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ABREVIATURAS E DEFINICOES
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RESUMO

Objetivando identificar o melhor método para avaliar a peroxidagdo lipidica em espermatozoides
de caprinos e ovinos, amostras de sémen foram diluidas em leite desnatado (Glicerol 7%) e Tris-
gema de ovo (Glicerol 5%), respectivamente, e congeladas (-196 °C). Apos descongelacéo (37
°C/30s), as amostras foram submetidas a avaliagdo da peroxidacdo lipidica por
espectrofotometria e cromatografia liquida de alta performance - DAD (método de TBARS) e
citometria de fluxo (C11-BODIPY58591), Observou-se que as concentragdes de malonaldeido
obtidas por espectrofotometria foram significativamente maiores que as encontradas pelo método
de HPLC. O C11-BODIPY®Y5%! complementou os dados obtidos pelo método do TBARS
(HPLC), auxiliando na melhor compreensdo dos resultados, evidenciando danos ocorridos as
células. Concluindo-se que o método de dosagem de TBARS pelo HPLC e C11-BODIPY8Y/59!
sdo 0s mais indicados para avaliacdo da peroxidacéo lipidica em espermatozoides de caprinos e
ovinos podendo ser utilizados com sucesso juntas ou isoladamente. Determinados os melhores
métodos, avaliou-se a ocorréncia de peroxidacdo lipidica da membrana plasmatica de
espermatozoides caprinos e ovinos criopreservados com diluidor suplementado com Trolox,
onde amostras de sémen foram diluidas em leite desnatado (caprino) ou tris-gema de ovo
(ovinos), sem antioxidante (grupo controle) ou adicionadas de Trolox nas concentracdes de
20uM ou 40 pM /mL (tratamentos). Apos descongelacdo a 37 °C/30s, as amostras foram
submetidas a avaliacdo da peroxidacédo lipidica por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC-DAD) e citometria de fluxo (C11-BODIPY®8Y5%) - Analisou-se ainda a integridade de
membrana plasmatica, acrossomal e cinética espermatica. Amostras dos diluidores e do sémen
fresco foram também avaliadas por HPLC. N&o foi constatada diferenca significativa (P>0,05)
entre 0s grupos experimentais de ambas as espéecies para 0s parametros de cinética espermatica e
integridade de membrana plasmética e acrossomal. Também ndo foi observada diferenga
significativa (P>0,05) entre os tratamentos para reducdo da peroxidacao lipidica. Conclui-se que
0 processo de criopreservacdo ndo desencadeia a peroxidagdo lipidica da membrana plasmatica
de espermatozoides caprinos e ovinos independente da adicao de Trolox (20 e 40 uM).

Palavras chaves: lipoperoxidacdo, antioxidantes, sémen, trolox, caprinos e ovinos



ABSTRACT

With the aim of identify the best method to assess lipid peroxidation in goat and sheep sperm,
semen samples were diluted in skimmed milk (Glycerol 7%) and Tris-egg yolk (Glycerol 5%)
extenders, respectively, and frozen (-196 °C). After thawing (37°C/30s), samples were analyzed
to lipid peroxidation by spectrophotometry and high performance liquid chromatography — DAD
(TBARS method) and flow cytometry (C1:-BODIPY%8Y51) |t was observed that peroxidation
levels obtained by spectrophotometry were significantly higher than those found by HPLC
method. Ci11-BODIPYS8Y5%! complemented the data obtained by TBARS (HLPC) method,
helping to better understand the results and providing an overview of damaged caused to cells. In
conclusion, the dosage method of TBARS by HPLC and C1:-BODIPY®8! are more appropriated
to assess lipid peroxidation in goat and sheep sperm, and it can be used with success together or
separated,. After determine the best method to assess plasma membrane lipid peroxidation of
goat and sheep sperm cryopreserved with Trolox, semen samples were diluted in skimmed milk
(goat) or tris-egg yolk (sheep) extenders, without antioxidants (control group) or with Trolox at
20 UM or 40 puM/mL. After thawing at 37°C for 30 seconds, samples were submitted to
assessment of lipid peroxidation by high performance liquid chromatography (HPLC) and flow
cytometry (C11-BODIPY®Y%9%) as well as plasma membrane integrity, acrosomal integrity and
sperm kinematics. Semen extenders and fresh semen samples were also assessed by HPLC. No
significant difference (P>0.05) was observed among experimental groups of both species to
sperm kinematics, plasma membrane and acrosomal integrity. Significant difference also was not
observed (P>0.05) among treatment groups to lipid peroxidation reductionin conclusion, the
cryopreservation process did not trigger lipid peroxidation on goat and sheep sperm plasma
membrane, independent of Trolox addiction (20 e 40 uM).

Keywords: lipid peroxidation, antioxidants, semen, trolox, goats and sheep



INTRODUCAO

A peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO) pode ser definida como uma cascata de
eventos bioquimicos, resultante da acdo dos oxidantes sobre os lipideos insaturados das
membranas celulares, levando a destrui¢do de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de

metabdlitos e, numa condicdo extrema, & morte celular (BENZIE, 1996).

Os espermatozoides de touros, carneiros e garanhdes, por exemplo, sdo altamente
sensiveis ao choque térmico, quando comparados aos de homens e coelhos, que sdo
relativamente resistentes a criopreservacdo (WATSON, 1995), devido a grande quantidade de
acidos graxos poliinsaturados presentes na sua membrana plasmatica. Estd condicdo torna os
espermatozoides dessas espécies mais susceptiveis aos danos peroxidativos (POULOS et al.,
1973), por culminar na reducdo da fluidez da membrana e da sua capacidade fertilizante
(AITKEN, 1995).

Pesquisadores tém estudado a adi¢do da vitamina E ao diluente de congelagéo do sémen
de carneiros (MAIA et al., 2009), em virtude desta vitamina atuar na protecdo das lipoproteinas

de baixa densidade presentes na membrana plasmatica (KAGAN et al., 1990).

As principais metodologias utilizadas para a avaliacdo da LPO em sistemas biol6gicos
baseiam-se na dosagem dos produtos gerados durante as diferentes fases deste processo (NICHI,
2003). Dentre estas, a dosagem de componentes oxidados que se mantém nos fluidos corporais,
tais como o malonaldeido (MDA). A reacdo com o cido 2-tiobarbitdrico (TBA) é a técnica mais
utilizada. Nesta reacdo, o composto formado (substancias reativas ao acido tiobarbitdrico -
TBARS) pela interacdo entre 0 MDA e o TBA pode ser mensurado através de absorbancia ou
fluorescéncia (JANERO, 1990).

Todavia, 0 método de dosagem dos TBARs possui algumas desvantagens, ja que ndo é
especifico para detec¢do dos produtos da peroxidacéo lipidica, uma vez que mensura o somatério
de diferentes substancias que sdo reativas ao &cido tiobarbitirico (STEGHENS et al., 2001).
Com isso o ensaio de TBA tem sido frequentemente criticado por sua falta de especificidade e

formagéo de artefatos.

Para melhorar a especificidade, varios métodos de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) foram desenvolvidos, baseados na medicdo direta do MDA
(LYKKESFELDT, 2007).
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A lipoperoxidacdo ainda pode ser avaliada através da sonda fluordfora lipofilica Cii-
BODIPY®! analoga de é4cidos graxos insaturados, que possui a capacidade de identificar
mudancas nas suas propriedades fluorescentes apds a peroxidacdo lipidica. Esta sonda emite
fluorescéncia em vermelho quando intercalada dentro da membrana integra, que se altera para a
tonalidade laranja (540 nm) apds a oxidagdo pelos peroxinitritos e para a tonalidade verde (520
nm) apds ataque a membrana por outros radicais oxidativos (AITKEN et al., 2007).

A introducdo de biotécnicas da reproducdo na criacdo de animais de producao
possibilitou o seu crescimento em menor periodo de tempo devido a utilizacdo de sémen de
animais de genética superior. Entretanto, os resultados com o uso de sémen criopreservado na
criacdo de pequenos ruminantes apresenta resultados aquém dos encontrados na bovinocultura,

em decorréncia dos danos observados apds a criopreservacao.

Portanto, a crioconservacao de espermatozoides caprinos e ovinos € objeto de estudo para
compreensdo dos danos ocorridos durante o processo, sendo a lipoperoxidagdo uma destas
alteracOes. Desta forma, desenvolver e comparar técnicas que sejam de facil aplicabilidade e de
custo acessivel na identificacdo da peroxidacdo lipidica na célula espermatica possibilitardo a
busca por alternativas na criopreservacdo espermatica destas espécies, garantindo melhores

resultados quando no uso de sémen pos-descongelacéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Membrana Plasmatica

A membrana celular desempenha fungdo determinante na arquitetura do sistema
biolégico e € um elemento estrutural basico para manutencdo dos fluidos intracelulares
(JEYENDRAN et al., 1984). Todas as células (procariontes ou eucariontes) sdo circundadas por
uma membrana plasmatica (MP) que define a sua delimitacdo, separando seu contetido do meio
que a circunda. Por servir de barreira seletiva, MP determina a composicéo do citoplasma celular
(COOPER, 1996), e tem papel fundamental na maioria dos fendmenos celulares (SINGER e
NICOLSON, 1972).

A MP ¢ organizada por uma bicamada lipidica formada por fosfolipidios e esterdis, além
de proteinas integrais e periféricas incrustadas na bicamada ou associadas a ela. As regides
apolares das moléculas dos lipideos sdo orientadas para o centro da bicamada, e 0S grupos
polares para a regido extracelular ou em contato com o citoplasma, de acordo com o modelo do
mosaico fluido, postulado por Singer e Nicolson em 1972 (LEHNINGER et al., 2002;
ANDRADE, 2009). O modelo do mosaico fluido tornou-se mais avanc¢ado e complexo incluindo
conceitos mais recentes, tais como a distribuicdo lipidica, a assimetria da bicamada (translocases
ATP-dependente), polimorfismo dos lipidios e interacbes lipideo-lipideo e lipideo-proteina
(PARKS e GRAHAM, 1992; JANUSKAUSKAS et al., 2003).

A MP recobre todo o espermatozoide e, embora seja continua sobre a superficie dos
espermatozoides, a sua natureza difere regionalmente (FLESCH e GADELLA, 2000). A
composicdo de proteinas das membranas de regides diferentes varia mais do que a composi¢cdo
de lipidios, refletindo a especializacdo funcional (SCOTT, 1973).

Na cabeca do espermatozoide, a MP possui dois dominios maiores: regido acrossomal e
regido pds-acrossomal. Na regido acrossomal a membrana pode ser subdividida em segmento
marginal (apical), segmento principal (acrossomal) e segmento equatorial, sendo que o0s
segmentos marginal e principal, juntos, sdo denominados de capa acrossomal. No flagelo,
observa-se 0 dominio da peca intermedidria, que cobre a bainha mitocondrial e o dominio da

cauda posterior, que reveste as pecas principal e terminal da cauda (EDDY e O’BRIEN, 1994).

A MP da cabeca do espermatozoide é separada da MP da peca intermediaria pelo anel

posterior, enquanto a membrana da peca intermediaria é separada da membrana do flagelo pelo
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anel anular. Estes diferentes dominios contém variadas concentragfes e distribuicbes de
particulas intramembranosas (FLESCH e GADELLA, 2000).

Os fosfolipidios, cujas cadeias de acidos graxos sdo predominantemente poliinsaturadas,
quando submetidos a reducdo da temperatura assumem uma forma conica, na qual as
extremidades hidrofdbicas séo externas e as hidrofilicas internas. Essa estrutura é denominada de
forma “hexagonal II” ou micela invertida. Quando a membrana encontra-se na transicdo da fase
fluida para a fase cristalina, para muitos lipidios, a formacdo dessa micela invertida é transitoria;
entretanto, para certos fosfolipidios esta estrutura persiste. Como consequéncia, observa-se 0
aumento da permeabilidade da membrana com o estabelecimento de canais que permitem a
entrada de ions e pequenas moléculas, podendo desestabilizar a membrana, causando danos
irreparaveis e perda de viabilidade (AMANN e PICKET, 1987; PARKS e GRAHAM, 1992;
WATSON, 1995).

As alteragfes de membrana podem variar de mudanga na organizagdo, fluidez,
permeabilidade e composicdo lipidica da bicamada a total ruptura de membrana
(JANUSKAUSKAS et al.,, 2003). Alteracdes na estrutura e na integridade da membrana
plasmatica parecem ser um importante componente associado com a reducdo da fertilidade dos
espermatozoides pds-descongelacdo (THOMAS et al., 2006). Com isso, a baixa fertilidade do
sémen congelado é atribuida, em grande parte, as alteracBes sofridas na estrutura das membranas
plasmatica, acrossomal e mitocondrial durante a refrigeracdo, congelacdo e descongelacédo
(PARKS e GRAHAM, 1992).

Portanto, a membrana plasméatica representa um importante papel na capacidade
fertilizante dos espermatozoides, modificando-se ao longo do processo de espermatogénese,
transito e armazenagem no epididimo, ejaculacdo, depésito no trato genital feminino e,
finalmente, capacitacdo e penetracdo no odcito (HOLT, 1995; WATSON, 1995; LENZI et al.,
1996). Por isso esta estrutura deve apresentar-se integra, fisica e funcionalmente, para que a
célula tenha viabilidade e capacidade fertilizante (PARKS e GRAHAN, 1992; KUMI-DIAKA,
1993). Desta forma, sdo necessarios maiores conhecimentos biofisicos desta estrutura celular,
visando propor solucBes para aumentar a sobrevivéncia dos espermatozoides apés a
crioconservacao (HOLT, 2000).
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2.2 Espécies reativas ao oxigénio (ROS)

As espécies reativas ao oxigénio (ROS) sdo moléculas e radicais livres (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1989) altamente reativas, que possuem um elétron desemparelhado (STRYER,
1996), e, que quando produzidas em excesso (desequilibrio entre a producdo e eliminagéo)
(ALVAREZ et al., 1987), induzem danos aos fosfolipidios e ao DNA dos espermatozoides de

homens, por exemplo, estando envolvidos na infertilidade masculina (OLLERO et al., 2001).

Estes produtos do metabolismo celular desencadeiam o processo de peroxidacéo lipidica,
que determina a diminuicdo da motilidade e da viabilidade espermatica, além de causar danos ao
acrossoma e ao potencial de membrana mitocondrial (BAUMBER et al., 2000), sendo exemplo
de danos oxidativos as membranas celulares, lipoproteinas e outras estruturas que contém
componentes lipidicos, além de acompanhar diversos processos degenerativos (GIROTT]I, 1998).
Em cavalos, touros, e homens, altas concentracdes de ROS levam a reducdo do metabolismo
energético, da motilidade e da viabilidade (ARMSTRONG et al., 1999; BAUMBER et al., 2002;
BILODEAU et al., 2002).

Dentre as ROS mais importantes estdo o radical hidroxila (OH"), o anion superdxido
(02), o perdxido de hidrogénio (H202) e o 6xido nitrico (NO2) destacando o anion superoxido e
0 peroxido de hidrogénio como as principais ROS observadas no sémen, resultado do
metabolismo celular (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

Fisiologicamente as ROS se formam durante a respiracdo mitocondrial, e anormalidades
na mitocondria podem contribuir para sua producdo excessiva (AL-ABDULLA e LEE, 1998;
THANNICKAL e FANBURG, 2000).

Durante a criopreservacao ocorre estresse associado as diferencas de temperatura a que as
células sdo submetidas, além dos efeitos dos componentes do meio e dos crioprotetores durante o
processamento, assim como os efeitos da descongelacdo (VISHWANATH e SHANNON, 2000).
Além disso, os espermatozoides danificados pelo processo de congelacdo geram uma maior
quantidade de ROS do que aqueles morfologicamente normais (BALL et al., 2001).

Sabe-se que as ROS apresentam uma dupla funcéo na fertilidade, sendo de fundamental
importancia em processos como hiperativacdo da motilidade, capacitacdo, reacdo acrossémica e
fertilizacdo. Todavia, podem causar danos severos aos espermatozoides, quando 0S Seus
mecanismos de defesa encontram-se reduzidos. Por conseguinte, a producéo controlada de ROS

é importante para manutencdo de suas fungdes normais, enquanto sua superproducéo e/ou defesa
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antioxidante reduzida levam ao estresse oxidativo, resultando em baixa fertilidade (AITKEN,
1995).

2.3 Peroxidacéo Lipidica (LPO)

A peroxidacdo lipidica ¢ definida como “a deterioragdo oxidativa de lipidios
poliinsaturados”, sendo estes ultimos classificados como aqueles que contém duas ou mais
duplas ligacdes carbono-carbono (H2C=CH?), que se tornam excelentes alvos para o ataque de
radicais livres (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG e ARNER, 2001).

Basicamente, a LPO consiste na incorporacdo de oxigénio molecular a um acido graxo
poliinsaturado (AGPI) para produzir um hidroperéxido lipidico (LOOH), como produto primario
inicial. O processo de LPO ocorre em diversas etapas e com inimeras possibilidades de reacGes

quimicas, o que a torna de dificil compreenséo e avaliagdo (LIMA e ABDALLA, 2001).

Em suma, a peroxidacdo € uma reacdo em cadeia, subdividida nas etapas de iniciacéo,
propagacao e terminacdo, de modo que a iniciacdo da lipoperoxidacdo é ocasionada pelo ataque
ao lipidio por qualquer ROS que tenha reatividade suficiente para sequestrar um atomo de
hidrogénio de um grupo metileno (-CH>-). Por outro lado, o término deste processo é marcado
pela propagacao dos radicais lipidicos e peroxila (R-C e —ROO) produzidos, até que destruam a
si proprios, sendo o radical hidroxila reconhecido como a ROS iniciadora da peroxidacao
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A peroxidacdo lipidica parece ser uma causa particularmente importante de disfungdo
espermatica. Isto porque a membrana espermatica sendo rica em &cidos graxos poliinsaturados,
que, em concentracdo elevada, determinam fluidez da membrana possibilitando que o
espermatozoide participe dos eventos de fusdo de membranas durante a fertilizacdo, torna estes
gametas mais susceptiveis a LPO. Por conseguinte, espermatozoides com LPO apresentam

reducéo da fluidez da membrana e da sua capacidade de fertilizagdo (AITKEN, 1995).

Alteracdes da fase lipidica e/ou aumento na LPO da membrana plasmatica tém como
consequéncia reducdo na velocidade e na porcentagem de espermatozoides moveis (WATSON,
1995; ISACHENKO et al., 2004). Aléem disso, sdo observadas mudancas no volume de agua
intracelular, que resultam em estresse mecanico nas membranas (NOILES et al., 1995),

desestabilizacdo da bicamada lipidica da membrana plasmética e modificacbes dos componentes
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da membrana celular, como desnaturagdo de proteinas da membrana, além de alteracoes

metabolismo energético celular, da osmolaridade ou do pH (WATSON, 2000).

Torna-se visivel entdo a existéncia de uma correlagéo entre a lipoperoxidacdo do sémen
com motilidade e morfologia espermatica, o que pode ser controlado ou mesmo revertido por
intermédio da acdo dos antioxidantes, os quais podem ser adicionados aos meios diluidores, a
fim de manter o equilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes (MAIA, 2006).

2.4 Antioxidantes

Atualmente existe um grande interesse nos estudos dos antioxidantes, devido as
descobertas sobre o efeito das ROS no organismo. Os antioxidantes sdo moléculas ou
substancias capazes de converter as ROS em agua, com a finalidade de prevenir a sua
superproducdo (AGARWAL et al., 2005).

Na tentativa de minimizar os danos ocasionados aos espermatozoides pela LPO, diversos
testes utilizando diferentes antioxidantes tem sido utilizados (MAXWELL e STOJANOV, 1996).
Alguns estudos ja demonstraram que os antioxidantes exercem um efeito protetor sobre a
membrana plasmaética dos espermatozoides criopreservados, sendo capazes de manter a atividade
metabolica e a viabilidade celular (BECONI et al., 1993).

Os agentes antioxidantes podem atuar por meio de dois sistemas: enzimatico e nao-
enzimatico (SIES e STAHL, 1995). Os espermatozoides das espécies animais possui um sistema
intracelular que consiste, principalmente, das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx) e redutase (GPr), bem como os antioxidantes ndo

enzimaticos acido ascorbico (vitamina C) e o a—tocoferol ou vitamina E (AITKEN, 1995).

Os antioxidantes agem de diferentes formas na protecdo do organismo: 1) atuam
impedindo a formacdo de ROS; 2) interceptam as ROS produzidas pelo metabolismo celular ou
fontes exdgenas, impedindo que ataquem os lipideos, aminoacidos, as duplas ligacdes dos acidos
graxos poliinsaturados e as bases de DNA,; 3) reparam lesdes, processo relacionado a remocao de
danos ao DNA e reconstituicdo das membranas celulares danificadas (BIANCHI e ANTUNES,
1999).

Entretanto, a utilizacdo destes suplementos em meios para criopreservacao, visando

melhorar a qualidade dos espermatozoides, vem gerando resultados bastante contraditorios,
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demonstrando a necessidade da realizagdo de mais pesquisas a respeito dos seus efeitos no

sémen.

2.4.1 Vitamina “E” e Trolox

O a-tocoferol, ou vitamina E, é uma substancia lipossolivel conhecida como inibidora da
peroxidacdo lipidica (BREININGER et al., 2005) e, assim como a vitamina C, protege 0s
espermatozoides contra danos oxidativos do DNA e da membrana (SIKKA, 1996). Atualmente,
a vitamina E € um termo genérico para todos os seus tocoferdis e derivados, tendo a atividade
biologica o a-tocoferol (TRABER e PACKER, 1995; TRABER e SIES, 1996).

Na natureza, oito substancias foram encontradas com atividades da vitamina E, as quais
sd0 - a, - B, y - ¢ A —tocoferol, e a -, - B, vy - € & - tocotrienol. Estas substancias estdo localizadas
na interface aquosa e nos dominios hidrofilicos das membranas bioldgicas e lipoproteinas
(QUINN, 2004), protegendo as membranas celulares através de sua acdo antioxidante e pela
formacdo de complexos com os fosfolipidios para estabilizacdo das membranas através de
ligagdes de “Van der Waals” (BRADFORD et al., 2003).

Por conseguinte, a vitamina E atua como captador de radicais livres e reparador de
membranas (MACHLIN, 1984), além de diminuir a peroxidagdo lipidica pela manutencdo das
concentracdes de superdxido dismutase (BECONI et al., 1991). Desta forma, este antioxidante
possui duas fungdes importantes na célula, as quais consistem em sua acdo antioxidante e, que
evita danos aos tecidos compostos por lipidios insaturados, através da remocdo de radicais de
oxigénio ativo (MUKAL, 1993), bem como oxigénio singlet (FUKUZAWA et al., 1997), além da
funcdo de estabilizar a estrutura das membranas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

No que diz respeito a sua utilizacdo na criopreservacao, quando adicionado ao meio de
congelacdo de sémen, em espermatozoides bovinos, por exemplo, preservam a atividade
metabolica e viabilidade celular (O’FLAHERTY et al., 1997), e em ovinos proporcionam melhor
integridade ultraestrutural (membrana plasmatica e mitocondrial) e cinética espermatica (SILVA
et al., 2013). Entretanto, o a-tocoferol pode agir como um pro-oxidante em determinadas

concentragdes e em curto periodo (SEN et al., 2006).

E vem-se utilizando antioxidantes hidrossolUveis, como o 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil

croman-2-4cido carboxilico, posteriormente denominado de Trolox®C (CORT et al., 1975),
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analogo sintético hidrossoluvel do a-tocoferol (BARCLAY et al., 1995), que é indicado como

um excelente protetor contra a peroxidagdo lipidica (SCOTT et al., 1974).

O Trolox foi sintetizado por Scott e sua equipe em 1974, e indicado como antioxidante
para a preservacdo de Oleos e gorduras. Esta substancia apresenta propriedades antioxidantes,
eficazes tanto em gordura animal quanto vegetal, caracteristica que o torna particular, ja que o
tocoferol tem pouca atividade na prevengdo da peroxidacdo de dleos vegetais (SCOTT et al.,
1974), sendo sua atividade antioxidante em 6leos vegetais e gordura animal maior que a do a e y-
tocoferol (CORT et al., 1975), mas 0 mecanismo de acdo para o efeito antioxidante do Trolox é

semelhante ao da vitamina E.

2.5 Métodos para Avaliacdo da Peroxidacdo Lipidica

2.5.1 Espectrofotdmetro e Cromatografia liquida de alta performance

A LPO ¢ resultado da acdo deletéria aos lipidios espermaticos, e a sua avaliacdo é
essencial para observar a integridade da célula. Em espermatozoides sdo acumulados
progressivamente, os hidroperoxidos lipidicos na membrana plasmaética espermaética, que,
posteriormente, se decompde para formar o malonaldeido (MDA). O MDA é um dos produtos
secundarios mais conhecidos da LPO e pode ser utilizado em biomaterias, como indicador de
lesdo a membrana (ESTERBAUER et al., 1991).

Os principais métodos utilizados para avaliagdo da LPO mensuram a formacdo de
produtos gerados durante as diferentes fases deste processo. Em decorréncia disto, entre 0s
diferentes métodos analiticos estabelecidos, a reacdo com o &cido 2-tiobarbiturico (TBA) é a
técnica mais utilizada (JANERO, 1990). O MDA em condic¢6es apropriadas de incubacdo (meio
acido e aquecimento), reage eficientemente com uma variedade de agentes nucleofilicos para
produzir cromdgenos com alta absortividade molar no espectro visivel (JANERO, 1990;
BENZIE, 1996).

Para medicdo do composto formado a partir do MDA com o TBA, utiliza-se
espectrofotémetro (OHKAWA et al., 1979), determinados por absor¢do no visivel (532 nm) ou
por fluorescéncia (Aexc = 515 nm e Aem = 553 nm) (JANERO, 1990), onde os resultados
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geralmente sdo correlacionados com medicGes a partir de MDA puro (hidrélise &cida de 1,1,3,3-
tetrahidroxipropano, TEP) (CANDAN e TUZMEN, 2008).

No entanto, os resultados obtidos nos testes de medicdo do cromdforo vermelho apds
reacdo com o TBA sdo bastante variados, de acordo com as diferentes condi¢cdes em que 0s
ensaios foram realizados (LYKKESFELDT, 2007), sendo considerado um método de baixa
seletividade e sensibilidade, que pode ser melhorado com o uso de analises por cromatografia
liquida de alta performance, com deteccao UV ou fluorescente (AGARWAL e CHASE, 2002).

Desta forma, na tentativa de melhorar a especificidade do método espectrofotométrico,
foi desenvolvido um método de HPLC para isolamento e medi¢cdo do composto MDA:TBA
(BIRD et al., 1983). Sendo a cromatografia um método fisico-quimico de separacdo de misturas
que se fundamenta na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, 0 que ocorre
devido a diferentes interacGes entre duas fases imisciveis, sendo uma fase fixa que tem uma
grande area superficial chamada fase estacionaria, e outra um fluido que se move atraves da fase

estacionaria, sendo chamada de fase mével (LANCAS, 1993).

2.5.2 C11-BODIPY581/591

O C11-BODIPY®8Y5 (4 4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora- 3a-acido4a-diaza-s-
indaceno-3-undecandico), é uma sonda fluorescente de membrana, cuja fluorescéncia altera de
vermelho para verde, irreversivelmente, quando as células sdo expostas as ROS (PAP et al.,
1999), tratando-se de uma enzima de oxidacdo fluorescente, andloga de &cidos graxos, que é
facilmente incorporada & membrana (DRUMMEN et al., 2002).

Devido a necessidade de se utilizar grande quantidade de material para determinacao
precisa da lipoperoxidacdo em uma amostra, um ensaio de fluorescéncia foi criado para detectar
a formacdo de perdxidos lipidicos, que tem tido sucesso quando utilizado para analisar células
espermaticas de touros, suinos e garanhdes, sendo considerada um método mais confidvel e facil
para avaliar a LPO (NAGUIB, 1998; BALL e VO, 2002; BROUWERS e GADELLA, 2003;
CHRISTOVA et al., 2004; BROUWERS et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral: Estudar a peroxidacéo lipidica da membrana de espermatozoides obtidos de

pequenos ruminantes e submetidos a criopreservacdo com Trolox.

3.2. Objetivos especificos:

1) Avaliar, através das técnicas de espectrofotdmetro e HPLC-DAD pelo ensaio com TBA, e
C11-BODIPY®V59 (fluorescéncia) por citometria de fluxo, a lipoperoxidacdo da membrana de

espermatozoides (in natura e criopreservados), obtidos de pequenos ruminantes;

2) Estudar o efeito da adigcdo do Trolox ao diluidor de congelacdo de sémen sobre a peroxidacéo

lipidica da membrana de espermatozoides criopreservados;

3) Desenvolver um protocolo de rotina para avaliar a lipoperoxidacdo espermatica em

laboratorio.
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RESUMO

Objetivando identificar o melhor método para avaliar a peroxidacgdo lipidica em espermatozoides
criopreservados de caprinos e ovinos, amostras de sémen foram diluidas em leite desnatado
(Glicerol 7%) e Tris-gema de ovo (Glicerol 5%), respectivamente, e congeladas (-196 °C). Apos
descongelacdo (37 °C/30s), as amostras foram submetidas a avalicdo da peroxidacdo lipidica por
espectrofotometria (UV-Visivel), cromatografia liquida de alta performance acoplada a detector
de arranjo de diodos (HPLC-DAD) pelo ensaio do TBARS e citometria de fluxo (Cii-
BODIPY®Y) Observou-se que as concentracdes de malonaldeido obtidas por
espectrofotometria foram significativamente maiores que as encontradas pelo método de HPLC.
Ensaios com a sonda Ci11-BODIPY®%859! complementaram os dados obtidos pelo ensaio do
TBARS (HPLC), o que permitiu melhor compreensao dos resultados, por evidenciar os danos
ocorridos as células. Conclui-se que o método de dosagem de TBARS pelo HPLC e o do Ci1-
BODIPY®°! 550 0s mais indicados para avaliagio da peroxidacao lipidica em espermatozoides

de caprinos e ovinos, podendo ser utilizados em associagdo ou isoladamente.

Palavras-chave: lipoperoxidagdo, sémen, HPLC-DAD, Ci11-BODIPY%8Y5? espectrofotdmetro
(UV-Visivel), ruminantes.

ABSTRACT

With the aim of identify the best method to assess lipid peroxidation in goat and sheep sperm,
semen samples were diluted in skimmed milk (Glicerol 7%) and Tris-egg yolk (Glicerol 5%),
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respectively, and frozen (-196 °C). After thawing (37°C/30s), the samples were analyzed to lipid
peroxidation by spectrophotometry (UV-Visible), high performance liquid chromatography
coupled with diode-array detector (HPLC-DAD) by TBARS assay and flow cytometry (Ci1-
BODIPY®8Y5%1) |t was observed that peroxidation levels obtained by spectrophotometry were
significantly higher than those found by HPLC method. Assays with C11-BODIPY®8Y5%! prope
complemented the data obtained by TBARS (HLPC) method, helping to better understand the
results and providing an overview of damaged caused on the cells. In conclusion, the dosage
method of TBARS by HPLC and C11-BODIPY®8! are more appropriated to assess lipid
peroxidation in goat and sheep sperm, and it can be used with success together or separated.

Keywords: lipid peroxidation, semen, HPLC-DAD, C11-BODIPY®Y%°, spectrophotometer (UV-

Visible), ruminants.

INTRODUCAO

Todos os componentes celulares sdo susceptiveis a acdo das espécies reativas ao oxigénio
(ROS), especialmente a membrana plasmatica, devido a peroxidacgdo lipidica que causa danos a
sua estrutura e permeabilidade (MELLO FILHO et al., 1984). Nos espermatozoides, os &cidos
graxos poliinsaturados presentes na membrana sdo importantes na manutencdo da fluidez e
flexibilidade durante a fertilizacdo (LONG e KRAMER, 2003).

Os hidroperoxidos lipidicos (LOOH) sdo acumulados progressivamente na membrana
plasmatica dos espermatozoides, e posteriormente, se decompdem para formar o malonaldeido
(MDA). Desta forma, a peroxidacéo lipidica é o resultado da acdo deletéria das ROS aos lipidios
espermaticos, e a sua avaliagdo é essencial para observar a integridade da célula
(ESTERBAUER et al., 1991), pois espermatozoides com lipoperoxidacao apresentam reducédo da
fluidez da membrana e da sua capacidade de fertilizacdo (AITKEN, 1995).

As analises de ocorréncia da peroxidacdo lipidica geralmente sdo realizadas pela reacao
com o acido 2-tiobarbitdrico (TBA), onde se mensura a concentragdo de um cromogeno rosa
(532nm) (BERNHEIM et al., 1948; PRYOR, 1980), cuja formacdo depende da presenca do
MDA (SINNHUBER et al., 1958) produzido em maior quantidade pela oxidagdo secundaria de

acidos graxos poli-insaturados em fluidos corporais e tecidos (PRYOR et al., 1976).
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Entretanto, apesar do método TBA ser mais amplamente utilizado, por sua simplicidade,
sensibilidade e custo razoavel, ndo é especifico para a dosagem de MDA em amostras bioldgicas
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1981; KIKUGAWA et al., 1988), uma vez que uma serie de

outros compostos podem ter a mesma absorbancia (532nm) (PORTER, 1976).

Na tentativa de superar esta falta de especificidade, varios pesquisadores tém
desenvolvido métodos de cromatografia liquida de alta performance (HPLC), com base no teste
do TBA (BIRD et al., 1983; LI et al., 2004; CANDAN e TUZMEN, 2008). Ressalta-se ainda, o
uso de outros meétodos, como o ensaio de fluorescéncia para detectar a formacdo de perdxidos
lipidicos, que depende da sensibilidade do fluor6foro C11-BODIPY G891 3 oxidagdo por
radicais (peroxila e alcoxila) (DRUMMEN et al., 2002).

Desta forma, com o objetivo de identificar o melhor método para avaliar a ocorréncia da
peroxidagdo lipidica em espermatozoides criopreservados de caprinos e ovinos, foram utilizados
0s métodos de espectrofotometria (UV-Visivel) e HPLC-DAD, baseados no ensaio do TBARS, e
0 C11-BODIPY ®8Y59) nor citometria de fluxo.

MATERIAL E METODOS
Reagentes:

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich Company (St. Louis,
MO, USA), com excec¢do do acido 2-tiobarbitdrico (MERCK, Darmstsdt, Germany), Hidréxido
de potassio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), Hidroxido de sédio (NUCLEAR, Diadema, SP,
Brasil), Metanol (CARLOS ERBA, Val-de-Reuil, Franca).

Animais:

Foram utilizados cinco reprodutores caprinos e seis reprodutores ovinos, 0s quais foram
submetidos a avaliacdo clinica e androldgica para comprovacdo da higidez e possibilidade de
participar do delineamento experimental, de acordo com os padrdes minimos recomendados
(MIES FILHO, 1982). Os animais foram alocados em baias, recebendo dieta a base de feno de

capim tifton, racdo peletizada, além de sal mineral e agua ad libitum.

Colheita e analise do sémen:
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Os ejaculados foram colhidos pelo método de vagina artificial, usando uma fémea como
manequim. Imediatamente ap6s a colheita, as amostras de sémen foram submetidos a analise
microscopica [movimento de massa (> 3), motilidade (0,0-100,0%), e vigor (> 3) espermatico],
em microscopio de contraste de fase (Olympus Optical Co., Ltda., Tokyo, Japan). Foram
selecionados animais cujos ejaculados apresentaram valores minimos de 70,0% de motilidade e 3
de vigor (MIES FILHO, 1982).

- Caprinos:

As colheitas de sémen foram realizadas a cada 48h, sendo obtido um ejaculado de cada
animal a cada colheita, sendo realizadas um total de cinco colheitas. Apds andlise e aprovacao de
cada um dos ejaculados dos cinco animais, de cada dia de colheita, procedeu-se a formagéo do
pool dos ejaculados para posterior diluicdo. A determinacdo da concentracdo espermatica foi

realizada em camera de Neubauer.

As amostras de sémen caprino foram submetidas a lavagem [centrifugacdo a
1200rpm/10min, 2vezes, com Tris (3,605 g de Tris-hidroximetilaminometano, 2,024 g de &cido
citrico, 1,488 g de frutose e 100 mL de agua miliQ; pH 6,8)] para retirada do plasma seminal.

Em seguida, o pellet foi diluido com Leite desnatado (Glicerol 7%).
- Ovinos:

As colheitas de sémen foram realizadas a cada 48h, sendo obtido um ejaculado de cada
animal a cada colheita, sendo realizadas um total de seis colheitas. Apds analise e aprovacgdo de
cada um dos ejaculados dos seis animais, de cada dia de colheita, procedeu-se a formacdo do
pool dos ejaculados para posterior diluicdo. A determinacdo da concentracdo espermatica foi

realizada em camera de Neubauer.

Uma vez que as amostras de sémen ovino ndo precisam ser lavadas para retirada do

plasma seminal, procedeu-se imediatamente a diluicdo em Tris-gema de ovo (Glicerol 5%).

Congelagéo:

Apbs diluicdo, as amostras de sémen correspondentes aos grupos experimentais foram
envasadas em palhetas (0,25 mL; 50x10°espermatozoides) e processadas em maquina de
congelagdo de sémen (modelo TK 3000, TK tecnologia em Congelacdo Ltda, Brasil), utilizando
a seguinte curva de congelacdo (-0,25 °C/min até atingir 5 °C, apés estabilizacdo por 2h, em
seguida -20 °C/min até -120 °C). Imediatamente ap0s a congelacdo as palhetas foram
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transferidas para o nitrogénio liquido (-196 °C) e armazenadas em botijao criobioldgico. A
descongelacédo de 2 palhetas de sémen de cada espécie foi realizada em banho-maria (37 °C, 30s)

e aliquotas dessas amostras foram avaliadas quanto a peroxidacao lipidica.

Anélise da Peroxidacéo Lipidica:

Preparo de soluces:

As solucdes de trabalho foram preparadas de acordo com a metodologia descrita por
Candan e Tuzmen (2008) com modificacdes. Preparou-se uma solucio de Acido 2-tiobarbitdrico
(TBA) a 40mM, onde 576,09 de TBA foi solubilizado em 80,0mL de agua e, em seguida,
aquecido a 55°C por 30min em banho-maria. Apds atingir a temperatura ambiente completou-se
com é&gua para o volume de 100,0mL. Uma aliquota de 1,3mL de Acido fosférico (HsPO4) foi
diluido em 50,0mL de &gua para obter uma solucdo a 440mM. Preparou-se uma solucao estoque
de Tetrametoxipropano (TEP) a 1mM, diluindo-se 16,6puL em 100mL de &cido sulfarico 1,0%.
Uma mistura de Metanol (MeOH) e Hidroxido de sodio (NaOH) 1,0M na propor¢do 91:9 foi
utilizada como agente de precipitacdo. Para o preparo da solucdo tampao de Fosfato de potassio
(KH2PO4) a 50mM, 6,8g do sal foi solubilizado em 1,0L de 4gua e o pH ajustado para 6,2 com
Hidroxido de potassio (KOH).

Curva Padrao:

Preparou-se uma curva padrdo utilizando o TEP, de acordo com metodologia descrita por
Candan e Tuzmen (2008), com modificagdes, onde uma aliquota (2mL) de solugdo estoque de
TEP foi diluida em 50mL de &cido sulfirico para obter uma concentracdo de 40nmol/mL de TEP
(solucdo de trabalho), e a partir da solucdo de trabalho foi diluido (dilui¢do seriada) em agua para
as concentracOes de 10; 5; 2,5; e 0,625 nmol/mL e incubados por 2h a temperatura ambiente. A
500pL de cada um dos padrdes foram adicionados 750uL de HsPO4 (440mM) e 50uL de TBA
(40mM), a seguir, a mistura foi aquecida por 1h a 100 °C a fim de ocorrer a reacdo de
derivatizacdo. Apo0s atingirem a temperatura ambiente, foi retirada uma aliquota (500uL) dos
padroes e misturada a 500pL do reagente de precipitagdo [MeOH:1 M NaOH (91:9)]. As

amostras foram entdo filtradas em filtro de membrana (0,22uM) e avaliadas.
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- Espectrofotometro:

Uma aliquota (400uL), de cada um dos padrdes foi retirada para andlise no
espectrofotdmetro (UV-Visivel), utilizando um analisador bioquimico semi-automatico (Bioplus,
modelo BIO-2000). A detec¢do do aduto foi realizada em um comprimento de onda de 532nm.
Todas as amostras foram preparadas e analisadas em triplicata. As concentracfes de

malonaldeido foram expressas em nmol/mL.
- HPLC:

Uma aliquota (400uL) de cada um dos padrdes foi colocada em um “vail” para injecdo no
aparelho de HPLC (Shimadzu Prominence, modelo LC-20AT), equipado com detector de arranjo
de diodo (SPDM 20), forno da coluna (CTO-20AC), autoinjetor (SIL-20A), duas bombas (LC-
6AT), degaseificador (DGU-20As) e mddulo de comunicacdo (CBM-20A) controlado pelo

software LC-Solution.

Para as separacOes cromatograficas utilizou-se a coluna Rexchorm S5-100-ODS
(150mmx4,6mm 1.D. 5um 100A) & uma temperatura de 30 °C e coluna de guarda Security Guard
Catridge Holder C18 (4x3.0mm), utilizando como fase mdvel uma solucdo tampdo de metanol-
fosfato de potassio (50mM, pH=6.8; 40:60, v/v), a qual foi previamente filtrada em filtro de
membrana (0,45um; Millipore, Bedford, MA) e injetada em condi¢do isocratica, com uma taxa
de fluxo de 0.6 mL/min.

Os cromatogramas foram registrados em um comprimento de onda fixado em 532nm. O
tempo de corrida foi 8 min, e o volume de injecdo da amostra de 10uL. Todas as amostras foram
preparadas e analisadas em triplicata. As concentracdes de malonaldeido foram expressas em

nmol/mL.

Apds a analise foram obtidas as seguintes curvas de calibracdo (Figura 1 e 2):
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Figura 1. Curva padrdo gerada pelos padrdes de TEP, mostrando a correlacdo entre a area de
pico e as concentracdes de MDA (HPLC-DAD). Coeficiente de correlacdo para a linha de

regressao foi r=0.9998 para as concentracdes entre 0,625 e 10nmol/mL.
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Figura 2. Curva padrdo gerada pelos padrfes de TEP, mostrando a correlagéo entre a absorbancia
e as concentracdes de MDA (Espectrofotdmetro- UV-Visivel). Coeficiente de correlacdo para a
linha de regressao foi r=0.9972 para as concentracdes entre 0,625 e 10nmol/mL.
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ApOs a obtencdo das curvas padrdo, procedeu-se as andlises das amostras de sémen
caprino e ovino, submetidos & congelagao/descongelagéo.

Analise da peroxidacdo lipidica nas amostras de sémen

As amostras de sémen foram preparadas segundo metodologia descrita por Candan e
Tuzmen (2008), com modificagfes, onde em um tubo de vidro com tampa foi adicionada uma
aliquota (200pL) de sémen, 750pL de H3PO4 (440mM) e 50uL de TBA (40mM). Essa mistura
foi aquecida por 1h a 100 °C, e ap0és atingirem a temperatura ambiente, foi retirada uma aliquota
(500uL), colocada em tubo de microcentrifuga, a qual foi adicionado 500uL do reagente de
precipitacdo [MeOH:1 M NaOH (91:9)]. A seguir, as amostras foram centrifugadas (13000rpm
por 5 min) e retirado o sobrenadante que foi filtrado em filtro de membrana (0,22 pum).

Uma aliquota (400uL) do sobrenadante foi colocada em tubo de microcentrifuga para
analise no espectrofotdmetro (UV-Visivel) e outra aliquota (400uL) foi colocada em um “vail”

para injecdo no aparelho de HPLC-DAD e analisadas como descrito anteriormente.

Método de Imunofluorescéncia
C11-BODIPY?581/591

Para anélise da peroxidacdo lipidica através da sonda fluorescente C11-BODIPY>8Y/59!
[4,4- difluoro -5-(4-phenyl-1,3-butadienyl) -4- bora -3a, 4a-diaza-s-indacene -3-undecanoic acid;
Invitrogen™, Eugene, Oregon, USA], descongelou-se 1 palheta de sémen a 37 °C por 30 s, 0s
quais foram centrifugados duas vezes em PBS (Fosfato Salino Tamponado), a 1500rpm por 5
min. A seguir, as amostras foram ressuspensas em PBS e adicionado 1uL de C11-BODIPY
581591 na concentragdo de 2mM, e incubadas a 37 °C por 30 min no escuro. Depois desse
periodo, as amostras foram novamente lavadas em PBS para retirada de sonda ndo-ligada e
analisadas por citometria de fluxo, utilizando o citbmetro de fluxo BDFACSAria 1l (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA), no qual as sondas fluorescentes foram excitadas por um laser de
argbnio de 488nm. Para detecgdo de fluorescéncia verde utilizou-se o filtro FL-1(530/30nm) e
para a vermelha o filtro FL-3(620nm). Os dados foram coletados utilizando BD FACSDiva™
Software (Becton Dickinson) e avaliadas 10.000 células, sendo classificadas em oxidadas (verde)

e ndo oxidadas (vermelho).
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Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad InStat (versdo 3.10,
2009). Os dados foram testados para normalidade e homogeneidade da variancia usando o
método de Kolmogorov-Smirnov e Bartlett’s test respectivamente. Para comparacao das médias
utilizou-se o Teste T. Todos os valores foram expressos em media e desvio padrdo, nivel de
significancia (p<0,05). Para correlacdo entre as variaveis foi utilizado o teste de correlacdo de

Pearson.

RESULTADOS

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, pode-se observar que concentracédo de
malonaldeido em espermatozoides criopreservados de caprinos e ovinos, pelo método de
TBARS, quando analisado por espectrofotometria (UV-Visivel) apresentou resultados

significativamente maiores (P<0,05) do que os encontrados por HPLC-DAD.

Ao se utilizar a técnica de fluorescéncia (C11-BODIPY %8Y5%1) " evidenciou-se que
2,18+0,1% e 2,59+0,01% dos espermatozoides caprinos e ovinos, respectivamente, apresentaram
peroxidacao lipidica da membrana, apds terem sido submetidos a congelacao/descongelacéo.

Além disso, foi realizada analise de correlacdo entre os testes de mensuracdo do MDA,
onde para os dados da espécie caprina nio houve correlagio R= -0,25499 (R?=0,065).
Entretanto, nas amostras da espécie ovina observou-se correlacdo moderada R= 0,463293
(R?=0,2146) entre as técnicas.

Nédo foi realizado teste de correlacdo entre as técnicas do C11-BODIPY e as de
mensuracdo do MDA, por esta correlacdo ser pouco representativa, ja que as técnicas diferem em
seus mecanismos (oxidacdo da sonda x producdo de MDA) e unidades de medida (unidades de

fluorescéncia x nmol/mL de MDA).
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DISCUSSAO

A falta de especificidade do método de dosagem do TBARS para detec¢do dos produtos
da lipoperoxidacdo (STEGHENS et al., 2001) é alvo de muitas criticas, devido a formacao de
artefatos (LYKKESFELDT, 2007), tornando necessario o uso de técnicas de avaliacdo mais
adequadas para uso em espermatozoides. Neste experimento foram utilizados diferentes métodos
para avaliacdo da peroxidacgdo lipidica de espermatozoides de caprinos e ovinos, observando-se
que a peroxidacdo apresentada pelo método de TBARS, avaliado por espectrofotometria (UV-

Visivel), foram superiores aqueles obtidos por HPLC-DAD.

Corroborando com estes achados, Tug et al. (2005) também encontraram concentragdes
significativamente maiores de MDA por espectrofotometria, quando comparado ao HPLC, em
soro de pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica. Entretanto, Durfinova et al. (2007)
ndo observaram diferenca entre os testes, sendo semelhantes os resultados obtidos por eles,

quando avaliadas as concentragdes de MDA em tecidos cerebrais de ratos.

Apesar do método espectrofotométrico apresentar a vantagem de ser simples, sensivel e
ter custo razoavel, ndo é especifico para a dosagem de MDA em amostras biologicas
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1981; KIKUGAWA et al., 1988), estando os seus resultados
sujeitos a varios erros (BIRD et al., 1983), como observado neste estudo. Portanto, vem-se
utilizando a cromatografia liquida de alta performance que além de sensivel, é especifica,
reprodutivel e estavel (BIRD et al., 1983), porém de custo mais elevado. No entanto, se obtém

resultados confiaveis.

Todavia, a determinacdo da concentragdo de MDA, um dos produtos da peroxidacao
lipidica, possivel via que permite avaliar os danos celulares causados pelo estresse oxidativo
(DURFINOVA et al., 2007), fornece uma medida indireta da peroxidacio, sem resolucéo
subcelular das alteragdes ocorridas nas membranas (PAP et al., 1999). Neste caso, a formacéo de
ROS pode ter ocorrido em apenas uma pequena parcela da populacdo (GUTHRIE e WELCH,
2012), fato observado nos resultados deste estudo, onde se constatou um baixo porcentual de
células marcadas pelo C11-BODIPY.

A sonda fluorescente C11-BODIPY é considerada um método confiavel e facil para
avaliar a peroxidacao lipidica, que necessita de uma quantidade reduzida de amostras (NAGUIB,
1998; BALL e VO, 2002; BROUWERS e GADELLA, 2003), diferente das demais técnicas que
necessitam de grande quantidade de material. Quando avaliada por citometria de fluxo, apresenta
a desvantagem do alto custo do aparelho, mas trata-se de um método rapido e pratico, sendo uma

ferramenta valiosa para pesquisa (AITKEN et al., 2007).
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Além destes métodos, existem outros testes para avaliacdo da peroxidacao lipidica, mas a
maioria necessita do uso de aparelhos caros e especializados, e ndo apresentam 0 mesmo
rendimento do ensaio do TBA por HPLC (LYKKESFELDT, 2001). Diferentes testes podem ser
realizados para cada fase desse processo, como a deteccdo de dienos conjungados, deteccdo do
4-hidroxinonenal, teste do alaranjado de xilenol, deteccdo dos isoprostanos, cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccdo por quimiluminescéncia, cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LIMA e ABDALLA, 2001). No entanto, alguns

deles ndo sdo aplicaveis para espermatozoides.

CONCLUSAO

Com base nos resultados, é possivel concluir que, o0 método de dosagem de MDA mais
indicado para avaliacdo da ocorréncia de peroxidacdo lipidica em espermatozoides de caprinos e
ovinos é o de HPLC-DAD. Todavia, recomenda-se também o uso, em associacao, da técnica de
fluorescéncia com C11-BODIPY.
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Tabela 1 - Valores médios da concentracdo de malonaldeido (nmol/mL) e porcentual de
espermatozoides portadores de peroxidacdo lipidica, obtidos pelo uso do Cus-

BODIPY®85%1 em amostras criopreservadas de sémen de caprinos e ovinos

Testes Amostras de Sémen
Caprino Ovino
Espectrofotdmetro (nmol/mL de MDA) 29412 6,6+3,2
HPLC (nmol/mL de MDA) 0,2+0,1° 2,9+0,7°
C11-BODIPY (%) 2,1+0,1 2,5+0,0

Letras diferentes na mesma coluna P <0,05.
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RESUMO

Objetivando avaliar a ocorréncia de peroxidacdo lipidica da membrana plasmatica de
espermatozoides caprinos e ovinos criopreservados com Trolox, amostras de sémen foram
diluidas em Leite desnatado (Glicerol 7%) (caprino) ou Tris-gema de ovo (Glicerol 5%) (ovino),
sem antioxidante ou adicionadas de Trolox nas concentracdes de 20uM ou 40 pM/mL. Apds
descongelacdo a 37 °C/30s, as amostras foram submetidas a avaliacdo da peroxidacdo lipidica
por cromatografia liquida de alta performance acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-
DAD) e citometria de fluxo (C11-BODIPY%8%%1)  assim como a integridade de membrana
plasmatica e acrossomal por microscopia fluorescente e cinética espermatica pelo sistema
computadorizado de analise dos espermatozoides (CASA). Nao foi constatada diferenca
significativa (P>0,05) entre os grupos experimentais de ambas as espécies para 0s parametros de
cinética espermaética e de integridade de membranas plasmatica e acrossomal, bem como néo foi
observada diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos para reducdo da ocorréncia de
peroxidacdo lipidica na membrana plasmatica dos espermatozoides. Além disso, a analise de
peroxidacdo lipidica dos diluidores demonstrou que o leite desnatado apresenta baixa
concentracdo de malonaldeido, entretanto, o Tris-gema de ovo apresentou altos niveis de
peroxidacdo, interferindo nos resultados de mensuracdo do MDA das amostras de sémen ovino.

Conclui-se que o processo de criopreservacdo ndo desencadeou a peroxidagdo lipidica da
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membrana plasmatica de espermatozoides caprinos e ovinos com ou sem adicdo de Trolox (20 e
40 pM).

Palavras-chave: lipoperoxidacdo, antioxidantes, sémen, Trolox, HPLC-DAD, Cu-
BOD'PY581/591

ABSTRACT

Aiming to assess the occurrence of lipid peroxidation on plasma membrane of goat and sheep
sperm cryopreserved with Trolox, semen samples were diluted in skimmed milk (goat) or tris-
egg yolk (sheep) extenders, without antioxidants or with Trolox at 20 uM or 40 uM /mL. After
thawing at 37°C for 30 seconds, samples were submitted to assessment of lipid peroxidation by
high performance liquid chromatography (HPLC-DAD) and flow cytometry (Cii-
BODIPY®Y5) a5 well as plasma membrane and acrosomal integrity in fluorescent microscopy
and sperm kinematic by computer-assisted sperm analysis (CASA). No significant difference
(P>0.05) was observed among experimental groups of both species to sperm kinematics, plasma
membrane and acrosomal integrity. Significant difference also was not observed (P>0.05) among
treatment groups to lipid peroxidation reduction on sperm plasma membrane. Furthermore, the
analysis of extenders lipid peroxidation demonstrated that the skimmed milk extender presented low
concentration of malonaldehyde, whereas Tris-egg yolk extender showed high levels of peroxidation,
interfering on MDA measurement results of ram semen samples. In conclusion, the process of
cryopreservation did not trigger lipid peroxidation of plasma membrane of goat and sheep semen
with or without addition of Trolox (20 and 40 uM).

Keywords: lipid peroxidation, antioxidants, semen, Trolox, HPLC-DAD, C1:-BODIPY58/59!

INTRODUCAO

A criopreservacdo do sémen determina alteracGes celulares que contribuem para a
diminuicdo da fertilidade, quando comparado ao sémen fresco, sendo uma das estruturas mais
afetadas a membrana plasmatica (BICUDO et al., 2007), cujos danos sdo ocasionados pela

geracdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) (AITKEN, 1995).

o1
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A reacdo das ROS com os &cidos graxos poli-insaturados (AGPI), presentes nas
membranas celulares e nas lipoproteinas, iniciam um processo em cadeia conhecido como
peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO), que pode ser avaliado e utilizado como um
indicador do estresse oxidativo celular (LIMA e ABDALLA, 2001).

Os lipoperoxidos e suas substancias metabolizadas produzem, pelo processo de inducéo
da LPO, lesdo celular que acelera a apoptose das céelulas germinativas, resultando no aumento da
quantidade de espermatozoides associados com a infertilidade e a aparente reducdo da qualidade
seminal, incluindo anormalidades da peca intermediaria, diminuicdo da motilidade e perda da
capacidade do espermatozoide realizar a reacdo de acrossoma e consequentemente fertilizacao
(AITKEN et al., 1993).

Na tentativa de minimizar os danos causados as células espermaticas pela peroxidacao
lipidica, diversos antioxidantes vém sendo testados (MAXWELL e STOJANOV, 1996), dentre
eles a vitamina “E” e seu analogo hidrossollvel, o Trolox, que é indicado como um excelente
protetor contra a peroxidacao lipidica (SCOTT et al., 1974), protegendo 0s espermatozoides dos
danos oxidativos do DNA e da membrana (SIKKA, 1996).

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi estudar a ocorréncia de peroxidacao lipidica da
membrana plasmética de espermatozoides caprinos e ovinos criopreservados com Trolox, pelo
ensaio do &cido 2-tiobarbitarico (TBA), utilizando cromatografia liquida de alta performance
(HPLC-DAD), e por imunofluorescéncia (C11-BODIPY%8¥%%1) em citometria de fluxo.

MATERIAL E METODOS

Reagentes:

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich Company (St. Louis,
MO, USA), com excecdo do &cido 2-tiobarbiturico (MERCK, Darmstsdt, Germany), Hidréxido
de potéassio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), Hidroxido de sédio (NUCLEAR, Diadema, SP,
Brasil), Metanol (CARLOS ERBA, Val-de-Reuil, Franga).

Animais:

Foram utilizados cinco reprodutores caprinos e seis reprodutores ovinos, 0s quais foram

submetidos & avaliacdo clinica e androldgica para comprovagdo da higidez e possibilidade de
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participar do delineamento experimental, de acordo com os padr6es minimos recomendados
(MIES FILHO, 1982). Os animais foram alocados em baias, recebendo dieta a base de feno de

capim tifton, racdo peletizada, além de sal mineral e agua ad libitum.

Colheita e analise do sémen:

Os ejaculados foram colhidos pelo método de vagina artificial, usando uma fémea como
manequim. Imediatamente ap0s a colheita, as amostras de sémen foram submetidos a analise
microscopica [movimento de massa (> 3), motilidade (0,0-100,0%), e vigor (> 3) espermatico],
em microscépio de contraste de fase (Olympus Optical Co., Ltda., Tokyo, Japan). Foram
selecionados animais cujos ejaculados apresentaram valores minimos de 70,0% de motilidade e 3
de vigor (MIES FILHO, 1982).

- Caprinos:

As colheitas de sémen foram realizadas a cada 48h, sendo obtido um ejaculado de cada
animal a cada colheita, sendo realizadas um total de cinco colheitas. Apos analise e aprovacédo de
cada um dos ejaculados dos cinco animais, de cada dia de colheita, procedeu-se a formacdo do
pool dos ejaculados para posterior diluicdo. A determinacdo da concentracdo espermatica foi

realizada em camera de Neubauer.

As amostras de sémen caprino foram submetidas a lavagem [centrifugacdo a
1200rpm/10min, 2vezes, com Tris (3,605 g de Tris-hidroximetilaminometano, 2,024 g de acido
citrico, 1,488 g de frutose e 100 mL de agua miliQ; pH 6,8)] para retirada do plasma seminal.
Em seguida, o pellet foi diluido com Leite desnatado (Glicerol 7%), com ou sem adicdo de
Trolox, de acordo com os grupos experimentais (G1= controle; G2= 20 uM de Trolox; G3= 40
UM de Trolox)

- Ovinos:

As colheitas de sémen foram realizadas a cada 48h, sendo obtido um ejaculado de cada
animal a cada colheita, sendo realizadas um total de seis colheitas. Apds analise e aprovacdo de
cada um dos ejaculados dos seis animais, de cada dia de colheita, procedeu-se a formacdo do
pool dos ejaculados para posterior diluigdo. A determinagdo da concentracdo espermaética foi

realizada em camera de Neubauer.

Uma vez que as amostras de sémen ovino ndo precisam ser lavadas para retirada do

plasma seminal, procedeu-se imediatamente a diluicdo em Tris-gema de ovo (Glicerol 5%), com
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ou sem adicao de Trolox, de acordo com 0s grupos experimentais (G1= controle; G2= 20 uM de
Trolox; G3= 40 uM de Trolox).

Congelacéo:

Apos diluicdo, as amostras de sémen correspondentes aos grupos experimentais foram
envasadas em palhetas (0,25 mL; 50x10°espermatozoides) e processadas em maquina de
congelacdo de sémen (modelo TK 3000, TK tecnologia em Congelacdo Ltda, Brasil), utilizando
a seguinte curva de congelacdo (-0,25 °C/min até atingir 5 °C, ap06s estabilizacdo por 2h, em
seguida -15 °C/min até -120 °C). Imediatamente ap6s a congelacdo as palhetas foram
transferidas para o nitrogénio liquido (-196 °C) e armazenadas em botijdo criobiol6gico. Para
analise espermatica descongelou-se quatro palhetas de sémen de cada grupo experimental de
cada uma das espécies em banho-maria (37 °C, 30 s) e aliquotas dessas amostras foram avaliadas
quanto cinética espermatica, integridade do acrossoma, integridade da membrana plasmatica e
peroxidacao lipidica para ambas espécies.

Preparo das amostras:

- Peroxidag&o Lipidica:
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

As amostras de sémen fresco e criopreservado, e do diluidor foram preparadas segundo
metodologia descrita por Candan e Tuzmen (2008), com modifica¢des, onde em um tubo de
vidro com tampa foi adicionada uma aliquota (200uL) de sémen, 750uL de H3PO4 (440mM) e
50uL de TBA (42mM). Essa mistura foi aquecida por 1h a 100 °C, e apds atingirem a
temperatura ambiente, foi retirada uma aliquota (500uL), colocada em tubo de microcentrifuga,
a qual foi adicionado 500uL do reagente de precipitacdo [MeOH:1 M NaOH (91:90)]. A seguir,
as amostras foram centrifugadas (13000rpm por 5 min) e retirado o sobrenadante que foi filtrado
em filtro de membrana (0,22 um) e colocado em um “vail” para injecdo no aparelho de HPLC-
DAD.

Utilizou-se 0 HPLC (Shimadzu Prominence, modelo LC-20AT), equipado com detector
de arranjo de diodo (SPDM 20), forno da coluna (CTO-20AC), autoinjetor (SIL-20A), duas
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bombas (LC-6AT), degaseificador (DGU-20As) e modulo de comunicacdo (CBM-20A)
controlado pelo software LC-Solution.

Para as separacbes cromatograficas utilizou-se a coluna Rexchorm S5-100-ODS
(150mmx4,6mm 1.D. 5um 100A) & uma temperatura de 30 °C e coluna de guarda Security Guard
Catridge Holder C18 (4x3.0mm), utilizando como fase mével uma solucéo tampédo de metanol-
fosfato de potéassio (50mM, pH=6.8; 40:60, v/v), a qual foi previamente filtrada em filtro de
membrana (0,45um; Millipore, Bedford, MA) e injetada em condicao isocratica, com uma taxa

de fluxo de 0.6 mL/min.

Os cromatogramas foram registrados em um comprimento de onda fixado em 532nm. O
tempo de corrida foi 8 min, e o volume de injecdo da amostra de 10uL. Todas as amostras foram
preparadas e analisadas em triplicata. As concentracdes de malonaldeido foram expressas em

nmol/mL.

C11-BODIPY?381/591

Para anélise da peroxidacdo lipidica através da sonda fluorescente C11-BODIPY%8Y/59!
[4,4- difluoro -5-(4-phenyl-1,3-butadienyl)- 4- bora-3 a,4 a- diaza- s- indacene- 3- undecanoic
acid; Invitrogen™, Eugene, Oregon, USA], descongelou-se 1 palheta de sémen a 37 °C por 30 s,
os quais foram centrifugados duas vezes em PBS (Fosfato Salino Tamponado), a 1500rpm por 5
min. A seguir, as amostras foram ressuspensas em PBS e adicionado 1uL de C11-BODIPY
581591 na concentracdo de 2mM, e incubadas a 37 °C por 30 min no escuro. Depois desse
periodo, as amostras foram novamente lavadas em PBS para retirada de sonda ndo-ligada e
analisadas por citometria de fluxo, utilizando o citometro de fluxo BDFACSAria 1l (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA), no qual as sondas fluorescentes foram excitadas por um laser de
argonio de 488nm. Para deteccdo de fluorescéncia verde utilizou-se o filtro FL-1(530/30nm) e
para a vermelha o filtro FL-3(620nm). Os dados foram coletados utilizando BD FACSDiva™
Software (Becton Dickinson) e avaliadas 10.000 células, sendo classificadas em oxidadas (verde)
e ndo oxidadas (vermelho).

Integridade de acrossoma

A integridade do acrossoma foi avaliada retirando-se uma aliquota (10uL) da amostra de
sémen de cada grupo experimental para a confeccdo das laminas, as quais foram armazenadas a

4 °C, protegidas da luz e analisadas no prazo de duas semanas. As laminas foram coradas no
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momento da andlise através da técnica de coloracdo FITC-conjugada ao Peanut aglutinina
(FITC-PNA, SILVA et al., 2011), onde 30uL de solu¢dao de trabalho de PNA (1mg/mL) foi

depositado no centro da lamina e efetuada a homogeneizacdo da amostra.

Posteriormente, as laminas sofreram refrigeracdo a 4 °C durante 20 min e, apos este
periodo, foram lavadas em 50mL de PBS e colocadas no isopor para secagem em temperatura
ambiente. Apos secagem, aliquotas de SuL da solugio UCD (5Smg Azida sodica, 0,5mL PBS,
0,1% wi/v Fenilenediamina, 4,5 mL Glicerol; pH 8,0) foram colocadas entre a lamina e laminula,
e observadas em microscopio de fluorescéncia (Carl Zeiss, Gottingen, Germany) utilizando o
filtro de fluoresceina (450-490nm, espelho dicromético de 510nm), quando foram contados 200
espermatozoides/lamina e classificados em acrossomas intactos (Al), quando apresentaram-se
corados em verde e de acrossomas reagidos (AR), quando apresentaram coloracdo verde
mesclada, sem coloracdo ou apenas uma faixa verde fluorescente na regido equatorial da cabeca

espermatica.

Integridade da membrana plasmatica

A analise de integridade da membrana plasmatica (iMP) foi realizada com diacetato de
carboxifluoresceina (DCF) e iodeto de propidio (IP), segundo a metodologia descrita por Silva
et. al. 2011. Aliquotas (10 pL) de sémen foram diluidas em 30 pL de Tris contendo 5 pL de DCF
(0.46 mg/iml em DMSO) e 20 pL de PI (0,5 mg/mL em PBS). Um total de 200 espermatozoides
foram avaliados em microscépio de epifluorescéncia (Carl Zeiss, Gottingen, Germany; 400 x),
usando filtro de emissdo DBP 580-630 nm e excitacdo DBP 485/20 nm, e classificados como
portadores de membrana intacta, quando apresentaram-se corados em verde, ou de membrana

danificada, quando corados em vermelho.

Cinética espermatica

Uma amostra (10pL) do sémen foi colocada em um tubo de microcentrifuga, no qual foi
adicionado 30pL de Tris com o objetivo de reduzir a concentracdo de espermatozoides e a
densidade dos diluidores utilizados, visando evitar a sobreposicao de células e facilitar a captura
das imagens. A analise foi realizada da seguinte maneira: uma aliquota (5uL) da amostra foi
colocada em uma lamina e coberta por laminula, as quais estavam sobre uma placa previamente
aquecida (37°C) e avaliadas em microscopio de contraste de fase (Eclipse 50i; Nikon, Tokyo,

Japan). As imagens foram capturadas com uma camera digital Basler A312FC (Basler Vision
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Technologies, Ahrensburg, Germany) com ampliagdo de 400x. Foram escolhidos,
aleatoriamente, pelo menos, cinco campos por amostra, onde os resultados foram digitalizados,
registrando-se, no minimo, 2000 espermatozoides moveis. Na sequéncia, foram avaliados o0s
parametros de motilidade total (Mt), motilidade progressiva (Mp), linearidade (LIN),
retilinearidade (STR) e indice de oscilagdo (WOB), expressos em porcentual, e velocidade
curvilinea (VCL), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade média da trajetoria (VAP),
expressos em micrémetros por segundo, utilizando o software SCA ™ v 5.1 (Microptics , SL ,

Barcelona, Espanha).

Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad InStat (versdo 3.10,
2009). Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), para cada conjunto de
grupos experimentais, verificando-se efeitos dos tratamentos e suas respectivas interagdes, com
nivel de significancia de 5%. Quando na presenca de significancia, teste de comparacGes
multiplas de Tukey-Kramer para comparacdes de médias foram realizados. Os resultados foram

expressos em media e desvio padrao.

RESULTADOS

As amostras de sémen congelado/descongelado de reprodutores caprinos e ovinos nédo
evidenciou diferenca significativa (P>0,05) para nenhum dos parametros cinéticos avaliados (Mt,
Mp, VCL, VSL, VAP, LIN, STR e WBO) entre os grupos (Tabela 1 e 2). Assim como nao
houve diferenca significativa (P>0,05) no porcentual de espermatozoides com membranas
plasmaticas e acrossomal integras.

A concentracdo de MDA ndo diferiu (P>0,05) entre os grupos das amostras de sémen
caprino criopreservados com ou sem adicdo de Trolox como entre as de sémen fresco e do
diluidor (Tabela 3). Todavia, a concentracdo de malonaldeido nas amostras de sémen ovino
evidenciou diferencga significativa (P>0,05) entre os grupos experimentais, tendo observado
maiores valores nas amostras criopreservadas sem antioxidante (controle) e suplementados com
Trolox (20 e 40 uM), quando comparados as amostras de sémen fresco (Tabela 4). No entanto,
0s porcentuais de espermatozoides ovinos identificados com peroxidacdo lipidica, pela sonda
fluorescente (C11-BODIPY®Y5N)  nio diferiram (P>0,05) entre as amostras de sémen

criopreservadas com ou sem adigéo de Trolox (20 e 40 puM).
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DISCUSSAO

Apesar dos lipidios serem considerados os principais alvos das ROS (SIKKA, 1996), as
quais tem a producdo intensificada durante o processo de criopreservagdo do sémen (WATSON,
2000), e considerada uma importante causa de disfuncdo espermatica (AITKEN, 1995), o
presente estudo demonstrou, pelos métodos de dosagem de malonaldeido (HPLC) e
fluorescéncia (C11-BODIPY®851)  que nas condicBes deste experimento, o processo de
congelagdo/descongelagdo do sémen de caprinos e ovinos ndo causou danos peroxidativos aos

espermatozoides.

Embora tenha sido observada diferenca significativa entre as amostras de sémen fresco e
criopreservado da espécie ovina, ao se utilizar o método de cromatografia, este resultado deveu-
se ao tipo de diluidor utilizado e ndo a peroxidacdo na célula espermatica. Esta afirmacdo é
comprovada pelo fato do diluidor tris-gema de ovo, utilizado sem a adicdo de espermatozoides,
ter apresentado maiores niveis de peroxidacdo do que as amostras contendo sémen, corroborando
com os relatos de Sicherle et al. (2011). Fato que pode ser justificado pelos efeitos deletérios do
peréxido de hidrogénio, que podem ser potencializados em diluidores a base de gema de ovo,
devido a presenca de ferro e outros metais de transicdo neste substrato (ABOAGLA e TERADA,
2004). Além disso, a presenca de varios agentes antioxidantes encontrados no sémen (AITKEN,

1995) podem também ter contribuido para a reducao da peroxidacdo no meio apos a diluigéo.

Com isso, sendo a peroxidacdo lipidica também reconhecida como um processo
prejudicial para os espermatozoides, em virtude da perda da motilidade espermética em muitas
espécies de animais (AITKEN et al. 1989; LENZI, 1996) e ja ter sido observada uma correlacéo
negativa entre o estresse oxidativo e a motilidade em espermatozoides de carneiros (PERIS et al.;
2007), a hipotese de que neste experimento a criopreservacdo do sémen ndo causou peroxidacao
lipidica nos espermatozoides de caprinos e ovinos fica mais evidente, ja que estes gametas
apresentaram motilidade total superior a 70% (caprinos) e 60% (ovinos) pds-criopreservacao, e
ndo apresentaram alteracGes expressivas nos demais parametros cinéticos e de integridade de
membranas. Além disso, este resultado fica confirmado pela observacdo de baixo porcentual de
células marcadas pelo fluoréforo C11-BODIPY, tanto para espécie caprina quanto para a ovina,

complementam os dados obtidos ao se realizar a mensuragéo de MDA por HPLC.

Ressalta-se que os efeitos da vitamina “E” na protegdo das células esperméticas contra a
lipoperoxidagéo apresenta resultados contraditorios na literatura. Neste trabalho, o uso do Trolox
nas concentracdes de 20 e 40 uM néo reduziu as concentracdes de malonaldeido presentes nas
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amostras, quando comparado ao controle. Da mesma forma, Sicherle et al. (2011) também néo
detectaram diminuicdo dos niveis de peroxidacdo quando adicionado o Trolox (100uM/108
espermatozoides) ao meio de congelacdo de sémen ovino. Todavia, o Trolox foi eficiente em
reduzir a peroxidacéo lipidica induzida por 0.24 nmol FeSOa. Por outro lado, Maia et al. (2010),
utilizando Trolox (50uM Trolox/108 espermatozoides) em meio para congelagdo de sémen
ovino, observaram reducdo da peroxidacdo lipidica, assim como Cerolini et al. (2000)
constataram que o a-tocoferol também foi capaz de reduzir significativamente a ocorréncia da

LPO, em espermatozoide refrigerados de suinos.

No entanto, o tratamento antioxidante com Trolox também ndo demonstrou efeitos
significativos na cinética espermaética de ambas as espécies estudadas, ratificando os relatos de
Sicherle et al. (2011), que ndo obtiveram nenhum efeito sobre os pardmetros cinéticos de
espermatozoides criopreservados de reprodutores ovinos, quando adicionados 100 uM de Trolox
ao diluente. Da mesma forma, Cabrita et al. (2011) também n&o observaram melhora na
qualidade dos parametros cinéticos de espermatozoides de peixes, submetidos a refrigeracao
(4°C, 1h) em meio contendo a-tocoferol. Em contrapartida, Silva et al. (2013), constataram que
a adicdo de 60 e 120 uM de Trolox ao meio Tris-gema de ovo, melhorou os parametros de Mp,
VSL, VAP, LIN, WOB e STR. Desta forma, € possivel correlacionar que alguns fatores, como
método de congelacdo, uso de curva adequada de refrigeracdo, entre outros fatores, podem
interferir na producdo de ROS e, consequentemente, na ocorréncia de peroxidacdo lipidica da

membrana de espermatozoides caprinos e ovinos.

Ainda neste estudo, foi possivel observar que o tratamento antioxidante ndo demonstrou
ter melhorado os porcentuais de espermatozoides com membrana plasmatica e acrossomas
integros. Diferentemente, Azawi e Hussein (2013), afirmam que a vitamina “E” é capaz de
preservar a integridade de membrana plasmatica de espermatozoides de ovinos por até 120h a 5
°C, 0 mesmo ndo ocorrendo para a integridade de acrossoma. Silva et al. (2013) também
observaram que o Trolox foi capaz de preservar a integridade de membrana plasmatica de

espermatozoides de ovinos, ndo havendo diferenca para integridade de acrossoma.

Esta diferenca observada entre as espécies pode estar relacionada a composicdo da
membrana plasmatica e acrossomal de espermatozoides caprinos e ovinos uma vez que a
membrana espermatica € rica em acidos graxos poliinsaturados (AITKEN, 1995) que os torna
mais sensiveis aos danos peroxidativos (POULQOS et al., 1973) e danos a estrutura e integridade
da membrana plasmaética estdo associados com a reducdo da fertilidade dos espermatozoides pos-

descongelacédo (THOMAS et al., 2006).
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que o
processo de criopreservacdo do sémen, nestas condi¢Bes, ndo provocou peroxidacdo lipidica nas
células espermaéticas e, consequentemente, nao determinou alteracbes em seus parametros
cinéticos e de integridade de membranas. No entanto, a composi¢cdo do diluente utilizado para
congelagdo do sémen interfere nos resultados de peroxidagdo, havendo necessidade de mais

estudos a cerca de diluentes que minimizem esse efeito.
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Tabela 1- Valores médios dos parametros cinéticos e porcentuais de espermatozoides caprinos

apos criopreservacdo em leite desnatado, adicionado ou ndo de Trolox, com membrana

plasmatica e acrossoma intactos

Parametros Espermaticos

Grupos Experimentais

Controle Trolox 20uM Trolox 40uM
Mt(%) 70,0+12,9 70,445,6 62,7+10,7
Mp(%) 26,0+2,8 29,445,9 29,04£7,2
VCL(um/s) 87,0+8,4 80,445,6 88,1+13,1
VSL(um/s) 46,5472  45,0+4,9 51,6+8,4
VAP(um/s) 61,2+7,8 56,6+3,4 63,9+10,8
LIN(%) 53,648,7 56,2+7,1 58,6+5,5
STR(%) 75,8+7,4 79,446,0 80,8+3,9
WBO(%) 70,35,4 70,5+3,7 72,4140
iIMP (%) 51,3+8,4 58,3+9,0 51,6+10,5
IAC (%) 86,7+3,7 92,1+3,6 90,6+1,4

Letras diferentes na mesma linha demonstram diferenca significativa entre os grupos (P<0,05).

Mt: motilidade total, Mp: motilidade progressiva, VCL: velocidade curvilinea, VSL: velocidade

em linha reta, VAP: velocidade média da trajetoria, LIN: linearidade, STR: retiddo, WBO: indice

de oscilacdo, iMP: integridade de membrana plasmatica, iAc: integridade de acrossoma.
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Tabela 2- Valores médios dos parametros cinéticos e porcentuais de espermatozoides ovinos
apos criopreservacdo em tris-gema de ovo, adicionado ou ndo de Trolox, com membrana

plasmatica e acrossoma intactos

Parametros Espermaticos Grupos Experimentais

Controle Trolox 20uM Trolox 40uM
Mt(%) 62,7+7,2 66,0+10,6 69,7+7,8
Mp(%) 32,8+4,6 36,4+9,2 33,146,2
VCL(um/s) 88,0+18,4 85,3+12,6 87,0+9,9
VSL(um/s) 63,4+14,2 62,1+11,0 58,7+9,2
VAP(um/s) 76,8£17,5 74,7£12,5 74,4+10,3
LIN(%) 71,943,9 72,6+3,8 67,3+4,7
STR(%) 82,6+3,2 83,0+2,3 78,7+3,3
WBO(%) 86,9+2,2 87,412 4 85,3+2,9
iMP (%) 50,3+14,0 58,2+6,9 56,0+7,6
IAC(%) 61,5+7,0 64,5+6,5 64,9+8,8

Mt: motilidade total, Mp: motilidade progressiva, VCL.: velocidade curvilinea, VSL: velocidade
em linha reta, VAP: velocidade média da trajetoria, LIN: linearidade, STR: retiddo, WBO: indice

de oscilacdo, iMP: integridade de membrana plasmaética, iAc: integridade de acrossoma.
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TABELA 3- Valores médios da concentracdo de malonaldeido (nmol/mL) em amostras de diluidor, de sémen fresco e criopreservado e do
porcentual de células esperméticas marcadas com peroxidagdo pela sonda fluorescente Ci11-BODIPY%8Y%9L obtidos de reprodutores caprinos
adicionadas ou ndo de Trolox

Testes
Grupos Experimentais
Controle Trolox 20puM Trolox 40uM  Sémen Fresco Diluidor
MDA (nmol/mL) 0,2+0,1 0,2+0,0 0,240,1 0,1+0,0 0,09+0,0
Células com LPO (%) 2,1+0,1 2,1+0,0 2,2+0,0

Letras diferentes na mesma linha demonstram diferenca significativa entre os grupos (P<0,05).

TABELA 4- Valores médios da concentracdo de malonaldeido (nmol/mL) em amostras de diluidor, de sémen fresco e criopreservado e do
porcentual de células espermaticas marcadas com peroxidagdo pela sonda fluorescente C11-BODIPY®8Y%L opbtidos de reprodutores ovinos
adicionadas ou ndo de Trolox

Testes Grupos Experimentais

Controle Trolox 20uM Trolox 40uM  Sémen Fresco Diluidor
MDA (nmol/mL) 2,9+0,7% 2,9+0,82 2,8+0,62 0,5+0,2° 6,4+1,1°
Células com LPO (%) 2,5+0,0 2,4+0,0 2,6+0,3

Letras diferentes na mesma linha demonstram diferenca significativa entre os grupos (P<0,05).
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CONCLUSAO

Conclui-se que o método de dosagem de MDA utilizado mais indicado para avaliacdo da
ocorréncia de peroxidacdo lipidica em espermatozoides de caprinos e ovinos é o de HPLC.
Todavia, recomenda-se 0 uso associado com técnicas de fluorescéncia (C11-BODIPY). Além
disso, o processo de criopreservacdo do sémen, ndo provoca peroxidacdo lipidica nas células
espermaticas e consequentemente, ndo determina alteracGes em seus parametros cinéticos e de
integridade de membranas. Estes resultados justificam o fato da adi¢do do Trolox aos diluidores

ndo determinar efeito protetor sobre as membranas espermaticas.
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