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RESUMO

Com o objetivo avaliar o efeito da adi¢cdo dos antioxidantes Trolox e Glutationa reduzida
(GSH) na viabilidade in vitro de espermatozoides criopreservados de cdes, amostras de sémen
foram colhidas de animais das racas Buldogue Francés (n=1), Basset Hound (n=2) e
Rottweiler (n=1), através de manipulagdo digital. A seguir, procedeu-se a avaliacdo
macroscopica (cor, aspecto, volume) e microscopica (motilidade progressiva, vigor,
concentracao, integridade do acrossoma e do DNA, e estresse oxidativo), e divisdo do volume
de sémen em quatro aliquotas, de acordo com 0s experimentos e grupos experimentais.
Experimento 1: G1 = Tris-gema (Grupo Controle); G2 = Tris-gema + 200 uM de Trolox e G3
= Tris-gema + 300 uM de Trolox; Experimento 2: G1 = Tris-gema (Grupo Controle); G2 =
Tris-gema + 2 uM de GSH e G3 = Tris-gema + 5 uM de GSH; Experimento 3: G1) Tris-
Gema (Grupo Controle); G2) Tris-Gema + 200 uM de Trolox; G3) Tris-Gema + 2 uM de
GSH; G4) Tris-Gema + 200 uM Trolox + 2 uM de GSH. As amostras foram envasadas em
palhetas (0,25 mL), criopreservadas em maquina de congelacdo (TK 3000) e armazenadas em
nitrogénio liquido (=196 °C). Apds descongelagdo a 37 °C (0 min) e incubacdo durante 60
minutos, constatou-se que os resultados de MP, vigor e porcentual de espermatozoides com
acrossomas integros evidenciaram diferenga significativa (P<0,05) apenas entre os tempos de
incubacdo, nos trés experimentos. No Exp. Il, os grupos experimentais (G2 e G3)
apresentaram maior (P<0,05) porcentual de celulas sem estresse oxidativo. Conclui-se que o
tempo de incubagdo interfere na viabilidade in vitro das células esperméticas, independente da
adicdo de antioxidantes Trolox e/ou GSH; recomenda-se a adi¢cdo do antioxidante GSH, nas
concentracdes de 2 uM e 5 puM, ao diluente utilizado para criopreservacdo do sémen de caes.

Palavras-chave: Criopreservacdo, viabilidade, sémen, antioxidante, cées.



ABSTRACT

In order to evaluate the effect of adding antioxidants Trolox and Glutathione reduced on the
in vitro viability of dog cryopreserved sperm, semen samples were harvested from animals of
the breeds French Bulldog (n=1), Basset Hound (n=2) e Rottweiler (n=1), through digital
manipulation. Then proceeded to the evaluation macroscopic (color, appearance, volume) and
microscopic (progressive motility, vigor, DNA, acrosome integrity and oxidative stress),
followed by dividing the volume of semen on four aliquots, according to the experiments and
experimental groups: Experimental 1 - G1 = Tris- Egg yolk (control group); G2 = Tris- Egg
yolk + 200 uM of Trolox and G3 = Tris- Egg yolk + 300 uM of Trolox; Experimental 2 - G1
= Tris- Egg yolk (Control group); G2 = Tris- Egg yolk + 2 uM of GSH and G3 = Tris-Egg
yolk + 5 uM of GSH; Experimental 3 - G1 = Tris- Egg yolk (control group); G2 = Tris- Egg
yolk + 200 uM of Trolox; G3 = Tris- Egg yolk + 2 uM of GSH and G4 = Tris- Egg yolk +
200 uM of Trolox + 2 uM of GSH. The samples were packaged in straws (0.25 mL),
cryopreserved in freezing machine (TK3000) and stored in liquid nitrogen (-196 °C). After
thawing a 37 °C and incubation during 60 minutes, it was detected that MP, vigor and sperm
with intact acrosomes had significant difference (P<0.05) only among incubation times, on
the three experiments. In the Exp. 2, G2 and G3 groups had higher (P<0,05) percentage of
sperm with oxidative stress. So, it can be concluded that the incubation time interfere on the
in vitro viability of the sperm cells, independently of Trolox and GSH addition; and GSH, on
the concentration of 2 and 5 uM, should be added to diluent of dog semen cryopreservation.

Keywords: Cryopreservation, viability, semen, antioxidant, dog.
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1 INTRODUCAO

Com o crescimento da cinofilia, da comercializagdo de animais e do intercambio entre
os criadores de todo o mundo, constatou-se aumento no uso de biotécnicas reprodutivas em
cédes (Canis familiares), objetivando melhorar e difundir diferentes ragas ou preservar
canideos silvestres. Dentre as diversas biotécnicas reprodutivas, tem-se destacado a
criopreservacdo de sémen que possibilita melhor aproveitamento de ejaculados de um mesmo
reprodutor, assim como a propagacdo deste material genético (SILVA et al., 2001).

As técnicas de criopreservacdo de sémen causam diminui¢do da fertilidade devido,
principalmente, a lesbes estruturais e funcionais dos espermatozoides advindas do estresse
térmico (MORTON e BRUCE, 1989; JASKO, 1994). Por conseguinte, o carater bioquimico
dos componentes dos diluidores, a forma como interagem com o0s espermatozoides e a
possibilidade de sua metabolizacdo ou os possiveis efeitos adversos aos espermatozoides
devem ser cuidadosamente avaliados.

A criopreservacdo é uma das técnicas mais estudadas no sémen dos canideos, porém
existem ainda algumas descobertas a serem realizadas para padronizagdo desta metodologia,
devido principalmente as particularidades inerentes a esta espécie. Segundo Silva e Verstegen
(1995 apud BUENO et al., 2001), o meio diluidor constitui um dos fatores criticos para a
congelacdo de sémen. Desta forma, diferentes substancias tém sido testadas visando obter
aquela que melhor preserva a viabilidade dos espermatozdides desta espécie. Para se obter
sucesso no processo de congelacdo de um ejaculado é necesséria adigdo de um diluidor que
ajude a estabilizar o metabolismo celular, prevenir a capacitacdo e a reagdo precoce do
acrossomo, assim como conservar a integridade e a fungdo de todos os compartimentos
espermaticos, preservando a viabilidade dos espermatozdides (WATSON, 1995; WATSON,
2000). Neste contexto, é importante que se leve em consideracdo detalhes técnicos e
caracteristicas especificas da célula espermética canina, ou seja, a variabilidade individual e
racial (MORTON e BRUCE, 1989; SOUZA et al.,, 1995; CHIRINEA et al., 2003;
CHIRINEA, 2004).

Os espermatozoides sdo susceptiveis a danos peroxidativos por apresentarem em suas
membranas grandes quantidades de acidos graxos poliinsaturados (POULOS et al., 1973). Os
danos peroxidativos induzem & formacdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS), uma das

principais causas da reducéo da viabilidade e da fertilidade dos espermatozéides (HSU et al.,
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1998), sendo um dos fatores que age negativamente sobre a célula espermatica durante o
processo de refrigeracéo e congelacdo do sémen (CUNHA, 1997; BILODEAU et al., 2001).
Estudos tém revelado que estes gametas tém capacidade de produzir grandes concentragdes de
ROS, as quais podem reduzir a viabilidade dos espermatozdides (ALVAREZ e MORAES,
2006) devido a alteragbes estruturais, como perda de acrossoma, e de metabolismo,
caracterizada por redugdo da motilidade (JONES e MANN, 1977).

Para se proteger do efeito letal da formacdo excessiva de ROS, a célula possui um
sistema de defesa antioxidante no plasma seminal (SIKKA et al., 1995; FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Inimeros antioxidantes tém
sido utilizados no tratamento de machos inférteis, como vitamina C, vitamina E, glutationa e
coenzima Q10 (SINCLAIR, 2000). Ao fornecer dietas com concentrages adequadas de
antioxidantes, especialmente a vitamina C e E, ocorre a reducdo de danos das membranas
celulares (EICHNER, 1994).

Métodos avaliadores da integridade das membranas esperméticas tém sido utilizados
na avaliacdo da eficacia de diferentes biotécnicas de criopreservacdo do sémen (CUNHA,
2002), como o uso de sondas fluorescentes.

A tecnologia da criopreservacdo do sémen de cdo vem evoluindo e buscando novas
biotécnicas e diluidores na tentativa de minimizar os danos celulares durante estes processos.
Desta forma, objetivou-se com este estudo avaliar o efeito da adi¢do dos antioxidantes Trolox

e Glutationa reduzida ao diluidor utilizado para criopreservagdo do sémen de caes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conservacao do sémen de céo

As biotécnicas da reproducdo, como refrigeracdo, congelacéo do sémen e inseminagéo
artificial (1A) sdo utilizadas ha bastante tempo em Véarias espécies animais, principalmente as
de interesse comercial. A maioria das técnicas e meios diluidores desenvolvidos na
conservacdo de sémen ovino, bovino, suino e equino séo usados na conservacdo do sémen de
céo e de outros animais domésticos e selvagens (MESSIAS, 2000).

Os primeiros animais prenhes obtidos apds IA foram cadelas utilizando sémen fresco
em estudos conduzidos pelo abade Lazzaro Spallanzani no ano de 1780, na Italia, originando
0 nascimento de trés produtos vivos e normais (MIES FILHO, 1987).

Em seguida, Elias Ivanov demonstrou que a fecundag&o era possivel mesmo quando se
substituiam os liquidos produzidos pelas glandulas anexas masculinas por soro artificial. Esse
mesmo pesquisador esclareceu a dindmica do uso de baixas temperaturas na conservagédo do
sémen para IA (MIES FILHO, 1987).

Harrop (1961) descreveu a utilizagdo de sémen in natura e refrigerado de cdes na IA,
que, apods ser transportado durante seis dias, resultou em gestacdo de uma cadela. Com a
descoberta acidental da acdo crioprotetora do glicerol por Polge et al. (1949), varias pesquisas
foram desenvolvidas visando obter metodologias de criopreservagdo de células espermaticas
em diversas espécies, com o primeiro sucesso na congelacdo do sémen de cdo descrito por
Rowson (1954). No ano de 1969, Seager obteve a primeira gestacdo em cadela, utilizando o
sémen criopreservado diluido em lactose acrescida de 4% de glicerol e 20% de gema de ovo,
onde obteve motilidade espermética entre 40 e 50% ap6s descongelacdo e possibilitou o
nascimento de dois filhotes apds inseminagdo intravaginal (ENGLAND, 1993).

O sémen adequadamente diluido pode ser congelado por tempo indeterminado,
preservando seu potencial fecundante quando descongelado e utilizado em programas de IA.
Desse modo, faz-se necessario o uso de um diluidor que contenha nutrientes, sirva como
tampdo ajustando as alteragBes do pH; promova a pressdo osmotica e concentragdo de
eletrolitos dentro dos padrbes fisioldgicos; previna o crescimento de bactérias; proteja as
células contra o choque térmico durante o processo de refrigeracdo e possua crioprotetores
que reduzam os danos as células espermaticas durante a congelacéo e posterior descongelacdo
(CONCANNON e BATISTA, 1989).
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Os primeiros experimentos para a preservacdo do sémen de cdo por diferentes
periodos tiveram inicio através da adaptacdo empirica de substancias usadas para a
refrigeracdo e congelacdo do sémen bovino, utilizando-se diluidores a base de leite desnatado
(MARTIN, 1963 apud SILVA, 2001), citrato (HARROP, 1961), cloreto de fosfato (WALES e
WHITE, 1963), lactose (SEAGER, 1969), Tris (GILL, et al., 1970) e Tris-frutose-citrato
(FOOTE, 1964; ANDERSEN, 1975). Entretanto, a gestacdo na maioria das pesquisas
(LINDE-FORSBERG et al., 1999; ROTA et al.,, 1999) tem sido alcan¢ada utilizando-se
modificagdes na metodologia de congelagéo, preconizando-se o uso do diluidor Tris-gema-
glicerol (DAVIS et al., 1963 apud SILVA, 2001).

Foram identificados componentes especificos na gema de ovo responsavel pela
preservacdo dos espermatozoides de ovino e bovino durante seu armazenamento em baixa
temperatura. Durante o choque térmico, os fosfolipidios da gema de ovo interagem com a
estrutura lipidica da membrana plasmatica das células esperméaticas e proporcionam a
protecdo da mesma. As lipoproteinas ligam-se & membrana da célula espermética e ajudam a

preservar a integridade celular durante o armazenamento (BOUCHARD et al., 1990).

2.2 Parametros para avaliacdo da qualidade do sémen

A motilidade das células esperméticas é utilizada como parametro na avaliagdo da
qualidade do sémen, servindo também para estudar a aptiddo de um diluente nos ensaios
laboratoriais. Para que as células espermaticas consigam atravessar a zona pelicida do ovécito
no momento da fecundagdo € necessario que elas tenham boa motilidade e acrossomas
integros (MAHI e YANAGIMACHI, 1978).

Todavia, a capacidade de fecundacdo de espermatozoides encontrados no sémen
diluido e congelado de touros esta mais relacionada & integridade dos acrossomas do que a
motilidade (SAACKE e WHITE, 1972). Devido a esse fato, estes dois parametros devem ser
observados conjuntamente (SAACKE e WHITE, 1972; MAHI e YANAGIMACHI, 1978).

Oettlé (1986) observou a ocorréncia de Vérias alteracbes nas membranas dos
espermatozoides durante o armazenamento a baixas temperaturas, assemelhando-se ao
processo de reacdo do acrossoma, e verificou que tais mudangas ndo parecem estar
correlacionadas com a motilidade espermatica em cdes. Posteriormente, Morton e Bruce
(1989) sugeriram que anormalidades morfoldgicas na pega intermediaria e na cauda do

espermatozoide podem reduzir sua motilidade apds descongelagéo.
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No sémen in natura de cdo foi encontrada relacdo entre motilidade espermaética e
integridade acrossomal, fato ndo confirmado em amostras de sémen diluidas e congeladas
(OETTLE, 1986). Todavia no sémen in natura, diluido e congelado de cdes, foi observado
correlagdo positiva entre fertilidade e integridade acrossomal (FROMAN et al., 1984).

2.3 Formacéo de Espécies Reativas ao Oxigénio (ROS)

De acordo com Halliwell e Gutteridge (1989), o oxigénio é o elemento que, na
classificacdo periddica dos elementos quimicos, pertence a familia 6A, cujo nimero atdmico e
massa atdmica sdo 8 e 16, respectivamente, e que possui 8 elétrons distribuidos nas suas
camadas orbitérias. Aproximadamente 95 a 98% do oxigénio absorvido (Figura 1) pelos
organismos aerdbicos é reduzido, formando-se agua na cadeia respiratdria através do
transporte de elétrons na mitocéndria, bem como no reticulo endoplasmatico, onde o sistema
enzimético citocromo, no processo de fosforilacdo oxidativa, procede a reducéo tetravalente

do O, pelo sistema citocromo oxidase, fornecendo simultaneamente 4 elétrons para o

oxigénio, que se reduz a agua.
As fontes que cedem os cations de hidrogénio e os elétrons para a reagdo sdo,

basicamente, NADH, FADH e ubiquinona (ou coenzima Q). Entretanto, de 2 a 5% do 02é

reduzido univalentemente, processo em que uma molécula recebe apenas um elétron, que vai
ocupar um dos orbitais externos, ao mesmo tempo em que 0 outro continua desemparelhado,
produzindo intermediérios altamente reativos, denominados de espécies reativas ao oxigénio
(ROS), que algumas vezes constituem os radicais livres: O, + e- — O, (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1989).

Perdn et al. (2001) descreveram alguns fatores que proporcionam a producéo de
radicais livres: 1) Quimicos — aumento dos metais pesados, xenobidticos e componentes do
tabaco; 2) Fisicos — radiacdo ultravioleta; e 3) Orgénicos e metabdlicos — dieta hipercal6rica,
dieta pobre em antioxidantes, diabetes, processos inflamatorios e traumatismos, fenémenos de

isquemia, reperfuséo e exercicios extenuantes.
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% aa% Fe+2
0y & 0" (Superdxido
SO0 @nfCu ou Mn)
‘F
HZOZ t—
(Perdxido de
Ndmgénin)
GEH — Peroxidase Cat (Fe)
oy
H.0 + G5—80G H20 + 1520,
Fa+2
95% a 48%
4e + 4H OH" (Radical Hidroxila)
l \ Vitarnina ¢ e E
H,0 Beta Caroteno

Figura 1 — Esquema da formagdo de ROS. SOD - Superdxido dismutase; Cat — Catalase; O, " —
Anion superoxido; O, — Oxigénio; GS-SG - Glutationa Oxidada; GSHPx -
Glutationa Peroxidase; H,0 — Agua; OH — Radical Hidroxila; GSH — Glutationa
Reduzida; H,0, — Perdxido de Hidrogénio. Fonte: Halliwell e Gutteridge (1989).

Existem varios tipos de ROS (Tabela 1) e a sua formagdo se da primeiramente pelo

radical superdxido (02.-), que pode ser dismutado em perdxido de hidrogénio (H,0,) ou

mesmo através de acdo catalitica, pela atuacdo da enzima superoxido dismutase (SOD). No
organismo existem duas SODs principais, uma citoplasmatica, que ¢ a CuZnSOD contendo
Cobre-Zinco na molécula, e outra mitocondrial, que é a MnSOD contendo Manganés na sua
estrutura (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).
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Tabela 1: Espécies reativas ao oxigénio (ROS)

o Anion superoxido ou radical superdxido
HO Radical perhidroxil
H O Perdxido de hidrogénio

2 2
OHe Radical hidroxila
ROe Radical alcoxil

ROO«  Radical peroxil
ROOH Hidroperdxido organico (ex.: lipoperoxido)
0 Oxigénio singlet

ROe Carbonila excitada

Fonte: Sies (1991)

2.3.1 Radical Hidroxila (-OH)

E formado a partir do peréxido de hidrogénio (H,0,), numa reacio catalisada por ions
de metais (Fe** ou Cu®), geralmente ligados em complexos com proteinas como a ferritina
(HALLIWELL, 1991). Provavelmente é a ROS que mais causa danos aos sistemas

bioldgicos, devido ao seu alto poder de reagir com biomoléculas (HALLIWELL, 1987).
2.3.2 Anion Superdéxido (O5)

A formagdo do Superdxido acontece espontaneamente, especialmente em ambiente
aerdbico, rico em elétrons, proximo a membrana mitocondrial interna devido a liberacéo de
elétrons da cadeia respiratoria. Esta ROS é gerada a partir da molécula de oxigénio através da
adicdo de um elétron e, apesar de ser um radical livre, ndo é altamente reativo, pois nao
consegue penetrar em membranas lipidicas, ficando restrito ao compartimento onde é
produzido (NORDEBERG e ARNER, 2001).
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2.3.3 Peroxido de Hidrogénio (H,0,)

E produzido a partir do anion superdxido ap6s uma reagdo de dismutase. O H,0, ndo é
um radical livre, porém é de grande importancia devido & sua habilidade em penetrar
membranas bioldgicas. Esta substdncia atua como intermediaria na formagdo de mais
moléculas de ROS, como o radical hidroxila (OH), formado pela oxidacdo de metais de
transicdo. O principal metal de transi¢do responsavel pela transformacéo do H,O,em OH € o
ferro, através da reacéo de Fenton (NORDEBERG e ARNER, 2001).

Embora ndo seja muito reativa, esta ROS é um agente capaz de inativar enzimas,
principalmente por oxidacdo de grupamentos tidis essenciais. Seu maior poder oxidante,
entretanto, € indireto: como gerador do radical hidroxila e pela interacdo com o radical
superdxido. Nesse caso, ele é um potente oxidante e, em concentragbes suficientes, pode
matar qualquer célula, apesar de, na presenca de ferro, sua toxidade pode aumentar de 10 a
1000 vezes (EATON, 1991).

2.3.4 Oxido nitrico (NO,)

E um gés formado em meio aquoso através da conversio de arginina, na presenca de
oxigénio e diversos co-fatores, em citrulina e 0 NO, pela a¢do de 6xido nitrico-sintetase
(NOS) (KNOWLES et al., 1989).

2.4 Acéo das ROS nos sistemas bioldgicos

Por reagirem com a maioria das moléculas do organismo, as ROS sdo capazes de
interferir nos processos bioldgicos, causando diversas doencas, mutagdes, envelhecimento e
outras alteragdes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

A mitocondria constitui a principal fonte de radicais livres. Este fenbmeno ocorre na
cadeia de transporte de elétrons, que é a Ultima etapa de produgéo de protons de alta energia,
cuja passagem através da membrana interna mitocondrial gera um gradiente elétrico que

aporta a energia necessaria para formar o ATP (TURRENS, 1994).
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O exercicio fisico estd associado ao aumento da geracdo de radicais livres,
principalmente devido ao elevado aumento no consumo de O pelos tecidos ativos (COOPER
et al.,, 2002). Pesquisadores demonstraram que a quantidade de radicais livres nos tecidos
bioldgicos estad aumentada ap6s o exercicio agudo e/ou crénico e que esse aumento coincide
com a presenca de danos teciduais (BLOOMER e GOLDFARB, 2004). Contudo, uma ligagéo
direta entre a producéo de radicais livres e alteracdes fisiologicas e/ou bioquimicas ainda ndo

esta completamente estabelecida.

2.5 Efeito das ROS no sémen

Segundo De Lamirande e Gagnon (1992a), a producéo celular de ROS foi observada
pela primeira vez em espermatozéides de mamiferos no final dos anos 40. Os
espermatozoides sdo susceptiveis a danos peroxidativos por apresentarem em suas membranas
grandes quantidades de &cidos graxos poliinsaturados e baixas concentracfes de enzimas
antioxidantes em seu citoplasma reduzido (POULQOS et al., 1973). Os danos peroxidativos
induzem & formacéo de ROS, que é uma das maiores causas da reducdo da viabilidade e da
fertilidade dos espermatozoides (HSU, 1998).

Uma das hipoteses que envolvem a diminuigdo da qualidade do sémen dos animais € a
maior producdo de ROS, que sdo os radicais livres, isto é, &omos ou moléculas que possuem
um ou mais elétrons desemparelhados (STRYER, 1996). Varios pesquisadores arelataram que
0s gametas masculinos constituem a principal fonte destes radicais livres no sémen (AITKEN
et al., 1992). Segundo Aitken e Clarkson (1987), as quantidades de radicais livres gerados por
espermatozoides defeituosos s8o superiores aquelas produzidas pelos gametas
morfologicamente normais.

A célula espermatica humana exibe a capacidade de produzir ROS quando incubadas
em condices anaerdbicas. A producdo de ROS ocorre principalmente por células
espermaticas anormais e dentre estas se destacam as células que possuem residuos de
citoplasma denominados de gotas citoplasméticas proximais e distais (GOMES et al., 1998).
Acredita-se que a presenca deste citoplasma residual aumente a capacidade destas celulas
produzirem NADPH, que serve como fonte de elétrons para a producéo de ROS (AITKEN e
BAKER, 2002).
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A produgéo de ROS por espermatozoides imoveis, funcional e/ou morfologicamente
anormais ocorre, provavelmente, devido & inativacéo dos sistemas antioxidantes (RHEMREV
et al., 2001). Segundo Zini et al. (1993), 40% dos homens inférteis tém quantidades
detectaveis de ROS no sémen, diferindo do sémen de homens férteis. Estudando sémen
humano, Aitken et al. (1993) observaram que a elevada producéo de ROS reduz a motilidade
espermatica.

Kessopoulos et al. (1994) sugeriram que a maior fonte de producédo de ROS sé&o os
leucdcitos, presentes também em homens férteis. Entretanto, Wollf (1995) constatou que as
ROS geradas por leuctcitos sdo deletéria as células espermaticas apenas na auséncia de
sistemas antioxidantes.

Vérios estudos indicam que grandes quantidades de ROS no plasma seminal humano
prejudicam a concentragdo, a motilidade, a morfologia, a capacitacdo espermatica e a reagao
acrossomica dos espermatozéides (De LAMIRANDE e GAGNON, 1992a; AGARWAL et
al., 1994; AITKEN et al., 1995). Estes danos se devem provavelmente & peroxidagéo dos
acidos graxos insaturados da membrana plasmatica dos espermatozoides (AITKEN e
CLARKSON, 1987; ALVAREZ et al., 1987). A capacitagdo espermatica é essencial para a
fertilizagdo e caracteriza-se pela hiperativacdo do espermatozdide e sua preparacdo para a
reacdo acrossdmica, necessdria para o rompimento da membrana externa do ovocito
(YANAGIMACHI, 1994).

Os danos causados na motilidade espermaética pela ROS se devem, principalmente, a
uma seqliéncia de eventos que resultam na diminuicdo da fosforilagdo de proteinas do
axonema e, consequentemente, na imobilizacdo do espermatozdide, ambos relacionados com
a reducdo na fluidez da membrana plasmética (De LAMIRANDE e GAGNON, 1995).

Estudos in vitro indicam que a perda da motilidade espermética pode também estar
relacionada & diminuicdo dos niveis de ATP devido a acdo das ROS, ou seja, através do
sistema hipoxantina e xantina oxidase ocorre diminuicdo das concentragdes de ATP
intracelular espermético e, consequentemente, redugdo da motilidade espermatica (De
LAMIRANDE e GAGNON, 1992b; AITKEN et al., 1993).

Iwasaki e Gagnon (1992) constataram a geragdo de ROS em 40% dos pacientes
tratados numa clinica de infertilidade. Mazzili et al. (1994) observaram a presen¢a do &nion
superdxido em 87% (115/132) das amostras seminais obtidas de homens normozoospérmicos

inférteis e em 55% (11/20) das amostras seminais de homens inférteis (P<0,05).
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O NO; é um importante mediador funcional de varios sistemas fisioldgicos, incluindo
0 sistema reprodutivo. Entretanto, quando encontrado em grandes quantidades por periodos
longos, principalmente em reages imunoldgicas, é citotdxico e citostatico para as células que
0 geraram, assim como para os tecidos adjacentes. Pacientes com infec¢cdo no sistema
urogenital podem apresentar reducdo na motilidade e na viabilidade espermatica
(PASQUALOTTO et al., 2000).

Sengoku et al. (1998) verificaram que amostras de sémen humano incubadas com altas
concentracdes de NO; apresentaram perda de motilidade, viabilidade e capacidade de se ligar
a ovocitos sem zona pelicida e a hemizona, ambas homdlogas. Porém, concentracdes
reduzidas de NO, ndo prejudicaram a motilidade e aumentaram a taxa de capacitacdo
espermatica e a taxa de ligacdo a hemizona homdloga.

Todavia, para que 0s espermatozoides tenham plena capacidade de desempenhar sua
funcdo é fundamental a presenca de 6xido nitrico no liquido seminal. No entanto, quando
encontrado em concentragdes elevadas, o poder oxidativo do NO, causa danos a estrutura do
gameta, diminuindo sua mobilidade e vitalidade (CARVALHO et al., 2002).

2.6 Sistemas Celulares de Defesa Antioxidante

Com a finalidade de se proteger do dano oxidativo, 0 organismo animal desenvolveu
mecanismos de defesa através da producdo de substdncias que recebem o nome de
antioxidantes e podem ser divididas em dois grandes grupos, de acordo com o nivel de defesa
priméria ou secundéaria (HATAMOTO, 2004). As defesas primérias atuam de forma
preventiva através principalmente das enzimas catalase, superdxido dismutase e glutationa
peroxidase, promovendo a inativacdo das ROS antes que ocorra oxidacdo dos lipidios. As
secundarias, como a vitamina E, agem promovendo a eliminagdo das ROS ou reparando as
alteracOes provocadas pela peroxidacéo lipidica (SALEH e AGARWAL, 2002).

O sistema antioxidante celular também pode ser dividido em sistemas enzimaticos e
ndo enzimaticos (NORDBERG e ARNER, 2001). Dentre os antioxidantes enzimaticos tem-se
0 superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa (GSH), glutationa redutase (GR) e
glutationa peroxidase (GSHPx). No sistema ndo enzimatico um grande nimero de compostos
de baixo peso molecular é considerado antioxidantes de relevancia bioldgica, incluindo as
vitaminas C e E, diferentes compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q), acido Urico e
4cido lipdico (NORDBERG e ARNER, 2001).
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2.6.1 Glutationa (GSH)

A Glutationa é um tripeptideo (-glutamilcisteinilglicina) considerado a maior fonte de
tiol ndo protéico (XIANG e OLIVER, 1998), constituindo um dos componentes mais
abundantes dos vegetais, essencial para plantas e animais em resposta aos estresses
oxidativos. Segundo Agrawal e Vanha-Perttula (1988), sua concentragcdo varia de
0,5 a 10,0 mM e, nos animais, é encontrado em maior concentracdo no figado (KIDD, 1997;
Figura 2).

Segundo Nordberg e Arnér (2001), a GSH est4 presente em todas as celulas vivas
aerdbicas e acredita-se que seja o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular. A GSH é
considerada um dos agentes mais importantes no sistema de defesa antioxidante da célula,
protegendo-a de lesdes resultantes da exposicdo a agentes como: ions ferro (GALLEANO e
PUNTARULO, 1995), oxigénio hiperbarico e radiacdo (DENEKE e FANBURG, 1989).
Também participa da desintoxicagdo por agentes quimicos e da eliminagdo de produtos da
lipoperoxidagdo (FERREIRA e MATSUBARA, 1997), sendo requerida para a sintese de
proteinas e DNA (DENEKE e FANBURG, 1989).

As concentragdes de Glutationa sdo homeostaticamente controladas através da
regulagdo continua entre a sintese de GSH, por acdo da GSH sintetase; a reciclagem de
GSSG, a cargo da GSH redutase; e a sua utilizacdo pelas peroxidases, transferases,
transhidrogenases e transpeptidases (KIDD, 1997).

A GSH atua como antioxidante e removedor de radicais livres, devido as suas
propriedades antioxidantes, e do seu importante papel na protegdo contra efeitos lesivos de
bactérias, virus, poluentes e radicais livres. Este efeito deve-se ao fato da GSH apresentar uma
potente capacidade em doar elétrons, o que € evidenciado pelo elevado potencial redox
negativo do par redox GSH/GSSH. O grupo sulfidrilo existente no residuo cisteina da
glutationa é o responsavel pela sua capacidade redutora, mais visivel nos locais onde a sua
concentragdo é mais elevada. A acdo redutora da glutationa consiste na remocéo de radicais
livres (DROGE et al., 1994). O sistema antioxidante de defesa é bem sofisticado e adaptativo
e a GSH é a constituinte principal deste sistema. A mitocdndria é o lugar mais importante para
a acdo da GSH. Nas mitocondrias de células aerdbias existe um fluxo constante de radicais
livres de oxigénio gerado na sintese do ATP. Estes processos ocorrem através de um

complexo sistema enzimatico e sdo designados fosforilacdo oxidativa (KIDD, 1997).
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Figura 2 — Estrutura da GSH. (Fonte: KIDD, 1997).
2.6.2 Vitamina E (o — Tocoferol)

Descoberta em 1922 nas folhas dos vegetais pelos pesquisadores Herbert Evans e
Katherine Bishop da Universidade da Califérnia, recebeu o nome de vitamina E em 1924,
Com base na fertilidade, foi cientificamente denominada de Tocoferol, palavra de origem
grega que significa parto (tokos) e broto (phero), além da terminagdo “ol” introduzida para
indicar o alcool presente na propriedade desta molécula (SEN et al., 2006).

A vitamina E é provavelmente o mais importante inibidor da reacdo em cadeia da
peroxidagdo de lipidios em animais (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). E um
antioxidante lipossoltvel amplamente distribuido na natureza em alimentos de origem animal
e vegetal, sendo particularmente abundantes nos Oleos vegetais. Apresentam atividade
vitaminica (E) e possuem um grupo hidroxila no anel benzénico que pode estar esterificado,
encontrando-se, de forma natural, tanto os livres quanto os esterificados (PEREDA et al.,
2005).

Atualmente, esta vitamina (vit. E) € um termo genérico para todos os seus tocoferois e
derivados, tendo a atividade bioldgica o o - tocoferol (TRABER e PACKER, 1995; TRABER
e SIES, 1996). Na natureza, oito substancias foram encontradas com atividades da vitamina E:
-a,-PB,y-eA - tocoferol; e a -, - B, v - e & - tocotrienol (Figura 3). Esta localizada na
interface aquosa e nos dominios hidrofilicos das membranas biol6gicas e lipoproteinas
(QUINN, 2004), e protege as membranas celulares através de dois mecanismos: como agente
antioxidante e formando complexos com os fosfolipidios, estabilizando as membranas atraves
de ligacbes de “Van der Waals” (BRADFORD et al, 2003). Estudos in vitro tém
demonstrado que a vitamina E atua como captador de radicais livres e reparador de
membranas (MACHLIN, 1984). Todavia, atua também diminuindo a peroxidacdo lipidica

através da manutencdo das concentragdes de superdxido dismutase (BECONI et al., 1991).
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A vitamina E tem importante papel reprodutivo e sua deficiéncia causa degeneracao
testicular em cées (DIPLOCK, 1974), inibicdo da espermatogénese (MACHLIN, 1984) e
aumento da oxidagdo lipidica dos espermatozdides de carneiros (JONES e MANN, 1977).
Além destes efeitos em animais, esta vitamina possui duas fungdes importantes na célula. A
primeira consiste em sua a¢do antioxidante, evitando danos aos tecidos compostos por lipidios
insaturados, através da remocdo de radicais de oxigénio ativo (MUKAI, 1993), bem como
oxigénio singlet (FUKUZAWA et al., 1997). A segunda funcéo é estabilizar a estrutura das
membranas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

Tocoferol
HO :
CH, CH, CH,
CH,
on, o Y Y I e,
CH, .
Tocotrienol

Figura 3 — Formula estrutural do Tocoferol e Tocotrienol.
(Fonte: FAQ, 2007).

2.7 Influéncia dos antioxidantes na fertilidade masculina

Os espermatozoides sdo susceptiveis a danos peroxidativos por apresentarem em suas
membranas grandes quantidades de acidos graxos poliinsaturados (POULOS et al., 1973). Os
danos peroxidativos induzem a formacdo de ROS, uma das maiores causas de redugéo da
viabilidade e fertilidade dos espermatozéides (HSU et al., 1998). Dawson et al. (1992)
observaram melhora na viabilidade de espermatozdides, diminuicdo na porcentagem de
anormalidades e aumento na motilidade espermética apds suplementagdo com vitamina C em
homens fumantes com 25 anos de idade. Luck et al. (1995) descreveram que o ascorbato pode
ser considerado essencial para o processo reprodutivo humano.

Yousef et al. (2003) demonstraram, em coelhos machos, que a formagdo de
substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARs) foi significativamente diminuida apds a

suplementacdo com &cido ascdrbico (vit. C) e a-tocoferol (vit. E). Resultados semelhantes
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foram encontrados em caprinos (BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA et al., 1995) e humanos
(GEVA et al., 1996), onde a suplementagdo com vitamina E e/ou vitamina C reduziu as ROS,
melhorando a taxa de fertilizagdo por diminuir a peroxidacdo lipidica. Fraga et al. (1992)
demonstraram que o0 4cido ascdrbico esta presente em concentracbes mais elevadas no plasma
seminal humano do que no plasma sanguineo (400 vs 60 uM), presumivelmente refletindo o
seu importante papel fisioldgico. Além disso, segundo estes autores, o &cido ascorbico é uma
das defesas efetivas contra a peroxidacgdo lipidica no plasma seminal, atuando na prevencéo
de danos oxidativos ao DNA, que resulta em infertilidade e defeitos congénitos nos produtos
nascidos.

Sarlds et al. (2002), trabalhando com sémen de carneiros, avaliaram o efeito da adi¢do
de varios antioxidantes como a glutationa peroxidase, onde observaram que esta substancia
prolonga o periodo de conservacao do sémen e melhora a motilidade dos espermatozéides.

A Glutationa-S-Transferase (GST) estd presente em quantidade considerdvel na
maioria dos plasmas seminais de homens férteis, apresentando quatro principais classes: alfa
(A), mu (M), pi (P) e theta (T), envolvidas na detoxificagdo de muitos compostos eletrofilicos
pela conjugacéo de reacdes com a glutationa. Foi demonstrado que a glutationa e a glutationa-
S-transferase teriam papel importante na reproducdo, por melhorar a motilidade espermaética e
a morfologia dos espermatozdides, apesar das pesquisas no plasma seminal serem limitadas
(RAIUMAKERS e MAARTEN, 2003).

Outro elemento implicado na degradacdo dos per6xidos de hidrogénio é o selénio
(ALVAREZ e STOREY, 1989), conhecido co-fator da glutationa peroxidase (GSHPXx), uma
das enzimas que catalisa a degradacdo dos peroxidos (WHANGER e BUTLER, 1988). A
atividade da GPx é encontrada no sémen de varias espécies, como coelhos e caprinos, com
diferentes funcBes de protecdo na degradagio de hidroperoxidos (VIRAG e MEZES, 1994;
MARIN-GUZMAN et al., 1997).
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RESUMO

Com o objetivo avaliar o efeito da adicdo dos antioxidantes Trolox e Glutationa
reduzida (GSH) na viabilidade in vitro de espermatozoides criopreservados de cdes, amostras
de sémen foram colhidas de animais das ragas Buldogue Francés (n=1), Basset Hound (n=2) e
Rottweiler (n=1), através de manipulagdo digital. A seguir, procedeu-se a avaliacdo
macroscopica e microscopica, e divisdo do volume de sémen em aliquotas, de acordo com 0s
experimentos e grupos experimentais, utilizando diferentes concentragcdes de Trolox (200 e
300 puM/L) ou GSH (2 e 5 uM/L). As amostras foram envasadas em palhetas (0,25 mL),
criopreservadas em méaquina de congelacdo e armazenadas em nitrogénio liquido. ApGs
descongelacdo a 37 °C (60 seg) e incubagdo durante 60 minutos, constatou-se que 0s
resultados de motilidade, vigor e espermatozoides com acrossomas integros evidenciaram
diferenca significativa (P<0,05) apenas entre os tempos de incubagédo, nos trés experimentos.
No Exp. 2, a adi¢éo de 2 e 5 uM/L de GSH (G2 e G3) determinou maior (P<0,05) porcentual
de células sem estresse oxidativo. Conclui-se que GSH, nas concentracbes de 2 e 5 uM/L,

pode ser adicionada ao diluente de criopreservacdo do sémen de caes.

PALAVRAS-CHAVES: Criopreservagdo, viabilidade, sémen, antioxidante, c&es.
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ABSTRACT

EFFECT OF TROLOX AND GLUTATHIONE REDUCED (GSH) ADDITION
ON THE in vitro VIABILITY OF DOG CRYOPRESERVED SPERM

In order to evaluate the effect of adding Trolox and Glutathione reduced antioxidants
on the in vitro viability of dog cryopreserved sperm, semen samples were harvested from
animals of the French Bulldog (n=1), Basset Hound (n=2) e Rottweiler (n=1) breeds, through
digital manipulation. After macroscopic and microscopic evaluation, the volume of semen
was divided on aliquots, according to the experiments and experimental groups, using
different concentrations of Trolox (200 and 300 uM/L) or GSH (2 and 5 uM/L). The samples
were packaged in straws (0.25 mL), cryopreserved in freezing machine and stored in liquid
nitrogen. After thawing at 37 °C (60 sec) and incubation during 60 minutes, it was detected
that motility, vigor and sperm with intact acrosomes had significant difference (P<0.05) only
among incubation times, on the three experiments. In the Exp. 2, the addition of 2 and 5 pM/L
of GSH (G2 and G3) determined higher (P<0.05) percentage of sperm without oxidative
stress. So, it can be concluded that GSH, on the concentration of 2 and 5 uM/L, can be added

to diluent of dog semen cryopreservation.

KEY WORDS: Cryopreservation, viability, semen, antioxidant, dog.

INTRODUCAO

A criopreservacdo de sémen possibilita melhor aproveitamento dos ejaculados de um
reprodutor, assim como a difusdo deste material genético (SILVA et al., 2001). No entanto,
este procedimento reduz a fertilidade dos espermatozdides devido a lesbes estruturais e
funcionais advindas de estresse térmico (MORTON & BRUCE, 1989; JASKO, 1994),
osmotico e oxidativo (WATSON, 2000; BALL & VO, 2001), decorrentes da reducéo de
temperatura, armazenamento, descongelacdo (MEDEIROS et al., 2002) e toxicidade dos
crioprotetores (WATSON, 2000; BALL & VO, 2001).

Ressalta-se, todavia, que os efeitos da criopreservacdo na fisiologia espermatica sdo
semelhantes aqueles observados apds o processo de capacitacdo (WATSON, 2000),

determinando aumento da permeabilidade da membrana e da producéo de espécies reativas ao
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oxigénio (ROS), resultando em danos peroxidativos, uma das principais causas da redugdo da
viabilidade e da fertilidade dos espermatozdides (HSU et al., 1998). Em todos 0s organismos
aerdbicos, as ROS sdo formadas e degradadas em concentracdes fisioldgicas normais para a
realizagdo das funcdes celulares, mas, em quantidades excessivas, determinam estresse
oxidativo. O aumento da producgéo intracelular de ROS ameaga a integridade das diversas
biomoléculas, incluindo proteinas (STADTMAN & LEVINE, 2000), lipidios (YLA-
HERTTUALA, 1999) e DNA (MATES et al., 1999; MARNETT, 2000).

O uso de antioxidantes para neutralizar os efeitos da a¢do das ROS pode melhorar a
motilidade e a viabilidade dos espermatozéides criopreservados. Desta forma, a adigdo destas
substancias aos meios diluidores de congelagdo tem sido testada com a finalidade de reduzir
os danos celulares provocados pelo estresse oxidativo (MICHAEL et al., 2007). Estudos in
vitro tm demonstrado que a Glutationa reduzida (GSH) é o principal constituinte do sistema
antioxidante de defesa e esta envolvida no mecanismo de protecéo celular, através da remogao
de ROS, incluindo os peroxidos formados no metabolismo do oxigénio. Este efeito deve-se ao
fato da GSH apresentar uma potente capacidade em doar elétrons (DROGE et al., 1994). A
vitamina E, por sua vez, atua como captador de ROS e reparador de membranas (MACHLIN,
1984), interferindo na peroxidagdo lipidica catalisada in vitro pelo ion ferroso e,
consequentemente, preservando a capacidade de fusdo dos espermatozoides aos ovocitos
(AITKEN & CLARKSON, 1988).

No sémen de canideos, a criopreservacdo € uma técnica muito estudada, porém
existem ainda algumas pesquisas a ser realizadas para padronizagdo desta metodologia,
devido principalmente as particularidades inerentes a esta espécie. Desta forma, diferentes
meios diluidores tém sido testados visando obter aquele que melhor preserve a viabilidade
pbs-descongelacdo dos espermatozdides de cdes (CHRISTIANSEN, 1986). Por conseguinte,
considerando 0s danos espermaticos causados pelo processo de congelagdo, como
conseqiiéncia do aumento da produgdo de ROS e da permeabilidade de membrana, objetivou-
se com este estudo avaliar o efeito da adicdo dos antioxidantes Trolox e Glutationa reduzida

na viabilidade in vitro de espermatozdides criopreservados de caes.
MATERIAL E METODOS
Foram selecionados quatro cdes adultos, com idade variando de 2 a 5 anos e fertilidade

comprovada, pertencentes ao canil Brave Basset localizado no Municipio de Camaragibe

(PE). Nos experimentos 1 e 3, utilizou-se animais das ragas Buldogue Francés (n=1), Basset
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Hound (n=2) e Rottweiler (n=1), enquanto no experimento 2 foram utilizados animais das
racas Buldogue Francés (n=1) e Basset Hound (n=2). Todos os animais foram submetidos as
mesmas condi¢fes de manejo sanitério, e alimentados com ra¢do comercial uma vez ao dia,
de acordo com o peso corporal (10g/Kg de PV), além de ser fornecido agua ad libitum.

Em cada experimento, foram colhidos quatro ejaculados/animal através da técnica da
manipulagdo digital (CHRISTIANSEN, 1986), totalizando 44 amostras de sémen, as quais
foram acondicionadas em tubos de ensaio e mantidas em banho-maria (37 °C) durante o
procedimento de avaliacdo macroscopica (volume, cor e aspecto) e microscopica (motilidade
progressiva, vigor, concentracdo, integridade de acrossoma e de DNA, e estresse oxidativo).

Os parédmetros macroscopicos foram aferidos diretamente nos tubos de ensaio. Para
analise da motilidade progressiva (0-100%) e do vigor espermatico (0-5) de cada ejaculado,
foi depositada uma aliquota (10 pL) de sémen sobre ldmina previamente aquecida a 37 °C e
conduzida ao microscopio Optico (Quimis®, Diadema, Sdo Paulo), sendo aprovadas as
amostras que apresentaram motilidade progressiva >70% e vigor >3 (CBRA, 1996). A
concentracdo espermatica foi obtida em Cémara de Neubauer de acordo com a técnica
descrita por Mies Filho (1987), e o resultado expresso em milhdes de espermatozoides/mL de
sémen.

A avaliac@o da integridade do acrossoma foi realizada através da técnica de coloracdo
FITC-conjugada ao Peanut aglutinina (FITC-PNA; ROTH et al., 1998). Inicialmente,
aliquotas de 10 pL de sémen foram utilizadas na preparacdo de esfregacos e armazenadas
(4 °C) protegidas da luz até o momento da avaliagdo. No prazo maximo de até duas semanas,
as laminas foram coradas com FITC-PNA (Sigma, Saint Louis, MO, USA), acondicionadas
em caixa de isopor durante 20 minutos a 4 °C, e observadas em microscépio de fluorescéncia
(Olympus, Tokio, Japdo) utilizando o filtro de fluoresceina (450-490 nm, espelho
dicromatico de 510 nm), onde foram contados 200 espermatozodides/lamina e classificados
em: a) acrossomas intactos (Al), quando apresentava a regido acrossomal corada em verde; b)
acrossomas reagidos (AR), quando apresentavam a regido acrossomal com coloragéo verde
mesclada; sem coloragdo ou apenas uma faixa verde fluorescente na regido equatorial da
cabeca espermatica.

A integridade de DNA foi avaliada atraveés da técnica de Laranja de Acridina
(EVENSON et al., 1999), onde uma aliquota (10uL) de sémen foi diluida em 990uL de
solugdo TNE (Tris.HCI 0,01M, NaCl 0,15M, EDTA.Na,.2H,0 a 1mM, g.s.p. 100mL; pH
7,4), em tubos de microcentrifuga (1 milh@o de células/mL), criopreservadas em nitrogénio

liquido e armazenadas em botijdo criobiolgico (-196 °C). No momento da analise, as
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amostras foram descongeladas a 37 °C e, a seguir, adicionou-se 200uL de solugdo TNE em
tubos de microcentrifuga imersos em gelo. Imediatamente ap6s, foram adicionados 400uL de
solugdo detergente (0,1mL de Triton X-100, 0,877g de NaCl, 8,0mL de HCI 1N; pH 1,4).
Ap6s 30 segundos, adicionou-se 600uL da solugdo de Laranja de Acridina (Molecular Probes
Inc., Eugene, OR, USA) tamponada (&cido citrico 0,1M, fosfato de sodio 0,2M, NaCl 0,15M,
EDTA 1mM; pH 6,0). Em seguida, aliquotas (5uL) dessa solucdo foram colocadas entre
ldmina e laminula e observadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus, Tokio, Japéo)
utilizando o filtro de fluoresceina (450-490nm, espelho dicromético de 510nm). Um total de
200 espermatozoides/lamina foi avaliado e classificado como: a) Espermatozdides com
fluorescéncia vermelha apresentavam estruturas de cromatina anormal, e b) Espermatozoides
com fluorescéncia verde apresentavam estruturas de cromatina normal.

Utilizou-se a analise da ocorréncia de estresse oxidativo através da técnica descrita por
SALEH & AGARWAL (2002). Aliquotas (10 pL) de sémen foram submetidas ao teste de
Nitroblue Tetrazolium (NBT), onde inicialmente as amostras foram diluidas (1:1; v:v) em
solucdo de 10% de NBT (Sigma, Saint Louis, MO, USA), e incubadas durante 30 minutos a
temperatura de 37 °C. A seguir, as amostras acondicionadas em tubos de ensaio
permaneceram durante 30 minutos em temperatura ambiente e foram centrifugadas a 250G
(durante 5 minutos). Imediatamente apds, foram preparados esfregagos do pellet das amostras,
0s quais foram submetidos & secagem em temperatura ambiente. Apds secagem, foram
contados 100 espermatozdides/lamina, em microscopio de contraste de fase (Olympus, Tdkio,
Japdo; 100X), os quais foram avaliados da seguinte forma: 1) espermatozéide com estresse
oxidativo, quando apresentava depdsito de formazana na cabeca ou na peca intermediaria;
2) espermatozdide sem estresse oxidativo, quando nenhum depésito de formazana foi
observado na célula espermatica.

Apos colheita e andlise dos ejaculados, as amostras aprovadas foram divididas em
aliquotas iguais, de acordo com o experimento. Ao diluidor Tris-gema (3,289 de Tris-
hidroximetilaminometano; 1,78g de &cido citrico; 1,259 de frutose; 20% de gema de o0vo;
100 mL de &gua destilada; pH 6,8), utilizado por RODRIGUES (1997) e modificado por
COLETO (2006), foram adicionados 6% de glicerol, além de antioxidantes de acordo com o
experimento e 0 grupo experimental, de maneira que cada grupo foi criopreservado em
quadruplicata, seguindo a ordem aleatéria de criopreservagdo. Experimento 1: G1) sem
antioxidantes (Grupo Controle); G2) 200 uM/L de Trolox (Sigma, Saint Louis, MO, USA); e
G3) 300 uM/L de Trolox. Experimento 2: G1) sem antioxidantes (Grupo controle); G2) 2
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uM/L de GSH (Sigma, Saint Louis, MO, USA); e G3) 5 uM/L de GSH. No Experimento 3
foram utilizadas as concentragdes de Trolox e GSH que apesesntaram melhor resultado nos
Exp. 1 e 2, correspondendo a: G1) sem antioxidantes (Grupo Controle); G2) 200 uM de
Trolox (Sigma, Saint Louis, MO, USA); G3) 2 uM de GSH (Sigma, Saint Louis, MO,
USA); e G4) 200 uM de Trolox + 2 uM de GSH.

As amostras de sémen diluidas foram envasadas em palhetas (0,25 mL) e
processadas em méaquina de congelacdo de sémen (modelo TK 3000; TK Tecnologia em
Congelagdo Ltda, Uberaba, MG, Brasil), utilizando a curva de -0,5 °C /minuto, de 25 °C a
5 °C, e a -12,5 °C/minuto, de 5 °C a —120 °C. A seguir, as palhetas foram imersas em
nitrogénio liquido e armazenadas em botijao criobiolégico (- 196 °C).

Uma semana ap6s o procedimento de criopreservacdo, as amostras foram
descongeladas & temperatura de 37 °C durante 60 segundos, e avaliadas quanto a motilidade
progressiva, vigor, integridade do acrossoma (Experimentos 1, 2 e 3), integridade do DNA
(Experimentos 1 e 2) e ocorréncia de estresse oxidativo (Experimento 2), conforme as
técnicas descritas anteriormente.

Com o intuito de estudar o efeito do tempo de incubacdo pés-descongelacéo, sobre a
viabilidade dos espermatozdides criopreservados de cdes, em diluidor a base de Tris-gema
suplementado com antioxidantes (Trolox ou Glutationa reduzida), as amostras descongeladas
foram avaliadas pelo teste de Termo-resisténcia (TTR), onde se observou a motilidade
progressiva e 0 vigor espermatico apés 0, 30 e 60 min de incubacéo a 37 °C.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia, utilizando-se o
programa GLM do SAS (SAS, 1996). Na presenca de efeito em relagcdo aos fatores de
variacdo, a comparagdo entre as médias foi realizada pela técnica da diferenca minima
significativa (d.m.s.) do teste de Tukey. Para o estudo da relagdo entre pares de variaveis,
utilizou-se o coeficiente de correlacéo de Pearson. O nivel de significancia de 5% foi utilizado

para todos os testes.

RESULTADOS
Experimento 1
As amostras de sémen in natura apresentaram colorag&o branca e aparéncia leitosa. As
médias e desvio padrao dos parametros analisados evidenciaram 2,71+0,54 mL de volume das

fragdes ricas em espermatozdides, 207,81+28,24 x 10° espermatozéides/mL de concentracio
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espermatica, 89,69+4,40% de motilidade progressiva, 4,56+0,48 de vigor, 95,75+3,30% de
espermatozoides com acrossomas intactos, e 100% de células com DNA integros.

Apos descongelacdo, as células esperméticas criopreservadas em Tris-Gema, acrescido
de diferentes concentracdes de Trolox, ndo evidenciaram diferenga significativa (P>0,05) na
motilidade progressiva (Figuras 1la) e no vigor espermatico (Figuras 1b), entre os grupos
experimentais, durante o TTR. Todavia, evidenciou-se reducdo significativa (P<0,05) no
porcentual de células moveis (Figura 1a), em funcdo do tempo de incubacdo, até os 45
minutos de avaliacdo. Em contrapartida, observou-se que o vigor das células espermaticas
(Figuras 1b) apresentou diferenga significativa (P<0,05) apenas dos 15 aos 45 minutos do
teste TTR.
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FIGURA 1. Motilidade progressiva (a) e vigor espermatico (b) em amostras de sémen de caes
submetidas a congelacdo em Tris-gema acrescido de diferentes concentracbes de Trolox
(G1=0 uM/L, ®; G2=200 pM/L, *; G3) 300 uM/L, ®), durante o teste de termo-resisténcia a 37 °C.

Letras maiUsculas distintas indicam diferenca significante (P<0,05) entre tempos de incubagdo.

Com relag&o aos porcentuais de espermatozdides com acrossoma integros, verificou-se
ndo haver diferenca entre as médias obtidas ap6s o descongelamento (P>0,9320), sendo
22,95% para as amostras do grupo controle (G1); 24,95% para as amostras criopreservadas
com 200 uM de Trolox (G2) e 23,74% para as amostras criopreservadas com 300 pM de
Trolox (G3). Na avaliacdo da correlagdo de Pearson (Tabela 1) observou-se correlagdo
significativa entre acrossoma e motilidade progressiva (P=0,0421), assim como entre
motilidade progressiva e vigor espermético (P=0,0001), em todas as amostras de sémen

criopreservadas, independente da adicdo de Trolox ao diluente Tris-gema.
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TABELA 1. Matriz de correlagdo de Pearson (r) e respectivos niveis de significancia entre pares de

variaveis de amostras de sémen de cdes sem e com adi¢ao de Trolox

Acrossoma MP Vigor
Acrossoma 1 -0,30 (0,0421) -0,15 (0,3270)
MP 1 0,54 (0,0001)
Vigor 1

MP= Motilidade Progressiva.

Experimento 2

As amostras de sémen in natura apresentaram-se de coloracdo branca e aparéncia
leitosa. As médias e desvio padrdo do volume das fragBes ricas em espermatozdides, da
concentragdo espermatica, da motilidade progressiva, do vigor, do porcentual de células com
acrossomas integros, de células com estresse oxidativo e de células com DNA integros, foi
de 1,92 + 0,36 mL; 127,71 + 20,93 x 10° espermatozoide/mL; 93,33 + 5,00%; 5,00 + 0,00;
69,64 + 6,98%; 42,17 + 2,94% e 100,00%, respectivamente.

Durante o periodo de incubacéo de 60 min a 37 °C (TTR) observou-se diferengas
significantes (P<0,05) nos valores de motilidade progressiva (Figura 2a) e vigor espermatico
(Figura 2b). Entretanto, ao se avaliar o efeito da adigdo de antioxidantes, ndo foi observada
diferenca (P>0,05) entre os grupos experimentais, em cada momento de avaliacdo, nesses dois
parametros estudados (Figuras 2a e 2b).

A andlise da integridade do acrossoma das células espermaticas (Tabela 2), ndo
evidenciou diferenca significativa (P>0,05) entre os grupos. Em contrapartida, o porcentual de
espermatozoides sem estresse oxidativo (Tabela 2) diferiu significativamente (P<0,05) entre
0S grupos experimentais, onde se contatou que as amostras de sémen suplementadas com 2 e
5 uM de GSH (G2 e G3, respectivamente) foram superiores aquelas do Grupo Controle (G1).
Além disso, constatou-se que 100,00% dos espermatozoides apresentaram DNA integros, em
todos os grupos experimentais (G1, G2 e G3).

Na avaliacdo da correlagdo de Pearson (Tabela 3) observou-se correlagéo significativa
apenas entre motilidade progressiva e acossomas integros (P=0,0467), em todas as amostras

de sémen criopreservadas, independente da adi¢do de GSH ao diluente Tris-gema.
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FIGURA 2. Moatilidade progressiva (a) e vigor espermatico (b) em amostras de sémen de caes
congeladas com Tris-gema acrescido de diferentes concentracdes de GSH (Gl= OouM/L, ®
G2=2 uM/L, ¢; G3) 5 uM/L, m), durante o teste de termo-resisténcia a 37 °C. Letras mailsculas

distintas indicam diferenga significante (P<0,05) entre tempos de incubacao.

TABELA 2. Média e desvio padrdo do porcentual de espermatozoides de cdes com acrossomas

integros, sem estresse oxidativo e com DNA integros, apds criopreservacdo com diluidor a base de

Tris-gema suplementado com diferentes concentragdes de Glutationa Reduzida (GSH), durante o

teste de termo-resisténcia 37 °C

Variaveis
Grupos Acrossomas Estresse DNA
integros oxidativo integros
Gl 50,63+14,81 12,87+1,22b 100,00
G2 47,66+£12,87 17,16x1,47a 100,00
G3 47,22+10,31 17,73+1,65a 100,00

G1= 0 uM/L; G2=2 uM/L; G3) 5 uM/L de Glutationa reduzida. Letras minGsculas distintas na mesma

coluna indicam diferenca significante (P<0,01) entre grupos experimentais.
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TABELA 3. Matriz de correlacdo de Pearson (r) e respectivos niveis de significancia (P)

entre pares de variaveis do sémen de cdes sem e com adicdo de GSH

MP Vigor Acrossoma Estresse
Oxidativo
MP 1 0,12 (0,5130) -0,33 (0,0467) 0,21 (0,2219)
Vigor 1 0,05 (0,7861) 0,11 (0,5266)
Acrossoma 1 -0,03 (0,8529)
Estresse 1

MP = Motilidade Progressiva.

Experimento 3

A avaliagdo macroscopica das amostras de sémen in natura evidenciou coloragéo
branca e aspecto leitoso. O volume médio das fragOes ricas em espermatozoides foi de 2,21 +
0,54 mL, com concentragio espermatica média de 164,06 + 28,25 x 10° espermatozoide/mL.
A motilidade progressiva apresentou média de 89,69 + 4,40%. O vigor apresentou média de
4,56 + 0,48, e o porcentual médio de espermatozdides com acrossomas integros foi de 91,75 +
4,57%.

Os resultados da avaliacdo das células esperméticas criopreservadas em Tris-Gema
acrescidas de Trolox, GSH ou a associacéo de Trolox + GSH (Figura 3), demonstraram que
durante todo o periodo de incubagdo a 37 °C (0, 30 e 60 min) os valores médios de motilidade
progressiva (Figura 3a), vigor (Figura 3b) e células com acrossomas integros (Figura 3c), ndo
apresentaram diferenga significativa (P>0,05) entre os grupos experimentais (G1, G2, G3 e
G4). Todavia, nestes pardmetros (motilidade progressiva, vigor e porcentual de células com
acrossomas integros), foram constatadas reducdes drasticas nos valores durante todo o
periodo de incubacdo a 37 °C (TTR), diferindo significativamente (P<0,05) entre os tempos
de avaliacéo (0, 30 e 60 min).

A anélise da correlagdo de Pearson (Tabela 4) evidenciou correlacdo significativa
apenas entre motilidade progressiva e vigor espermético (P=0,0001), em todas as amostras de

sémen criopreservadas, independente da adicéo de Trolox e/ou GSH ao diluente Tris-gema.
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FIGURA 3. Motilidade progressiva (a), vigor espermatico (b) e acrossomas integros em amostras de
sémen de cdes submetidas a congelacdo em Tris-gema acrescido de Trolox e Glutationa reduzida (G1=
sem antioxidante, #; G2= 200 uM/L de Trolox, m; G3= 2 pM/L de GSHA ; e G4= 200 uM/L de
Trolox + 2 uM de GSH,. ), durante o teste de termo-resisténcia a 37 °C. Letras mailsculas distintas

indicam diferenga significante (P<0,05) entre tempos de incubacéo.

Tabela 4 — Matriz de correlacdo de Pearson (r) e respectivos niveis de significancia entre

pares de variaveis do sémen de cdes sem e com adic¢do de Trolox eou GSH

MP Vigor Acrossoma
MP 1 0,52 (0,0001) -0,01 (0,9671)
Vigor 1 -0,10 (0,5634)
Acrossoma 1

MP = Motilidade Progressiva.
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DISCUSSAO

Neste estudo, a adicdo da Glutationa reduzida (GSH) e do anélogo hidrossoltvel da
vitamina E (Trolox), em todos os experimentos, ndo melhorou a motilidade progressiva e
vigor espermaético, em relacdo ao Grupo Controle (sem adi¢do de antioxidante), discordando
dos resultados de NETTO et al. (2007), ao sugerirem que a adigdo de 50-60 mg de vitamina
E/Kg de racdo de cdes da raca Boxer melhora a qualidade espermética. Os resultados obtidos
neste trabalho também foram inferiores aqueles relatados por COLETO (2006), ao
observarem 70,00 + 10,00% de células moveis e 2,67 + 0,58 de vigor em cdes da raga Cocker
Americano utilizando diluidor Tris-gema suplementado com 200 uM de Trolox. Da mesma
forma, em varrfes, GROSSFELD (2007) constatou que a adi¢do de substancias antioxidantes
ao diluidor de sémen melhora significativamente a motilidade esperméatica pds-
descongelacéo.

Vale ressaltar que, em todos os experimentos (1, 2 e 3) obteve-se, até 15 min de
incubacgdo a 37 °C, motilidade progressiva minima de 30% recomendada pelo CBRA (1998)
para 0 sémen canino. No entanto, observou-se reducéo da motilidade progressiva durante o
TTR, corroborando com os relatos de BREININGER et al. (2005), durante incubagéo a 37 °C
nas amostras de sémen descongeladas de reprodutores suinos, alcancando valores proximos a
zero ap6s 4 horas de avaliacdo, em todos os tratamentos (200, 500 e 1000 pg/mL de a-
tocopherol). Ressalta-se, todavia, que nas duas primeiras horas de incubagéo, estes autores
constataram aumento (P<0,05) no porcentual de células moveis nos grupos tratados, em
relagdo ao Grupo Controle (sem adi¢do de antioxidante), diferindo dos resultados obtidos
neste estudo.

MICHAEL et al. (2007) testaram a adi¢do de vitamina E na concentracdo de 0,3 mM
ao diluidor e obtiveram médias de 44,50 + 3,52 de células mdveis, nao diferindo do Grupo
Controle (39,0 £ 2,90), evidenciando que, apesar do a-tocopherol ser um dos mais potentes
antioxidantes, seus beneficios na qualidade do sémen descongelado s&o limitados. Esses
resultados corroboram com os observados neste estudo, onde as concentracdes de 200 (G2) e
300 uM/L (G3) de Trolox (Exp. 1) ndo preservaram a motilidade espermaética, ao evitar o
desequilibrio entre a produgéo de ROS e a capacidade antioxidante (COLETO, 2006).

Da mesma forma, o vigor espermético ndo apresentou melhora significativa ao se
suplementar as amostras de sémen com Trolox (200 e 300 uM/L) e GSH (2 e 5 uM/L),

quando comparadas & do Grupo Controle, nos trés experimentos. Ao se avaliar o vigor
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espermatico, de acordo com o periodo de avaliacdo pds-descongelacdo, constata-se que 0s
valores observados imediatamente apds a descongelagdo encontravam-se compativeis com
sua utilizagdo em IA de cadelas (> 2,5). No entanto, foram inferiores aos 3,85 pontos obtidos
por Moura et al. (2002), utilizando amostras de 9 cées congeladas com Tris-gema sem adicéo
de antioxidantes. Em contrapartida, COLETO (2006) encontrou médias de vigor espermatico
para as amostras de sémen de cdo, criopreservadas sem antioxidantes (Grupo Controle), igual
a 3,33 pontos, valores também superiores aqueles observados no Experimento 1 apds adicéo
de 200 uM de Trolox (2,67 pontos). Acredita-se que os resultados inferiores obtidos neste
estudo, quando comparados aos relatados por outros autores, podem ser atribuidos a variagéo
individual, raca e manejo reprodutivo dos cdes utilizados. Ressalta-se, ainda, que durante a
realizagdo do TTR (37 °C) constatou-se reducdo dréastica destes valores até o término do
periodo de incubacdo (60 min), sem haver interferéncia da adicdo dos antioxidantes
utilizados.

Os principais locais de produgdo de ROS nos espermatozdides sdo as mitocondrias,
através da liberagdo de elétrons apd6s a ocorréncia de danos causados pela
congelacdo/descongelacdo (BROUWERS & GADELLA, 2003), e na membrana plasmatica,
dependente do sistema NADPH oxidase (AGARWAL et al., 2005). Assim, neste estudo,
esperava-se que, & medida que os espermatozdides retomassem seu metabolismo normal, a
adicdo de GSH melhorasse a sua atividade metabolica (SINHA et al., 1996), aumentando o
vigor espermaético.

Além disso, esperava-se maior porcentual de células com acrossomas integros ao se
adicionar antioxidantes nas amostras de sémen submetidas a criopreservacdo (MIESTER &
ANDERSON, 1983), contrapondo os efeitos negativos da elevada producdo de ROS ocorrida
durante o processo de congelacdo (AGARWAL et al., 2003). Contudo, os resultados obtidos
nos Experimentos 2 e 3, no momento 0, mesmo sem evidenciarem diferenca significativa
entre 0s grupos experimentais, foram superiores aos relatos por COLETO (2006), que, ao
congelar sémen de trés cées da raca Cocker Americano, utilizando diluidor & base de Tris-
gema suplementado com antioxidante (Trolox e Vitamina C), obteve 39,33% e 38,67% de
células com acrossomas intactos, respectivamente. Assim, constata-se que, uma vez que a
regido acrossomal é o local mais susceptivel a danos causados por choque térmico
(WATSON, 1995; HOLT, 2000), devido ao alto teor de acidos graxos poliinsaturados
presentes nas suas membranas (POULOS et al., 1973), os espermatozoides deste estudo
apresentaram poucos danos na membrana acrossomal, independente da adigdo de

antioxidantes. No entanto, os resultados dos Experimentos 2 e 3 sdo semelhantes aos de
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OLIVEIRA (2003), onde obteve médias de células com membranas plasmética e acrossomal
integras de 49,7 + 4,7%, 67,6 £ 41% e 56,7 + 7,5%, respectivamente, testando trés
diluidores (Tris5%EG, Lac5%EG e Lac5%DF), e com os dados de BUENO et al. (2001), ao
obtivem 67,7 £+ 7,4% e 64,1 + 6,4% de células com acrossomas integros, testando dois
protocolos de refrigeragdo (caixa de isopor e biocool).

Levando-se em consideragdo o tempo de incubacdo, esperava-se que a adicdo de
Trolox e GSH, nas concentracdes utilizadas, preservasse as membranas acrossomais dos
espermatozoides de cées, uma vez que durante o processo de maturacdo, 0s espermatozoides
perdem a maior parte de seu citoplasma, limitando a defesa contra o estresse oxidativo e
tornando-se dependentes dos antioxidantes presentes no plasma seminal (BAUMBER et al.,
2005), evidenciando a importancia da utilizagdo de substancias antioxidantes ao meio
diluidor. Os resultados obtidos neste estudo divergem daqueles relatados por PEIXOTO et al.
(2007), ao evidenciarem que a adi¢cdo de vitamina C (600 uM/L) e Trolox (60 pM/L)
proporcionaram maior protecdo as membranas acrossomais de espermatozdides ovinos, bem
como com os resultados de BECONI et al. (1993), ao obterem maior porcentual de
espermatozoides com acrossomas e mitocondrias intactas ao adicionarem as vitaminas C (5
mM de ascorbato) e E (1,0 mg/mL acetato de a-tocoferol) ao diluidor de sémen bovino.

O maior porcentual de células espermaticas sem estresse oxidativo observado nas
amostras suplementadas com GSH (Experimento 2), quando comparadas as do Grupo
Controle, provavelmente pode ser explicado pelo fato desta enzima ser responsavel pela
inativagdo das ROS (COTRAN et al., 1989), resultando em menor grau de estresse oxidativo
na celula espermatica (ALVAREZ & STOREY, 1989). Estes resultados corroboram com o0s
relatos de COLETO (2006), ao constatar maior porcentual de células esperméticas sem
estresse oxidativo nas amostras suplementadas com Trolox e vitamina C.

Apesar de ndo haver sido dosada a concentracdo de GSH neste estudo, acredita-se que
tenha havido reducdo nas concentracbes desse antioxidante nos espermatozoides
criopreservados, conforme relatado em touros (BILODEAU et al., 2000), homens (MOLLA et
al., 2004) e varrdes (GADEA et al., 2004). Evidéncias sugerem que 0 estresse oxidativo
(JELEZARSKY et al., 2008) ou a ruptura das membranas celulares séo as principais causas
de reducdo das caracteristicas funcionais dos espermatozoides, pds-descongelacédo, e que o
GSH protege as membranas dos espermatozoides através da inibi¢do da peroxidacéo lipidica
(MIESTER & ANDERSON, 1983) e dos danos ocorridos durante a descongelagéo
(COTRAN et al, 1989). GADEA et al. (2004) observaram aumento da capacidade

fecundante, pés-descongelacdo, dos espermatozoides suinos criopreservados com diluente
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suplementado com 5 mM de GSH, embora ndo tenha observado diferenga nos parametros
normais do sémen. Estes relatos corroboram com os resultados de espermatozoides com
acrossomas e DNA integros obtidos neste estudo, apesar de terem sido constatados menores
porcentuais de células com estresse oxidativo nas amostras suplementadas com 2 e 5 uM de
GSH.

A sobrevivéncia dos espermatozdides ap0s congelacdo e descongelacdo parece
depender das propriedades basicas da membrana plasmatica, como composi¢do bioquimica,
resisténcia fisica, comportamento térmico e osmoético (De LEEUW et al., 1991). Isto pode
explicar as diferengas encontradas nas amostras de sémen dos cées deste estudo, e também ao
fato da associagdo dos dois antioxidantes, um protetor de membrana (Trolox) e o outro
removedor de ROS (GSH), ndo terem determinado efeitos positivos nos parametros
espermaticos observados in vitro, quando comparadas a outros estudos.

Por conseguinte, com base nos resultados de estresse oxidativo, conclui-se que a
Glutathiona reduzida, nas concentragfes de 2 e 5 uM/L, pode ser adicionada ao diluente de
criopreservacdo do sémen de cées. Entretanto, outras pesquisas devem ser realizadas visando
estudar, in vivo, o efeito da adicdo deste antioxidante na preservagdo da capacidade

fertilizante destes gametas.
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