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RESUMO

A criopreservagdo de sémen equino representa uma importante biotécnica aplicada ao
manejo reprodutivo desta espécie. Quando exposto a baixas temperaturas, os
espermatozoides sofrem modificagdes estruturais, ocorrendo estresse oxidativo quando
ha desequilibrio entre a produ¢do de ROS e a quantidade de substincias antioxidantes
presentes no plasma seminal. Objetivando-se analisar o efeito da adi¢do de diferentes
concentragdes de glutationa peroxidase (GPx) e cisteina ao diluidor de congelacao do
sémen de eqiiinos, foram utilizados cinco garanhdes da raca Quarto-de-Milha, com
fertilidade comprovada. Amostras de s€émen foram colhidas com vagina artificial e
diluidas em Botu Crio, acrescido de antioxidantes: G1= Controle (Sem antioxidantes);
G2= 0,5 mM de N-Acetil-Cisteina; G3= 1 mM de N-Acetil-Cisteina; G4 = 1 U de
Glutationa Peroxidase (GPx) e G5= 5 U de Glutationa Peroxidase (GPx). A seguir, as
amostras de sémen foram envasadas em palheta (0,5 mL; na concentra¢io de 150 x 10°
espermatozodides/palheta), congeladas utilizando o método automatizado e armazenadas
em botijdo criogénico a — 196°C. As amostras foram descongeladas (37 °C por 30
segundos) e submetidas as andlises espermaticas (cinética, integridade de membrana
plasmatica, integridade de acrossoma e potencial de membrana mitocondrial),
imediatamente ap6s a descongelacdo (T0) e apos 60 minutos (T60). Amostras de s€émen
suplementadas com GPx 5 U e cisteina 0,5 mM nao apresentaram diferencas (P>0,05)
na porcentagem de espermatozdides com alto potencial de membrana mitocondrial,
assim como com acrossomas € membrana plasmatica integras, entre os tempos TO e
T60. Amostras congeladas com cisteina 1 mM apresentaram maior (P<0,05) porcentual
de gametas com acrossomas integros do que os de GPx 1 ¢ 5 U e cisteina 0,5 mM.
Espermatozoides com alto potencial de membrana mitocondrial foram encontrados no
T60 em maior (P<0,05) porcentual no garanhdo 5 em relagao aos garanhdes 1 e 2. A
cinética espermatica evidenciou maiores (P<0,05) valores de VCL e VAP nas amostras
controle, no TO do que no T60. De maneira geral, o cavalo 4 apresentou maiores
(P<0,05) valores cinéticos que os demais animais. Conclui-se que a adigdo de cisteina
ImM preservou melhor a integridade de acrossoma espermadtico, € que a resposta
individual de cada garanhdo influencia significativamente os resultados dos parametros
analisados.

Palavras-chave: antioxidantes, espermatozoide eqiiino, criopreservacao.



ABSTRACT

The cryopreservation of equine semen represents an important applied reproductive
biotechnology of this species. When exposed to low temperatures, spermatozoa suffer
structural modifications, occurring oxidative stress when there is imbalance between the
production of reactive oxygen species (- ROS) and the amount of antioxidants present
in seminal plasma. The objective of this study was to analyze the effect of the addition
of different concentrations of the antioxidants glutathione peroxidase (GPx) and
cysteine in equine frozen semen medium. Five Quarter Horse stallions, with proven
fertility were used. Semen samples were collected with artificial vagina and diluted in
Botu Crio added with antixodants: G1= Control (without antioxidants); G2= 0.5 mM of
N-Acetil-Cysteine; G3= 1 mM of N-Acetil-Cysteine; G4 = 1 U of Glutathione
Peroxidase (GPx) and G5= U of Glutathione Peroxidase (GPx). Semen samples were
packed straws (0.5 mL; 150 x 10° concentration of spermatozoa/straw), frozen in
automated method and stored in liquid Nitrogen (- 196 °C). Semen samples were
thawed (37 °C per 30 seconds) and submitted to sperm analyses (kinematic, plasma
membrane and acrosome integrity, and potential of mitocondrial membrane),
immediately after thawing (T0) and after 60 minutes (T60). Semen samples
supplemented with GPx 5 U and cysteine 0.5 mM did not show difference (P>0.05) on
the percentage of sperms with high percentage of potential of mitocondrial membrane,
as well as with intact acrosome and plasma membrane between TO and T60 times.
Frozen samples with cisteine 1 mM showed high (P<0.05) of gametes with intact
acrosome than those of GPx 1 and 5 U and cisteine 0.5mM. Spermatozoa with higher
percentage of potential of mitocondrial membrane was founded in T60 (P<0.05) in
stallion 5 than stallions 1 and 2. The sperm kinematic evidenced a high values of VCL
and VAP (P<0.05) in control samples, in TO than T60. In general, the stallion 4
presented high values (P<0.05) of kinematic parameters than other stallions. It can be
concluded that addition of cysteine (1mM) in equine frozen semen medium preserved
better the acrosome integrity and that the individual response of each stallion influence
significantly the results of the sperm analysis.

Keywords: antioxidants, equine spermatozoa, cryopreservation.
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1 INTRODUCAO

A criopreservacdo de sémen equino representa uma importante biotécnica
aplicada ao manejo reprodutivo desta espécie (BALL et al., 2001). Suas vantagens sao
potencializadas, quando associada a Inseminacdo Artificial (IA), por otimizar o uso de
garanhdes durante a Estacdo de Monta, reduzir os riscos de acidentes durante o
transporte dos animais, possibilitar o comércio intercontinental de coberturas e reduzir a
transmissao de doencgas venéreas (SAMPER, 2009).

Porém, durante anos, o uso desta biotécnica foi reduzido, devido a restricdoes ao
uso de s€émen congelado por parte de algumas associagdes de criadores, bem como pela
diminui¢do da capacidade fertilizante do sémen pos-descongelagdo, decorrente da
redu¢do da viabilidade e da longevidade celular (BALL et al., 2001). Destaca-se ainda a
necessidade de pessoal capacitado, indu¢do da ovulagdo, controle rigoroso da atividade
ovariana e inseminacao realizada no momento mais préximo possivel da ovulagdo, e por
apresentar indices reprodutivos menores que os resultados obtidos com uso do sémen
fresco ou resfriado, tornou o uso do sémen congelado restrito e oneroso (SQUIRES et
al., 2000; SAMPER, 2009; McKINNON 2010).

Na congelagdo, quando exposto a baixas temperaturas, os espermatozoides
sofrem modificagdes estruturais como formacgdo de cristais de gelo e elevacdo da
concentragdo de  solutos intracelulares, aumento da permeabilidade e,
consequentemente, ruptura da membrana plasmatica (HOLT, 2000). Em condi¢des de
estresse, o espermatozoide produz maior quantidade de espécies reativas ao oxigénio
(ROS), causando estresse oxidativo e resultando em danos ou morte celular (BALL,
2008), devido a danos na membrana celular, reduzindo a motilidade e a longevidade
espermatica ou pelo aumento da producao de ROS, causando danos diretos ao DNA
espermatico (fragmentacdo), comprometendo a transmissdo do material genético do
garanhdo (REGHINI et al., 2010).

O estresse oxidativo ocorre quando ha desequilibrio entre a produgdo de ROS e a
quantidade de substancias antioxidantes presentes no plasma seminal (SALEH e
AGARWAL, 2002), podendo ocasionar lesdes na membrana plasmadtica, decorrentes da
peroxidacdo lipidica de membrana (BALL et al., 2002), assim como inibi¢do do
metabolismo celular (WANG et al., 2003, da motilidade e da capacidade fertilizante dos
espermatozdides (AGARWAL e SAID, 2005).
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Durante a congelacdo, o sémen equino induz o aumento da producao de ROS e a
reducdo das concentragdes de antioxidantes pela retirada do plasma seminal
(BAUMBER et al., 2005). Por outro lado, na descongelagdo, os danos oxidativos sdo
causados pelo rapido aumento do consumo de oxigénio pelos espermatozdides, em
resposta a interrup¢ao do metabolismo, aumentando a produgdo de radicais livres
(BALL et al., 2002).

Varios estudos tém demonstrado efeitos benéficos da administracdo de
substancias antioxidantes, por via oral ou pela adicdo ao meio de congelacdo de sémen,
visando prevenir in vitro e in vivo os efeitos deletérios da elevada produgdo de ROS
(PONS-REJRAIJ et al., 2009). Os antioxidantes presentes no espermatozoide e no
plasma seminal interferem na concentragdo de ROS, inibindo a sua formacdo e acao,
atuando de forma independente ou sinérgica com outras substdncias (LEWIS et al.,
1997; AURICH, 2008). Diversos autores reportaram os efeitos benéficos da adigdo de
antioxidantes na dieta de garanhdes, assim como a adi¢do de antioxidantes em meios de
dilui¢do de sémen eqiiino. Alguns antioxidantes lipossoliveis e aquosos, como catalase,
pentoxifilina, tempol, tocoferol, vitamina E, glutationa peroxidase, cisteina e acido
ascorbico tém sido usados em diversas espécies, demonstrando melhoria na preservagao
da longevidade e da fertilidade espermatica.

Assim objetivou-se com este trabalho analisar o efeito da adigdo de
antioxidantes (glutationa peroxidase e cisteina) ao diluidor de congelacdo do sémen de

equino sobre a viabilidade espermatica in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Célula Espermatica

O espermatozoide ¢ o gameta masculino formado nos tiibulos seminiferos dos
testiculos a partir de células germinativas e sofrem diversas modificagdes (MIES
FILHO, 1982). O espermatozoide ¢ composto por cabega, colo e cauda. A cabeca do
espermatozoide equino ¢ achatada e larga, compreendendo ntcleo e acrossoma, onde
estd a cromatina condensada, o DNA e a protamina, proteina associada ao DNA
espermatico (HAFEZ, 2004). O acrossoma contém, em seu interior, glicoproteinas,
enzimas hidroliticas (p.ex.: fosfolipase A, acrossina, hialuronidase) e outras enzimas,
essenciais para a lise da zona pelicida e a penetragao da corona radiata do odcito
(MANN e LUTWAK-MANN, 1981; PRESCH e BERGMANN, 2006).

A cauda ¢ formada pela peca intermedidria, envolta pela bainha de mitocondrias
e tem forma de espiral dupla, pega principal, e peca final. As estruturas que formam a
cauda sdo axonema, bainha de mitocondrias, que contém enzimas e co-fatores
necessarios para o metabolismo espermatico, visando a producdo de ATP (HAFEZ,
2004; VARNER, 2007), e bainha fibrosa externa, a qual cont¢ém o axonema em seu
interior. O axonema ou filamento axial é composto por dois microtibulos centrais,
circundados por nove microtubulos duplos (EDDY, 1988), responsavel pela forga
propulsiva, que confere motilidade ao espermatozoide (SILVA e GADELLA, 2006;
VARNER, 2007), recoberto pela membrana plasmatica (HAFEZ, 2004).

2.1.1 Membrana plasmatica

A membrana plasmatica do espermatozoide possui uma camada composta por
lipideos, ricos em &cidos graxos poliinsaturados e proteinas, que regulam a fung¢do
celular (HAMMERSTEDT et al., 1990). A composi¢do da membrana plasmatica esta
relacionada com a capacidade do espermatozoide em suportar as alteragdes decorrentes
da criopreservagdo, uma vez que, devido a presenca de acidos graxos insaturados, como
o colesterol, torna-se vulneravel aos danos oxidativos (AMANN, 1991). Este lipideo

estd relacionado a maior resisténcia a congelagdo (AMMAN e PICKETT, 1987), pois
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atua estabilizando e diminuindo a temperatura na qual a membrana altera seu estado
fluido para gel (KIRK et al., 2001).

Na espécie equina, a membrana plasmatica dos espermatozodides possui pequena
quantidade de colesterol, responsavel por estabilizar esta membrana e diminuir a
temperatura na qual a membrana sofre a mudanca de fluida-cristalina para gel durante a
congelacdo (KIRK et al., 2001), resultando em maior sensibilidade ao choque térmico

durante o processo de congelagdo (SHARMA e AGARWAL, 1996).

2.1.2 Plasma seminal

O plasma seminal ¢ composto de secrecdes produzidas nos testiculos,
epididimos e glandulas sexuais, sendo liberado em fracdes no momento da ejaculagdo
(VARNER, 2007; KARESKOSKI e KATILA, 2008). No plasma seminal estdo
presentes diversos antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos de origem epididimaria,
como a glicerilfosforilcolina, que participa do metabolismo de lipidios e da maturagao
espermatica (MAGESTRINI et al., 1996), e proteinas ricas em Cisteina (Cysteine-rich
protein family — CRISP), que inibem a fosforilagdo da Tirosina e participam da
capacitagdo espermatica, bloqueando os canais de ions na membrana plasmatica
(VARNER, 2007).

Os efeitos deletérios do plasma seminal sdo observados em garanhdes que
possuem baixa tolerancia & manutencdo do sémen refrigerado (BRINSKO et al., 2000),
onde a motilidade espermatica e a integridade do DNA se mostraram superior quando o
plasma seminal foi totalmente removido (KARESKOSKI e KATILA, 2008). Todavia,
em periodos inferiores a 24 horas, o plasma seminal ndo alterou a motilidade dos
espermatozoides (MOORE et al., 2005). Entretanto, em amostras contendo de 5 — 20%
de plasma seminal, a motilidade foi mantida por periodos de até¢ 72 horas, quando o
sémen foi refrigerado & 5 °C com diluente a base de leite desnatado, gema de ovo e

glicose (JASKO et al., 1991).
2.2 Criopreservac¢io de Sémen Eqiiino
Em 1957, Barker e Gandier congelaram sémen obtido da cauda do epididimo de

um garanhdo usando diluidor a base de leite contendo 10% de glicerol e obtiveram o

nascimento de um produto apods inseminarem sete éguas. Porém, mesmo com a
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melhoria no processamento de congelagdo de sémen, o interesse pelo uso da
Inseminacdo Artificial (IA) em equinos com sémen congelado ainda ¢ restrito,
provavelmente pelos indices reprodutivos que ainda ndo sdo satisfatorios (MORRIS,
2006).

O sucesso no processo de criopreservacdo de sémen de garanhdes depende de
uma série de interacdes entre o método de congelagdo, o meio de congelagdo e
crioprotetor, a variabilidade na qualidade do s€émen entre garanhdes e entre ejaculados, e
a andlise do sémen pods-descongelacdo (SQUIRES et al., 1999). Para que o
espermatozoide fertilize o odcito sdo necessarios alguns atributos apos a congelagao,
como: metabolismo para producdo de energia; motilidade progressiva; integridade de
acrossoma, onde estdo as enzimas que sdo necessarias para penetracdo do
espermatozodide pelas estruturas que circundam o o6cito € membrana plasmadtica integra,
onde estdo proteinas que interagem na fusdo espermatozoide-oocito. Entretanto,
qualquer alteracdo observada nestes atributos reduz ou elimina a capacidade fertilizante
dos espermatozoides (AURICH, 2008).

Os danos causados aos espermatozoides podem ter inicio ainda na fase de coleta
e refrigeragio do sémen (5 °C), que se for realizada de forma inadequada, pode
determinar a ocorréncia de choque térmico, que induz a formagao de danos irreversiveis
no espermatozoide, caracterizados por motilidade alterada, danos a membrana
plasmatica e acrossoma, e redu¢do do metabolismo espermatico, o que reflete em danos
observados durante as fases do processo de congelagao (SQUIRES et al., 1999).

Esses danos ocorrem durante a congelacao e podem ser causados pelas baixas
temperaturas as quais sdo submetidos, com formacdo de cristais intracelular,
aumentando a concentragdo intracelular, afetando estruturalmente as organelas (ruptura
de membrana) ou alterando o metabolismo celular (HOLT, 2000), induzido pela
excessiva permeabilidade da membrana. A composicdo lipidica da membrana
plasmatica ¢ um dos fatores que contribuem para a diminuicdo da resisténcia do
espermatozoide equino as baixas temperaturas durante a congelacio (AMMAN e
GRAHAM, 1992).

Alguns eventos que ocorrem durante o processo de congelacdo podem ser
criticos para as fungdes fisioldgicas dos espermatozoides apos a descongelagdo, sendo a
motilidade no limen uterino dependente da disponibilidade de energia e da preservagao

do acrossoma pos-descongelagdo. O choque térmico durante a congelagdo causa perda
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irreversivel da fungdo mitocondrial, apontada como a principal causa da reducdo da

qualidade espermatica (SCHOBER et al., 2007).

2.2.1 Metodos de congelagao de sémen eqino

O método desenvolvido por Martin et al. (1979) tem sido ao longo dos anos o
mais aplicado para congelagdo de sémen equino em trabalhos de campo (VIDAMENT
et al., 2001). O sémen ¢ colhido por vagina artificial, analisado quanto aos parametros
macroscopicos (volume, cor, aspecto) e microscopicos, como cinéticos (motilidade,
motilidade progressiva, vigor) e concentragdo, sendo em seguida diluido na proporcao
1:1 (sémen:diluidor) com meio de centrifugacdo (leite desnatado + glicose +
antibioticos) (KENNEY, 1983), centrifugado (400 g por 10 minutos) duas vezes e sendo
desprezado o sobrenadante. O “pellet” € entdo ressuspendido com o meio de congelagdo
e o sémen envasado em palhetas de 0,50 mL. As palhetas sdo colocadas em caixa
isotérmicas contendo nitrogénio liquido (N;) a uma altura de 3 cm, sob uma “rampa de
congelacao” por 10 minutos, quando sdo definitivamente mergulhadas em N,L.

No entanto, protocolos usando maquinas de congelagdo de s€men e palhetas de
0,25 mL mostraram-se mais eficientes na curva de congelacdo e, consequentemente,
menor variabilidade no resultado final, devido a menor superficie de congelacdo da
palheta. Todavia, o uso de maquinas de congelagdo apresenta-se restrito pelo valor de
mercado do equipamento (CLULOW et al, 2008; TERRACIANO et al., 2008;
JULIANI et al., 2009).

2.2.2 Meios de congelagao de sémen

Os primeiros meios de congelacdo de s€émen equino baseavam-se nos trabalhos
de cientistas japoneses e tinham como composi¢cdo basica os componentes glicose +
lactose + gema de ovo, sem a presenga de agente crioprotetor (SQUIRES et al., 1999).
Apbs a introdugdo de agentes crioprotetores, como glicerol, diversos meios de
congelagdo foram elaborados, tendo como base lactose-EDTA e glicerol (MARTIN et
al., 1979), leite + gema de ovo + vérios tipos de acucares e glicerol, como o INRA 82
(PALMER, 1984). Na ultima década, o uso de formamidas (dimetilformamida e

metilformamida) como crioprotetores, determinou novas modificagdes aos meios de
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congelagdo, como o uso associado das formamidas ao glicerol (PAPA et al., 2002;
MELO et al., 2007).

A definicdo de um “meio de congelacdo ideal” ¢ variavel, devendo-se levar em
consideracdo variaveis individuais dos garanhdes quanto a congelabilidade do sémen
com determinado tipo de diluente, o método de congelagdao e o envase, assim como a

analise do sémen pos-descongelacdo (SQUIRES et al., 1999).

2.2.3 Crioprotetores

Os crioprotetores sao substancias adicionadas ao meio de congelacao de sémen,
a fim de proteger os espermatozoide durante o processo de congelagdo (PALMER,
1984). Concentragdo elevada de crioprotetor no meio de congelacdo pode causar danos
aos espermatozoide, pela toxicidade e pelo aumento da osmolaridade da membrana
plasmatica (SQUIRES et al., 2004).

O glicerol ¢ o crioprotetor mais usado na congelacdo de sémen eqiiino
(SQUIRES et al., 1999). O alto peso molecular e a viscosidade conferem a este
crioprotetor a capacidade de difundir-se lentamente através da membrana plasmatica,
reduzindo a temperatura do ponto de congelacdo (HOLT, 2000) e a concentragdo de sais
e solutos intracelulares (SQUIRES et al., 2004).

No entanto, o glicerol apresenta toxicidade para o espermatozoide, que resulta
em desnaturacdo proteica, alteracdo na interagdo da actina, e indugdo da abertura de
canais na membrana, o que, consequentemente, aumenta a osmoralidade da membrana,
alterando o metabolismo celular por mudangas no citoplasma, devido ao aumento da
viscosidade intracelular do glicerol, alterando a polimerizagdo da tubulina e associa¢ao
dos microtubulos, modificando o balango energético da célula espermatica, o que
contribui para explicar a varia¢ao na congelagdo do s€émen de alguns garanhdes (HOLT,
2000; VIDAMENT et al., 2001; GOMES et al.,, 2002; SQUIRES et al., 2004;
ALVARENGA et al., 2005; SHOBER et al., 2007).

O uso das amidas (dimetilformamida e metilformamida) como crioprotetores
penetrantes tem-se difundido nos ultimos anos, mostrando Otimos resultados na
congelacdo de sémen de garanhdes (ALVARENGA et al., 2000; GRAHAM, 2000;
GOMES et al., 2002; PAPA et al., 2002; MEDEIROS et al., 2002; ALVARENGA et
al., 2005). Estas substancias, por terem baixo peso molecular e toxicidade minima,

provocam menor dano osmoético aos espermatozdides, em comparagdo aos
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criopreservados em glicerol (ALVARENGA et al., 2005), reduzindo a variagdo das
caracteristicas espermaticas pods-descongelacdo em garanhdes considerados “maus
congeladores” (Motilidade Progressiva pos-descongelacio < 30%) (GOMES et al.,
2002; MEDEIROS et al., 2002). No entanto, a associagdo de glicerol e amidas mostrou-
se mais eficiente na manutencdo da motilidade pos-descongelagcdo, quando comparado
ao uso isolado destes crioprotetores (MEDEIROS et al., 2002). Resultados semelhantes
foram obtidos na congelacdo de sémen de coelhos, onde a motilidade pos-
descongelagdo foi mantida (HANADA e NAGASE, 1980), diferente da baixa
motilidade pos-descongelagdo de s€émen de humanos e caprinos, criopreservados em

meio contendo dimetilformamida (WILMUT e POLGE, 1977).

3 Radicais Livres e Estresse Oxidativo

Os espermatozoides podem produzir quantidades endogenas e controladas de
ROS que, em quantidades normais, induzem a capacitagdo, a hiperativagdo espermatica
e a reacdo acrossomal, aumentando a capacidade fertilizante destes gametas (De
LAMIRANDE e GAGNON, 1995; RIVLIN et al., 2004). A agao fisiologica das ROS
pode ser verificada ainda na sinalizag¢ao celular e regulagao redox, utilizando o radical
superoxido e peroxido de hidrogénio, atuando na atividade de véarias quinases, fatores
de transcricdo e morte celular (BURNAUGH et al.,, 2010). Além disso, varios
citocininas, fatores de crescimento, hormonios e neurotransmissores usam as ROS como
segundo mensageiro (IMAI ¢ NAKAGAWA, 2003) e no transporte de elétrons da
cadeia respiratdria, atuando como moléculas sinalizadoras (ANDRADE et al., 2010).

Fisiologicamente, o metabolismo celular aerdbio reduz, através do citocromo
oxidase mitocondrial, o oxigénio molecular (O;) em agua (H,O) (BERGENDI et al.,
1999). Porém, cerca de 5% do O, da cadeia respiratéria mitocondrial ndo ¢
completamente reduzido em H,O, sendo convertido em reativos intermedidrios como
Superodxido (O; -), hidroxila (OH) e peréxido de hidrogénio (H,O,) (COHEN, 1989).

Todavia, ressalta-se que, quando ha producao excessiva de ROS, ocorre redugao
da motilidade espermatica (GUERRA et al., 2004), peroxidacao da membrana lipidica
(BALL e VO, 2002), inibicdo do metabolismo celular (WANG et al., 2003) e,
consequentemente, redu¢do da longevidade e da capacidade fertilizante dos
espermatozdides (PASQUALOTTO et al., 2000; GUERRA et al., 2004; AGARWAL e
SAID, 2005; AURICH, 2008). O efeito prejudicial das ROS ao espermatozodide foi
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demonstrado por MacLeod (1943), que expds o espermatozdide humano, a altas
concentragdes de oxigénio, resultando em rapida perda da motilidade espermatica.

No ejaculado, ha duas fontes principais de ROS: o espermatozoide e o leucocito,
que tem mecanismo similar de geracdo de ROS, a partir da nicotinamina adenina
dinucleotidio oxidase (NADPH) presente na membrana. Contudo, as ROS produzidas
pelos leucocitos, durante a fagocitose, podem ser bastante prejudiciais a fungdo
espermatica (BURNAUGH et al., 2010).

A ROS produzida inicialmente pelos espermatozdides ¢ o anion Superdxido
(O2), que sofre uma reagdo mediada pela superdxido dismutase, presente no plasma
seminal, formando o peréxido de hidrogénio, o qual ¢ mais toxico que o O, -, causando
peroxidagdo lipidica da membrana plasmatica (SALEH e AGARWAL, 2002) e perda
do ATP do axonema da cauda (DE LAMIRANDE e GAGNON, 1992). Os danos
oxidativos nos espermatozoides de homens (GRIVEAU et al., 1995), sdo responsaveis
pela subfertilidade determinada pela reducao da capacidade antioxidante do sémen
(LEWIS et al., 1997).

Em pacientes com infertilidade idiopatica, portadores de infec¢des genitais,
teratozoospermia e azoospermia foram observados reducdo das defesas antioxidantes e
consequente aumento na produgdo de ROS (AGARWAL e SAID, 2005), devido a
maior produ¢do de ROS pelos espermatozoides anormais ou ndo funcionais, em
comparagdo aos espermatozoides normais (ZINI et al., 2000).

O DNA mitocondrial ¢ muito susceptivel ao H,O,, sendo o espermatozoide
equino susceptivel a fragmentacdo do DNA induzida pelas ROS (VARNER, 2007). Nos
espermatozdides bovinos, o aumento na producdo de ROS durante a criopreservagao
eleva o nivel de peroxidagdo lipidica, associada com o aumento da rigidez na por¢do
hidrofébica da membrana espermdtica, reduzindo a motilidade e a capacidade
fertilizante do sémen, devido a capacitagdo espermatica precoce e descondensagao
nuclear (CHATTERJEE e GAGNON, 2001).

O processo de congelagdo induz a maior produgdo de ROS, devido,
principalmente, & remog¢do do plasma seminal (BALL, 2008) e pela rapida fase de
transi¢ao do estado liquido para o estado gel (CHATTERJEE ¢ GAGNON, 2001),
enquanto, na descongelagdo, os danos oxidativos sdo causados pelo rapido aumento do
consumo de oxigénio pelos espermatozoides, apds a interrup¢do do metabolismo
celular, ocasionando maior producdo de ROS (BALL et al., 2001; BALL e VO, 2002).

O estresse oxidativo ocorre como consequéncia do metabolismo celular de tipos
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especificos de células, como espermatozoides ou leucdcitos, e apresenta-se como fator

importante da interrupgdo da funcdo espermatica (BALL, 2008).

4 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo inibidores das ROS, presentes no espermatozdide e no
plasma seminal, que atuam na, de forma independente ou sinérgica (LEWIS et al., 1997,
AURICH, 2008). Diversos autores ja reportaram os efeitos benéficos da adi¢do de
antioxidantes na dieta de garanhdes, assim como em meios de diluicdo de sémen
eqiiino, visando prevenir in Vvitro ¢ in vivo os efeitos deletérios da elevada producdo de
ROS (PONS-REJRAIJ et al., 2009).

Dentre as enzimas antioxidantes presentes no plasma seminal e no
espermatozoide estdo superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). A SOD tem como principal fungdo a
defesa do espermatozoide contra o ion perdxido, acelerando a dismutacdo deste ion e
formando H,O, (SALEH e AGARWAL, 2002). A CAT ¢ uma enzima derivada das
secregdes prostaticas, auxilia na neutralizagdo dos efeitos deletérios do H,O, in vitro
(BALL et al., 2001) e na melhoria da motilidade e viabilidade do espermatozoide
bovino, quando adicionada ao diluente de congelagcdo (BILODEAU et al., 2002). Além
disso, o fluido do oviduto contém CAT suficiente para proteger o espermatozoide de
injarias oxidativas (VARNER, 2007).

A GPx ¢ uma enzima que atua removendo o H,O,, reduzindo-o a agua, sendo
considerada um dos principais mecanismos de defesa antioxidante (WENDEL, 1981). A
reducdo na quantidade de GPx estd relacionada a infertilidade em homens (). Nos
bovinos, a funcdo da vesicula seminal tem influéncia sobre a atividade da GPx,
determinando a baixa fertilidade do sémen (BAUMBER et al., 2005), enquanto nos
eqiiinos verificou-se correlagdo positiva entre motilidade e integridade de membrana e a
presenga de GPx e CAT, indicando que estes antioxidantes contribuem para o aumento
inicial destes parametros espermaticos (PAGL et al., 2006). A GPx catalisa a redugdo
do H,0,, convertendo GSH a Glutationa Oxidada ou Dissulfito (GSSG). Além disso, a
GPx4, um dos quatro tipos de GPx em mamiferos, atua como enzima ativa na
espermatide, participando da condensacdo da cromatina espermatica, bem como pode
reagir com o H,0O,, sendo considerada responsavel pela protecdo da membrana contra

danos oxidativos (JELEZARSKY et al., 2008).
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Os antioxidantes também podem ser adicionados a dietas ou em meios de
refrigeracdo ou congelacdo de sémen e previnem ou retardam a oxidagdo (VARNER,
2007). O 4acido ascorbico atua sinergicamente com a vitamina E (alfa-Tocoferol),
protegendo a membrana plasmatica, reduzindo a produ¢do de ROS induzida pelo H,O,
e evitando danos ao DNA espermatico (ALMEIDA e BALL, 2005). Quando adicionado
ao meio de refrigeracdo de sémen, o 4cido ascérbico aumenta a porcentagem de
espermatozdides com membrana integra sem, contudo, influenciar na melhoria da
motilidade (AURICH et al., 1997).

A adicdo de vitamina E na dieta de garanhdes tem efeito positivo na manutencao
da motilidade do sémen refrigerado (5 °C) apds 48 horas (GEE et al., 2008), ¢ quando
adicionada ao meio de congelagdo, melhora a motilidade progressiva e a integridade das
membranas dos espermatozoides de gatos (THUWANUT et al., 2008). S3o ainda
substancias antioxidantes ndo enzimaticos a taurina, hipotaurina, albumina, carnitina e
piruvato (VARNER, 2007).

A Cisteina (N-Acetil-L Cisteina) ¢ um antioxidante ndo enzimadtico, sintetizada
na regido proximal do epididimo (COHEN et al., 2007), e, em particular nos equinos,
estd presente nas secrecoes da ampola do ducto deferente e da vesicula seminal
(SCHAMBONY et al.,, 1998). Esta proteina estd envolvida nos processos de
espermatogénese, maturagdo  espermadtica, fusdo  odcito-espermatozoide e,
possivelmente, na penetragdo do espermatozoide na zona pelucida (UDBY et al., 2005).
A familia das proteinas ricas em Cisteina (CRISP) inibe a fosforilagdo da tirosina no
processo de capacitacdo espermatica, pelo bloqueio dos canais de ions na membrana
plasmatica (VARNER, 2007). A Cisteina apresenta capacidade de penetrar através das
membranas celulares e atuar como antioxidante, de forma direta ou participando da
biosintese intracelular da GSH (REGHINI et al., 2010)

Diversos estudos com sémen de bovinos (SARIOZKAN et al., 2009), caes
(MICHAEL et al., 2008), gatos (THUWANUT et al., 2008) e humanos (UDBY et al.,
2005; COHEN et al., 2007; SAFARINEJAD ¢ SAFARINEJAD, 2009) demonstraram
que a cisteina oferece protecdo efetiva da integridade funcional do acrossoma e da
mitocondria, melhorando a motilidade (SARIOZKAN et al., 2009) e a integridade da
membrana espermatica pos-descongelagdo (PAGL et al., 2006), sem eliminar a presenga
de ROS (MICHAEL et al., 2008). Em suinos, a adi¢ao de cisteina ao meio de maturagao
melhorou a maturagdo ¢ a fertilizagdo dos oocitos, bem como a taxa de prenhez

(SARIOZKAN et al., 2009).
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5 Danos Causados pela Congelaciao

A redugdo da capacidade fertilizante do sémen criopreservado tem sido atribuida
a menor motilidade espermatica ¢ a ocorréncia de grandes porcentuais de alteragdes
morfologicas, como danos ao acrossoma, membrana plasmatica e aumento da
concentragdo de ROS livre, elevando os danos ao DNA, induzindo as criopatologias
(LOPEZ-FERNADEZ et al., 2007). O axonema também ¢ danificado durante a
congelacdo, pois as proteinas dos microtibulos sofrem despolimerizagdo e
repolimerizagdo durante a congelacdo e descongelagdo, o que pode explicar o fato do
espermatozéide manter a motilidade por um curto periodo de tempo (AMMAN, 1991).

A manipulacdo do sémen equino para refrigeracdo ou congelacdo determina
significativo aumento da fragmentagdo do DNA (HOLT, 2000). O desenvolvimento das
técnicas de avaliacdo dos danos da criopreservagdo ao DNA espermatico ¢ resultado dos
estudos com sémen de humanos, bovinos e caprinos, evidenciando uma intrinseca
relacdo entre a fragmentacdo do DNA e a infertilidade (SALEH e AGARWAL, 2002).

Os danos causados a membrana mitocondrial reduzem a fertilidade do sémen,
ocasionando a diminui¢do da motilidade espermatica, uma vez que o aporte energético
para movimentacdo do espermatozoéide ¢ fornecido por estas organelas (SHOBER et al.,

2007).

6 Métodos de Analise de Sémen Pds-descongelagio

Na rotina de andlise de sémen para a predicdo da capacidade fertilizante dos
espermatozoides equinos, utilizam-se os parametros de concentragdo, motilidade
subjetiva e porcentual de patologias espermaticas, apesar destes testes serem limitados e
nao corresponderem a habilidade de fertilizagao destes gametas (CAVALCANTE et al.,
2005). Desta forma, técnicas mais precisas sdo necessarias para estimar com maior
repetibilidade e confiabilidade a capacidade fertilizante dos espermatozoides equinos
pos-descongelacdo. Por conseguinte, diante da necessidade de estabelecer padrdes para
a utilizacdo dos parametros de motilidade, reduzindo a subjetividade na avaliacao,
sistemas automaticos de andlise seminal (CASA) foram desenvolvidos, fornecendo
maior confiabilidade e velocidade na obtengao de dados (MATOS et al., 2008).

Os parametros fornecidos por este equipamento sdo: motilidade total (MT),

motilidade progressiva (MP), linearidade (LIN), retilinearidade (STR) e indice de
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oscilagao ou wobble (WOB), expressos em porcentual; velocidade curvilinear (VCL),
velocidade em linha reta (VSL) e velocidade média do percurso (VAP), expressos em
um/s; frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF), expresso em Hertz; amplitude
do deslocamento lateral da cabega do espermatozoide (ALH), expresso em micrometros
(MORTIMER, 1990; VERSTEGEN et al., 2002).

Para a avaliacdo de integridade das membranas espermaticas, diferentes métodos
foram desenvolvidos visando determinar suas fungdes ou preservacdo estrutural.
Esfregacos imidos de sémen podem ser examinados por microscopia de contraste de
fase apods a fixacdo em glutaraldeido, formol-salino ou formol-citrato, com o objetivo de
manter as caracteristicas celulares e permitir futuras observacdes, analisando 200
células, no minimo (MIES FILHO, 1982). Diversos corantes podem ser utilizados
isoladamente ou em conjunto para facilitar a visibilizacdo de estruturas da célula
espermatica, assim como determinar a sua preservagao.

Segundo Rodriguéz-Martinéz et al. (1997), o desenvolvimento de técnicas de
coloracdo celular utilizando a fluorescéncia como sondas para DNA, enzimas
intracitoplasmaticas, lectinas ou potencial de membrana tem sido apontados como nova
ferramenta para a avaliacdo da funcionalidade do espermatozoide apds a congelacdo-
descongelagdo. As sondas fluorescentes ou fluoroforos monitoram a funcionalidade
e/ou a integridade das estruturas espermaticas, as quais possuem a capacidade de se
ligar a pontos especificos das células, permitindo diagndstico pratico e direto

(CELEGHINI et al., 2007).
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RESUMO

Objetivando-se analisar o efeito da adi¢do de diferentes concentragdes de glutationa
peroxidase (GPx) e cisteina ao diluidor de congelacio do s€émen de eqiiinos, foram
utilizados cinco garanhdes da raca Quarto-de-Milha, com fertilidade comprovada.
Amostras de sémen foram colhidas com vagina artificial e diluidas em Botu Crio,
acrescido de antioxidantes: Gl= Controle (Sem antioxidantes); G2= 0,5 mM de N-
Acetil-Cisteina; G3= 1 mM de N-Acetil-Cisteina; G4 = 1 U de Glutationa Peroxidase
(GPx) e G5= 5 U de Glutationa Peroxidase (GPx). A seguir, as amostras de sémen
foram envasadas em palheta (0,5 mL; na concentragio de 150 x 10°
espermatozodides/palheta), congeladas utilizando o método automatizado e armazenadas
em botijado criogénico a — 196°C. As amostras foram descongeladas (37 °C por 30
segundos) e submetidas as andlises espermaticas (cinética, integridade de membrana
plasmatica, integridade de acrossoma e potencial de membrana mitocondrial),
imediatamente ap6s a descongelacdo (T0) e apos 60 minutos (T60). Amostras de sémen
suplementadas com GPx 5 U e cisteina 0,5 mM ndo apresentaram diferengas (P>0,05)
na porcentagem de espermatozoides com alto potencial de membrana mitocondrial,
assim como com acrossomas € membrana plasmatica integras, entre os tempos TO e
T60. Amostras congeladas com cisteina 1 mM apresentaram maior (P<0,05) porcentual
de gametas com acrossomas integros do que os de GPx 1 e 5 U e cisteina 0,5 mM.
Espermatozoides com alto potencial de membrana mitocondrial foram encontrados no
T60 em maior (P<0,05) porcentual no garanhdo 5 em relagdo aos garanhodes 1 ¢ 2. A
cinética espermatica evidenciou maiores (P<0,05) valores de VCL ¢ VAP nas amostras
controle, no TO do que no T60. De maneira geral, o cavalo 4 apresentou maiores
(P<0,05) valores cinéticos que os demais animais. Conclui-se que a adi¢do de cisteina
ImM preservou melhor a integridade de acrossoma espermatico, € que a resposta
individual de cada garanhdo influencia significativamente os resultados dos parametros
analisados.

Palavras-chave: antioxidantes, espermatozoide eqiiino, criopreservacao.

Abstract

The objective of this study was to analyze the effect of the addition of different
concentrations of the antioxidants glutathione peroxidase (GPx) and cysteine in equine
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frozen semen medium. Five Quarter Horse stallions, with proven fertility were used.
Semen samples were collected with artificial vagina and diluted in Botu Crio added
with antixodants: G1= Control (without antioxidants); G2= 0.5 mM of N-Acetil-
Cysteine; G3= 1 mM of N-Acetil-Cysteine; G4 = 1 U of Glutathione Peroxidase (GPx)
and G5= U of Glutathione Peroxidase (GPx). Semen samples were packed straws (0.5
mL; 150 x 10° concentration of spermatozoa/straw), frozen in automated method and
stored in liquid Nitrogen (— 196 °C). Semen samples were thawed (37 °C per 30
seconds) and submitted to sperm analyses (kinematic, plasma membrane and acrosome
integrity, and potential of mitocondrial membrane), immediately after thawing (TO) and
after 60 minutes (T60). Semen samples supplemented with GPx 5 U and cysteine 0.5
mM did not show difference (P>0.05) on the percentage of sperms with high percentage
of potential of mitocondrial membrane, as well as with intact acrosome and plasma
membrane between TO and T60 times. Frozen samples with cisteine 1 mM showed high
(P<0.05) of gametes with intact acrosome than those of GPx 1 and 5 U and cisteine
0.5mM. Spermatozoa with higher percentage of potential of mitocondrial membrane
was founded in T60 (P<0.05) in stallion 5 than stallions 1 and 2. The sperm kinematic
evidenced a high values of VCL and VAP (P<0.05) in control samples, in TO than T60.
In general, the stallion 4 presented high values (P<0.05) of kinematic parameters than
other stallions. It can be concluded that addition of cysteine (ImM) in equine frozen
semen medium preserved better the acrosome integrity and that the individual response
of each stallion influence significantly the results of the sperm analysis.

Keywords: antioxidants, equine spermatozoa, cryopreservation.

1 Introducao

O uso de sémen congelado na espécie eqiiina apresenta-se como uma importante
biotécnica aplicada ao manejo reprodutivo desta espécie (BALL et al, 2001).
Entretanto, a restri¢do ao uso deste tipo de s€émen por algumas associagdes de criadores
de eqiiinos no mundo, além da baixa longevidade espermatica pos-descongelacdo e
consequente reducdo dos indices reprodutivos, tornaram o uso do sémen congelado
limitado e oneroso ao longo dos anos (SQUIRES et al., 2000; LOOMIS & GRAHAM,
2008).

Durante o processo de congelagdo, quando exposto a baixas temperaturas, o
espermatozodide eqiiino produz maior quantidade de espécies reativas ao oxigénio
(ROS), se comparado com a producao de ROS durante o processo de refrigeracio
(GUERRA et al, 2004), causando estresse oxidativo (BALL, 2008) e,
consequentemente, danos a membrana celular, reduzindo a motilidade e a longevidade
espermadtica, além de causar danos diretos ao DNA espermatico, o que ocasiona
comprometimento da transmissdo do material genético do garanhdo (REGHINI et al.,
2010). A estrutura do espermatozoide equino é potencialmente susceptivel a agdo de

ROS, em virtude da quantidade elevada de lipideos poliinsaturados, como o colesterol,
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presentes nas membranas plasmaticas, que atuam estabilizando e diminuindo a
temperatura que a membrana altera seu estado de fluido para gel (KIRK et al., 2001).

Os antioxidantes sdao inibidores das ROS na sua formagao ou no mecanismo de
acdo, presentes no espermatozoide e no plasma seminal, atuando de forma independente
ou sinérgica (AURICH et al., 2008). A principal defesa antioxidante ¢ realizada pela
acdo da Catalase (CAT), Superoxido Dismutase (SOD), Glutationa Reduzida (GR) e
Glutationa Peroxidase (GPx), presentes no espermatozoide e no plasma seminal
(VARNER, 2007; ANDRADE et al., 2010). A reducdo da concentragdo de GPx esta
relacionada a infertilidade de homens (MAIA et al., 2009) e nos bovinos a atividade da
vesicula seminal tem influéncia sobre a atividade da GPx, determinando baixa da
capacidade fertilizante do sémen (BAUMBER et al., 2005), enquanto nos eqiiinos
verificou-se correlagdo positiva entre motilidade e integridade de membrana e a
presenga de GPx e catalase, indicando que estes antioxidantes contribuem para o
aumento inicial da motilidade ¢ da integridade da membrana espermatica (PAGL et al.,
2006).

Dentre os complexos antioxidantes ndo-enzimaticos pode-se citar a cisteina,
proteina que nos eqiiinos esta presente nas secrecdes da ampola do ducto deferente e da
vesicula seminal, envolvida nos processos de espermatogénese, na maturagao
espermadtica e, possivelmente, na penetracdo do espermatozoide na zona pelucida
(VARNER, 2007). Estudos com sémen de bovinos (SARIOZKAN et al., 2009) e
humano (SAFARINEJAD e SAFARINEJAD, 2009) demonstraram que a cisteina
oferece protecdo efetiva na integridade funcional do acrossoma e da mitocondria,
melhorando a motilidade (SARIOZKAN et al., 2009) e a integridade da membrana
espermatica, pos-descongelacdo (PAGL et al., 2006), sem reduzir a concentracdo de
ROS (MICHAEL et al., 2008).

Em diversas espécies, a adigdo de antioxidantes na dieta e nos meios de
refrigeracdo e congelagdo de sémen mostrou-se eficaz na manutengdo da fertilidade
espermdtica, mesmo na presenga de ROS, com reducdo dos danos causados as
membranas celulares (ALMEIDA & BALL, 2005; KANKOFER et al., 2005;
BUTAMANTE-FILHO et al., 2006; DEICHSEL et al., 2008; MICHAEL et al., 2008;
SAFARINEJAD & SAFARINEJAD, 2009), porém sem efeitos na melhoria da
motilidade espermatica (BAUMBER et al., 2005; VARNER, 2007; GEE et al., 2008;
MAIA & BICUDO, 2010).
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Assim, objetivou—se com esse trabalho analisar o efeito da adi¢dao de diferentes
concentragdes dos antioxidantes GPx e cisteina ao diluidor de congelagdo do sémen

eqiiino sobre a viabilidade in vitro dos espermatozdides.

2 Materiais e Métodos

2.1 Material

Os antioxidantes (GPx e cisteina) e demais produtos quimicos utilizados nesse

experimento foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co® (St Louis, Missouri, USA).

2.2 Animais

Foram utilizados cinco garanhdes da raca Quarto-de-Milha, com idade variando
entre cinco e 21 anos, com fertilidade comprovada. Os animais foram criados no regime
de alimentacdo com feno de capim Tifton (Cynodon dactilon), racdo concentrada
(Omolene Tradicional, Purina Agribands) com 22% de proteina bruta (PB), suplemento

mineral (Coequi, Tortuga) ¢ agua ad libitum.

2.3 Local do Experimento

As colheitas e a congelagdo do s€émen foram realizadas no més de julho (Estagao
de Monta), no Municipio de Ingd — PB (Latitude -07°16’51” e Longitude- 35°36°16”),
cujo indice pluviométrico ¢ de 850 — 1200 mm anuais. As analises de integridade de
membrana e acrossoma, assim como a avaliagdo do potencial mitocondrial foram
realizadas no Laboratério de Andrologia (ANDROLAB), da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), distante 200 km do haras onde as amostras foram
colhidas e congeladas. A cinética espermatica (CASA) foi realizada no Laboratorio de
Tecnologia de sémen caprino e ovino, do Nucleo Integrado de Biotecnologia (NIB), da

Universidade Estadual do Ceara (UECE).

2.4 Colheitas de Sémen
Foram realizadas cinco colheitas de s€émen por animal, com intervalo de 48

horas, utilizando vagina artificial, modelo Botucatu (Biotech, Botucatu, Sao Paulo,
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Brazil), com temperatura entre 40 a 42 °C. As colheitas foram realizadas com auxilio de
uma fémea em cio como manequim, totalizando 25 colheitas. As colheitas foram
realizadas em ordem aleatdria, afim de ndo interferir com a avaliagdo estatistica dos

dados.

2.5 Analises do sémen

Apos a colheita, as amostras de sémen foram mantidas a 37 °C em banho-maria,
durante a analise dos pardmetros macroscopicos (volume, aspecto e cor) e
microscopicos (motilidade, vigor, concentragdo). Para anélise da motilidade (0-100%) e
vigor (0-5), uma aliquota (20 pL) de sémen foi colocada entre ldmina e laminula,
previamente aquecidas a 37 °C em mesa térmica (Neovet, Uberaba, MG, Brasil), e
observada em microscopio de Contraste de Fase (Olympus, Toéquio, Japdo), com
aumento de 40x. Para andlise da concentragdo espermatica, uma amostra (10 uL) de
sémen foi diluida em 2 mL de solu¢do de Formol-Salina e a contagem realizada em
Camara de Neubauer, com o resultado expresso em milhdes de espermatozoides por

mL.

2.6 Congelacio do Sémen

Imediatamente apos a analise, as amostras de sémen foram processadas, diluidas
na propor¢ao de 1:1 (sémen:diluidor) com meio Botu Sémen (Biotech, Botucatu, SP,
Brasil), centrifugadas (600 x g) durante 10 minutos (MARTIN et al., 1979). Em
seguida, desprezou-se o sobrenadante e procedeu-se a ressuspencdo do “pellet”
utilizando meio de dilui¢ao Botu Crio (Biotech, Botucatu, SP, Brasil), acrescido dos
antioxidantes GPx e cisteina, de acordo com os grupos experimentais: G1= Controle
(sem antioxidantes); G2=5 U de GPx; G3=1 U de GPx (BLOTTNER et al., 2001);
G4=0,5 mM de N-Acetyl-Cisteina e G5=1 mM de N-Acetyl-Cisteina (MICHAEL et
al., 2008; SARIOZKAN et al., 2009). A seguir, o s€émen foi envasado em palheta (0,5
mL) na concentragdo de 150 x 10° espermatozdides/palheta (CLULOW et al., 2008).
Para congelacdo, utilizou-se o sistema automatizado (TK 3000, TK Tecnologia em
congelacdo, Uberaba, Brasil). A curva de congelacdo utilizada determina queda de
temperatura de 0,5°C por minuto até atingir 5°C, em seguida queda de 1°C por minuto

até -120°C.



45

2.7 Descongelaciao das amostras de sémen

As amostras foram descongeladas utilizando-se Banho-Maria a 37°C por 30
segundos. Apds a descongelagdo, o sémen foi transferido para tubos de vidro,
individuais e identificados, ¢ mantidos a 36°C em Banho-Maria, durante as analises.

Para avaliagdo no CASA, as amostras foram descongeladas utilizando o mesmo
protocolo, transferidas para os eppendorfs e diluidas na propor¢do sémen:solugdo de
Ringer com Lactato, afim de se facilitar a visualizacdo e captagdo dos campos na
Camara de Makler” (Sefi Medical Instrument, Haifa, Israel), segundo Mortimer (2000),

mantidos em Banho-Maria a 36°C, durante os tempos (T0 e T60) das analises.

2.8 Analise por Microscopia de Epifluorescéncia

Para avaliacao de integridade de membrana plasmatica, utilizou-se o0 método de
coloragdo dupla com Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF) e Iodeto de Propideo
(IP), segundo Harrison e Vickers (1990) e modificado por Coleto et al. (2002).
Aliquotas (50 pL) de sémen foram diluidas em 150 pL de Tris (3,605 g de Tris; 2,024 g
de acido citrico; 1,488 g de frutose, 100 mL de dgua bidestilada; pH 6,8), contendo 5 pLL
de DCF (0,46 mg/mL em DMSO) e 20 uL de IP (0,5 mg/mL em PBS), incubadas por
10 minutos a 37 °C e fixadas com PBS contendo 0,5% de glutaraldeido. Os
espermatozoides (n= 200) foram avaliados em microscopio de epifluorescéncia (Carl
Zeiss, Gottingen, Alemanha), com aumento de 400x, usando filtro de emissao DBP
580-630 nm e excitacio DBP 485-520 nm, ¢ classificados com membrana intacta,
quando se apresentavam corado em verde, e com membranas danificadas, quando
corados em vermelho.

A integridade de acrossoma foi avaliada utilizando-se o conjugado isotiocionato
de fluoresceina-Psium sativum (FITC-PSA) (CELEGNI et al., 2010). Para avaliagdo,
esfregacos de cada amostra, armazenados a 4°C, foram corados com aliquotas de 50 uL
da solugdo de trabalho de PSA, incubados por 30 minutos, protegidos da luz, e lavados
em PBS. Duzentos espermatozoides foram avaliados em microscopio de
epifluorescéncia, com aumento de 1000x , usando filtro de emissdao LP 515 nm e BP
450-490 nm para excitagdo, e foram classificados como lesados quando corados em

verde, e intactos, quando ndo apresentavam coloragao.
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O potencial de membrana mitocondrial dos espermatozoides foi determinada
pela utilizagao do fluorocromo catiénico lipofilico JC-1 (GUTHRIE e WELCH, 2006).
Aliquotas (50 pL) de sémen foram diluidas em 150 pL de Tris contendo 5 pL de JC-1
(0,15 mM em DMSO), incubadas por 10 minutos a 38 °C e fixadas com PBS contendo
0,5% de Glutaraldeido. Duzentos espermatozoides foram avaliados em microscopio de
epifluorescéncia, com aumento de 1000x, sob 6leo de imersdo, usando filtro de emissao
LP 515 nm e BP 450-490 nm para excitacdo. As células que apresentavam a peca
intermediaria corada em laranja foram classificadas com alto potencial de membrana
mitocondrial, enquanto aquelas coradas em verde foram classificadas com baixo

potencial de membrana mitocondrial.

2.9 Cinética espermatica

As amostras de s€émen (1 mL) foram inicialmente diluidas em solugao fisiologica
(0,9% NaCl), com o objetivo de reduzir a concentracdo espermatica (50 milhdes de
espermatozoides/mL) e facilitar a captacdo das imagens, evitando sobreposicdo das
células espermaticas, segundo Mortimer (2000). A analise foi realizada utilizando-se a
Camara de Makler” (Sefi Medical Instrument, Haifa, Israel), com capacidade para 10
uL, previamente aquecida a 37 °C. A camara foi colocada no microscopio de contraste
de fase (Nikon™ H5505, Eclipse 50i, Japdo) e as imagens capturadas por uma video-
cAmera (Basler Vision Tecnologie™ A312FC, Ahrensburg, Alemanha).

Pelo sistema CASA (Sperm Class Analyzer — SCA™, Microptics, S.L., Version
3.2.0, Barcelona, Espanha) foram avaliados os seguintes parametros: motilidade total
(MT), motilidade progressiva (MP), linearidade (LIN), retilinearidade (STR), expressos
em porcentagem; velocidade curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL),
velocidade média do percurso (VAP), expressos em micrometros por segundos;
amplitude do descolamento lateral da cabeca espermatica (ALH), expresso em

micrometros e frequéncia do batimento flagelar cruzado (BCF), expressa em Hertz.

2.10 Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para determinar a

normalidade dos dados. Tendo em vista a distribuicdo nao-gaussiana, procedeu-se com
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transformagao logaritmica. Por conseguinte, os dados foram submetidos ao modelo
Split-Plot de Analise de Variancia (ANOVA), com contraste de médias pelo teste de
Tukey. O procedimento PROC MIXED do SAS (2005) para medidas repetidas foi
utilizado. Analise de correlagdo de Pearson foi realizada para verificar o grau de relagao
entre pares de varidveis (LITTLE e HILLS, 1978), ficando estabelecido a existéncia de
correlacdo de alta intensidade entre as varidveis quando r > 0,60; média intensidade
quando 0,30 <r < 0,60; e de baixa intensidade quando r < 0,30. Todos os valores foram
expressos em médias e desvio-padrdo, sendo o valor de P < 0,05 considerado como
significante.

Para cada garanhdo, foi obtido uma média de cinco repeticdes/animal

objetivando-se diminuir a variabilidade dos fatores, tratamento e tempo.

3 Resultados

Os resultados das andlises espermaticas pos-descongelacdo, utilizando as sondas
fluorescentes (Tabela 1) mostrou que ndo houve diferenca significativa (P>0,05) nos
porcentuais de gametas com integridade de acrossoma (IAc)e de membrana plasmatica
integra (IMP), assim como com alto potencial de membrana mitocondrial (aPMM) das
amostras do grupo controle e demais grupos, em cada tempo de avaliacdo (0 e 60
minutos), assim como entre 0 (T0) e 60 minutos (T60). Entretanto, observou-se maior
(P<0,05) porcentagem de espermatozodides com acrossomas integros (IAc) nas amostras
congeladas dos grupos controle e suplementados com GPx (1U e 5U), imediatamente
apos a descongelagdo (TO) (Tabela 1).

Além disso, observou-se que 60 minutos apos a descongelagcdo (T60), o grupo
suplementado com cisteina (1mM) apresentou maior (P<0,05) porcentagem de gametas
com acrossomas integros do que os demais grupos, onde ocorreu reducdo da
porcentagem de acrossomas integros (Tabela 1). A andlise individual dos reprodutores
mostrou que o garanhdo 4 apresentou menor (P<0,05) porcentagem de espermatozdides
com membrana plasmatica integra em relacdo aos demais cavalos, tanto imediatamente
apo6s a descongelacao (T0) quanto 60 minutos apos (T60) (Tabela 2).

Apo6s a descongelacdo do sémen, grande parte dos parametros cinéticos (Tabela
3) (MP, VR, VM, VSL, LIN, STR, WOB, ALH e BCF) ndo apresentaram diferengas
significativas (P>0,05) entre o grupo controle € os grupos experimentais nos tempos

avaliados (TO e T60). Contudo, os parametros VCL e VAP apresentaram redugdo
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(P<0,05) nas amostras do grupo controle entre o TO e o T60. Esse fato nao foi
observado nos grupos suplementados com antioxidantes (Tabela 3). Todavia, a anélise
da cinética espermatica de cada animal (Tabela 4) evidenciou diferengas significativas
(P<0,05) em relagdo aos tempos e grupos experimentais. O animal 4 apresentou maiores
(P<0,05) valores de MT, MP, VR, VSL, VAP ¢ ALH (Tabela 4), do que os outros
animais.

Avaliando os parametros do CASA, verificou-se que estes apresentaram um alto
grau de relacdo positiva ( r > 0,60; P < 0,0001) com um grande nimero de pares de
variaveis entre si, como: PMot x MT, VR, VM, VCL, VSL e VAP; VR x VCL, VSL,
VAP; VM x VCL; VCL x CSL e VAP; CSL x VAP, LIN e WOB; LIN x STR ¢ WOB;
STR x WOB. A motilidade total apresentou moderada relagdo positiva (0,30 > r < 0,60;
P <0,05) com VR, VM, VCL, VSL, VAP, LIN, STR ¢ WOB, bem como PM x ALH;
VR x VM e STR; VM x VCL, VSL e VAP; VCL x LIN e WOB; VSL x STR; VAP x
LIN, STR e WOB; BCF x STR e ALH (Tabela 5).

Também foi observada relacdo significativa de alguns pardmetros do CASA
(0,30 >r < 0,60; P <0,05) com o IMP ¢ IAc, entre eles, destacam-se: IMP x VR, VCL,
VSL, VAP e MT; IAc com VR, VCL e VSL (Tabela 5).

4 Discussao

Os danos causados pelas ROS aos espermatozdides foram demonstrados
inicialmente, quando se exp0s os gametas humanos a elevadas concentragdes de
oxigénio, resultando em rapida perda da motilidade espermatica. Contudo, esta perda
foi reduzida com a adi¢do de Catalase ao meio diluidor (MACLEOD, 1943). A adicdo
de antioxidantes na dieta e em meios diluidores de s€men eqiiino, para refrigeragdo e
congelagdo, ja foi estudada por diversos autores, porém com resultados controversos
(BAUMBER, et al., 2005; VARNER, 2007; PONS-REJRAIJ et al., 2009).

O fato da adi¢do de GPx e cisteina ao diluente de congelacdo de sémen de
garanhdes ndo ter evidenciado diferencas significativas no porcentual de
eseprmatozoides com membrana plasmatica integra (IMP) e alto potencial de membrana
mitocondrial (aPMM), assim como entre os animais utilizados, pode estar relacionado

as concentragdes dos antioxidantes, presenca de agentes antioxidantes no meio de
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congelagao utilizado ou, ainda, devido a diferentes ROS e seus respectivos mecanismos
de acdo no sémen pos-descongelagdo (WATSON, 2000).

O efeito positivo da adi¢do de 1 mM de cisteina na andlise de integridade de
acrossoma (IAc), no tempo T60 pos-descongelagdo, em relagdo ao grupo controle e
demais grupos experimentais, pode estar relacionado a inibi¢do da fosforilacdo da
tirosina que atua na capacita¢do espermatica, através do bloqueio dos canais de ions na
membrana plasmatica (VARNER, 2007), oferecendo protecdo efetiva da integridade
funcional do acrossoma e da mitocondria, melhorando a motilidade (SARIOZKAN et
al., 2009) e a integridade da membrana espermatica pds-descongelagdo (PAGL et al.,
2006), sem eliminar a presenca de ROS (MICHAEL et al., 2008).

A adicdo dos antioxidantes (GPx e cisteina) ndo determinou efeito positivo no
porcentual de espermatozoides com membrana plasmatica integra e com alto potencial
de membrana mitocondrial apds o processo de congelagdo do sémen de eqiiino. Este
resultado ratifica os relatos de Reghini et al. (2010), que, ao adicionarem cisteina ao
diluente de refrigeracdo de s€émen eqiiino, em concentracdes diferentes das utilizadas no
presente estudo (ImM, SmM, 10mM, 15mM e 20mM), ndo observaram melhoria dos
porcentuais de gametas membrana plasmatica integra, assim como dos parametros
cinéticos (MT e PM), apds 24 horas de refrigeracdo com temperaturas que variaram de
5 — 15 °C. No entanto, ressalta-se que o processo de refrigeragdo determinar menor
produgdo de ROS do que a congelacdo de sémen (GUERRA et al., 2004), objetivo do
presente estudo.

O menor percentual de espermatozoides obtidos do animal 4 que apresentaram
acrossoma integro no tempo T60, provavelmente foi causada por hiperativacao celular,
ocasionada pelo rapido retorno do metabolismo do oxigénio, provocando aumento na
produgdo de ROS (BALL, 2008). Além disso, este resultado pode ser explicado pelas
diferencas entre individuos, ejaculados, metabolismo e bioquimica espermadtica, que
altera os pardmetros seminais (LOOMIS et al., 2008), sendo a proporcdo de
espermatozdides com membranas danificadas, um indicativo de fertilidade reduzida em
garanhdes (BLOTTNER et al., 2001).

A auséncia de diferenga entre os grupos experimentais, com relacdo aos
parametros avaliados através do sistema CASA (MT, MP, VR, VM, VSL, LIN, STR,
WOB, ALH e BCF) nos tempos (T0 e T60) analisados, sdo contrarios aos resultados de
Schober et al. (2007), ao demonstrarem que a criopreservacao determina reducdo da

motilidade espermatica pds-descongelamento, devido a danos causados a mitocondria,
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reduzindo, assim, a sintese de energia (ATP), necessaria para a movimentagao dos
espermatozdides no trato genital da fémea. Estes danos nas mitocondrias determinam
mudangas na trajetéria linear e redugdo da velocidade, sem aumentar a propor¢ao de
espermatozodides estaticos (ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2009), o que explicaria a
redu¢do da VCL e VAP dos espermatozoides do grupo controle, nos tempos analisados.
Os parametros de MT, PM, VR, VSL, VP e ALH, maiores no animal 4, em
comparagdo aos demais animais utilizados no experimento, pode estar relacionado a
expressdo dos marcadores apoptoticos nos garanhdes e ejaculados, que diferem na sua
congelabilidade, uma vez que maior concentracdo destes marcadores pode determinar
pior resultado pds-descongelacao (BALL, 2008; ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2009).
Além disso, sugere-se que a realizacdo de outros experimentos com diferentes
concentragdes de GPx, cisteina, ¢ outros antioxidantes, bem como a avalia¢do in vivo
da viabilidade do sémen eqiiino pds-descongelagdo, possam melhorar a fertilidade do

sémen eqiiino congelado.

5 Conclusao

A adicao de cisteina 1mM ao diluente de congelagao de sémen eqiiino preserva
melhor aintegridade de gametas com acrossomas integros, e que a resposta individual de

cada garanhdo influencia significativamente os resultados dos pardmetros analisados.
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Tabela 1 — Valores de média e desvio-padrao de integridade de membrana plasmatica
(IMP), alto potencial de membrana mitocondrial (aPMM) e integridade de acrossoma
(IAc) das amostras de sémen equino congeladas em Botu Sémen suplementado com
GPx e Cisteina, imediatamente ap6s a congelacao (TO) e ap6s 60 minutos (T60)

Tratamentos Tempos IMP(%) aPMM(%) IAc(%)
Controle 0 60,01+12,89 62,27+7,92  85,51+1,92
60 54934987  48,47+9.83  82,41+4,46"B
1 U GPx 0 56,91+8,04  57,37+6,82  87,28+5,51
60 53,10+4,38  53,28+13,08 76,23+3,70¢
5 U GPx 0 59,05+8,56  59,47+6,71  84,53+3,45"
60 50,33+7,42  51,58+14,32 79,86+2,95"5¢
0,5 mM Cisteina 0 49.93+8,58  56,72+5,06  82,10+2,92°
60 56,45+8,50  55,02+13,63 77,05+4,62°5¢
1 mM Cisteina 0 47,50+13,86 54,04+427  82.56+6,69
60 5532+11,26 57,04+7,66  86,98+4314
Tempos 0,7470 0,0742 0,0060
T 0 nos tratamentos 0,2738 0,3425 0,3610
T 60 nos tratamentos 0,8167 0,8240 0,0029

*Letras minusculas na mesma coluna indicam diferengas em nivel de 5% de probabilidade entre tempos dentro de
cada tratamento; **Letras maitsculas na mesma coluna indicam diferengas em nivel de 5% de probabilidade entre os
tempos de 60 minutos apds o descongelamento.
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Tabela 2 — Valores de média e desvio-padrdo de integridade de membrana plasmatica
(IMP), alto potencial de membrana mitocondrial (aPMM) e integridade de acrossoma
(IAc), por animal, das amostras de sémen equino congeladas em Botu Crio
suplementado com GPx e Cisteina, imediatamente apos a congelacdo (T0) e apds 60
minutos (T60)

Animais Tempos IMP(%) IMM(%) TIAc(%)

1 0 53,20+9,87° 57,77+7,11 82,63+4,05

60 59,60+5,29" 43,83+6,63°¢ 78,88+8.88

2 0 64,47+8,06" 60,16+8,15 84,60+3,80

60 54.45+3,75% 46,05+7,785C 80,16+4,80

3 0 55,76+4,20° 56,88+4,58 83,18+3,55

60 58,65+6,20" 58,35+8,25"P 80,54+3,95

4 0 40,70+9,17° 59,55+3,00 40,70+9,17

60 41,53+5,25% 53,20+14,70"BC 84,15+5,34

5 0 59,26+8,33" 55,50+8,97 84,55+7,38

60 55,90+5,07 63,95+5,60" 78,80+2,80
T 0 nos tratamentos 0,0026 0,8043 0,6207
T 60 nos tratamentos 0,0001 0,0130 0,5608

*Letras mintisculas na mesma coluna indicam diferengas ao nivel de 5% de probabilidade entre os
tempos 0; **Letras mailsculas na mesma coluna indicam diferencas ao nivel de 5% de
probabilidade entre os tempos de 60.
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Tabela 3 — Valores de média e desvio-padrdao da cinética de espermatozoides equinos submetidos a congelacdao apds diluicado em Botu Cio
(controle), suplementados com GPx e cisteina, imediatamente ap6s a descongelagdo TO e apds 60 minutos (T60)

MT MP VR VM VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF
Tratamentos Tempos (%) (nm/s) (nm/s) (nm/s) (%) (%) (%) (%) (%) (um) (Hz)
Controle 0 52,32+6,8 13,44+5,6 | 8,13+4,5 | 10,33+£3,9 | 44,37+5,5% | 29,54+5,4 | 35,5245,6" | 65,75+5,6 | 82,3624 | 79,50+4,8 | 2,69+04 | 8,45+04
60 50,96+11,4 13,3684 | 5,48+3,1 | 8,09+3,6 38,8746,9° | 25,80+6,1 | 31,07+6,6° | 65,75+3,5 | 82,2142.2 | 79,54+2,5 | 2,70+0,7 | 8,27+0,9
[
5U GPx 0 55,58+14,6 11,96£22 | 7,16+£2.8 8,38+2,5 41,34+43 | 27,74+£3,8 | 33,50+4,4 | 67,04+3,1 | 82,52+1,8 | 81,09+2,5 | 2,61+0,2 | 8,39+0.4
60 61,16+£12,6 13,40+6,0 | 5,80+3,9 | 11,80+5,1 40,00+6,1 | 27,70+£5,0 | 33,00+£5,3 | 67,90+£3,6 | 82,50+2,5 | 81,90+2,3 | 2,50+0,3 | 8,00+0,5
[
1U GPx 0 54,76+13,8 10,60+6,5 | 6,70+4,3 7,50+3,6 41,10+£6,2 | 27,50+£5,9 | 33,3059 | 66,80+6,6 | 82,00+4,5 | 80,90+4,4 | 2,60+0,2 | 8,30+0,7
60 58,94+13,1 14,30+7,3 | 7,50+4,9 8,50+3,4 40,60+8,4 | 25,40+7,2 | 32,200+78 | 61,70+5,2 | 78,30+4,0 | 78,50+3,0 | 2,80+0,7 | 7,80+0,7
[
0,5 mM Cisteina 0 56,88+13,8 11,30+5,7 | 5,40+£2.9 9,00+4,4 38,60+4,8 | 27,50+4,6 | 32,10+4,9 | 70,80+4,1 | 85,30+2,0 | 82,80+3,2 | 2,50+0,3 | 8,60+0,1
60 59,70+8,1 12,37+8,1 | 5,38+3,9 | 14,00+8,9 36,90+£7,8 | 25,32+7.4 | 29,68+7.4 | 6824+4,8 | 84,70+3,1 | 80,40+2,9 | 2,47+04 | 8,65+0,7
[
1 mM Cisteina 0 48,28+14,3 12,97+14,1 | 5,08+3,9 8,57+5,5 38,21+58 | 24,15+4.4 | 29,67+4,8 | 63,25+4,7 | 80,93+2.8 | 77,77+£3,7 | 2,49+0,2 | 8,28+0,5
60 59,46+7,0 8,94+4,7 | 5,23+£3,6 8,33+3,1 3435453 | 22,87+3,9 | 27,30+4,3 | 66,80+6,9 | 83,23+4,1 | 79,57+4,7 | 2,57+0,3 | 8,54+0,6
Tempos 0,0886 0,5009 0,1985 0,2311 0,0163 0,0539 0,0365 0,6272 0,6039 0,6464 0,8613 0,1815
T 0 nos tratamentos 0,8135 0,7139 0,6929 0,8617 0,3982 0,5417 0,4963 0,2398 0,2288 0,3246 0,6974 0,6781
T 60 nos tratamentos 0,5909 0,7829 0,8817 0,3271 0,6284 0,8000 0,6400 0,2622 0,0680 0,5665 0,8343 0,2656

MT= motilidade total; MP= motilidade progressiva; VR = velocidade rapida; VM = velocidade média; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade em linha reta; VAP
= velocidade média do percurso; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; WOB = indice de oscilagdo ou wobble; ALH = amplitude do deslocamento lateral da cabega do
espermatozodide; BCF = batimento flagelar cruzado. *Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (P<0,05).
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Tabela 4 — Valores de média e desvio-padrao da cinética, por animal, de espermatozoides equinos submetidos a congelacao apos diluicdo em
Botu Crio (controle) suplementado com GPx e cisteina, imediatamente apds a congelagdo (T0) e apos 60 minutos (T60)

MT MP VR VM VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF
Animais (%) (Lm/s) (nm/s) (um/s) (%) (%) (%) (%) (%) (um) (Hz)
1 47,5249,13°  [6,93+2,78" |3,74+1,63° [5,3242,11° |35,69+5,47° |23,89+4,49" | 28,66+5,04° | 66,67+5,09% | 82,74+3,23% | 80,14+3,56 | 2,29+0,25° | 7,66+0,53¢
2 52,90+6,77° | 11,08+2,73"|5,28+1,68" |10,35+3,03" | 39,88+3,78" |26,72+3,28" |32,40+3,55° | 66,56+4,36™ | 81,67+3,14° | 80,97+2,90 | 2,40+0,07" | 8,28+0,45°
3 52,53+10,18" [9,81+5,61° [4,29+1,39° [890+7,18" |[36,58+4,19°(24,20+4,88°(29,38+4,87°°( 65,33+5,69° | 81,50+2,91° |79,79+4,32 | 2,67+0,54* | 8,29+0,47"
4 69,70£5,38*  |22,10+6,14" [ 12,41+2,30[ 13,514£2,00" |48,18+3,45" |33,84+2,96° |39,55+3,06° | 70,03+3,79" | 85,10+2,25" |81,97+2,50 | 2,70+0,14* |8,63+0,19°
5 56,37+12,33" | 11,34+5,89" |5,21+1,79° |9,16+3,54° |36,87+4,39™|23,1442,18° |28,72+3,18° |63,49+4,99° |81,00+3,85" |78,12+3,35 | 2,89+0,35" |8,76+0,57*
“pr 0,0001 0,0001 0,0001 0,0013 0,0001 0,0001 0,0001 0,0472 0,0184 0,1364 0,0012 0,0001

espermatozodide; BCF = batimento flagelar cruzado. *Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga(P<0,05).

MT= motilidade total; MP= motilidade progressiva; VR = velocidade rapida; VM = velocidade média; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade em linha reta; VAP
= velocidade média do percurso; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; WOB = indice de oscilagdo ou wobble; ALH = amplitude do deslocamento lateral da cabega do
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Tabela 5 — Coeficiente de Correlagdo de Pearson entre os pardmetros do sémen equino submetido a congelacdo apds diluicio em Botu
Crio(controle) suplementado com GPx e cisteina

Mot.
IMP? IMM IAC PMot VR VM VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF Total
IMP 1 0,18 -0,04 -0,42 -0,56** -0,30 -0,52** -0,51** -0,51** -0,23 -0,29 -0,16 -0,13 -0,16 -0,33*
IMM 1 0,21 0,20 0,09 0,05 0,09 0,11 0,11 0,11 0,06 0,13 0,26 0,20 0,18
IAC 1 0,15 0,28* 0,10 0,28* 0,28* 0,27 0,17 0,16 0,13 0,02 0,26 0,12
PMot 1 0,64+ 0,69** 0,72** 0,68** 0,71 0,28 0,27 0,26 0,48* 0,33 0,60**
VR 1 0,47* 0,86** 0,80** 0,82** 0,28 0,30* 0,24 0,23 0,23 0,58**
VM 1 0,50%* 0,45* 0,45* 0,15 0,17 0,09 0,10 0,27 0,63**
VCL 1 0,93** 0,97** 0,31* 0,24 0,33* 0,10 0,15 0,40*
VSL 1 0,98** 0,64** 0,55** 0,63** 0,02 0,20 0,44*
VAP 1 0,50** 0,39* 0,56** 0,04 0,13 0,40*
LIN 1 0,93** 0,94** -0,15 0,25 0,34*
STR 1 0,75** -0,05 0,44* 0,33*
WOB 1 -0,19 0,07 0,30*
ALH 1 0,45* 0,19
BCF 1 0,28

Valores estatisticamente significativos quando *P < 0,05 e **P<0,0001.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de antioxidantes adicionados a diluentes de refrigeragdo e congelagao,
assim como na dieta de garanhdes, determina beneficios a capacidade fertilizante dos
espermatozodides desses animais, porém ainda apresentam resultados controversos.

Desta forma, ressalta-se a importancia da adi¢do de diferentes concentragdes dos
antioxidantes GPx e cisteina aos diluentes de congelacdo do sémen equino, assim como
a realizacao de diferentes tempos de avaliagdo poOs-descongelacdo, afim de buscar
concentragdes mais adequadas a melhoria da qualidade seminal de garanhdes pos-
descongelagdo, aumentando, assim, os indices reprodutivos da espécie. Além disso,
constata-se a necessidade de realizacdo de novos experimentos com adi¢ao de outros
antioxidantes aos diluentes de congelacdo de s€émen eqiiino, devido a diversidade de

agentes oxidantes produzidos durante o processamento do s€émen.



