca significativa ( p>0,05)

Pela analise da Figura 13, observa-se que a capacidade antioxidante
total (TRAP) ndo demonstrou diferenga significativa entre o sémen fresco,
diluido e congelado (p=0,076).

Foram observadas diferengas significativas (p<0,05) no potencial
antioxidante total entre garanhdes (Figura 14).

Foi detectada atividade potencial antioxidante total (TRAP) no valor

de 0,22 + 0,08 nmol de trolox'mg de proteina no diluente utilizado para

congelagao do sémen.
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FIGURA 14 - Valores da média e do desvio padrao do potencial
antioxidante total (TRAP) no sémen fresco, diluido e congelado dos
seis garanhdes.

4.6 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)

A peroxidacdo de lipidios foi avaliada através da quantificacdo das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) presentes nas amostras
de sémen fresco, diluido e congelado. Os valores da média e do desvio padréao
do logaritmo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico no sémen fresco,
diluido e congelado estdo expressos na Figura 15.

Ao analisar a Figura 15, observa-se que a presencga das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico foi significativamente superior (p<0,001) no
sémen diluido e congelado, em relagao ao sémen fresco. Nao houve diferenga

significativa entre os valores do sémen diluido e congelado (p=0,8412).
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FIGURA 15 - Valores da média e do desvio padrdo do
logaritmo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBA-RS), no sémen equino fresco, diluido e congelado.
Letras diferentes representam diferengas significativas
(p<0,001).

Na Figura 16 sdo expressos os valores da média e do desvio padréo
do logaritmo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS), no
sémen fresco, diluido e congelado dos seis garanhbes. Foram observadas
diferencas significativas (p<0,05) na concentracdo de TBA-RS entre os
garanhdes.

O valor das substancias reativas ao acido tiobarbiturico detectado no

diluente utilizado para congelagcdo do sémen foi de 3,51 + 0,04 In nmol TBA-

RS/mg de proteina.
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FIGURA 16 - Valores da média e do desvio padrao do logaritmo das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS), no sémen
equino fresco, diluido e congelado.

4.7 Correlagoes

Foram observadas correlagdes significativas entre as substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) e a motilidade total (r = -0,621; p=
0,014) (figura 17) bem como a motilidade progressiva (r = -0,605; p = 0,017)
(figura 18), no sémen equino congelado.

Nao foram encontradas associacbes entre as demais variaveis

estudadas (Apéndices 8 e 9).



Motilidade total do sémen

FIGURA 17

congelado (%)

75

50 +

47

y = -43,232x + 99,769
R? = 0,3851

1,50

1,80 2,10 2,40
In TBA-RS/mg de proteina

— Efeito das substancias reativas ao acido

tiobarbiturico na motilidade total do sémen congelado.

S 75

£ y = -35,192x + 76,212

® R? = 0,3655

[]

S

g 50

n O

»n T

¢ S

o9

e

o o 25

o © *

T

©

S .

% . o0 .

E O T T 1
1,50 1,80 2,10 2,40

In TBA-RS/mg de proteina
FIGURA 18 - Efeito das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico na motilidade progressiva do sémen

congelado.



5. DISCUSSAO

No presente trabalho foram avaliadas as defesas antioxidantes
enzimaticas e ndo enzimaticas, bem como a peroxidacdo lipidica no sémen

equino fresco, diluido e congelado.

5.1 Caracteristicas do sémen

A qualidade do sémen equino é afetada pela criopreservacao

(Jasko, 1994; Yoshida, 2000; Samper, 2000).

Os valores médios encontrados na avaliagdo do sémen equino
fresco e congelado encontram-se na Tabela 2, situando-se os verificados no
sémen fresco dentro dos referidos pela literatura (McKinnon & Voss, 1993;
Hafez, 1995; Magistrini, 2000). Porém, os valores médios observados no
sémen congelado foram inferiores aos referidos por Snoeck (2003) e Baumber

et al. (2005).

No presente estudo, um dos parametros de avaliagcdo da qualidade
do sémen, a motilidade, tanto a total quanto a progressiva, diminuiram
significativamente (p<0,001) depois dos procedimentos de

congelacao/descongelacao. Foi observada uma reducéo de 39,8% e de 31,9%,
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respectivamente, para a motilidade total e progressiva do sémen fresco para o

congelado.

Foi observada variagao significativa (p<0,05) entre os garanhdes
tanto na motilidade total e progressiva do sémen fresco, como na do sémen
congelado. Os garanhdes que apresentaram a maior percentagem de células
moveis, pdés congelagao/descongelagcdo nem sempre foram aqueles que
obtiveram as melhores taxas de motilidade no sémen fresco, corroborando com
os descritos por Samper (2000) e Cottorello (2002). Essa diferenga na resposta
da motilidade pés-descongelagdo pode ser atribuida as diferengas de

resisténcia a congelagao entre garanhdes (Combes et al. 2000; Snoeck, 2003).

A integridade da membrana plasmatica € um requisito essencial para
as células desempenharem sua funcdo (Harrison & Vickers, 1990). Foi
observado o valor médio de 17,72% de membranas integras pos-
descongelagcdo neste estudo, sendo 9,93 pontos percentuais menor que a
percentagem média de motilidade total pds-descongelagdo (27,65%). Esses
resultados confirmam a tendéncia encontrada por Snoeck (2003) para o sémen
congelado equino, que observou motilidade de 56,1% com a percentagem de
células integras de 34,6% e também com os estudos de Valcarcel et al. (1994),
onde a avaliagdo da motilidade foi de 47,35% e a da integridade de membrana
13,4% no sémen ovino pds-descongelagcdo. Para os autores, normalmente
ap6s a descongelagao, a integridade das membranas do espermatozéide é
reduzida drasticamente, embora essa resposta ndo seja acompanhada na

mesma proporcao pela motilidade.

Entretanto, ndo foi observada diferenca entre a percentagem de
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espermatozoides com motilidade progressiva (17,51%) e a percentagem de
espermatozoides com membrana integra pés-descongelagao (17,71%), o que
esta de acordo com o descrito por Harkema & Boyle (1992), que referem
valores semelhantes para espermatozéides moveis (41%) e com membrana

integra (49%) no pos-descongelagcéo de sémen equino.

O teste hiposmoético (HOS) foi empregado para avaliar a integridade
funcional da membrana plasmatica dos espermatozédides. O resultado do teste
HOS é expresso de acordo com a percentagem de células que sofrem influxo
de liquido e respondem com alguma alteracdo morfolégica de cauda. Os
espermatozoides que sofrem alteragdes de cauda como enrolamento e/ou

dobramento sao considerados competentes e funcionais.

A percentagem de espermatozdides reativos ao teste de
funcionalidade de membrana (HOS) pds-descongelagéo foi similar aos valores
da motilidade total do sémen descongelado, 25,15% e 27,65%
respectivamente. Foi observado o valor médio de 25,15% de membranas
funcionais integras pos-descongelagédo, sendo 7,64 pontos percentuais maior
que a percentagem meédia de motilidade progressiva pos-descongelacéo
(17,51%). Esses resultados concordam com os descritos por Neild et al. (1999)
e por Lagares et al. (2001), que observaram maior percentagem de células
reativas ao teste hiposmoético em comparagdo com a motilidade progressiva.
Entretanto, Papa et al. (2001), DellAqua Junior et al. (2002) e Snoeck (2003),
relataram que os valores para a integridade funcional da membrana foram

inferiores aos encontrados para motilidade total e progressiva.

Apesar da relativa simplicidade do teste hiposmodtico, os
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pesquisadores tém relatado diferentes protocolos, bem como diversas formas
de interpretacao dos dados. Este fato dificulta a comparagcédo dos testes entre
os autores, tornando as conclusdes extremamente questionaveis. Isso pode
explicar a grande variagao nas respostas de motilidade versus a percentagem
de espermatozéides com membrana funcional pds-descongelacdo entre

pesquisadores (Snoeck, 2003).

Também foi verificada uma variagao significativa (p<0,05) entre os
reprodutores, tanto na integridade quanto na funcionalidade da membrana
espermatica do sémen congelado, indicando, com isso, uma diversidade de

comportamento entre os parametros espermaticos dos animais.

Os reprodutores manifestaram um comportamento mais uniforme no
que se refere ao volume do sémen e a concentragcdo espermatica, o que esta

de acordo com o referido por Pickett (1993) e Magestrini, (2000).

5.2 Atividade dos antioxidantes enzimaticos

Para o estudo das defesas antioxidantes enzimaticas foram
realizadas mensuragbes das atividades das enzimas catalase, superoxido

dismutase e glutationa peroxidase.

A atividade média da catalase, observada no sémen fresco, foi de
21,95 + 14,25 U/mg de proteina, inferior aos 98,7 + 29,2 U/mg de proteina
encontrados por Ball et al. (2000), que verificaram alta atividade dessa enzima
antioxidante no plasma seminal equino, porém observaram que a atividade

especifica desta enzima é maior nos espermatozoides do que no plasma
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seminal, e sua concentragdo variou entre reprodutores, como no presente
estudo. Cabe ressaltar que os autores quantificaram a atividade da catalase no
sémen fresco (plasma seminal e espermatozéide, separadamente) e a
avaliagao da atividade da enzima no nosso estudo foi realizada no sémen total,

isto &, espermatozdides juntamente com o plasma seminal.

Diversos pesquisadores referem diferentes métodos para a
avaliagcdo da atividade das enzimas glutationa peroxidase e superéxido
dismutase (Sanocka et al., 1997; Zini et al., 2000; Kankofer et al., 2004),
utilizando distintas unidades (pkat/mg de proteina, U/10° sptz) no sémen dos
animais. Isto torna a comparagao dos valores médios da atividade dessas

enzimas entre autores extremamente dificil e de arriscada interpretacgao.

As trés enzimas tiveram comportamentos similares, apresentando
atividade significativamente superior (p<0,001) no sémen fresco, em relagdo ao
sémen diluido e ao sémen congelado, ndo havendo diferenga entre os dois
ultimos. A redugcdo média da atividade das enzimas do sémen fresco para o
diluido foi da ordem de 64% para a catalase; 43,1% para a glutationa
peroxidase e 78% para a superoxido dismutase. Nao houve reducéao
significativa (p>0,05) na atividade dessas trés enzimas no sémen diluido para o
congelado. Esses resultados estdo de acordo com o descrito por Bilodeau et
al., (2000) que referem maior atividade de superoxido dismutase e de
glutationa peroxidase antes da criopreservagdo do sémen na espécie bovina.
Esses achados podem corroborar com outros eventos que ocorrem durante a
criopreservagdo do sémen, resultando na redugéo irreversivel na motilidade e

na capacidade fertilizante dos espermatozoides.
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A queda nas defesas antioxidantes enzimaticas do sémen fresco
para o sémen diluido e congelado pode ser atribuida a retirada de 90 a 95% de
plasma seminal apdés a centrifugacdo do sémen. Este procedimento é
preconizado por diversos autores que mostraram o efeito prejudicial do plasma
seminal junto a fragdo celular do ejaculado submetido a criopreservacao
(Pickett et al., 1975; Varner et al., 1987; Jasko, 1991). Entretanto, é justamente
no plasma seminal que esta a maior parte dos antioxidantes do sémen, ja que
o espermatozoéide € desprovido de quantidades suficientes destes agentes
(Baumber et al., 2005). Com isso a centrifugagao, descrita como um processo
gerador de espécies reativas de oxigénio (Twigg et al., 1998; Baumber et al.,
2005), e a retirada do plasma seminal sdo, ao mesmo tempo necessarias e de

grande risco para a viabilidade dos gametas.

As atividades das enzimas nao tiveram diferenca significativa
(p>0,05) entre o sémen diluido e congelado. Consequentemente, pode-se
supor que o efeito da suplementacdo de enzimas antioxidantes ao diluente néo

sera prejudicado pelo estresse sofrido na congelagéo.

Foi observada apenas atividade de GPx no diluente comercial
utilizado (Tabela 1) no experimento. N&o foi verificada atividade para as
enzimas CAT e SOD, o que demonstra que o diluente ndo proporcionou a
compensacao esperada na perda das defesas antioxidantes enzimaticas
causada pela retirada do plasma seminal. Kankofer et al., (2005), investigando
as atividades das mesmas enzimas no sémen equino resfriado, descreveram
um aumento das atividades enzimaticas apods a diluigdo do sémen com diluente

a base de leite desnatado (EquiPro, Minitub, Tiefenbach, Alemanha). Os
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autores sugerem que este aumento ocorreu devido a interagdes entre as

enzimas do plasma seminal e os componentes do diluente.

5.3 Atividade antioxidante nao enzimatica

O método utilizado avalia o potencial antioxidante total de agentes
antioxidantes ndo enzimaticos como a-tocoferol, acido ascorbico, acido urico,
glutationa, piruvato, taurina, hipotaurina e albumina.

A metodologia empregada neste estudo foi pioneira na avaliacdo de
antioxidantes n&o enzimaticos em animais. Alguns estudos realizados em
humanos avaliaram a acao desses antioxidantes, inclusive através do mesmo
método. Os niveis de antioxidantes ndo enzimaticos encontrado no sémen de
homens férteis foram superiores aos encontrados no sémen de inférteis (Smith
et al., 1996). Porém, nenhum estudo foi realizado observando esta atividade no

sémen congelado, nem mesmo refrigerado.

Os valores obtidos com a avaliagao das defesas antioxidantes nao
enzimaticas foram semelhantes no sémen equino fresco, diluido e congelado, o
que indica que o estresse sofrido no processamento e na congelagdo nao

afetou os niveis antioxidantes dessas defesas.

Foi demonstrado no sémen fresco humano que os antioxidantes néo
enzimaticos retardam ou previnem a oxidagdo espermatica, podendo ser
responsaveis pela preservacido da membrana e possuindo um efeito inibidor da
peroxidacao lipidica in vitro (Agarwal et al., 2004).

Desta forma, pode-se supor que a adicdo destes compostos ao

sémen poderia conferir maior preservacdao das propriedades da membrana
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espermatica durante o processo da congelagcdo, acarretando melhores
resultados na qualidade do sémen pdés-descongelagdo. Entretanto, diversas
pesquisas tém descrito resultados contraditorios. Agarwal et al. (2004)
realizaram uma ampla revisdo da literatura abordando os tratamentos da
infertilidade do homem a base de antioxidantes. Diversos estudos utilizaram
suplementagao oral, enquanto outros adicionaram tanto agentes enzimaticos
quanto nao enzimaticos nas preparagdes espermaticas. Algumas pesquisas
descreveram melhora nos parametros espermaticos (motilidade, concentracao
e morfologia), contudo, os autores ressalvam que diversos fatores tornam estes
resultados frageis, como por exemplo, as variadas patologias dos pacientes
(varicocele, azoospermia, astenozoospermia, teratozoospermia), as diferentes

concentragdes e o tempo de tratamento estudados.

Em equinos, a adi¢do de acido ascorbico (10 mM) e a-tocoferol (25,
50, 100 ou 500uM) ao diluente de sémen equino para congelagdo nao
aumentou a motilidade, a preservagdo do DNA, a integridade acrossomal e
nem a viabilidade pds-descongelacdo (Baumber et al., 2005). Resultados
similares foram obtidos com a adicdo dos mesmos antioxidantes no sémen
equino mantido sob refrigeracdo (Ball et al., 2001). Aurich et al. (1997)
observaram um efeito protetor do acido ascoérbico na integridade da membrana
dos espermatozoides equinos resfriados, verificando, por outro lado, um efeito

prejudicial na motilidade progressiva.

Como a adicdo desses antioxidantes ndo enzimaticos ao sémen
equino criopreservado ndao demonstrou nenhum beneficio na qualidade do

sémen, foi sugerido que os danos espermaticos sofridos durante a
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criopreservagao podem ser resultado de outro mecanismo que nao o estresse
oxidativo (Baumber et al.,, 2005), o que talvez explique a consténcia de
comportamento das defesas antioxidantes ndao enzimaticas encontradas em
nosso estudo no sémen equino fresco, diluido e congelado. Além disso, outro
fato que corrobora com a observagao de Baumber et al., (2005) é que nao
foram observadas correlagdes entre os sistemas de defesa antioxidante

enzimaticos e ndo enzimaticos com as caracteristicas do sémen.

A avaliacdo do diluente FR-5 mostrou uma pequena capacidade
antioxidante ndao enzimatica, o que pode ser explicado pela sua constituicdo. A
presenca da gema de ovo e leite no diluente pode prové-lo de variados
compostos com acao antioxidante, compostos esses que podem ter colaborado
na reposi¢cao das defesas ndo enzimaticas perdidas com a retirada de grande

parte do plasma seminal.

5.4 Lipoperoxidagao

A lipoperoxidacdo do sémen equino foi investigada através da
quantificacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS),
entretanto foi observada uma interferéncia do diluente na técnica. A avaliacao
de TBA-RS do diluente de congelagédo FR-5 (controle negativo) apresentou
valor semelhante aos observados para o sémen diluido e congelado. Diversos
compostos podem induzir uma falsa leitura de malondialdeido na amostra,
dentre eles diversos acucares (Stradaioli & Magistrini, 2002). Além da glicose,

frutose e rafinose, o diluente utilizado neste trabalho continha gema de ovo, o
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que acarreta o acréscimo de inuUmeras substancias que alteram a leitura do
espectrofotdmetro. Além disso, os lipidios da gema ja podem estar peroxidados
no momento da elaboracdo do diluente. Stradaioli & Magistrini (2002)
descreveram essa interferéncia do diluente na determinagcdo da
lipoperoxidagado, recomendando a lavagem dos espermatozdides antes do
ensaio para quantificacdo de malondialdeido na amostra. Porém, para que as
células sejam eficientemente lavadas e separadas de acgucares e lipidios
provenientes do diluente, seriam necessarias no minimo trés centrifugacoes e
ressuspensdes. Este procedimento acarretaria um aumento na geragcdo de

ROS, que também prejudicaria a técnica.

Apesar da clara interferéncia do diluente no experimento, foi
observada uma coeréncia entre os resultados da lipoperoxidagao e as enzimas
antioxidantes, embora n&o havendo correlacéo significativa (p>0,05). A
mensuragdo das TBA-RS demonstrou uma menor lipoperoxidagdo no sémen
fresco, em relacdo ao sémen diluido e o sémen congelado, ndo havendo
diferenca entre esses ultimos. Foram verificados valores mais elevados para a
atividade das trés enzimas no sémen fresco e, consequentemente, uma menor

peroxidagdo da membrana plasmatica dos espermatozoéides ocorreu (Figura 15

Foi verificada uma correlagcdo negativa meédia (r= -0,62) e
significativa (p<0,01) entre as substancias reativas ao acido tiobarbiturico e a
motilidade total, bem como entre as TBA-RS e a motilidade progressiva (r= -
0,61; p<0,05). Desta forma, quando aumenta a lipoperoxidacdo diminui a
motilidade espermatica (Figuras 17 e 18), o que esta de acordo com o

observado por Sharma & Agarwal (1996) e Baumber et al (2000). Entretanto,
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apenas 38% e 36% do aumento da lipoperoxidagcdo podem explicar a

diminui¢cdo da motilidade total e progressiva, respectivamente.



6. CONCLUSOES

Os garanhdes que apresentaram a maior percentagem de células
moveis poés-descongelacdo nem sempre foram aqueles que

obtiveram as melhores taxas de motilidade no sémen fresco.

O estresse sofrido no processamento (centrifugagao e diluicao)

do sémen equino diminuiu as defesas antioxidantes enzimaticas.

O diluente utilizado para a congelagdo do sémen equino nao
proporcionou a compensacao esperada na perda das defesas

antioxidantes enzimaticas.

O estresse sofrido no processamento (centrifugagao e diluicdo) e
congelagcdo do sémen n&o afetou as defesas antioxidantes n&o

enzimaticas.

A qualidade do sémen equino congelado ndo teve associagao

com as defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas.
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e A queda na motilidade do sémen congelado pode ser
parcialmente explicada pelo aumento da peroxidacao dos lipidios

do sémen.
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APENDICE 1 — Valores da motilidade total, da motilidade progressiva e do
vigor do sémen fresco dos garanhdes.

Garanhdo  Coleta MT (%) MP (%)  Vigor (1-5)

A 1 80 65 4
A 2 90 70 4
A 3 80 70 4
B 1 80 65 4
B 2 90 85 )
C 1 70 55 4
C 2 55 40 3
C 3 70 55 4
D 1 35 20 3
D 2 30 15 2
E 1 90 80 )
E 2 90 80 5
E 3 90 75 4
F 1 65 45 3
F 2 55 35 3

MT: motilidade total; MP motilidade progressiva

APENDICE 2 - Valores da motilidade total, da motilidade progressiva, do vigor,
da integridade e da funcionalidade da membrana no sémen congelado dos
garanhdes.

Garanhdo  Coleta MT (%) MP (%) Vigor (1-5) INT HOS
A 1 20 10 3 23 8
A 2 30 20 3 51 4
A 3 30 20 3 20 11
B 1 30 20 3 3 20
B 2 40 30 3 9 20
C 1 10 5 2 21 17
C 2 10 5 2 14 19
C 3 25 10 2 19 3
D 1 25 10 3 0 40
D 2 10 5 2 15 41
E 1 60 50 4 26 51
E 2 45 30 3 35 20
E 3 65 45 4 26 51
F 1 10 5 2 14 22
F 2 20 10 3 15 36

MT: motilidade total; MP motilidade progressiva; INT: integridade da
membrana; HOS: funcionalidade da membrana.
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APENDICE 3 — Atividade da enzima catalase por ejaculado. Valores expressos
em unidades de catalase/mg de proteina.

Tratamentos
Ejaculados Sémen fresco Sémen diluido Sémen congelado
1 31,319 3,235 2,840
2 11,304 2,052 2,660
3 43,087 1,339 1,287
4 5,770 1,857 1,217
5 9,557 2,940 2,567
6 27,760 7,619 7,867
7 34,362 2,228 2,320
8 6,819 4,346 4,057
9 9,143 8,182 11,427
10 47,826 5,194 3,666
11 6,222 12,970 13,602
12 * 5,814 4,477
13 21,369 4,483 2,963
14 30,836 2,006 2,626
15 21,972 4,492 3,308

APENDICE 4 - Atividade da enzima SOD por ejaculado. Valores expressos em
unidades de SOD/mg de proteina.

Tratamentos
Ejaculados Sémen fresco Sémen diluido Sémen congelado
1 0,00 3,95 0,00
2 0,79 1,82 0,00
3 0,00 0,00 0,00
4 8,04 0,00 1,66
5 4,36 0,00 0,00
6 7,62 0,00 0,00
7 1,35 0,00 0,00
8 7,92 0,00 0,00
9 8,85 0,13 0,00
10 3,52 1,73 0,00
11 38,33 2,29 0,00
12 * 1,96 1,39
13 4,13 0,66 0,00
14 15,09 1,67 0,00
15 16,26 0,00 0,00
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APENDICE 5 - Atividade da enzima GPx por ejaculado. Valores expressos em
unidades de GPx/mg de proteina.

Tratamentos
Ejaculados Sémen fresco Sémen diluido Sémen congelado

1 16,833 4,626 4,437
2 7,747 4,059 8,968
3 19,926 7,167 8,101
4 12,601 10,261 9,237
5 7,473 * 3,827
6 9,643 15,173 6,499
7 8,226 5,915 5,669
8 7,987 6,867 7,001
9 12,047 8,205 3,689
10 24,253 3,975 6,674
11 14,433 8,850 6,309
12 * 8,696 6,924
13 13,486 6,454 5,003
14 14,217 4,703 9,510
15 9,614 6,649 *

APENDICE 6 — Potencial antioxidante total por ejaculado. Valores expressos
em nmol de Trolox/mg de proteina.

Tratamentos
Ejaculados  Sémen fresco Sémen diluido Sémen congelado

1 16,833 4,626 4,437
2 7,747 4,059 8,968
3 19,926 7,167 8,101
4 12,601 10,261 9,237
5 7,473 * 3,827
6 9,643 15,173 6,499
7 8,226 5,915 5,669
8 7,987 6,867 7,001
9 12,047 8,205 3,689
10 24,253 3,975 6,674
11 14,433 8,850 6,309
12 * 8,696 6,924
13 13,486 6,454 5,003
14 14,217 4,703 9,510
15 9,614 6,649 *
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APENDICE 7 — Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS). Valores
expressos em nmol de TBA-RS/mg de proteina.

Tratamentos
Ejaculados Sémen fresco Sémen diluido Sémen congelado
1 0,418 6,920 6,236
2 0,537 4,345 5,194
3 1,037 6,465 3,567
4 0,228 5,281 5,509
5 0,614 8,680 4,848
6 0,855 5,760 6,117
7 0,359 5,322 5,993
8 0,628 5,211 4,419
9 0,292 4,696 7,129
10 0,517 5,210 5,369
11 0,351 3,523 4,054
12 * 3,843 4,027
13 0,245 3,068 4,220
14 0,467 3,926 6,130
15 0,754 3,464 4,302

APENDICE 8 - Correlagbes (Coeficiente de correlacdo de Pearson) da
motilidade espermatica, atividade da catalase (CAT), atividade da glutationa
peroxidase (GPx), capacidade antioxidante total (TRAP) e peroxidacéo lipidica
(TBA-RS) no sémen equino fresco.

MT MP CAT GPx SOD TRAP  TBA-RS
MT 0,984 -0,345 -0,289 -0,130 0,435 -0,013
MP -0,357 -0,249 -0,135 0,459 0,005
CAT 0,511 -0,485 0,039 0,384
GPx -0,212 0,524 0,006
SOD -0,504 -0,205
TRAP -0,060

TBA-RS
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APENDICE 9 - Correlagdes (Coeficiente de correlacdo de Pearson) da

motilidade espermatica, integridade de membrana,

funcionalidade de

membrana, atividade da catalase (CAT), atividade da glutationa peroxidase
(GPx), capacidade antioxidante total (TRAP) e peroxidagéo lipidica (TBA-RS)

no sémen equino congelado.

MT MP  Integ. Func. CAT GPx SOD TRAP TBA-
RS

MT 0,978 0,306 0,428 0,169 -0,207 0,195 0,314 -0,621°
M P 0,322 0,448 0,163 -0,151 0,177 0,265 -0,605°
Integ -0,251 0,036 0,283 -0,043 -0,055 -0,358
Func. 0,467 -0,344 -0,107 0,321 -0,098
CAT -0,427 -0,262 0,137 0,086
GPx 0,035 -0,023 0,035
SOD -0,156 -0,139
TRAP -0,258
TBA-
RS
4p <0,01.

APENDICE 10 — Andlise de variancia — Comparacdo da atividade da catalase

nos tratamentos fresco, diluido e congelado.

Fonte de variagao GL sSQ QM F P
Tratamento 5 5,3402 1,068 2,68 0,037
Garanhao 2 23,7658 11,8829 29,79 ek
Erro 36 14,3609 0,3989

Total 43

GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio.

APENDICE 11 - Analise de variancia — Comparacdo da atividade da SOD nos

tratamentos fresco, diluido e congelado.

Fonte de variagao GL SQ QM F P
Tratamento 5 081173 0,16235 1,82 0,134
Garanhao 2  4,02794  2,01397 22,54 b
Erro 36 3,21637  0,08934

Total 43

GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio.
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APENDICE 12 - Andlise de variancia — Comparacéo da atividade da GPx nos
tratamentos fresco, diluido e congelado.

Fonte de variagao GL SQ QM F P
Tratamento 5 14,22 2,84 0,21 0,958
Garanhao 2 324,73 162,37 11,74 o
Erro 34 470,32 13,83

Total 41

GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio.

APENDICE 13 - Analise de variancia — Comparacéo dos valores do ensaio
TRAP nos tratamentos fresco, diluido e congelado.

Fonte de variagao GL SQ QM F P
Tratamento 5 8,5755 1,7151 4,45 0,003
Garanhao 2 2,1339 1,067 2,77 0,076
Erro 39 13,8727 0,3854

Total 43

GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio.

APENDICE 14 - Analise de variancia — Comparagao dos valores de TBA-RS
nos tratamentos fresco, diluido e congelado.

Fonte de variagao GL SQ QM F P
Tratamento 5 1,1899 0,238 2,4 0,056
Garanhao 2 53,9732 26,9866 272,43 o
Erro 36 3,5661 0,0991

Total 43

GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio.
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