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RESUMO

Anti-oxidantes funcionam como agentes protetores dos espermatozdides impedindo a formagao
de espécies de oxigénio reativo (ROS) e conseqliente peroxidacdo lipidica, aumentando a
motilidade e o vigor espermatico, e evitando os danos provocados ao DNA. Objetivou-se com
este trabalho estudar o efeito da adi¢do de vitamina C e Trolox na congelagéo de sémen de céo
da raca Cocker Americano. O Pool da segunda fracdo do sémen de quatro caes, colhida através
de manipulacéo peniana, foi diluido e suplementado com vitamina C e Trolox na concentragdo
de 200 x 10° espermatozoides/dose, de acordo com cada grupo. Exp. 1: Gl= Tris-gema
(Controle); G2= Tris-gema + 1200uM de vitamina C ; G3= Tris-gema + 2400uM de vitamina
C; G4= Tris-gema + 100uM de Trolox e G5= Tris-gema + 200uM de Trolox; Exp. 2: G1= Tris-
gema (Controle); G2= Tris-gema + vitamina C (1200uM); G3= Tris-gema + vitamina E
(200uM); G4= Tris-gema + vitamina C (1200uM) + E (200uM); Exp. 3: G1= Tris-gema ou
Kenney (Controle); G2 = Tris-gema ou Kenney + vitamina C (1200 uM); G3= Tris-gema ou
Kenney + Trolox (200 uM); G4= Tris-gema ou Kenney + vitamina C (1200 uM) + Trolox (200
uM). As amostras foram congeladas utilizando duas curvas (C1 = -0,25 °C/min até 5 °C, -15
°C/min até -5 °C, -10 °C/min até —120 °C; C2 = -0,25 °C/min até 5 °C, -20 °C/min até -5 °C, -20
°C/min até —120 °C), sendo C1 nos Exp. 1, 2 e 3, e C2 no Exp. 2, e armazenadas em nitrogénio
liquido. Apds descongelacdo a 37 °C durante 30 segundos, observou-se no Exp.1, motilidade
espermatica significativamente superior (P<0,05) nos grupos controle e tratados com vitamina
C (1200uM) ou Trolox (200uM). O vigor, a integridade do acrossoma e do DNA, bem como o
percentual de células espermaticas coradas com Nitroblue tetrazolium ndo diferiram entre os
grupos experimentais. No Exp. 2, a motilidade ndo diferiu entre grupos ou entre curvas de
congelacdo. Na curva C1, o grupo adicionado de vitamina C + Trolox apresentou mais células
com acrossomas intactos, enquanto na C2 nédo houve diferenca entre os grupos. O porcentual de
acrossomas integros da curva 1, ndo diferiu entre os grupos controle (G1) e com vitamina C
(G2), mas foram inferiores (P < 0,05) ao de vitamina C + Trolox (G4), enquanto na curva 2, ndo
houve diferenca entre os grupos. Ao se comparar curvas de congelacdo encontrou-se diferenca
(P<0,05) no porcentual de acrossomas reagidos do G2 (vitamina C). Grandes porcentuais de
espermatozoides apresentaram-se sem estresse oxidativo ou, quando ocorria, concentrava-se na
peca intermediaria das células. No Exp. 3, a motilidade espermatica dos grupos diluidos com
Tris-gema e Tris-gema + vitamina C + Trolox foram superiores aos demais grupos. Maior
porcentual de células com acrossomas integros foi observado no grupo suplementado com
vitamina C + Trolox. Amostras diluidas em Kenney (sem anti-oxidante) apresentaram maior
porcentual de acrossomas integros do que as diluidas em Tris-gema (sem anti-oxidante).
Observou-se maior formacao de formazana na cabeca e cauda de células diluidas em Tris-gema
+ Trolox, do que nas diluidas em Kenney. Conclui-se que a vitamina C (1200uM) e Trolox
(200uM de Trolox) podem ser utilizadas para congelacdo de sémen de cdo; A adicdo de
vitamina C e Trolox em amostras diluidas em Tris-gema aumenta a viabilidade das células
espermaticas congeladas a -15 °C/min e -10 °C/min nas curvas negativas; A suplementacdo de
vitamina C + Trolox minimiza os efeitos deletérios da criopreservacdo do sémen sobre a
integridade do acrossoma espermatico de amostras diluidas em Tris-gema.

Palavras-chave: Diluente, vitamina C, Trolox, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Antioxidants act as protective agents of spermatozoa preventing the reactive oxygen species
formation and consequent lipidic peroxidation rising the motility and the vigor and avoiding the
damage provoked to the DNA. The aiming of this work was to study the effect of different
concentrations of vitamin C and Trolox (water soluble analogue of vitamin E) on the viability of
dog sperm cells submitted to the cryopreservation process. The Pool with the second semen
fraction of four dogs, harvested through digital manipulation was supplemented with vitamin C
and Trolox on the concentration of 200 X 10° sperm cells/dose, according to each group: Exp 1:
G1= Tris- egg yolk (Control); G2 = Tris-egg yolk + 1200uM of vitamin C; G3= Tris-egg yolk +
2400uM of vitamin C; G4= Tris-egg yolk + 100uM of Trolox e G5= Tris-egg yolk + 200uM of
Trolox; Exp 2: G1 = Tris-egg yolk (Control); G2 = Tris-egg yolk + vitamin C (1200uM); G3 =
Tris-egg yolk + Trolox (200uM) and G4 = Tris-egg yolk + vitamin C (1200uM) + Trolox
(200uM); Exp 3: G1 = Tris-egg yolk or Kenney (Control); G2 = Tris-egg yolk or Kenney +
vitamin C (1200 uM); G3= Tris-egg yolk or Kenney + Trolox (200 uM); G4= Tris-egg yolk or
Kenney + vitamin C (1200 uM) + Trolox (200 uM). The samples were frozen using two
freezing curves (Curve 1 = -0,25°C/min until 5 °C, -15 °C/min until -5 °C, -10 °C/min until -120
°C; Curve 2 = -0,25 °C/min until 5 °C, -20 °C/min until -5 °C, -20 °C/min until —120 °C), being
C1 on the 1, 2, and 3 Experiments and C2 on the 3 Experiment. The samples were stored in
liquid nitrogen. After thawed, it was observed on the Exp.1 that the motility was significantly
higher (P<0.05) among Control, vitamin C (1200uM) and Trolox (200uM) groups. The vigor,
motility, acrosomal and DNA integrity, as well as the percentage of sperm cells stained with
nitroblue tetrazolium were not different among experimental groups. On the Exp. 2, the
spermatic motility after thawing did not differ among the groups or between the two freezing
curves. On the C1, the group diluted with vitamin C + Trolox showed more acrosomal integrity,
but on the C2 there was no difference among groups. The percentage of intact acrosome from
curve 1, did not differ between the control group (G1) and with vitamin C (G2), but were
inferior (P < 0,05) than the vitamin C + Trolox (G4), meanwhile in the Curve 2, there was no
difference among the groups. Comparing the freezing curves, it was found a difference (P <
0,05) on the percentage of acrosome prevailed from G2 (vitamin C). Big percentages of sperm
cells showed no oxidative stress or, when it occurred, it was concentrated in the middle section
of the cells. On the Exp. 3, the sperm motility of the group diluted with Tris- egg yolk
supplemented with vitamin C + Trolox were higher than the others. Higher percentage of the
cells with intact acrosome were observed on the group supplemented with vitamin C + Trolox.
Samples diluted with Kenney (no antioxidant) showed higher percentage of intact acrosome
than the diluted on the Tris-egg yolk (no antioxidant). It was observed higher percentage of cells
(P<0.05) with head and tail showing the formation of formazana ++ on the samples added with
Trolox (G3) and diluted with Tris — egg yolk than those diluted in Kenney. It is concluded that
vitamin C (1200uM) and Trolox (200uM) cab be used to freeze dog semen; The addition of
vitamin C and Trolox in Tris — egg yolk diluted samples rise the viability of the spermatic cells
frozen at -150 °C/min and -10 °C/min on the negative curves; the addition of vitamin C
associated with Trolox minimize the deleterious effects of the cryopreservation of semen on the
sperm acrosomal integrity on the diluted samples in Tris — egg yolk.

Keywords: Diluent, vitamin C, Trolox, oxidative stress.



SUMARIO

DEDICATORIA
AGRADECIMENTOS

RESUMO

ABSTRACT

SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Danos causados pela congelacéo
2.2 Importéancia de oxidantes na fisiologia espermatica
2.3 Capacitacao espermatica

2.4 Estresse oxidativo

2.5 Diluentes para congelagao

2.6 Substancias anti-oxidantes

3 EXPERIMENTOS

3.1 Efeito de diferentes concentragdes de Vitamina C e Trolox na
viabilidade de espermatozoides criopreservados de caes
3.2 Influéncia da adicdo de Vitamina C e Trolox na viabilidade de

espermatozoides criopreservados de cdes em duas curvas de

congelacgédo

3.3 Viabilidade de espermatozoides pos-congelacdo de sémen canino

diluido em Tris-gema ou Kenney, suplementados com anti-oxidantes

5 REFERENCIAS

Pagina

12
13
15
18
20
22

23

45

64

85



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA

Congelagdo do sémen da espécie canina adicionado de anti-oxidantes

Tese de Doutorado elaborada por

Zoraide Fernandes Coleto

Aprovada pela Banca Examinadora

Profa. Dra. Maria Madalena Pessoa Guerra/UFRPE
Orientadora

Prof. Dr. José Ferreira Nunes/UECE

Profa. Dra. Surama Freitas Zanini/UFES

Prof. Dr. José Luiz de Lima Filho/UFPE

Profa. Dra Ana Lucia Figueiredo Porto/UFRPE

Prof. Dr. Pierre Castro Soares/UFRPE

Recife/2006



Ao meu pai Antonio Fernandes,
quase analfabeto, que tudo fez
para que os filhos dominassem
0 saber, Dedico in memoriam...



AGRADECIMENTOS

A DEUS, que me sustenta,;
A meus pais, pela honra em té-los como escudo contra o mal;
Ao meu esposo Guido, pelo incentivo, pelo amor e pela paciéncia;

Aos meus filhos, Guingo, por compreender a auséncia; Neno, pelo companheirismo e
Gardénia, por ser o meu ombro amigo, o meu freio... e por eles, daria a minha vida;

A minha orientadora, Prof. Dr? Maria Madalena Pessoa Guerra, a quem respeito muito, com
gquem sempre conto, e a quem muito amo;

A querida amiga Andréia Fernandes de Souza, por me haver permitido privar de sua
amizade e a quem atribuo metade deste sucesso;

A amiga Daniela, seu esposo Ulisses e, agora, Gabriela, por espalharem bondade, neste
mundo tdo cheio de desamor;

Aos cées Pedro, Bowe, Darth e Smash, pois sem seus ejaculados, nada seria possivel;

A Karina de Melo Berinson, ao demonstrar que amigos existem, me ajudando ao abrir as
portas do canil High Flair;

As colegas de doutorado Cristiane Scavuzzi Moura, Karen Mascaro Gongalves da Silva e
Guadalupe Xavier de Carvalho pelo desprendimento e valiosa ajuda;

Aos professores Rinaldo Aparecido Mota e Leonildo Bento Galiza da Silva, do Laboratério
de Bacterioses, por me ajudarem e pela amizade;

Ao professor Leucio Camara Alves, do Laboratério de Doencas Parasitarias, pela
compreensdo e por facilitar meu convivio em seu setor;

Ao meu “filho” José Wilton Pinheiro Junior, pelo carinho e até pelas brigas, fortalecendo
lagos de amizade sincera;

Aos colegas Mariana Diel Amorim, Dimas da Costa Marques Filho, Pedro Leopoldo
Jerdbnimo Monteiro Junior, Ellen Cordeiro Bento da Silva, Katarina Michelle Henrique de
Almeida Santos, pelo auxilio valioso;

A Sénia Maria Domingos de Lima, Alcir Loureiro de Carvalho e, sobretudo, Joana D’Arc
da Rocha Alves que, com senso de responsabilidade, foi imprescindivel nas horas criticas:

A Maria Tereza Pereira da Costa, pelos servicos e pela amizade;
A todos que porventura ndo citei, mas, sou eternamente grata;

A CAPES pelo auxilio financeiro durante a realizagdo do doutorado;

Ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia Veterinaria da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, pela oportunidade de realizar o doutorado.



RESUMO

Anti-oxidantes funcionam como agentes protetores dos espermatozdides impedindo a formagao
de espécies de oxigénio reativo (ROS) e conseqliente peroxidacdo lipidica, aumentando a
motilidade e o vigor espermatico, e evitando os danos provocados ao DNA. Objetivou-se com
este trabalho estudar o efeito da adi¢do de vitamina C e Trolox na congelagéo de sémen de céo
da raca Cocker Americano. O Pool da segunda fracdo do sémen de quatro caes, colhida através
de manipulacéo peniana, foi diluido e suplementado com vitamina C e Trolox na concentragdo
de 200 x 10° espermatozoides/dose, de acordo com cada grupo. Exp. 1: Gl= Tris-gema
(Controle); G2= Tris-gema + 1200uM de vitamina C ; G3= Tris-gema + 2400uM de vitamina
C; G4= Tris-gema + 100uM de Trolox e G5= Tris-gema + 200uM de Trolox; Exp. 2: G1= Tris-
gema (Controle); G2= Tris-gema + vitamina C (1200uM); G3= Tris-gema + vitamina E
(200uM); G4= Tris-gema + vitamina C (1200uM) + E (200uM); Exp. 3: G1= Tris-gema ou
Kenney (Controle); G2 = Tris-gema ou Kenney + vitamina C (1200 uM); G3= Tris-gema ou
Kenney + Trolox (200 uM); G4= Tris-gema ou Kenney + vitamina C (1200 uM) + Trolox (200
uM). As amostras foram congeladas utilizando duas curvas (C1 = -0,25 °C/min até 5 °C, -15
°C/min até -5 °C, -10 °C/min até —120 °C; C2 = -0,25 °C/min até 5 °C, -20 °C/min até -5 °C, -20
°C/min até —120 °C), sendo C1 nos Exp. 1, 2 e 3, e C2 no Exp. 2, e armazenadas em nitrogénio
liquido. Apds descongelacdo a 37 °C durante 30 segundos, observou-se no Exp.1, motilidade
espermatica significativamente superior (P<0,05) nos grupos controle e tratados com vitamina
C (1200uM) ou Trolox (200uM). O vigor, a integridade do acrossoma e do DNA, bem como o
percentual de células espermaticas coradas com Nitroblue tetrazolium ndo diferiram entre os
grupos experimentais. No Exp. 2, a motilidade ndo diferiu entre grupos ou entre curvas de
congelacdo. Na curva C1, o grupo adicionado de vitamina C + Trolox apresentou mais células
com acrossomas intactos, enquanto na C2 nédo houve diferenca entre os grupos. O porcentual de
acrossomas integros da curva 1, ndo diferiu entre os grupos controle (G1) e com vitamina C
(G2), mas foram inferiores (P < 0,05) ao de vitamina C + Trolox (G4), enquanto na curva 2, ndo
houve diferenca entre os grupos. Ao se comparar curvas de congelacdo encontrou-se diferenca
(P<0,05) no porcentual de acrossomas reagidos do G2 (vitamina C). Grandes porcentuais de
espermatozoides apresentaram-se sem estresse oxidativo ou, quando ocorria, concentrava-se na
peca intermediaria das células. No Exp. 3, a motilidade espermatica dos grupos diluidos com
Tris-gema e Tris-gema + vitamina C + Trolox foram superiores aos demais grupos. Maior
porcentual de células com acrossomas integros foi observado no grupo suplementado com
vitamina C + Trolox. Amostras diluidas em Kenney (sem anti-oxidante) apresentaram maior
porcentual de acrossomas integros do que as diluidas em Tris-gema (sem anti-oxidante).
Observou-se maior formacao de formazana na cabeca e cauda de células diluidas em Tris-gema
+ Trolox, do que nas diluidas em Kenney. Conclui-se que a vitamina C (1200uM) e Trolox
(200uM de Trolox) podem ser utilizadas para congelacdo de sémen de cdo; A adicdo de
vitamina C e Trolox em amostras diluidas em Tris-gema aumenta a viabilidade das células
espermaticas congeladas a -15 °C/min e -10 °C/min nas curvas negativas; A suplementacdo de
vitamina C + Trolox minimiza os efeitos deletérios da criopreservacdo do sémen sobre a
integridade do acrossoma espermatico de amostras diluidas em Tris-gema.

Palavras-chave: Diluente, vitamina C, Trolox, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Antioxidants act as protective agents of spermatozoa preventing the reactive oxygen species
formation and consequent lipidic peroxidation rising the motility and the vigor and avoiding the
damage provoked to the DNA. The aiming of this work was to study the effect of different
concentrations of vitamin C and Trolox (water soluble analogue of vitamin E) on the viability of
dog sperm cells submitted to the cryopreservation process. The Pool with the second semen
fraction of four dogs, harvested through digital manipulation was supplemented with vitamin C
and Trolox on the concentration of 200 X 10° sperm cells/dose, according to each group: Exp 1:
G1= Tris- egg yolk (Control); G2 = Tris-egg yolk + 1200uM of vitamin C; G3= Tris-egg yolk +
2400uM of vitamin C; G4= Tris-egg yolk + 100uM of Trolox e G5= Tris-egg yolk + 200uM of
Trolox; Exp 2: G1 = Tris-egg yolk (Control); G2 = Tris-egg yolk + vitamin C (1200uM); G3 =
Tris-egg yolk + Trolox (200uM) and G4 = Tris-egg yolk + vitamin C (1200uM) + Trolox
(200uM); Exp 3: G1 = Tris-egg yolk or Kenney (Control); G2 = Tris-egg yolk or Kenney +
vitamin C (1200 uM); G3= Tris-egg yolk or Kenney + Trolox (200 uM); G4= Tris-egg yolk or
Kenney + vitamin C (1200 uM) + Trolox (200 uM). The samples were frozen using two
freezing curves (Curve 1 = -0,25°C/min until 5 °C, -15 °C/min until -5 °C, -10 °C/min until -120
°C; Curve 2 = -0,25 °C/min until 5 °C, -20 °C/min until -5 °C, -20 °C/min until —120 °C), being
C1 on the 1, 2, and 3 Experiments and C2 on the 3 Experiment. The samples were stored in
liquid nitrogen. After thawed, it was observed on the Exp.1 that the motility was significantly
higher (P<0.05) among Control, vitamin C (1200uM) and Trolox (200uM) groups. The vigor,
motility, acrosomal and DNA integrity, as well as the percentage of sperm cells stained with
nitroblue tetrazolium were not different among experimental groups. On the Exp. 2, the
spermatic motility after thawing did not differ among the groups or between the two freezing
curves. On the C1, the group diluted with vitamin C + Trolox showed more acrosomal integrity,
but on the C2 there was no difference among groups. The percentage of intact acrosome from
curve 1, did not differ between the control group (G1) and with vitamin C (G2), but were
inferior (P < 0,05) than the vitamin C + Trolox (G4), meanwhile in the Curve 2, there was no
difference among the groups. Comparing the freezing curves, it was found a difference (P <
0,05) on the percentage of acrosome prevailed from G2 (vitamin C). Big percentages of sperm
cells showed no oxidative stress or, when it occurred, it was concentrated in the middle section
of the cells. On the Exp. 3, the sperm motility of the group diluted with Tris- egg yolk
supplemented with vitamin C + Trolox were higher than the others. Higher percentage of the
cells with intact acrosome were observed on the group supplemented with vitamin C + Trolox.
Samples diluted with Kenney (no antioxidant) showed higher percentage of intact acrosome
than the diluted on the Tris-egg yolk (no antioxidant). It was observed higher percentage of cells
(P<0.05) with head and tail showing the formation of formazana ++ on the samples added with
Trolox (G3) and diluted with Tris — egg yolk than those diluted in Kenney. It is concluded that
vitamin C (1200uM) and Trolox (200uM) cab be used to freeze dog semen; The addition of
vitamin C and Trolox in Tris — egg yolk diluted samples rise the viability of the spermatic cells
frozen at -150 °C/min and -10 °C/min on the negative curves; the addition of vitamin C
associated with Trolox minimize the deleterious effects of the cryopreservation of semen on the
sperm acrosomal integrity on the diluted samples in Tris — egg yolk.
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1 INTRODUCAO

A reproducdo animal, de maneira geral, beneficia-se da utilizacdo de biotecnologias,
objetivando a obtencdo de descendentes para a perpetuacdo de espécies, a obtencdo de
maiores e melhores quantidades de proteina ou com fins terapéuticos.

A espécie canina estd presente na vida do homem desde os tempos mais longinquos,
sendo empregada nas atividades de guarda, como animais de companhia, entretenimento ou
até mesmo como fonte de alimento em alguns paises. Como primeiro relato historico da
aplicacdo de biotecnologia nesta espécie, tem-se a inseminagdo artificial realizada por
Spallanzani em 1780, objetivando obter prenhez e paricdo com o sémen fresco (HAFEZ,
1995).

A introducdo de novas tecnologias e o aprimoramento das existentes tem facilitado a
vida dos seres vivos influenciando na perpetuacdo de muitas espécies de animais.
Procedimentos visando promover a longevidade dos gametas tém sido utilizados para
manter ou simular temperaturas proximas a do corpo, bem como reduzir ou interromper
temporariamente 0o metabolismo através de refrigeracdo ou congelacdo, respectivamente
(WATSON, 1995; COLETO et al., 2000a; O’BRIEN et al., 2003).

Os danos sofridos por estruturas celulares tornam-se evidentes quando as condicdes
fisioldgicas internas ou externas da célula sdo modificadas (ALBERTS et al, 1997), sendo
necessario o uso de recursos que minimizem estas condicdes e que protejam as células de
injurias (PENA & LINDE-FORSBERG, 2000). A adic&o de substancias diluentes (OLAR et
al., 1989; SILVA et al., 1997; SILVA et al., 2000) ou crioprotetoras, a velocidade de
centrifugacdo, o tempo de manipulacdo, o choque térmico, assim como a saude geral e
reprodutiva do animal interfere na integridade da capacidade fertilizante dos
espermatozdides (VISCONTI & KOPF, 1998; SIRIVAIDYAPONG et al., 2000;
HAMMADEH et al., 2001; ELZANATY et al., 2002).

A escolha do diluidor deve apresentar qualidades relacionadas a pH, osmolaridade,
toxicidade e outras caracteristicas que contribuam com a preservacao dos gametas (NUNES
& FERNANDEZ, 2001). Vérias substancias sdo utilizadas com o objetivo de proteger as
células espermaticas, como o leite desnatado (KENNEY, et al. 1975; MOURA et al., 2002)
e a gema de ovo (ENGLAND, 1993; SILVA et al., 2000; MOURA et al., 2002; SILVA et
al., 2003).

As substancias crioprotetoras, como glicerol, sdo importantes na prevengdo do choque

térmico, possibilitando a sobrevivéncia esperméatica e mantendo a sua capacidade



fertilizante, apesar de reduzir o porcentual de células mdveis e viaveis (BAILEY et al.,
2000).

A capacidade de locomocéo e de fertilizacdo dos espermatozodides € obtida atraves da
ocorréncia de fenémenos bioquimicos durante o transito destas células pelo epididimo e/ou
sistema genital da fémea. Estas reacfes produzem espécies reativas de oxigénio (ROS),
formas reduzidas de oxigénio e seus produtos, que sdo utilizados nos processos de
modulacdo espermatica para a promocdo da capacitacdo e a consequente fertilizacdo de
ovocitos ou, quando presentes em quantidades ndo fisioldgicas sob a forma de radicais
livres ou eletronicamente desemparelhados, determinam estresse oxidativo (AITKEN et
al.,1991; De LAMIRANDE et al., 1997; CHATTERJEE & GAGNON, 2001; SALEH &
AGARWAL, 2002; URNER & SAKKAS, 2003; AITKEN et al., 2004; GUERRA et al.,
2004). Quimicamente, estas espécies, sdo altamente reativas e responsaveis pela ocorréncia
de grande numero de afeccGes, como artrite, arteriosclerose e doencas degenerativas
relacionadas com a idade (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

No ejaculado encontram-se substancias antioxidantes que promovem a protecdo natural
contra quantidades excessivas de ROS. Recentemente, tém sido utilizados componentes do
plasma, visando proteger as membranas e o nlcleo celular de danos causados pelos
procedimentos  biotecnoldgicos. Tem-se comprovado que dietas suplementadas
regularmente com antioxidantes como vitamina C (FRAGA et al., 1991; KAGAN et al.,
1992; OMU et al.,1999; ROLF et al., 1999; ESKENAZI et al., 2005), vitamina E ou -
caroteno (DONNELLY et al., 1999; BALL et al., 2001; PENA et al., 2003), estio
possivelmente relacionadas com o aumento da concentracdo, da motilidade e da viabilidade
espermatica (FRAGA et al., 1991; OMU et al., 1999; RIJSSELAERE et al., 2002; YOUSEF
et al., 2003; ESKENAZI, et al., 2005).

Antioxidantes presentes no plasma seminal sdo uma forma importante de protecao
aos espermatozdéides contra espécies reativas de oxigénio, conhecidas por ROS (SIKKA et
al., 1995), os quais determinam estresse oxidativo causando patologias a essas células
(JANSSEN et al., 1993).

Os eventos oxidativos que acometem a célula espermatica sdo ainda pouco
conhecidos. No entanto, evidéncias sugerem que 0S mesmos, S30 responsaveis por
desencadear os mecanismos espermaticos fisioldgicos, resultando na unido dos gametas
(AITKEN et al., 2004; SIKKA, 2004). Dessa forma, considerando a escassez de trabalhos e

a variedade de espécies de animais domésticos, muitos estudos ainda sdo necessarios para



elucidar a fonte de producdo de ROS, assim como suas consequéncias na fisiologia
espermatica (GUERRA et al., 2004; GUERRA, 2005).

Geralmente, os testes frequentemente utilizados em laboratorio para analise do
sémen contam com o auxilio da microscopia 6ptica, através da estimativa da sobrevivéncia
espermatica e da porcentagem de espermatozdides com movimentos progressivos (ROWE
et al., 1993). Embora Uteis, esses testes ndo sdo completamente acurados ou repetitiveis, em
virtude do pequeno nimero de celulas avaliadas e da auséncia de objetividade, associado a
possibilidade de erro humano (GRAHAM et al., 1980). Por conseguinte, segundo Davis &
Siemers (1995), maior objetividade e repetibilidade na avaliacdo do sémen pode ser obtida
através da avaliacdo de integridade do DNA (ZINI et al., 2000; EVENSON et al., 2002;
MOUSTAFA et al., 2004) e do acrossoma (GRAHAM et al., 1990), assim como o grau de
estresse oxidativo observado nas células espermaticas (SIKKA, 2001).

Neste estudo, objetivou-se avaliar o efeito qualitativo da adi¢do de vitamina C e Trolox,

em diferentes concentrac¢des, no sémen congelado de cées.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Danos causados pela congelacéo

A criopreservacdo do sémen, associada a inseminacdo artificial (1A) oferecem
vantagens a industria da producdo animal, principalmente aquelas voltadas a programas de
avaliacdo genética e selecdo animal. Entretanto, em muitas espécies, o maior obstaculo a
utilizacéo desta biotecnologia esta relacionado aos danos causados a membrana espermatica
durante os procedimentos de refrigeracdo, congelacdo e descongelacdo, reduzindo a
viabilidade e a motilidade das células espermaticas e, consequentemente, a fertilidade,
quando comparada aquela obtida utilizando-se o sémen fresco (SALAMON & MAXWELL,
1995).

Procedimentos convencionais de criopreservacao de sémen causam danos quimicos
e fisicos as celulas espermaticas provocando modificacdes intra e extracelular, as quais sdo
atribuidas alteracdes de membrana e transicdo da fase lipidica e/ou aumento na peroxidacgéo
lipidica (ALVAREZ & STOREY, 1992), durante a congelacdo ou apds a descongelacao,
com a consequente reducdo na velocidade e na porcentagem de espermatozoides moveis
(WATSON, 1995; ISACHENKO et al., 2004).

Os procedimentos de criopreservacdo do sémen de muitas espécies sdo considerados
ineficientes, em decorréncia de grande numero de células espermaéticas tornarem-se
aparentemente inférteis ap6s a congelacdo e descongelacdo. Comparando-se ao sémen
fresco, uma quantidade oito vezes maior de células espermaticas criopreservadas de
bovinos, sdo necessarias para se obter a mesma taxa de fertilidade (SHANNON &
VISHWANATH, 1995). Em ovelhas superovuladas, a taxa de concepcdo e a porcentagem
de 6vulos fertilizados com o sémen congelado ap6s inseminacgdo oviductal ou trans-uterina,
é aproximadamente 20% menor quando comparadas aquelas obtidas com sémen fresco
(MAXWELL etal., 1993).

Acredita-se que as consequéncias das crioinjurias causadas pelo procedimento de
criopreservacao interferem no transporte e na sobrevivéncia espermatica no sistema genital
da fémea (SALAMON & MAXWELL, 1995). A membrana plasmatica do espermatozoide €
considerada o local priméario de danos observados durante a criopreservacdo (WATSON,
1995). Alguns estudos tém demonstrado que o efeito osmatico e de variacdo de temperatura,

determinados pelos procedimentos de congelacdo e descongelacdo, induzem grandes
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alteracbes no volume de &agua, resultando em consideravel estresse mecénico nas
membranas celulares (NOILES et al., 1995).

Durante a refrigeracdo, as células espermaticas sdo submetidas a temperaturas de 5 a
4°C e, segundo Noiles et al. (1995), temperaturas entre 4 e 0°C sdo responsaveis pela
descontinuidade da permeabilidade da &gua na membrana esperméatica de camudongos.
Esses dados sugerem que a fase de transicdo da membrana ocorre nessa temperatura,
estando associada com elevada fluidez e fragilidade, nesta condicéo.

Espermatozoides de mamiferos domeésticos ndo sobrevivem ao resfriamento rapido
até a temperatura de 0°C, determinando choque térmico, que resulta em perda da
permeabilidade seletiva da membrana plasmatica ao calcio, promovendo aumento excessivo
do nivel intracelular e conseqlientemente, reducdo da motilidade e determinacdo de necrose
celular (ROBERTSON et al., 1990).

Alguns estudos demonstraram que o procedimento de criopreservacdo afeta a
composicéo lipidica e organizacional da membrana plasmética de espermatozdides ovinos,
determinando assimetria dessa bicamada fosfolipidica, resultando em danos ultra-estruturais
e predispondo os espermatozoides a defeitos morfologicos, como perda ou anormalidade do
acrossoma (HINKOVSKA-GALCHEVA et al., 1989).

A fase de refrigeragdo é considerada de fundamental importancia durante o processo
de criopreservacdo, definida como a fase entre a formacdo de cristais de gelo e a
conseqliente desidratacdo celular, o que determina se as células permanecerdo em equilibrio
com o seu ambiente externo ou tornar-se-ao progressivamente congeladas, aumentando a
possibilidade de formacéo de gelo intracelular. Kumar et al. (2003) mostraram que a curva
de congelacdo de —30°C/min é considerada 6tima para minimizar os danos causados pelo
processo de criopreservacdo, corroborando com os relatos de Polge (1957), que
originalmente reportou existir uma zona critica de temperatura (entre —15 a —30°C)
responsavel por danos aos espermatozoides, evidenciando que, se a taxa de congelacdo ndo
for 6tima, todas as células serdo danificadas quando submetidas a temperatura de —80°C.

Danos ocorridos durante a criopreservacdo dependem da estabilidade estrutural da
membrana plasmatica dos espermatozoides (De LEEUW et al., 1993). Diferencas entre
espécies, relacionadas a sensibilidade espermaética durante o procedimento de refrigeracdo
sdo amplamente atribuidas a variacdo na composicdo dessa membrana. Baixos niveis de
colesterol sdo encontrados em espermatozoéides bovinos e ovinos, 0s quais sdo considerados
sensiveis a refrigeracdo, quando comparados aqueles obtidos do homem e do coelho

(NOILES et al., 1995). Da mesma forma, a susceptibilidade a baixa temperatura pode ser
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explicada pela relacdo entre as quantidades de &cidos graxos saturados e insaturados
presentes na membrana plasmatica. De acordo com White (1993), espermatozéides bovinos,
ovinos e suinos, considerados sensiveis a criopreservacdo, possuem maior taxa de acidos
graxos saturados/insaturados (>2.5), quando comparados com as espécies canina e humana
(~1).

Apesar da preservacdo da motilidade, espermatozoides humanos criopreservados
exibem significantes danos na membrana plasmatica, indicados através do teste hipo-
osmotico (CHECK & CHECK, 1991). Alteracbes na membrana, causadas pela
criopreservacdo, afeta inevitavelmente, os processos de capacitacdo e hiperativacdo
espermatica, bem como o de fertilizacdo, o que pode ser observado pelo fato de que quando
igual numero de células é inseminado, a fertilidade do sémen fresco mostra-se superior
aquela observada com o sémen criopreservado (WATSON, 1995).

O desequilibrio na capacitacdo e/ou rea¢do do acrossoma comprometem severamente
o potencial fertilizante da célula espermatica (BAILEY et al., 1994).

Segundo Harrison & Vickers (1990) e Coleto (2000), espermatozoéides classificados
como danificados apresentaram motilidade e vigor, comparaveis aqueles considerados com
membrana integra, demonstrando que estes parametros comumente utilizados para avaliar a
capacidade fertilizante dos espermatozéides, ndo devem ser as Unicas formas de andlise das
células espermaticas.

Em ejaculados de diversas espécies de animais domesticos, alguns protocolos foram
desenvolvidos objetivando verificar a salde reprodutiva ou a aplicacdo de tecnologias que
permitam o aproveitamento posterior dos espermatozoides, preservando a integridade e o
poder fecundante ou reduzindo a ocorréncia de danos a estes gametas (AITKEN et al., 1993;
GUERRA et al., 1997; COLETO et al., 2001).

As analises macroscopicas e microscopicas sao utilizadas visando conhecer e avaliar a
morfologia, a fisiologia, 0s processos patologicos e 0s danos provocados aos gametas de
forma natural e os decorrentes da aplicagdo de tecnologias. A integridade e/ou os danos das
estruturas espermaticas, como 0 acrossoma ou componentes de membranas sdo avaliados
através da aplicagdo de técnicas de observacdo, de coloracdo ou de contagem de
componentes ou substancias celulares com ou sem fluorescéncia (MAXWELL et al., 1997;
GUERRA et al., 1997; COLETO et al., 2000b; O’BRIEN et al., 2003).
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2.2 Importéncia de agentes oxidantes na fisiologia espermética

O termo espécies reativas de oxigénio (ROS) inclui formas reduzidas de oxigénio e
seus produtos de reacdo com outras moléculas. Alguns sdo radicais livres, considerados
espécies quimicas altamente reativas, devido a presenca de elétrons desemparelhados
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Como todas as células vivas sob condicBes
aerdbicas, os espermatozoides também produzem ROS originados, principalmente, de sua
atividade metabdlica normal (De LAMIRANDE et al., 1997), tendo sido proposto que esse
produto atua na regulacdo da maturagcdo espermatica, uma vez que a glutationa peroxidase
(GPx4) pode utilizar os grupos tidis (-SH) de proteinas nucleares como alternativa para
reduzir a glutationa. A geracdo de peroxidos lipidicos pelas ROS deve fornecer substrato
para a enzima GPx4 promover a oxidacao dessas proteinas e facilitar a condensacdo nuclear
(AITKEN & VERNET, 1998).

A membrana plasmatica dos espermatozdides € rica em 4&cidos graxos
poliinsaturados, particularmente C 22:6, tornando-a fluida para os eventos associados com a
fertilizacdo, mas, em contrapartida, mais vulnerdvel a danos peroxidativos (JONES et al.,
1979).

O espermatozéide foi considerado gerador ativo de ROS a partir de 1943, quando o
andrologista escocés John MacLeod demonstrou que a adigcdo de catalase reverte a perda da
motilidade observada normalmente quando essas células sdo colocadas sob condicGes
aerobicas (GRIVEAU et al, 1995a).

A idéia de que limitada quantidade de ROS pode intervir de maneira fisioldgica na
regulacdo de algumas funcdes espermaticas foi primeiro demonstrado por Aitken et al.
(1989), onde observaram que baixa concentracdo de ROS pode aumentar a habilidade
espermatica de se ligar a zona pelucida.

Recentemente, outros estudos confirmaram que baixa e controlada concentragédo de
ROS, tais como anion superdxido e peroxido de hidrogénio, possuem papel importante na
fisiologia espermatica por induzir a hiperativacdo, a capacitacdo e a reacdo do acrossoma in
vitro (De LAMIRANDE et al., 1997). No entanto, ndo se sabe qual o sistema enzimatico
responsavel pela producdo de O, espermaético relacionado a essas atividades celulares.
Acredita-se que a presenca de uma oxidase encontrada na membrana plasmatica do
espermatozdide, bem como sua ativagdo durante a capacitacdo (De LAMIRANDE &
GAGNON, 1995) e reacdo do acrossoma (AITKEN et al., 1995), esteja relacionada a
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proteina quinase C. Todavia, a localizacdo e 0s requerimentos para a sua ativagdo ainda
devem ser estabelecidos (De LAMIRANDE et al., 1997).

2.3 Capacitacéo espermatica

A capacitacdo esté associada com aumento na fosforilagdo da proteina tirosina, como
consequéncia de alteracBes nas células espermaticas induzidas por ROS (AITKEN et al.,
1995), assim como, a varios outros eventos bioquimicos (VISCONTI & KOPF, 1998).
Embora possa ocorrer espontaneamente sob condi¢Bes in vitro, o processo in vivo é
regulado pelo sistema reprodutor feminino (HUNTER et al., 1998).

Estudos véem demonstrando que a capacitacdo espermatica € um processo oxidativo,
onde pequenas concentragbes de ROS, geradas de maneira enddgena, através dos
espermatozdides ou exbdgena, sdo necessarias para iniciar o fendbmeno in vitro. O
envolvimento de um tipo especifico de ROS na célula espermatica pode depender das
condicdes de incubacdo (meio) e da espécie estudada. Por conseguinte, fluidos ou células do
sistema reprodutor feminino podem também induzir a producdo de ROS pelos
espermatozdides. O fato de que a concentracdo de oxigénio nesses fluidos permanece baixa,
exceto no momento da ovulacdo (MAAS et al., 1976), indica a relevancia fisioldgica do
oxigénio e seus metabdlitos nas funcdes espermaticas (De LAMIRANDE et al., 1997).

Concentraces fisioldgicas de ROS tém sido propostas em aumentar a capacitacdo
espermatica através do aumento da sintese de cCAMP e posterior fosforilacdo da proteina
tirosina pela tirosina quinase (FORD, 2004). Segundo Leclerc et al. (1998), o aumento da
atividade de Ca?* intracelular durante a capacitacdo provoca incremento na concentracéo de
CAMP que estimula a producdo de anion superéxido que, em contrapartida, induz a
fosforilacdo da proteina tirosina. Foi observado que, durante o processo de maturagédo
espermatica de ratos, o anion superoxido estimula indiretamente a tirosina quinase,
enquanto H,O, estimula diretamente a tirosina quinase e inibe a tirosina fosfatase (LEWIS
& AITKEN, 2001). Experimentalmente, observou-se que em espermatozéides bovinos a
adicdo de 50umol/L de peroxido de hidrogénio (H,O,) aumenta a concentracdo de cCAMP
através da estimulacdo da atividade adenil ciclase e posterior fosforilagdo da proteina
tirosina de maneira similar ao efetuado pelos agentes capacitantes como a heparina (TAN et
al., 1995).

O fato de a capacitagdo espermatica ocorrer espontaneamente in vitro, sem a adicéo de

fluidos bioldgicos, sugere que este € um processo intrinsecamente modulado pelo proprio
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espermatozoide e, apesar de algumas substancias (albumina, Ca?* e HCO5') serem utilizadas
para capacitar espermatozdides in vitro, ndo se conhece o processo pelo qual elas se ligam
as membranas e regulam os eventos intracelulares que iniciam esse processo (VISCONTI &
KOPF, 1998). Sabe-se apenas que a albumina do soro, principalmente BSA, remove
colesterol da membrana plasméatica (CROSS, 1998), resultando no aumento de sua fluidez
(WOLF et al., 1986).

Da mesma forma, para a capacitacao, existe divergéncia no tipo de ROS envolvido
na reacdo do acrossoma, o que pode ser explicado pela utilizacdo de diferentes métodos
empregados para capacitar espermatozoOides e induzir a reacdo do acrossoma (RA).
Entretanto, ressalta-se a importancia de que a capacitacdo e a RA sdo processos oxidativos
que envolvem H,0,, O, ou ambos, através de ROS provavelmente geradas pelos
espermatozdides (De LAMIRANDE et al., 1997).

O conceito de que condicBes oxidantes amenas promovem ou s&o requeridas para a
RA e a ligacdo dos espermatozdides a zona pellcida sdo recentes, onde se evidenciam que a
peroxidacao lipidica, geralmente associada a reducédo da viabilidade e da funcdo espermatica
(GRIVEAU et al., 1995a), também habilitam essas células a ligar-se a zona pellcida
homéloga e heteréloga (AITKEN et al., 1989). Por conseguinte, a fosforilacdo da proteina
tirosina parece ser um pré-requisito necessario para o espermatozoide fertilizar o ovécito
(URNER et al., 2001).

Alguns espermatozoides apresentam aumentada fosforilagdo de proteinas em toda a
cauda durante a capacitacdo. No entanto, a fosforilagdo observada na peca principal é
conhecida por ser um pré-requisito para a fosforilacdo na peca intermediéria, entretanto, nos
espermatozdides humanos, essa constatacdo foi restrita a peca principal (URNER &
SAKKAS, 2003). Em espermatozdides de camundongos, Pukazhenthi et al. (1998)
observaram que, embora a fosforilacdo de proteinas que ocorre durante a capacitacdo nao
seja requerida para que os espermatozoides se liguem a zona pelucida, in vitro, gametas
apresentaram fosforilagdo da tirosina na peca principal, indicando que a fosforilagcdo é
benéfica para essa ligagao.

A auséncia de glucose durante o processo de capacitagdo espermética, com conseqiiente
atraso na fosforilagdo da tirosina, ndo afeta a fertilizagdo, desde que este carboidrato seja
adicionado no inicio do procedimento de unido dos gametas. Entretanto, a sua auséncia
durante a interacdo destes gametas impede a fertilizagdo, indicando que a indugdo da
fosforilagdo de tirosina ocorre em tempo preciso, uma vez que a ligagdo do espermatozdéide
ao ovocito é critica para o sucesso da fertilizacdo (URNER & SAKKAS, 2003).
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As membranas espermaticas sdo constituidas de fosfolipidios, glicolipidios e esterdis,
que exercem papel regulador e bloqueador da capacitagdo em espermatozdides recém
ejaculados (ALBERTS et al, 1997; CROSS, 1998). As proteinas, por sua vez, sdo
responsaveis pela preservacdo do DNA, além de atuarem nas enzimas do acrossoma, no
transporte de ions e carboidratos ou como agente formador do citoesqueleto ou de
filamentos da cauda (KIERSZENBAUM, 2004).

O espermatozoide viavel deve passar pelo processo de capacitagdo compreendendo
reacOes e interagdes complexas, onde as concentracdes de CAMP e calcio intracelular sdo
baixas, em virtude das células ainda se encontrarem imdveis, sem consumo de ATP ou
apresentando niveis basais de metabolismo (AITKEN, 1997). Entretanto, no inicio da
capacitacdo as concentracGes destas substancias aumentam, fazendo com que o0s
espermatozdides adquiram movimentos conhecidos como hiperativacdo, aumentando a
fosforilacdo da tirosina em auséncia de quinase ou fosfatase (MILLER & BRZEZINSKA,
1993; URNER & SAKKAS, 2003).

2.4 Estresse oxidativo

Durante os procedimentos de criopreservacdo, a irreversivel reducdo na motilidade,
na integridade morfolégica e na capacidade fertilizante de uma subpopulagdo de
espermatozdéides pode ser determinada pelo acimulo de produtos toxicos do metabolismo
celular ou, principalmente, pelo aumento na producdo de ROS decorrente da reducdo
univalente de oxigénio, como por exemplo, radical hidroxil e peréxido de hidrogénio
(MISRA & FRIDOVICH, 1972; WANG et al., 1997; BAUMBER et al., 2003).

Atualmente, varios estudos tém demonstrado que os espermatozoides sdo capazes de
produzir quantidades controladas de ROS enddgeno, com o objetivo de induzir a
capacitacdo espermatica e a reagdo do acrossoma, promovendo a habilidade fertilizante dos
espermatozdides (De LAMIRANDE & GAGNON, 1995; RIVLIN et al., 2004). Em
contrapartida, altas concentracdes de ROS prejudicam a motilidade, viabilidade e funcéo
espermatica através da interacdo com lipidios da membrana, proteinas, DNA mitocondrial e
nuclear (HELLSTROM et al., 1994, GUERRA, 2005).

A possivel explicacdo para esse processo baseia-se no fato de que as membranas de
espermatozdides de mamiferos sdo ricas em acidos graxos poliinsaturados que as tornam
fluida e, a0 mesmo tempo, susceptiveis a danos peroxidativos induzidos pelos radicais livres
(SIKKA et al., 1982), determinando perda da funcdo da membrana (AGARWAL &
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SALEH, 2002; AGARWAL & SAID, 2003) e da integridade do DNA (AITKEN, 1999;
AITKEN & KRAUSZ, 2001; SALEH et al., 2002; MOUSTAFA et al., 2004). Peris et al.
(2004) demonstraram que a reducdo na porcentagem de espermatozoides viaveis ovinos,
submetidos a criopreservacao, esta diretamente relacionada com o aumento da desnaturacéo
da cromatina. Por conseguinte, é possivel que danos na estrutura do DNA ocorridos durante
0 procedimento de criopreservacdo sejam responsaveis pela baixa taxa de fertilidade do
sémen ovino (SALAMON & MAXWELL, 1995; PERIS et al., 2004) e humano
(BENCHAIB et al., 2003), quando comparados ao sémen fresco.

Em condic¢Ges normais, 0s mecanismos anti-oxidativos celulares, presentes em quase
todos os tecidos e suas secre¢des, sdo responsaveis por inibir a elevada producdo de ROS,
protegendo as células de danos oxidativos (JONES et al., 1979). No entanto, enzimas
antioxidantes intracelulares ndo conferem protecdo total a membrana plasméatica que
envolve o0 acrossoma e a cauda, forcando os espermatozoides a suplementarem essa limitada
defesa intrinseca com a protecdo conferida pelo plasma seminal, o qual contém
antioxidantes enzimaticos, como superoxido dismutase, catalase (ZINI et al., 1993) e
glutationa peroxidase (ALVAREZ & STOREY, 1989), além de uma variedade de
antioxidantes ndo enzimaticos, como ascorbato, urato, o-tocoferol, piruvato, glutationa,
taurina e hipotaurina (SALEH & AGARWAL, 2002).

Iniciado o processo oxidativo, a funcionalidade das membranas é alterada pelo préprio
metabolismo fisiolégico, produzindo ROS. O desequilibrio entre a producéo e a utilizagao
destes metabdlitos determina reacdo oxidativa em cadeia, ocasionando a peroxidacdo
lipidica das membranas (MILLER & BRZEZINSKA, 1993; ZINI et al., 1993; ZALATA et
al., 1995; De LAMIRANDE et al., 1997; GRIVEAU & LANNOU, 1997).

Tem sido sugerida a utilizacdo do escore obtido entre as concentracdes de ROS e TAC
(capacidade antioxidante total) como uma melhor forma de predizer a condicdo fertilizante
dos espermatozdides, quando comparado a analise desses parametros isolados (SHARMA et
al., 1999).

As espécies reativas, como peroxil, reagem facilmente com muitos compostos
orgénicos (AITKEN et al., 1998; SHNIZER et al., 2003). Elevadas concentracdes de
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), Fe?* e ascorbato podem induzir
peroxidacdo em virtude de atuarem nos acidos graxos insaturados da membrana, produzindo
efeito toxico com conseqliente dano ao DNA nuclear e mitocondrial dos espermatozoides
(ALVAREZ & STOREY, 1989; STOREY, 1997; TWIGG et al., 1998; BAUMBER et al.,
2003; AITKEN & BAKER, 2004; MOUSTAFA et al., 2004). Quantidades basais, ao
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contrério, beneficiam os espermatozéides (ARMSTRONG et al., 1999; RIVLIN et al.,
2004).

Muitos procedimentos utilizados em laboratdrio, geralmente retiram o plasma
seminal e/ou adicionam diluentes, antes dos procedimentos de criopreservacao, reduzindo a
protecdo conferida pelos antioxidantes naturais aos espermatozéides (OCHSENDORF,
1999; BILODEAU et al., 2000). Atualmente, evidéncias tém sugerido que baixa capacidade
antioxidante total (TAC) encontrada no sémen esta relacionada a infertilidade masculina
(SIKKA, 2001).

O desequilibrio entre ROS e TAC, presente no fluido seminal indica a ocorréncia de
estresse oxidativo, responsavel por infertilidade no homem (ZINI et al., 1993; SHARMA et
al., 1999; WANG et al., 2003), decorrente de patologias espermaticas localizadas na cabeca,
acrossoma e peca intermediaria, assim como persisténcia de gota citoplasmatica (AZIZ et
al., 2004). Aitken & Krausz (2001) constataram que o0 estresse oxidativo promove alteracdes
no DNA, principalmente fragmentacdo do cromossomo Y, reduzindo o indice de gestacfes
(AITKEN et al., 1998; GANDINI et al., 2000; MARCHETTI et al., 2002; BENCHAIB et
al., 2003; BAUMBER et al., 2003; KITAGAWA et al., 2004).

A avaliacdo do estresse oxidativo tem sido executada através do uso do corante
Nitroblue tetrazolium (NBT), em virtude do sistema oxidase, promover a transferéncia de
elétrons do NADPH no citoplasma para o NBT que, ao ser reduzido indiretamente,
precipita-se no interior das células espermaticas, apresentando coloragcdo mais escura nos
locais de formacédo de ROS (ESFANDIARI et al., 2003).

Apesar de os espermatozdides possuirem enzimas antioxidantes citoplasmaticas como
glutationa peroxidase e superoxido dismutase, a sua concentracdo € pequena e restrita ao
citoplasma do espermatozoide de mamiferos, limitando o grau de protecdo (ZINI et al.,
1993). Entretanto, os fluidos epididimarios e ejaculatérios possuem elevada concentracdo de
enzimas antioxidantes e inibidores de espécies reativas (SIKKA, 1996; STOREY, 1997),
cujo objetivo é inativar a elevada concentracdo de ROS, compensando a deficiéncia de
enzimas citoplasmaticas do espermatozoide (DONELLY et al., 1999) e preservando
somente a quantidade necessaria para manter a funcdo celular normal, uma vez que ROS
tem sido implicado em muitos mecanismos celulares e pode regular a expressdo genética,
principalmente relacionada a proteinas antioxidantes em situagdes de grande estresse
oxidativo (JONES et al., 2000).

Todos os componentes celulares incluindo lipidios, proteinas, acidos nucléicos e

acucares sdo potenciais alvos de estresse oxidativo. A extensdo do dano induzido, depende
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da natureza e da quantidade de ROS envolvido e da duragdo de sua exposicdo, além de
fatores extracelulares como temperatura, tensdo de oxigénio e composi¢do do ambiente
externo, como ions, proteinas e inibidores de ROS (AGARWAL et al., 2003).

Acredita-se que elevada producdo de ROS por células com excesso de citoplasma
residual esteja relacionada a presenca da enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH),
que induz a producdo de NADPH e, em contrapartida, estimula a producdo de ROS
(AITKEN et al., 1995). O potencial para NADPH produzir grandes quantidades de ROS
também esta presente em células normais. Se a viabilidade de nucleotideos é aumentada
pela adicdo de NADPH ao meio contendo espermatozoOides normais, pode estimular a
producdo de ROS (AITKEN et al., 1995). Outra explicagdo para o aumento da producéo de
ROS ¢ o potencial dos elétrons oriundos de mitocdndrias danificadas (STOREY, 1997).

ROS tem uma tendéncia a reacdo em cadeia, uma vez que, por ser portador de um
elétron desemparelhado, reagira com outro componente para gerar outro elétron
desemparelhado. Dessa forma, é fundamental quebrar essa reacdo em cadeia através da
formacdo final de produtos ndo radicais (SIES, 1993). Antioxidantes que quebrem essa
cadeia, como a-tocoferol (vitamina E), inibem a peroxidacdo lipidica em membranas
através de inibidores de radicais peroxil (RO®) e alcéxil (ROO®). Por outro lado, outro
mecanismo de defesa antioxidante é a prevencdo da excessiva producdo de ROS, que inibe o
inicio da reacdo em cadeia (SIES, 1993). Em contrapartida, hidroperdxidos lipidicos sdo
estaveis sob condicgdes fisioldgicas até que entrem em contato com metais de transicdo (sais
de ferro ou cobre), gerando radicais alcoxil e peroxil, que continuam a reacdo em cadeia

dentro da membrana, e propagam o dano através da célula (AITKEN et al., 1994).

2.5 Diluentes para congelagao

Substéncias diluidoras s&o utilizadas com o objetivo de proteger as células
espermaticas de efeitos deletérios do processo de congelagdo visando estabilizar a
membrana plasmatica, atuar como crioprotetores, fornecer nutrientes necessarios ao
metabolismo espermatico e servir como tampao para manutencdo do pH (JASKO, 1994).

Experimentos tém sido realizados com o objetivo de avaliar a eficiéncia de diversos
diluentes utilizados na criopreservacdo do sémen de cdo (OLAR et al., 1989; SILVA et al.,
1997; SILVA et al., 2000). A maioria dos protocolos utiliza diluidores a base de gema de
ovo, Tris, citrato de sddio (ANDERSEN, 1975; ENGLAND, 1993; SILVA et al., 2000) ou
leite desnatado (KENNEY, 1975), acrescido de frutose (MOURA et al., 2002) ou de glucose
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nos procedimentos de refrigeracdo e congelacdo do sémen de cdo (PROVINCE et al., 1984;
MOURA et al., 1999; MOURA et al., 2002).

A gema de ovo possui lipoproteinas de alta e baixa densidade (BACILA, 2003) que
protegem as células espermaticas de danos decorrentes do processamento de
criopreservacdo (MOUSSA et al., 2002; MOURA et al., 2002).

A gema de ovo, comumente utilizada na composicdo de diluidores, é constituida de
duas partes: a gema branca, contendo maior quantidade de proteinas do que de lipidios, e a
gema amarela, com elevado teor de lipidios. As lipoproteinas presentes no ovo sdo
classificadas como de baixa (LDL) e de alta densidade (HDL) ou lipovitelinas. Livetinas,
fosvitinas, flavoproteinas ou proteinas hidrossolUveis, vitaminas lipossolUveis como A, D, E
e K, vitaminas hidrossoluveis, como as do complexo B, carotendides como luteina,
zeaxantina, criptoxantina, caroteno, enzimas como peptidase, catalase, amilase, fosfatase,
esterase, proteinase, além de componentes inorganicos como magnésio (Mg), ferro (Fe),
enxofre (S), cloro (CI), fésforo (P), entre outros, estdo presentes ha composicao da gema do
ovo (BACILA, 2003).

Substancias como albumina, encontrada na clara de ovo, tém sido utilizadas como
agente protetor de membranas de espermatozdides em humanos (TWIGG et al., 1998;
VISCONTI & KOPF, 1998).0s constituintes da clara do ovo se apresentam distribuidos de
forma ndo homogénea, entre os corddes de ovomucina, tendo sido determinadas diversas
proteinas como ovoalbumina, ovotransferrina, ovomucoide, ovomucina, Gi-globulina, G-
globulina, Gs-globulina, ovomacroglobulina, ovoglicoproteina, flavoproteina-apoproteina,
ovoinibidor, avidina e um pequeno porcentual de proteinas ainda ndo identificadas
(BACILA, 2003). A ovoalbumina representa 54% das proteinas presentes na clara, podendo
desempenhar o papel de protecdo em células criopreservadas (BACILA, 2003). Trabalhos
relataram a utilizacdo de albumina sérica bovina (TWIGG et al., 1998) e albumina sérica
humana (ARMSTRONG et al., 1998) com o objetivo de prevenir a geracdo exacerbada de
ROS.

O leite apresenta em sua composicdo sais minerais, lactose, uréia, acido lactico,
creatinina, aminoacidos, vitaminas, calcio, sodio, cloretos e fosfatos (BACILA, 2003), e
juntamente com o Tris sdo bastante utilizados como meio diluidor de sémen.

Para evitar danos causados aos espermatozoides pela congelagdo, tem sido
empregados crioprotetores como o glicerol e etilenoglicol, que atuam prevenindo ou
reduzindo a formacéo de cristais de gelo, intra e extracelular, que poderiam provocar danos
aos componentes celulares (CAVALCANTI et al., 2002).
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2.6 Substancias antioxidantes

Com o objetivo de reduzir os danos oxidativos causados pela alta concentragdo de
ROS, alguns pesquisadores tém adicionado substancias antioxidantes ao sémen de suinos
(PENA et al., 2003; ROCA et al., 2004), bovinos (BILODEAU et al., 2001), ovinos
(MAXWELL & STOJANOV, 1996; UPRETI et al., 1997), aves (BREQUE et al., 2003) e
homem (HUGHES et al., 1998; DONNELLY et al., 1999; ROLF et al., 1999; AGARWAL
& SALEH, 2002).

Em espermatozdides da espécie humana, tanto o ascorbato, quanto o a-tocoferol tém
sido reportados em aumentar a integridade do DNA basal, em virtude de reduzir a producéo
de espécies reativas e danos causados por sua alta concentracdo (FRAGA et al., 1991;
DONNELLY et al., 1999). O ascorbato é conhecido por atuar como um inibidor de uma
grande variedade de ROS, o que explica sua habilidade de se contrapor ao efeito do H,0,
nos danos causados ao DNA e na producédo de ROS (SIES et al., 1992).

A vitamina E, pertence a um grupo de antioxidantes lipossoluveis (tocoferois e
tocotriendis) encontrados em 06leos de certas plantas, constituindo-se no maior, sendo o
Unico antioxidante de membrana. Entretanto, sua concentracdo na membrana plasmatica dos
espermatozdides é muito baixa, geralmente igual ou menor que 0,05-0,1 nmol/mg de
proteina, ou seja, menos de 1 para cada 1000-2000 fosfolipideos das membranas (SIKKA,
2004).

Estudos prévios tém demonstrado que o a-tocoferol estd presente em pequenas
quantidades no plasma seminal, protegendo as células de mamiferos do estresse oxidativo
através da regeneracdo deste agente antioxidante pelo ascorbato (KAGAN et al., 1992).
Esses dois antioxidantes (ascorbato e a-tocoferol) agem sinergicamente com o objetivo de
prevenir a peroxidacao lipidica, tendo sido observado bons resultados quando se utilizaram
essas duas vitaminas em conjunto, reduzindo a producdo de ROS induzida pelo H;0;
(DONNELLY etal., 1999).

Foi observado que a criopresevagédo de sémen ovino causa alteragcdes semelhantes a
capacitacdo nos espermatozdides (WATSON, 1995), apresentando padrdo de ligacdo a
clortetraciclina (CTC) semelhante aquele observado em espermatozoides capacitados in
vivo. Esses achados sugerem que o impedimento do transporte espermatico através da
cérvice pode ser um dos fatores responsaveis pela reduzida taxa de fertilidade observada
apos a inseminacdo artificial em ovelhas, com sémen criopreservado (GILLAN &
MAXWELL, 1999).
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Diversas substancias desempenham papel protetor contra os efeitos toxicos causadas
por agentes enddgenos, originados nos processos fisioldgicos, e/ou exdgenos, durante
manipulacéo ou criopreservacao de amostras de sémen utilizadas nas técnicas de reproducao
assistida (CARVALHO et al.,, 2002; SIKKA, 2004). Antioxidantes naturais como as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), citocromo C (CHc) e glutationa
peroxidase (GP) sdo encontradas no sémen (MAXWELL & STOJANV, 1996) e podem
atuar na remocdo de ROS, como o oxido nitrico (ON) que, apesar de ser um mediador
importante de varios sistemas, quando gerado em excesso determina toxicidade e danos aos
espermatozéides (FRIDOVICH, 1998; LOPES et al., 1998; CARVALHO et al., 2002).

A atuacdo dos antioxidantes pode ser efetivada através da prevencao, interceptacdo ou
reparacao. A prevencao utiliza-se de ions metalicos como ferro e cobre, através da reacdo de
quelacdo; a interceptacdo (enzimatica e ndo enzimatica) impede a formacdo de espécies
reativas ou a transferéncia de funcéo de reacfes, ou a intervencgédo de enzimas, observada na
reparacao (SIES, 1993).

Concentracbes adequadas de antioxidantes podem proteger as células germinativas
masculinas (THIELE et al., 1995; ESKENAZI et al., 2005) contra problemas enddgenos de
oxidacdo (FRAGA et al., 1991). Os antioxidantes encontrados em maiores concentragdes no
plasma seminal do homem séo o Ascorbato, o Urato e os grupos tidis (LEWIS et al., 1997).
Entretanto, de acordo com Rolf et al. (1999), pacientes tratados com elevadas doses de
vitaminas C e E ndo apresentaram mudancas nos parametros relacionados a células
reprodutivas durante o tratamento. Contudo, estes autores relataram melhora nestes
parametros apds abstinéncia prolongada destas substancias fornecidas freqlientemente,
evidenciando que superdosagens podem exercer efeitos danosos as celulas reprodutivas.
Observou-se que doses elevadas destas substancias podem provocar também a
desestabilizacdo da cromatina (GRIVEAU & LANNOU, 1994). Em estudo realizado com
ratos, Yousef et al. (2003) detectaram reducdo da producédo de radicais livres apos utilizacdo
de Acido Ascorbico e Vitamina E. A Carnitina, composto organico nitrogenado, também
pode ser empregado como antioxidante, por sua eficiéncia no transporte de &cidos graxos
através da membrana mitocondrial (VICARI & CALOGERO, 2001).

Antioxidantes sintéticos como hidroxitolueno butilato (BHT), utilizado na congelacao
de sémen suino, mostrou-se eficiente na protecdo dos espermatozodides, reduzindo a
peroxidacdo lipidica (ROCA et al., 2004). Da mesma forma, a pentoxifilina adicionada a
amostras de sémen humano e de equino, aumentaram a motilidade e o vigor espermatico
(MARQUES et al., 2002).
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3.1 EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE VITAMINA C E TROLOX
NA VIABILIDADE DE ESPERMATOZOIDES CRIOPRESERVADOS DE CAES

Effect of different concentrations of vitamin C and Trolox

on the viability of frozen sperm of dogs

Zoraide Fernandes Coleto; Andréia Fernandes de Souza; Karina de Melo Berinson;
Pedro Leopoldo Jerdnimo Monteiro Junior; Patricia Fernandes Jasset;

Maria Madalena Pessoa Guerra

Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Brasil
RESUMO

Antioxidantes funcionam como agentes protetores dos espermatozoides impedindo a
formacdo de espécies de oxigénio reativo (ROS) e consequente peroxidacdo lipidica,
aumentando a motilidade e o vigor, e evitando os danos provocados ao DNA. Objetivou-se
com este trabalho avaliar o efeito de diferentes concentracfes de vitamina C e Trolox
(analogo hidrossoluvel da vitamina E) na viabilidade de células espermaticas de cées
submetidas aos processos de criopreservacdo. Fracbes espermaticas de trés cdes foram
colhidas, avaliadas e divididas em cinco aliquotas para dilui¢do, de acordo com 0s grupos
experimentais: G1= Tris-gema (Controle); G2 = Tris-gema + 1200uM de vitamina C; G3=
Tris-gema + 2400uM de vitamina C; G4= Tris-gema + 100uM de Trolox e G5= Tris-gema
+ 200uM de Trolox. As amostras foram congeladas, armazenadas em nitrogénio liquido e
descongeladas ap6s uma semana. ApéOs descongelacdo, a motilidade espermatica foi
significativamente superior (P<0,05) entre os grupos G1 (controle), G2 (1200uM de
vitamina C) e G5 (200uM de Trolox). O vigor, a integridade do acrossoma e do DNA, bem
como o percentual de células espermaticas, coradas com Nitroblue Tetrazolium néo
diferiram entre os grupos experimentais. Conclui-se que a vitamina C (1200uM) e Trolox
(200uM) podem ser utilizadas para congelacdo de sémen de céo, todavia outros trabalhos
devem ser realizados, visando estudar os efeitos da adicdo de substancias antioxidantes
vitamina C e Trolox, isoladas ou em conjunto, no procedimento de criopreservacdo do

sémen de céo utilizando diferentes curvas de congelagéo e diluentes.

Palavras-chave: Viabilidade espermatica, antioxidante, vitamina C, Trolox, congelag&o.
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ABSTRACT

Antioxidants act as protective agents of spermatozoa preventing the reactive oxygen
species formation and consequent lipidic peroxidation rising the motility and the vigor and
avoiding the damage provoked to the DNA. The aiming of this work was to evaluate the
effect of different concentrations of vitamin C and Trolox on the viability of dog sperm cells
submitted to the cryopreservation process. Spermatic fractions of three dogs were harvested,
evaluated and divided into five aliquots to dilution, according to the experimental groups:
G1= Tris- egg yolk (Control); G2 = Tris-egg yolk + 1200uM of vitamin C; G3= Tris-egg
yolk + 2400uM of vitamin C; G4= Tris-egg yolk + 100uM of Trolox e G5= Tris-egg yolk +
200uM of Trolox. The samples were frozen, storaged on liquid nitrogen and thawed after 1
week. After thawing, the motility was significantly higher (P<0.05) among G1 (control), G2
(1200uM of vitamin C) and G5 (200uM of Trolox) groups. The vigor, motility, acrosomal
and DNA integrity, as well as the percentage of sperm cells stained with nitroblue
tetrazolium were not different among experimental groups. Our results indicate that vitamin
C (1200uM) and Trolox (200uM) can be used to freezing dog semen. However, other works
should be done aiming to study the effect of addition of these antioxidant substances, alone
or combined, on the cryopreservation process of the dog semen using different freezing rate

and diluents.

Key words: Sperm viability, antioxidant, vitamin C, Trolox, freezer.

INTRODUCAO

Os procedimentos de criopreservacdo do sémen oferecem muitas vantagens,
principalmente quando se objetiva realizar avaliacdo genética e programas de selecdo
animal. Entretanto, em muitas espécies, 0 maior obstaculo a utilizacdo dessa biotecnologia
estd relacionado aos danos causados a membrana espermatica durante refrigeracéo,
congelacdo e descongelagdo, reduzindo a motilidade e a viabilidade das células
espermaticas e, consequentemente, a fertilidade ap6s a inseminagdo artificial, quando
comparada aquela obtida utilizando sémen fresco (SALAMON & MAXWELL, 1995;
SHANNON & VISHWANATH, 1995).

Acredita-se que as crioinjurias causadas as células espermaticas interfiram no transporte

e na sobrevivéncia espermatica no sistema genital da fémea (SALAMON & MAXWELL,
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1995). A membrana plasmatica do espermatozéide é considerada o local primario de danos
durante a criopreservagdo (WATSON, 1995), como conseqiiéncia da diluicdo
(ASHWORTH et al., 1994; SILVA et al., 2002), da alteracdo da osmolaridade (NOILES et
al., 1995) e da variacdo de temperatura durante os procedimentos de criopreservagdo
(ROBERTSON et al., 1990; NOILES et al., 1995).

Alguns estudos demonstraram que o procedimento de criopreservagdo influencia a
composicao lipidica e organizacional da membrana plasmatica de espermatozdides,
determinando assimetria e danos ultra-estruturais, predispondo 0s espermatozoides a
defeitos morfolégicos como anormalidade ou perda do acrossoma (HINKOVSKA-
GALCHEVA et al.,, 1989), assim como do poder de fecundacdo em vérias espécies
(ASHWORTH et al., 1994; MAXWEL & JOHNSON, 1997; BAILEY et al., 2000; HOLT,
2000; WATSON, 2000), inclusive na canina (RIJSSELAERE et al., 2002).

Atualmente sabe-se que espécies reativas de oxigénio (ROS), como anion superoxido
(077, peroxido de hidrogénio (H,O;) e o radical hidroxil (OH’), se ligam facilmente a
diversos compostos organicos, desencadeando a peroxidacdo lipidica da membrana
plasmatica com dano irreversivel a célula decorrente do desequilibrio entre a producéo e o
consumo de substancias oxidantes e antioxidantes, que resulta em estresse oxidativo
(AITKEN et al., 1993; De LAMIRANDE et al., 1997; SHNIZER et al., 2003; GUERRA et
al., 2004).

Véarios métodos sdo utilizados para mensurar a quantidade de ROS na superficie da
membrana celular, bem como intra ou extracelular. Atualmente, os métodos de mensuragao
indireta mais usados sdo os testes de quimioluminescéncia com luminol (SHARMA e
AGARWAL, 1996; GRIVEAU et al., 1998; IRVINE et al., 2000; KOBAYASHI et al.,
2001) e o de reducdo de Nitroblue tetrazolium (SALEH e AGARWAL, 2002; ZINI et al.,
2002; ESFANDIARI et al., 2003).

As vitaminas encontram-se presentes no sémen desempenhando funcdo antioxidante. O
acido ascorbico (vitamina C) protege as células contra mutagdes génicas, doencas genéticas,
geracdo de células defeituosas, ocorréncia de cancer ou doencas decorrentes de idade
avancada (FRAGA et al., 1991; KAGAN et al., 1992; OMU et al.,1999; ROLF et al., 1999;
ESKENAZI et al., 2005). A vitamina E, antioxidante primario do sistema espermatico, pode
ser utilizada na forma natural (lipossoltvel), através da alimentacdo (ROLF et al., 1999;
JONES et al., 2000; YOUSEF et al., 2003), ou sintética (hidrossoltvel), adicionada ao
sémen (DONNELLY et al., 1999;: BALL et al., 2001; PENA et al., 2003). Estas substancias

funcionam como agentes protetores dos espermatozoéides impedindo a formacgédo de ROS e
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consequente peroxidacdo lipidica, promovendo também o incremento da motilidade e do
vigor, e evitando os danos provocados ao DNA em ratos (HSU et al.,1998; YOUSEF et al.,
2003), suinos (KITAGAWA et al., 2004), eqlinos (MARQUES et al., 2002) e humanos
(AITKEN e BAKER, 2004; AITKEN et al., 2004). Apesar do efeito de substancias
antioxidantes serem reconhecidas quando utilizadas como suplemento alimentar ou diluente
do sémen, sua aplicagéo nos procedimentos de criopreservacdo do sémen de cdo ainda nédo
esta suficientemente elucidado.

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de diferentes concentragdes de vitamina

C e Trolox na viabilidade de células espermaéticas criopreservadas de caes.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram selecionados trés cédes da raca Cocker Americano, pertencentes a canil privado.
Os animais possuiam idade variando entre 2 e 4 anos, com fertilidade comprovada. Os
animais foram mantidos em boxes individuais, alimentados com racdo uma vez ao dia, além

de terem livre acesso a agua.

Colheita e anélise de sémen

O sémen foi obtido através de manipulacdo digital, uma vez por semana, durante trés
semanas. Cada ejaculado foi colhido em calice graduado, sendo utilizada apenas a fracéo
rica em espermatozdides. Volume, cor e viscosidade, foram macroscopicamente avaliadas,
enquanto a motilidade (percentual de espermatozdides mdveis) e vigor espermatico (status
da motilidade espermatica), com escore de 0 (sem movimento) a 5 (movimento progressivo
rapido) foram avaliadas em microscépico 6ptico, de acordo com o CBRA (1997).

A analise de integridade do acrossoma espermatico foi realizada através da técnica de
Roth et al. (1998), modificada ao se utilizar 0,02 mg de lectina obtida de Arachis hypogaea
marcada com isotiocianato de fluoresceina em 350 uL de PBS (Solugdo PNA). Foram
colocados 5uL da amostra em lamina e, apds secagem durante 5 minutos, armazenou-se em
caixas fechadas a 4 °C pelo periodo de 2 a 4 semanas. Para coloragdo, foram adicionados 30

uL da solugdo PNA no centro da l&mina preparada com a amostra de sémen e
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homogeneizou-se até que a solucdo cobrisse uma grande area. As laminas foram colocadas
na geladeira em caixas cobertas com papel aluminio durante 20 minutos. Apds coloracéo, as
laminas foram mergulhadas em 50 mL de PBS (sem antibidticos) e secadas em caixas de
isopor. A seguir, adicionaram-se 5uL da solugdo UCD (5 mg de azida sédica em 0,5 mL de
PBS + 5mg de p-fenilenediamina a 0,1 % + 4,5 mL de glicerol, pH 8,0) na lamina, a qual foi
coberta com laminula. As l&minas foram avaliadas em microscopio fluorescente
(filtro“MF”’) com objetiva de 100X. Foram analisadas 200 células esperméticas classificadas
como: a) acrossoma intacto quando a cabeca e/ou regido apical apresentaram-se coradas em
verde brilhante; b) acrossoma parcialmente reagido se a cabeca apresentou-se mesclada de
verde fluorescente; c) acrossoma reagido quando a cabeca apresentou-se sem coloracéo
verde ou foi observada apenas uma faixa verde fluorescente na regido equatorial da cabeca
dos espermatozoides.

A integridade do DNA dos espermatozoides foi analisada atraveés da técnica de
fluorescéncia laranja de acridine (acridine orange-AQO), de acordo com Evenson et al.
(1999). Apds a colheita, procedeu-se a dilui¢do de 10 uL das amostras de sémen em 1mL de
solugédo Tris (0,01M), NaCl (0,15M) e EDTA (0,001M) com 7,4 de pH, em tubos de
microcentrifuga, os quais foram transportados em nitrogénio liquido e mantidos a
temperatura de -20 °C até analise. No momento da avaliacéo, ap6s descongelacéo a 37 °C,
100uL da suspensdo de espermatozoides foram colocados em tubos de microcentrifuga
imersos em gelo e adicionaram-se 100uL de solucéo &cido-detergente (0,1% de Triton X-
100, 0,08N de HCL e 0,15M de NaCl com pH 1,4). Apos 30 segundos, foram adicionados
400uL de solucdo corante de AO (370mL de acido citrico monohidratado 0,1 M + 630uL de
Na;HPO, [dibasico] 0,2 M + 0,372g de EDTA [disodico] + 8,77g de NaCl, pH 6,0) e
avaliadas 200 células em microscopio de fluorescéncia (filtro“MF”), de acordo com a
seguinte interpretacdo: a) Células coradas em verde = DNA integro; b) Células coradas em
laranja ou vermelho = DNA danificado.

Na avaliacdo do grau de estresse oxidativo sofrido pelos espermatozoides utilizou-se o
teste de coloragdo com Nitroblue Tetrazolium (NBT), de acordo com Esfandiari et al.
(2003). Aliquotas de sémen foram diluidas em NBT (10,0%), na proporg¢édo de 1:1 (v:v). A
suspensdo obtida foi incubada durante 30 minutos em temperatura de 37 °C e, a seguir,
mantida por periodo de 30 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas a 250g durante 5 minutos. Descartado o sobrenadante, a lamina foi preparada

utilizando o pellet e submetendo a secagem em temperatura ambiente. A andlise foi
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efetivada através da leitura de 200 células em microscopio de contraste de fase, sob imersao,
de acordo com a presenca ou auséncia de formazana: 1- formazana ocupando 50% ou
menos da cabeca ou peca intermediaria (+); 2- formazana ocupando mais de 50% da cabeca
ou peca intermedidria (++); 2 - auséncia de formazana na cabeca ou peca intermediria (-).
A concentragdo espermatica de cada amostra de sémen foi determinada através da
camara de Neubauer. Foram utilizadas amostras que apresentaram concentragdo > 200 x 10°
espermatozdides/mL, motilidade espermatica > 80% e vigor > 3. Apo6s analise, realizou-se o
Pool do ejaculado dos animais, o qual foi dividido em cinco aliquotas e diluidas em

diferentes concentragdes de vitamina C ou Trolox.
Diluicao do sémen

Utilizou-se o diluidor constituido por 3,28 g de Tris-hidroximetil-aminometano, 1,78 ¢
de &cido citrico monohidratado e 1,25 g de D-frutose, dissolvidos em 100 mL de agua
destilada. Vinte por cento da solucdo foi substituida por gema de ovo. O diluidor foi
dividido em cinco porgdes iguais, acrescido de diferentes concentragbes de vitamina C ou
Trolox, e 7,0% de glicerol, constituindo os diferentes grupos experimentais: G1= Tris-gema
(Controle); G2= Tris-gema + 1200uM de vitamina C; G3= Tris-gema + 2400uM de
vitamina C; G4= Tris-gema + 100uM de Trolox® (analogo hidrossoltvel da vitamina E) e

G5= Tris-gema + 200uM de Trolox.
Congelagéo do sémen

As amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 mL na concentracdo de 200 X 10°
células espermaticas e congeladas em maquina (TK-3000), na curva de 0,25 °C/minuto até 5
°C, de 20 °C/minuto até -5 °C, assim como de 20 °C/minuto até -120 °C. A seguir, as
palhetas foram imersas e armazenadas em nitrogénio liquido a -196 °C. Apds uma semana,
as amostras foram descongeladas a temperatura de 37 °C durante 30 segundos e diluidas em
Tris (1:1; viv) antes de serem analisadas quanto a motilidade, vigor, integridade do
acrossoma e integridade do DNA e grau de estresse oxidativo.
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Analise estatistica

Para analise dos dados, foram obtidas as medidas estatisticas média, desvio padrdo e
utilizados o teste de Kruskal-Wallis. No caso de diferencas significativas, foram utilizados
testes de comparacOes pareadas do referido teste através da utilizacdo do programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences). Os resultados foram considerados

significativos quando P<0,05.
RESULTADOS

O sémen fresco dos cédes apresentou coloracdo branca com viscosidade leitosa. O
volume médio das fraces ricas em espermatozoides foi de 1,07 mL, com concentracdo
espermatica média de 376,83 x 10° espermatozéides/mL. A motilidade espermatica
apresentou média de 86,10 + 3,48 % e o vigor 3,48 £ 0,19.

Apbs a congelacdo (Tabela 1) ndo se observou diferenca na motilidade espermatica
entre os grupos G1 (controle), G2 (1200uM de vitamina C) e G5 (200uM de Trolox), mas
foram superiores (P<0,05) aqueles obtidos nos grupos G3 (2400uM de vitamina C) e G4
(100uM de Trolox). O vigor esperméatico médio ap6s a congelacdo (Tabela 1) nédo
apresentou diferenca entre os diferentes grupos experimentais. Detectou-se em todas as
amostras que espermatozdides inicialmente imdveis apresentavam movimentos em poucos

segundos.

Tabela 1 — Motilidade e vigor espermatico de sémen canino descongelado, a 37 °C por 30
segundos, submetido a diluicdo em Tris-gema acrescido de diferentes concentraces de
Vitamina C e Trolox

Parametro

Grupos Experimentais Motilidade (%) Vigor (0-5)

Média + dp Média + dp
Gl 63,33 + 15,282 3,33+0,58
G2 40,00 + 10,00% 3,00 £ 0,00
G3 15,00 + 7,07 2,67 +0,58
G4 25,00 + 7,07 3,00 + 0,00
G5 70,00 + 10,00% 2,67 +0,58

G1= Tris-gema (Controle); G2= Tris-gema + 1200uM de Vitamina C; G3= Tris-gema + 2400uM de Vitamina
C; G4= Tris-gema + 100uM de Trolox e G5= Tris-gema + 200uM de Trolox. Letras diferentes na mesma
coluna indicam P < 0,05.
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Observou-se também que as células espermaticas apresentaram-se inicialmente
agrupadas, mas se desprendiam apresentando movimentos aparentemente normais. Vale
ressaltar que, embora raramente, células espermaticas pertencentes ao G1 (Controle)
apresentaram aglutinacao cabeca a cabeca.

A avaliagdo da integridade do acrossoma das células espermaticas, antes da
congelacdo, demonstrou que 71,67 = 2,03 % apresentaram-se intactos (Figura 1a). Todavia,
apos a descongelacdo houve reducdo neste parametro com valores que variaram de 28,17 +
5,30 (G4) a 39,33 + 7,29 (G5), sem diferenca entre os grupos (Tabela 2). Vale ressaltar que
celulas classificadas com acrossoma intacto apresentaram-se coradas apenas na regido
acrossomal, enquanto células portadoras de acrossoma reagido apresentaram faixa verde
fluorescente na regido equatorial da célula (17,36 + 7,07 %) ou sem coloracdo (17,09 +
2,35%).

Antes da congelacdo, a analise de DNA apresentou 100,00 + 0,00% de integridade das
células espermaticas. Apds os procedimentos de congelacdo/descongelacdo ndo foi

observada diferenga significativa entre os grupos (Tabela 2; Figura 1b).

Tabela 2 —Porcentual de células espermaéticas com integridade de acrossoma e de DNA, no
sémen canino descongelado submetido a diluicdo em Tris-gema acrescido de diferentes
concentragdes de Vitamina C e Trolox

Espermatozéides

Grupos Experimentais Acrossoma intacto DNA intacto
Meédia + dp Meédia + dp
Gl 34,83 £ 7,69 99,33 +1,15
G2 38,67 £6,17 100,00 £ 0,00
G3 33,17 £ 3,79 100,00 £ 0,00
G4 28,17 £ 5,30 100,00 £ 0,00
G5 39,33+ 7,29 99,33+ 1,15

G1= Tris-gema (Controle); G2= Tris-gema + 1200uM de Vitamina C; G3= Tris-gema + 2400uM de Vitamina
C; G4= Tris-gema + 100uM de Trolox e G5= Tris-gema + 200uM de Trolox

ApoOs descongelacdo, a avaliagdo do grau de estresse oxidativo das células
espermaticas revelou ndo haver diferenca entre os grupos (P>0,05) constituidos por
diferentes concentracGes de Vitamina C ou Trolox (Tabela 3; Figura 2). Foram constatados
maiores porcentuais de espermatozoides sem depoésito de formazana na cabeca e na peca

intermediaria.
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Figura 1- Espermatozdides de cdo da raca Cocker Americano com acrossoma (a)

e DNA (b) integros apds congelacdo em diluidor Tris-gema com 200uM de

Trolox.

Tabela 3 — Porcentual de espermatozéides de cdes apresentando formacdo de formazana na
cabeca e cauda, apds congelacdo utilizando Tris-gema acrescido de diferentes

concentragdes de vitamina C e Trolox

Grupos Excperimentais

Parametros Gl G2 G3 G4 G5
Média+tdp Médiazdp Média+dp Médiatdp Médiazdp
Cabeca formazana - 80,1748,10 66,83+7,97 65,17+9,83 65,1745,84 72,67+0,58
Cabeca formazana + 517+1,53 7,3345,39 8,00+391 4,67+2,02 7,83+0,76
Cabega e Pl formazana+ 4,17+1,61 5,67+2,25 550+3,91 6,83+2,84 4,67+2,88
Pl formazana ++ 7,00+6,38 17,17+2,02 18,67+1,53 16,83+7,59 15,67+0,76
Pl formazana + 8,83+0,76 12,50+4,92 10,83+6,01 13,67+6,01 7,67+2,36
Pl formazana - 80,00+7,86 64,67+8,01 65,00+8,67 62,67+6,53 72,00+0,50

Pl= Peca Intermediéria; G1= Tris-gema (Controle); G2= Tris-gema + 1200uM de Vitamina C; G3= Tris-gema
+ 2400uM de Vitamina C; G4= Tris-gema + 100uM de Trolox e G5= Tris-gema + 200uM de Trolox

Figura 2 - Espermatozdides de cdo da raca Cocker
Americano com coloragdo de formazana na cabeca (*) e
sem deposito de formazana na cauda (**) apos
congelacdo em diluidor Tris-gema.
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DISCUSSAO

Apols serem liberados dos testiculos, os espermatozoides sofrem profundas
alteracbes na sua capacidade funcional durante o processo de maturacdo no epididimo,
através de modificacBes de proteinas moduladas espontaneamente ou por sinais do ambiente
(FORD, 2004). Na cauda do epididimo, os espermatozoéides sdo encontrados em estado
imovel e caracterizados por baixa concentracdo intracelular de cCAMP e célcio, bem como
apresentam sua inata capacidade de produzir ROS suprimida (WHITE & AITKEN, 1989).
Essa condicdo é revertida durante os estagios iniciais da capacitacdo, onde se constata
aumento nas concentragfes de CAMP e célcio intracelular, tendo inicio a producdo de ROS,
e, em conseqliéncia, 0s espermatozoides desenvolvem a forma altamente vigorosa de
motilidade conhecida como hiperativacdo (AITKEN et al., 1995).

Paradoxalmente, as células sob condicdes aerdbicas requerem oxigénio (O,) para dar
suporte a vida, todavia seus metabolitos (ROS) originados principalmente de sua atividade
metabolica normal (De LAMIRANDE et al., 1997), podem modificar suas funcdes e/ou
sobrevivéncia (De LAMIRANDE & GAGNON, 1995). Quando submetidos a uma condi¢édo
de estresse oxidativo decorrentes da retengdo do excesso de citoplasma residual na peca
intermediaria ou da reducdo na quantidade de antioxidantes (AITKEN & KRAUSZ, 2001),
os espermatozdides sofrem disfuncdo atraves de diferentes mecanismos, como peroxidacao
de lipideos de membrana plasmatica (BALL & VO, 2002), inibicdo do metabolismo
(WANG et al., 2003), da motilidade (JONES et al., 1979) e da capacidade fertilizante
(PASQUALOTTO et al., 2000; AGARWAL & SAID, 2003).

Acredita-se que os lipideos das membranas plasmaticas e acrossomal sdo 0s
principais alvos de atague de ROS (SHARMA & AGARWAL, 1996; AITKEN, 1997). A
peroxidacdo lipidica da membrana celular causada pelo estresse oxidativo determina
substancial perda de acidos graxos insaturados (OCHSENDORF, 1999), com conseqlente
reducdo na fluidez, responsavel pela fusdo espermatozoide-ovdcito, na atividade das
enzimas reguladoras que se ligam ao Ca** e na motilidade espermatica (JONES et al., 1979).

Durante as manipulagcfes espermaticas em laboratdrio, especialmente na auséncia do
plasma seminal, antioxidantes celulares sdo importantes para preservar a motilidade e a
habilidade dos espermatozoOides de sofrerem capacitacdo e reacdo do acrossoma
(ARMSTRONG et al.,, 1998). Neste estudo, os valores de motilidade espermatica,
encontrados nos grupos G1 (controle) e G5 (200u de Trolox) foram superiores aqueles

relatados por Moura et al. (2002), que obtiveram 41,54 % de células mdveis utilizando Tris-
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gema como diluente, sem adigdo de substancias antioxidantes. Estes resultados, também
evidenciaram que a adicdo de antioxidantes (vitamina C e Trolox) nas concentragdes
utilizadas, ndo protegeu as membranas espermaticas da peroxidacdo lipidica, e
conseqlientemente, ndo promoveram aumento na motilidade destas células, uma vez que 0s
grupos G2 e G5 obtiveram porcentuais semelhantes ao grupo controle que utilizou apenas
Tris-gema.

Em contrapartida, constatou-se que as concentracdes de 2400 uM de vitamina C
(G3) e 100 uM de Trolox (G4) devem ter interferido nos mecanismos fisioldgicos das
celulas esperméticas reduzindo a motilidade espermaética, sugerindo que a concentracdo de
2400uM de vitamina C (G3) pode ter inibido a fisiologia normal das células ao promover
desequilibrio entre a producdo de ROS e a capacidade antioxidante total dos
espermatozdides, decorrrente da adicdo excessiva de substancias antioxidante ao sémen
(SHARMA & AGARWAL, 1996; OCHSENDOREF, 1999; SALEH & AGARWAL, 2002).
Possivelmente, a adicdo de 200 uM de Trolox (G4) pode ter sido insuficiente para se
contrapor aos efeitos negativos de elevada producdo de ROS durante o processo de
congelacdo, cuja extensdo dos danos depende ndo somente da natureza e da quantidade, mas
também do momento e da duracdo de exposicdo ao oxidante associado a fatores
extracelulares, como temperatura, tensao de oxigénio e ambiente (AGARWAL et al., 2003),
resultando em morte celular (SHARMA et al., 1999).

Hay et al. (1997) obtiveram motilidade, pds-descongelacdo, de 32,00 + 17,00 % e
55,00 + 13,00%, respectivamente, nas amostras refrigeradas a 28 e 12 °C/min utilizando
Tris-gema, valores inferiores aos dos grupos G1 (63,33 + 15,28 %) e G5 (70,00 + 10,00)
obtidos neste experimento. Entretanto, as amostras do grupo G2 (1200 uM de vitamina C),
cuja motilidade foi de 40,00 + 10,00%, também podem ser utilizadas na inseminacéo
artificial de cadelas, de acordo com as recomendagdes de Concannon e Battista (1989) e
Silva et al. (1996), ao aconselharem a utilizacdo do sémen de cdo que apresentem valor
minimo de 30% de motilidade.

As médias de vigor espermatico de todos os grupos experimentais foram inferiores aos
observados por Moura et al. (2002), apés a congelacéo utilizando Tris-gema (3,85 pontos)
como diluente, sem adicdo de antioxidantes. Esse fato pode ser justificado pela diferenca
nos glicolipidios presentes nas células dos animais utilizados (sem raca definida X raga

Cocker Americano), ou a composic¢éo do diluente, estando possivelmente ligadas aos efeitos



34

elétricos, ao reconhecimento e prote¢do da membrana em condic¢Ges desfavoraveis de pH e
ao ataque enzimatico (ALBERTS et al., 1997).

Foram superiores aos encontrados por Cavalcanti et al. (2002), que observaram 2,58
pontos de vigor, também utilizando Tris gema e glicerol a 7%. Entretanto, neste trabalho, a
refrigeracdo e congelacdo do sémen, foram realizadas em maquina com controle de
temperatura, que deve ter proporcionado maior vigor as células, diferindo do procedimento
realizado por Cavalcanti et al. (2002), ao utilizarem a refrigeracdo convencional em
geladeira. Os resultados deste estudo, mostraram que a adicdo de diferentes concentracdes
de antioxidantes (vitamina C e Trolox), ndo foi eficiente em promover menores danos
oxidativos as células espermaticas, diferindo de Pefia et al. (2003) ao observarem que a
adicdo de Trolox na concentragdo de 200 puM determinou maior motilidade as células
espermaticas de suinos do que a concentracdo de 100 uM.

Neste experimento, foram detectados espermatozdides com diferentes valores para
vigor e motilidade nos diversos grupos experimentais, variando de oscilantes até
hiperativados em um mesmo campo de observacdo, possibilitando afirmar que diferentes
populacGes de espermatozdides originadas de distintos tempos de maturacdo Sao
encontradas no ejaculado (ALBERTS et al., 1997; CUNNINGHAM, 2002). Além disso,
estas constatacGes podem ser decorrentes de alteracdo semelhante a capacitacdo espermatica
induzida pela congelacdo, reduzindo a energia dos espermatozdides e a homogeneidade da
populacdo espermatica (BAILEY et al., 2000).

Menores concentracdes de ROS (&nion superdxido, peroxido de hidrogénio e éxido
nitrico) possuem papel importante na fisiologia espermatica por induzir a hiperativacdo, a
capacitacdo e a reacdo do acrossoma in vitro (De LAMIRANDE et al., 1997). No entanto,
ndo se sabe qual o sistema enzimatico responsavel pela producéo de peroxido de hidrogénio
(H,O,) espermatico que esteja relacionado a essas atividades celulares. Acredita-se que uma
oxidase encontrada na membrana plasmatica do espermatozoide, bem como sua ativagdo
durante a capacitacdo (De LAMIRANDE & GAGNON, 1995) e reacdo do acrossoma
(AITKEN et al., 1995), esteja relacionada a proteina quinase C. Todavia, a localizag&o e 0s
requerimentos para a sua ativacdo ainda devem ser estabelecidos (De LAMIRANDE et al.,
1997). Neste experimento, a analise de acrossoma utilizando FITC-PNA demonstrou ndo
haver diferenca na integridade das células entre os diferentes grupos, apesar de haver sido
constatados valores numéricos mais elevados nas amostras suplementadas com 1200uM de

vitamina C (G2) e 200uM de Trolox (G5), sugerindo que a adicdo de vitamina C em
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concentragdo menor que 1200uM e de Trolox maior que 200uM poderia aumentar o
percentual de células com acrossoma integro, decorrente de protecdo antioxidante mais
efetiva as células espermaticas (ARMSTRONG et al., 1998).

A ocorréncia de células com regido acrossomal corada de verde, indicando
acrossoma intacto, confirma as observacdes feitas por Sirivaidyapong et al. (2000) de que a
membrana acrossomal externa de espermatozdide de cdo cora-se com FITC-PNA. Os
resultados deste experimento corroboram com trabalhos nas espécies ovina (SUKARDI et
al., 1997; VALCARCEL et al., 1997), suina e equina (SIRIVAIDYAPONG et al., 2000), ao
indicarem o FITC-PNA como marcador de acrossoma integro. Em contrapartida, Rathi et al.
(2001) relataram que, em espermatozéides de garanhdo, os acrossomas ndo corados com
FITC-PNA indicam acrossoma integro.

Um aspecto interessante a ser abordado foi a necessidade de se aumentar a
concentracdo de lectina utilizada para avaliacdo da integridade do acrossoma, uma vez que
na concentracdo recomendada por Roth et al. (1998), observou-se que poucos
espermatozéides de cdo apresentaram-se corados. Este fato pode ser explicado pela variagdo
na composicao e na fluidez das membranas das células espermaticas de diferentes espécies,
decorrente da auséncia ou reduzida concentracdo de canais i6nicos ou de proteinas
carreadoras (ALBERTS et al., 1997), afetando a afinidade bioquimica deste corante com a
membrana espermatica (CEROLINI et al., 2001; COLETO et al., 2001).

Como todas as células sob condigcdes aerébicas, 0s espermatozlides também
produzem ROS originados, principalmente, de sua atividade metabdlica normal (De
LAMIRANDE et al., 1997). Tem sido proposto que essa producdo, atua na regulacdo da
maturacdo espermatica, uma vez que Glutationa peroxidase (GPx) pode utilizar 0s grupos
tidis de proteinas nucleares como alternativa para reduzir a glutationa (GSH). A geracao de
lipideos peroxidados pelo ROS deve fornecer substrato para GPx promover a oxidacao
dessas proteinas e facilitar a condensagdo nuclear (AITKEN & VERNET, 1998).

Entretanto, varios estudos tém demonstrado que o processo de descongelacdo celular
causa danos oxidativos na membrana, decorrente do rapido aumento na utilizacdo de
oxigénio pelos espermatozdides apds periodo de interrup¢do do metabolismo, determinando
maior producdo de espécies reativas (BALL et al., 2001; BALL & VO, 2002) e
fragmentacédo de DNA (BAUMBER et al., 2003). Todavia, provavelmente o peroxido de
hidrogénio (H,0_), que forma radical hidroxil altamente toxicos (OH-) e induz leséo ao
DNA reduzindo o potencial fertilizante dos espermatozoéides (SALEH & AGARWAL,
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2002), seja o principal oxidante produzido durante os procedimentos de congelacdo e
descongelacédo espermaética.

Estudos recentes sugerem que a cromatina espermatica ou DNA é uma importante
medida da qualidade espermatica com maior capacidade de diagnostico e prognostico de
fertilidade (SALEH et al., 2003). Neste experimento, as células espermaticas de todos os
grupos experimentais, independente da adi¢do de vitamina C ou de Trolox, apresentaram
quase 100,00% de integridade de DNA. O que leva a crer que a congelacdo pode ter
determinado a producdo de outro tipo de oxidante ou que a quantidade de H,O, produzida
néo foi suficiente para causar danos, uma vez que apesar de haver sido constatada reducao
na motilidade espermatica de espermatozdides pertencentes aos grupos G3 e G4, ndo se
observou danos ao DNA destas células. Apesar de neste experimento ndo haver sido
mensurada a concentracdo de agentes oxidantes, os resultados de DNA corroboram com 0s
relatos de Donnelly et al. (1999), ao constatarem que a adi¢éo de ascorbato (300 e 600 uM)
ao meio de preparacdo de sémen humano ndo afetou a integridade de DNA, mas reduziu
significativamente a producdo de espécies reativas induzidas pelo H,O,. Similarmente, o-
tocoferol na concentracdo de 40 e 60 uM, inibiu a producdo de ROS induzida pelo H,0,, de
modo dose-dependente, mas ndo teve efeito na concentracdo basal de ROS.

A condicdo de estresse oxidativo nos espermatozoOides é causada pela elevada
concentragdo de ROS produzida por gametas imaturos, anormais (BALL et al., 2001; GIL-
GUZMAN et al., 2001) ou normais submetidos a congelacdo (WANG et al., 1997;
BILODEAU et al., 2000; BALL et al., 2001; CEROLINI et al., 2001; CHATTERJEE &
GAGNON, 2001), assim como baixa concentragdo de antioxidante no plasma seminal
(YEUNG et al.,, 1998). Nos espermatozdides de cdes submetidos a criopreservacao,
acrescido de diferentes concentraces de substancias antioxidantes, foi observado pequeno
porcentual de células com reducdo do corante NBT. Estes relatos possibilitaram interpretar
que espermatozoides anormais colhidos de homens inférteis (SALEH & AGARWAL, 2002;
ZINI et al., 2002; ESFANDIARI et al., 2003) apresentam maior grau de estresse oxidativo
do que aqueles colhidos de cdes com fertilidade comprovada e submetidos a congelacao.

Por outro lado, estudos tém mostrado que o a-tocoferol estd presente em pequenas
quantidades no plasma seminal e protege as células de mamiferos de estresse oxidativo
atraves da regeneracao desse antioxidante pelo ascorbato (KAGAN et al., 1992). Esses dois
antioxidantes (ascorbato ou a-tocoferol) agem sinergicamente com o objetivo de proteger

da ocorréncia de peroxidacdo lipidica, demonstrando resultados satisfatorios quando
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utilizados conjuntamente, reduzindo a producéo de ROS induzida pelo H,O, (DONNELLY
etal., 1999).

O NADPH citoplasmatico, produzido pela oxidacdo de glucose através da via
hexose monofosfato, serve como doador de elétrons. O sistema oxidase disponivel no
citoplasma, auxilia na transferéncia de elétrons da NADPH para o NBT reduzindo-o em
formazana (BAEHNER et al., 1976). Assim, a reacdo do NBT indiretamente, reflete a
atividade produtora de ROS no citoplasma da célula e, além disso, pode auxiliar a
determinar a origem celular de ROS em uma suspensdo heterogénea como o ejaculado.
Neste experimento, constatou-se que espermatozoOides dos grupos controle (G1) e
suplementados com 200uM de Trolox (G5), apesar de ndo diferirem estatisticamente dos
demais grupos, apresentaram menos células coradas por NBT na cabeca e peca
intermediaria, evidenciando que a adi¢do de 1200uM (G2) e 2400uM (G3) de Vitamina C e
de 100uM de Trolox (G4) ndo foram eficientes em inibir a producdo de ROS pelas células
espermaticas, mesmo que em pequena concentragao.

A decisdo em analisar particularmente a cabeca e a peca intermediaria, deveu-se ao
fato de haverem sido encontradas varias formas de combinagdes entre os parametros
observados, levando a avaliar aqueles que se apresentaram com maior frequéncia nas
amostras congeladas de sémen de cdo. O grande nimero de células que apresentou peca
intermediaria corada por NBT pode estar relacionado com a afirmativa de que a peca
intermediaria de espermatozdides dos animais domésticos é a principal regido produtora de
ROS (FORD, 2004). Explicando a diferenca entre os achados de formacéo de formazana na
cabeca ou no excesso de citoplasma residual encontrado na peca intermediaria de
espermatozéides de homens portadores de infertilidade (SALEH & AGARWAL, 2002;
ESFANDIARI et al., 2003).

Com base nos resultados em que a adicdo de vitamina C e Trolox, nas concentracdes
de 1200uM e 200uM, respectivamente, ao diluente Tris-gema utilizado no sémen congelado
de céo preservou a motilidade espermatica, conclui-se que a Vitamina C (1200uM) e Trolox
(200uM) podem ser utilizadas para congelacdo do sémen de c&o, todavia outros trabalhos
devem ser realizados visando estudar o efeito da adi¢do destas substancias antioxidantes,
isoladas ou em conjunto, assim como utilizando diferentes curvas de congelacéo e diluentes

no procedimento de criopreservacao do sémen de cao.
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3.2 INFLUENCIA DA ADICAO DE VITAMINA C E TROLOX NA VIABILIDADE
DE ESPERMATOZOIDES CRIOPRESERVADOS DE CAES, SUBMETIDOS A
DUAS CURVAS DE CONGELACAO

Vitamin C and Trolox addition to the viability of dog sperm cryopreserved
in two freezing rates

Zoraide Fernandes Coleto, Andréia Fernandes de Souza, Crisitane Scavuzzi Moura,
Ellen Cordeiro Bento da Silva, Dimas da Costa Marques Filho,

Maria Madalena Pessoa Guerra

Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Brasil

RESUMO

Taxas mais rapidas de refrigeracdo sdo necessarias para o sucesso da congelacdo de
sémen, possibilitando a recuperagdo de maior nimero de células vidveis e funcionais.
Objetivando estudar a influéncia da adicdo de vitamina C e Trolox na viabilidade de
espermatozdides de cdes criopreservados em duas curvas de congelacdo, utilizou-se “Pool”
com a segunda fracdo do sémen de quatro cdes. ApoOs avaliacdo das caracteristicas
macroscopicas e microscopicas, as amostras foram divididas em quatro aliquotas e diluidas
de acordo com os grupos experimentais: G1 = Tris-gema; G2 = Tris-gema + vitamina C
(1200uM); G3 = Tris-gema + Trolox (200uM) e G4 = Tris-gema + vitamina C (1200uM) +
Trolox (200uM). As amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 mL na concentragéo de
200 X 10° células espermaticas, criopreservadas em maquina utilizando duas curvas de
congelacdo (Curva 1 = 0,25°C/min até atingir 5 °C, seguido de uma rampa negativa, com
decréscimo de 15 °C/min, e outra rampa negativa, com reducéo de 10 °C/min, até atingir —
120 °C, Curva 2 = -0,25 °C/min até 5 °C, -20 °C/min até -5 °C, -20 °C/min até —120 °C), e
armazenadas em nitrogénio liquido. Apds descongelacdo, a motilidade espermatica nao
diferiu entre os grupos tratados com antioxidantes (vitamina C e Trolox) ou entre as duas
curvas de congelacdo. Na curva 1, o porcentual de acrossomas integros ndo diferiu entre 0s
grupos controle (G1) e com vitamina C (G2), mas foram inferiores (P < 0,05) ao de
vitamina C + Trolox (G4), enquanto na curva 2, ndo houve diferenga entre 0s grupos. Ao se

comparar curvas de congelacdo encontrou-se diferenca significativa (P<0,05) no porcentual
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de acrossomas reagidos do G2 (vitamina C). Grandes porcentuais de espermatozéides nao
apresentaram estresse oxidativo ou, quando ocorria, concentrava-se na peca intermediaria
das células. Conclui-se que se deve utilizar taxa de refrigeracdo de -20 °C/min nas curvas
negativas para congelacdo de sémen de cédes e que a adicdo de vitamina C e Trolox em
amostras diluidas em Tris-gema aumenta a viabilidade das células espermaticas congeladas
a -15 °C/min e -10 °C/min nas curvas negativas.

Palavras-chave: Temperatura, estresse oxidativo, antioxidante, sémen.

ABSTRACT

Quicker cooling rates are necessary for the semen freezing success, making possible
the recuperation of the most viable and functional cell numbers. Aiming to study the
influence of the effect of vitamin C and Trolox addition on the cryopreserved dog sperm
viability into two freezing curves, it was made the pool with the second semen fraction of
four dogs. After evaluation of the macroscopic and microscopic characteristics, the samples
were divided into four aliquots and diluted according to the experimental groups: G1 = Tris-
egg yolk; G2 = Tris-egg yolk + vitamin C (1200uM); G3 = Tris-egg yolk + Trolox (200uM)
and G4 = Tris-egg yolk + vitamin C (1200uM) + Trolox (200uM). The samples were
packaged in 0,25 mL straws with the concentration of 250 x 10° sperm cells, cryopreserved
in machine using two freezing curves (Curve 1 = -0,25°C/min until 5 °C, -15 °C/min until -5
°C, -10 °C/min until —120 °C; Curve 2 = -0,25 °C/min until 5 °C, -20 °C/min until -5 °C, -20
°C/min until —120 °C) and stored in liquid nitrogen. The spermatic motility after thawing did
not differ among the groups treated with antioxidants (vitamin C and Trolox) or between the
two freezing curves. The percentage of intact acrosome from curve 1, did not differ between
the control group (G1) and with vitamin C (G2), but were inferior (P < 0,05) than the
vitamin C + Trolox (G4), meanwhile in the Curve 2, there was no difference among the
groups. Comparing the freezing curves, it was found a difference (P < 0,05) on the
percentage of acrosome prevailed from G2 (vitamin C). Big percentages of sperm cells
showed no oxidative stress or, when it occurred, it was concentrated in the middle section of
the cells. It is concluded that it must be used cooling rate of -20 °C/min on the negative
curves to freeze dog semen, and that the addition of vitamin C and Trolox in Tris — egg yolk
diluted samples rise the viability of the spermatic cells frozen at -150 °C/min and -10 °C/min
on the negative curves.

Keywords: Temperature, oxidative stress, antioxidant, semen.
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INTRODUCAO

Alguns estudos tém demonstrado que os efeitos osmdticos e de temperatura,
determinados pelos procedimentos de congelacdo e descongelacdo, induzem grandes
alteracBes no volume de 4gua intracelular, resultando em consideravel estresse mecénico
nas membranas. Durante o procedimento de refrigeracdo, as células espermaéticas sao
submetidas a temperaturas de 5 a 4 °C. Temperaturas entre 4 a 0 °C sdo responsaveis pela
descontinuidade da permeabilidade da agua na membrana espermatica de camundongos,
sugerindo que a transicdo da fase da membrana, associada a sua elevada fragilidade, ocorre
nessa temperatura (NOILES et al., 1995).

Kumar et al. (2003) demonstraram que a curva de congelacdo de -30 °C/min é
considerada 6tima para minimizar os danos causados pelo processo de criopreservacao,
corroborando com os achados de Polge (1957), que originalmente reportou existir uma zona
critica de temperatura (entre —15 a —30 °C) responsavel por danos aos espermatozdides,
evidenciando que se a taxa de congelacao for inadequada, todas as células serdo danificadas
quando submetidas a temperatura de —80 °C.

Espécies reativas de oxigénio (ROS), também conhecidas como agentes oxidantes,
sdo radicais de oxigénio diatbmico gerados através de sistemas bioldgicos aerdbicos
(SHARMA & AGARWAL, 1996). As ceélulas, sob condigdes aerdbicas, requerem oxigénio
(O,) para dar suporte a vida, todavia seus metabdlitos podem modificar suas funcbes e/ou
sobrevivéncia (De LAMIRANDE & GAGNON, 1995). Normalmente observa-se equilibrio
entre a producdo de espécies reativas e seus sistemas inibidores (SHARMA & AGARWAL,
1996; OCHSENDORF, 1999). Todavia, pode ocorrer estresse oxidativo nas células, in vivo
e in vitro, como consequéncia de desequilibrio entre a producdo de ROS e as atividades
antioxidantes encontradas no sémen (SALEH & AGARWAL, 2002).

Durante o procedimento de criopreservagdo, a quantidade de ROS produzida pelos
espermatozdides depende da temperatura a que 0s mesmos sdo submetidos, uma vez que a
22 ou 4 °C esses gametas produzem mais ROS do que quando incubados a 37 °C (WANG et
al., 1997). Elevada produgdo de ROS ap6s os procedimentos de refrigeracdo e
congelacdo/descongelacdo do sémen bovino determinam alteragdo na estrutura e fluidez da
membrana espermatica causada pela peroxidacao lipidica (AITKEN & CLARKSON, 1987),
com consequente reducdo na motilidade esperméatica (CHATTERJEE & GAGNON, 2001).

Visando reduzir danos oxidativos causados pela elevada concentracdo de ROS,

alguns pesquisadores tém adicionado substancias antioxidantes em amostras de sémen de
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bovinos (BECONI et al., 1993; BILODEAU et al., 2001; FOOTE et al., 2002), ovinos
(MAXWELL & STOJANOV, 1996; UPRETI et al.,, 1997; STEFANOV et al., 2004),
caprinos (SINHA et al., 1996), suinos (PENA et al., 2003; ROCA et al., 2004) e humanos
(HUGHES et al., 1998; DONNELLY et al., 1999). Substancias antioxidantes como as
vitaminas C e E mostraram-se eficazes quando utilizadas na dieta de humanos (AITKEN et
al., 1993; De LAMIRANDE & GAGNON, 1993; GRIVEAU & LANNOU, 1997; HSU et
al., 1998) e no sémen de equinos (MARQUES et al., 2002). Entretanto, a quantidade
necessaria, a via de administracdo e os efeitos destas substancias nas espécies de animais
domesticos ainda ndo sdo totalmente conhecidos.

Objetivou-se com este trabalho estudar o efeito da adicdo de vitamina C e Trolox
(analogo sintético da vitamina E) na viabilidade de espermatozdides de cées criopreservados

utilizando duas curvas de congelacao.

MATERIAL E METODOS

Animais

Utilizaram-se quatro cdes da raca Cocker Americano, pertencentes a canil privado,
com idade entre 2 a 4 anos e diagnosticados através de avaliacdo prévia como férteis. Os
animais foram mantidos em boxes individuais e alimentados com racdo uma vez ao dia, e

com acesso livre a agua.

Colheita e analise de sémen

A colheita de sémen foi realizada através de manipulacédo digital, uma vez por semana,
durante trés semanas. Utilizou-se a fracdo rica em espermatozdides, colhida em célice
graduado, e avaliada macroscopicamente quanto a volume, cor e viscosidade. As
caracteristicas de motilidade (percentual de espermatozdides moveis) e vigor espermatico
(status da motilidade espermatica), com escore de 0 (sem movimento) a 5 (movimento
progressivo rapido), foram analisadas em microscopico Optico, de acordo com o CBRA
(Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal-1997).

Utilizou-se a técnica de Roth et al. (1998), modificada ao se utilizar 0,02 mg de lectina
obtida de Arachis hypogaea marcada com isotiocianato de fluoresceina em 350 uL de PBS
(Solucdo PNA), para avaliar a integridade do acrossoma espermético. Laminas foram

preparadas com 5uL da amostra e, apos secagem durante 5 minutos, foram armazenadas em
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caixas fechadas a 4 °C, durante 2 semanas. Para coloracdo, 30uL da solucdo PNA foram
colocados no centro da lamina anteriormente preparadas com a amostra de sémen e, apos
homogeneizacdo, as laminas foram armazenadas em caixas cobertas com papel aluminio a
temperatura de 5 °C, durante 20 minutos. Apés coloragéo, as laminas foram mergulhadas
em 50 mL de PBS (sem antibioticos) e secadas em caixas de isopor. A seguir, sobre a
lamina foram adicionados 5uL da solucdo UCD (5 mg de Na azide em 0,5 mL de PBS +
5mg de p-fenilenediamina a 0,1 % + 4,5 mL de glicerol, pH 8,0), cobriu-se com laminula, e
avaliou-se em microscopio fluorescente (filtro“MF”) com objetiva de 100X. Foram
analisadas 200 células espermaéticas classificadas como: a) acrossoma intacto quando a
cabeca e/ou regido apical apresentaram-se coradas em verde brilhante; b) acrossoma
parcialmente reagido se a cabeca apresentou-se mesclada de verde fluorescente; c)
acrossoma reagido quando a cabeca apresentou-se sem coloragdo verde ou foi observada
apenas uma faixa verde fluorescente na regido equatorial da cabeca dos espermatozoides.

A andlise da integridade do DNA espermatico foi realizada através da técnica de
fluorescéncia Acridine Orange (AO), de acordo com Evenson et al. (1999). Aliquotas de 10
uL de sémen foram diluidas em 1mL de solugdo Tris (0,01M), NaCl (0,15M) e EDTA
(0,001M) com 7,4 de pH, colocadas em tubos de microcentrifuga, transportados em
nitrogénio liquido e mantidos a temperatura de -20 °C até anélise. Apds descongelacdo a
37 °C, 100uL da suspensdo de espermatozoides foram colocados em tubos de
microcentrifuga imersos em gelo e adicionaram-se 100uL de solugdo acido detergente
(0,1% de Triton X-100, 0,08N de HCL e 0,15M de NaCl com pH 1,4). Trinta segundos
apos, foram adicionados 400uL de solucdo corante de AO (370mL de acido citrico
monohidratado 0,1 M + 630uL de Na,HPO, [dibasico] 0,2 M + 0,372g de EDTA [disodico]
+ 8,779 de NaCl, pH 6,0) e avaliadas 200 células utilizando filtro “MF” em microscopio de
fluorescéncia, de acordo com a seguinte interpretacdo: a) Células coradas em verde = DNA
integro; b) Células coradas em laranja ou vermelho = DNA danificado.

A analise do grau de estresse oxidativo dos espermatozdides, foi realizada através do
teste de coloragdo com Nitroblue Tetrazolium (NBT), descrito por Esfandiari et al. (2003).
Aliquotas de sémen foram diluidas em NBT (10,0%), na propor¢do de 1:1 (v:v). Apoés
incubacéo da suspensdo em temperatura de 37 °C durante 30 minutos, a mesma foi mantida
por periodo de 30 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 2509
durante 5 minutos. Descartado o sobrenadante, o esfregaco foi preparado utilizando o pellet

e submetendo a secagem em temperatura ambiente. A analise foi efetivada através da leitura
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de 200 células em microscopio de contraste de fase, de acordo com a presenca ou auséncia
de formazana na cabeca ou cauda espermatica: 1- formazana ocupando 50% ou menos da
cabeca ou cauda (+); 2- formazana ocupando mais de 50% da cabeca ou cauda (++); 3 -
auséncia de formazana (-) na cabeca ou cauda.

Determinou-se a concentracdo espermatica de cada amostra de sémen através da
camara de Neubauer. Somente foram utilizadas amostras que possuiam concentracdo > 200

x 10° espermatozoides/mL e motilidade espermatica > 80% e vigor > 3.

Diluicdo e congelagdo do sémen

O Pool do ejaculado dos animais foi diluido em Tris-gema (3,28 g de Tris-
hidroximetil-aminometano, 1,78 g de acido citrico monohidratado e 1,25 g de D-frutose,
dissolvidos em 100 mL de &gua destilada + 20% de gema de ovo) acrescido de diferentes
concentragdes de vitamina C ou Trolox e 7,0% de glicerol, constituindo os diferentes grupos
experimentais: G1 = Tris-gema; G2 = Tris-gema + vitamina C (1200uM); G3 = Tris-gema +
Trolox (200uM; analogo hidrossolivel da vitamina E) e G4 = Tris-gema + vitamina C
(1200uM) + Trolox (200uM).

As amostras foram envasadas em palhetas de 0,25mL a uma concentracdo celular de
200 X 10° e criopreservadas em maquina utilizando duas curvas de congelagdo: Curva 1 =
0,25°C/min até atingir 5 °C, seguido de uma rampa negativa, com decréscimo de 15 °C/min,
e outra rampa negativa, com reducdo de 10 °C/min, até atingir —120 °C; Curva 2 = -0,25
°C/min até 5 °C, -20 °C/min até -5 °C, -20 °C/min até —120 °C, momento em que as
amostras foram transferidas para nitrogénio liquido e armazenadas em botijdo criobiologico.

Apds uma semana, as amostras foram descongeladas a temperatura de 37 °C durante
30 segundos e diluidas em Tris (1:1; v:v) antes de serem analisadas quanto a motilidade,
integridade do acrossoma, integridade do DNA e grau de estresse oxidativo.

Andlise Estatistica

Para analise dos dados foram obtidas as medidas estatisticas: média e desvio padrao
e utilizados os testes t-Student, com variancias iguais ou desiguais, e o teste F (ANOVA).
No caso de diferengas significantes entre os tratamentos, foram utilizados testes de

comparacgOes pareadas de Tukey. A verificacdo da hipdtese de igualdade entre variancias foi
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realizada através do teste F para a finalidade especifica. Os dados foram digitados na
planilha Excel e o “software” utilizado para a obtengdo dos calculos estatisticos foi o0 SAS
(Statistical Analysis System) na versdo 8. A margem de erro, utilizada na decisdo dos testes

estatisticos, foi de 5%.
RESULTADOS

As amostras de sémen colhidas dos cdes apresentaram coloracdo branca com
viscosidade leitosa. As fracOes ricas em espermatozoides possuiram volume médio 0,98 mL,
com concentracdo espermatica média de 443,33 x 10° espermatozdides/mL. A motilidade
espermatica média foi de 83,50 + 3,13%.

A motilidade espermatica observada ap0s descongelacdo das amostras (Tabela 1)
apresentou valores que variaram de 50,00 + 10,00 (G2) a 66,67 £ 11,55 % (G3), ao se
utilizar a curva 1 de congelacdo. Todavia, nas amostras congeladas na curva 2 constatou-se
médias de 50,00 £ 10,00 (G2) a 73,33 + 5,77 % (G4), ndo apresentando diferenca
significativa entre os grupos tratados com diferentes substancias antioxidantes (vitamina C e

Trolox®), assim como entre as duas curvas de congelagdo utilizadas na maquina.

Tabela 1 — Motilidade espermatica de amostras de sémen de cdes da raca Cocker Americano
diluidas em Tris-gema suplementadas com vitamina C e Trolox e submetidas a duas curvas
de congelacao

Grupos Experimentais Motilidade (%)
Curval Curva 2
Média + dp Média + dp
Gl 66,67 + 5,77 73,33+ 5,77
G2 50,00 +£10,00 50,00 £10,00
G3 66,67 £11,55 66,67 +15,28
G4 56,67 = 5,77 70,00 £10,00

dp= desvio padrdo; G1= Tris-gema (Controle); G2= Tris-gema + 1200uM de vitamina C; G3= Tris-gema +
200 puM de Trolox; G4= Tris-gema + 1200uM de vitamina C + 200uM de Trolox; Curva 1 = -0,25°C/min até
5°C, -15 °C/min até -5 °C, -10 °C/min até —120 °C; Curva 2 = -0,25 °C/min até 5 °C, -20 °C/min até -5 °C, -20
°C/min até —120 °C.

A avaliagdo do acrossoma (Tabela 2; Figura la) nas amostras de sémen
criopreservadas demonstrou que os grupos controle (G1) e suplementado com vitamina C
(G2), quando congeladas na curva 1, ndo diferiram quanto ao porcentual de
espermatozdides que apresentaram acrossomas integros (cabecas coradas de verde), mas

foram significativamente inferiores (P < 0,05) aquele suplementado com Trolox (G3) ou
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vitamina C+ Trolox (G4). Todavia, na curva 2 ndo se constatou diferenca significativa
(P>0,05) entre os quatro grupos experimentais. Ao se comparar as duas curvas de
congelacdo, também ndo se observou diferenca significativa entre 0s grupos.

Quanto ao porcentual de células espermaticas que ndo se coraram com FITC-PNA e
foram classificadas como portadoras de acrossoma reagido, constatou-se ndo haver
diferenga entre as amostras suplementadas com vitamina C ou Trolox, nas duas curvas de
congelacdo (1 e 2). Entretanto, ao se comparar as curvas de congelacdo encontrou-se

diferenca significativa (P<0,05) naquelas suplementadas com Trolox (G3).

Tabela 2 — Porcentual de células espermaticas, coradas com FITC-PNA nas diferentes
regides da cabeca, colhidas de cdes da raca Cocker Americano diluidas em Tris-gema
suplementadas com vitamina C e Trolox e submetidas a duas curvas de congelacédo

Grupos Experimentais

Curva Gl G2 G3 G4

Variavel Média+dp Média+dp Médiatdp  Meédia+dp
Acrossoma intacto 1 1550 +4,33" 16,50+ 11,36° 39,17 +1,26™ 49,33 + 24,62"

2 32,33 +£3,33° 34,67 + 11,06 49,83 +5,30° 37,33+ 12,06
Acrossoma parcialmente 1 39,50 + 4,27 34,67 +8,14 34,83 +£13,75 32,00 + 18,38
reagido

2 40,83 + 8,98 44,33 + 5,39 38,00 + 2,29 36,67 + 14,29
Acrossoma reagido 1 32,83+ 7,97 43,33+15,04* 20,17+ 15,25 15,83+ 6,01

2 18,33+1550 12,50 +7,37" 6,00 + 2,00 16,50 + 4,50
Acrossoma parcialmente 1 12,17 + 10,73 5,50 +4,50 5,83+2,75 2,83 +3,62
reagido

2 8,50 + 7,21 8,50 + 3,04 6,17 + 4,80 9,50 + 5,63

dp= desvio padrdo; G1= Tris-gema (Controle); G2= Tris-gema + 1200uM de vitamina C; G3= Tris-gema +
200 puM de Trolox; G4= Tris-gema + 1200uM de vitamina C + 200uM de Trolox; Curva 1 = -0,25°C/min até
5 °C, -15 °C/min até -5 °C, -10 °C/min até —120 °C; Curva 2 = -0,25 °C/min até 5 °C, -20 °C/min até -5 °C, -20
°C/min até —120 °C. Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam P<0,05 entre grupos; Letras
mindsculas diferentes na mesma coluna indicam P<0,05 entre curvas de congelacéo.

Os espermatozdides que apresentaram acrossomas parcialmente reagidos (mesclados
de verde) ou reagidos (coloracdo verde fluorescente apenas na regido equatorial da cabeca)
ndo diferiram entre os grupos suplementados com vitamina C e Trolox ou entre as duas
curvas de congelacdo utilizadas. Foi constatado que o0s espermatozdides de cées

classificados como portadores de acrossoma intacto coraram-se em sua maioria na regiao
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acrossomal. Enquanto aqueles que j& haviam sofrido reagdo do acrossoma apresentaram-se,

na sua grande maioria, sem coloracéo verde fluorescente em toda regido da cabega.

Figura 1 - Espermatozdides de cdo da raga Cocker Americano com acrossoma (a) e
DNA (b) integros ap6s congelacdo em diluidor Tris-gema, na curva 2.

Ao teste de Laranja de Acridina (Figura 1b), constatou-se que 100,00% dos
espermatozdides de caes se apresentaram com coloracdo verde fluorescente, antes e depois
da congelacdo, indicando auséncia de dano no DNA, nos grupos suplementados com
vitamina C e Trolox e congelados nas duas curvas.

A avaliacdo do grau de estresse oxidativo das células espermaticas de caes (Figura 2)
revelou que 83,50 + 3,43 % ndo formaram formazana antes da congelacdo. Todavia, ap0s
congelacdo, os grupos tratados com antioxidantes, nas duas curvas de congelacdo (Tabela
3), tiveram maiores porcentuais de espermatozoides sem formazana em toda a sua extensdo
ou apenas na cabeca, indicando ndo haver estresse oxidativo ou, quando ocorria,
concentrava-se na peca intermediaria das células.

O porcentual de células que apresentou cabeca e peca intermediaria com (++) ou
sem (-) deposito de formazana, ndo diferiram entre 0s grupos experimentais, nem entre as
duas curvas de congelacao utilizadas (P > 0,05). As células que ndo apresentaram formacao
de formazana na cabeca (-) ou que apresentaram formazana na cabeca (++) ou peca
intermediaria (+), ndo diferiram entre 0s grupos suplementados com antioxidantes, com
excecao do grupo suplementado com vitamina C + Trolox (G4), ao evidenciarem diferenca
significativa (P<0,05) entre as curvas de congelagdo, demonstrando que a curva 1
determinou maior grau de estresse oxidativo nas amostras. Células com formacdo de

formazana na peca intermediaria (++), demonstraram nao haver diferenca entre as curvas de
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congelacdo, mas diferiram significativamente entre os grupos experimentais suplementados
com antioxidante, sendo que maior porcentual foi observado no grupo suplementado apenas

com vitamina C (G2).

Tabela 3 — Porcentual de células espermaticas de cédes da raca Cocker Americano coradas
com formazana na cabeca e peca intermediaria, indicando diferentes graus de estresse
oxidativo apos diluicdo em Tris-gema com vitamina C e Trolox, e submetidas a duas curvas
de congelacao

Grupos Experimentais

Formacdo de Formazana Curva Gl G2 G3 G4
Média+dp Médiatdp Média+dp Média=+dp
Cabeca e Pl (++) 1 1,17 + 1,61 7,00 + 2,00 4,50 + 2,29 417 +2,52
2 4,00 + 3,12 4,67 + 4,25 3,67+1,76 3,00 + 2,00
Cabeca e PI (-) 1 87,50+350  7400+3,04 8433+9,70 78,67 +4,93
2 90,33+6,11  77,83+506 91,67+551 85,67 +9,07
Cabega (++) 1 1,67 +1,76 3,83+2,36 3,67 +£2,08 3,50 + 0,507
2 2,33+2,52 4,83+ 3,62 3,17+2,57 0,67 +0,29°
Cabega (-) 1 86,67 +577 8067+4,16  86,33+7,52 80,83 +1,04°
2 87,33+752  77,83+511  8833+577  88,83+1,61°
Pl (++) 1 6,17+1,76" 13,00+1,00® 583+425% 867+176"
2 3,50+ 2,18 14,67 + 7,08 3,50 + 3,12 9,17 +5,01
Pl (+) 1 5,17 + 5,01 6,00 + 1,32 5,33 + 3,40 8,50 + 1,80°
2 2,17 +2,02 2,83+4,01 1,17 +1,26 2,17 +247°

Pl= peca intermediaria; dp= desvio padrdo; G1= Tris-gema (Controle); G2= Tris-gema + 1200uM de vitamina
C; G3= Tris-gema + 200 uM de Trolox; G4= Tris-gema + 1200uM de vitamina C + 200uM de Trolox; Curva
1 =-0,25°C/min até 5 °C, -5 °C/min até -5 °C, -10 °C/min até —120 °C; Curva 2 = -0,25 °C/min até 5 °C, -20
°C/min até -5 °C, -20 °C/min até —120 °C. Letras maiUsculas diferentes na mesma linha indicam P<0,05 entre
grupos; Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam P<0,05 entre curvas de congelagéo.



55

Figura 2 - Espermatozdides de cdo da raca Cocker
Americano com depdsito de formazana na cabeca (*) e
cauda (**) apos congelacdo em diluidor Tris-gema.

DISCUSSAO

Parametros relacionados a estrutura e funcdo espermatica, como motilidade,
integridade acrossomal e do DNA sdo Uteis no exame da qualidade do sémen congelado de
caes. Neste experimento, constatou-se que o porcentual de células moveis, obtidos nas duas
curvas de congelacdo, foi semelhante aos encontrados por Cavalcanti et al. (2002) e Silva et
al. (2003) ou superiores aos de Moura et al. (2002), também utilizando Tris-gema e glicerol,
evidenciando que a taxa de congelacdo ndo interferiu na motilidade espermatica. Estes
resultados corroboram com Polge (1957), ao demonstrar que as temperaturas de -15 a —30
°C utilizadas para congelacéo viabilizaram os espermatozéides criopreservados em ambiente
abaixo de —80 °C.

Constatou-se também que a adicdo de vitamina C e Trolox, isoladas ou em
associacao, ndo determinou aumento na taxa de motilidade espermatica, levando a supor
que ndo houve aumento na producdo de ROS, o tipo de oxidante produzido ndo foi sensivel
a acdo antioxidante da vitamina C e Trolox ou as concentragdes dos antioxidantes ndo foram
eficientes para contrapor os efeitos negativos de elevada concentracdo de ROS, nas
condicdes do experimento. Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que o grau de
estresse oxidativo do sémen depende da natureza e da quantidade de ROS produzido, assim
como do momento e da duracdo de exposicdo, associado a temperatura, tensdo de oxigénio e
ambiente (AGARWAL et al., 2003). Apesar disto, os resultados de motilidade obtidos neste
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experimento indicam, de acordo com os relatos de Concannon & Battista (1989) e Silva et
al. (1996), que o procedimento de congelacdo foi realizado de maneira adequada, uma vez
que a motilidade ¢ um parametro importante na avaliacdo do sémen, em virtude de ser
indispensavel ao processo de fecundacdo, possibilitando a fusdo e a penetracdo dos
espermatozéides nos ovocitos (URNER & SAKKAS, 2003).

Comparativamente, com exce¢do dos grupos suplementados com vitamina C, os
resultados de motilidade espermatica, obtidos utilizando as curvas 1 e 2 deste experimento
foram superiores aos 32,00 £ 17,00 % e 55,00 + 13,00% encontrados por Hay et al. (1997),
respectivamente, nas amostras refrigeradas a 28 e 12 °C/min utilizando Tris-gema. Da
mesma forma, observa-se superioridade nos resultados das duas curvas com a motilidade
relatada por Ivanova-Kicheva et al. (1997), tanto na congelacdo em pellets (20,45+1,71%)
quanto em tubos de aluminio (25,90+1,76%), usando frutose na composicdo do diluente.
Por conseguinte, mais estudos sdo necessarios visando utilizar concentracfes desta vitamina
diferente daquela utilizada neste experimento. Ressalta-se que o0s parametros foram
analisados por apenas um observador e obedecendo a todos os critérios definidos antes da
realizacdo do experimento.

Segundo Kumar et al. (2003), curvas de congelagdo de -30 ou -50 °C/min
determinaram valores similares de motilidade e viabilidade espermatica no sémen de
bovinos, ovinos e suinos e que a escolha entre taxas de congelagdo “rapida” ou “lenta”
depende do tipo de célula e é determinada pela permeabilidade da agua, area da superficie e
volume aquoso da célula. Os resultados utilizando sémen de céo ratificam esta afirmativa,
uma vez que ndo se constatou diferenca no porcentual de células méveis submetidas a duas
curvas de congelacdo, apesar das taxas de congelagdo terem sido menores (-20 °C/min ou -
15 °C/min e -10 °C/min) e da adicdo de substancias antioxidantes ao meio crioprotetor.

Processos de criopreservacdo danificam as organelas espermaticas e as membranas
em particular (WATSON, 1995), induzindo alteragcdes semelhantes a capacitacdo e reacao
do acrossoma na populagéo de células que sobrevivem (WATSON, 1995; BAILEY ET AL.,
2000). Desta forma, marcadores de membranas celulares sdo utilizados para avaliar a
viabilidade espermética, com o Diacetato de carboxifluoresceina (COLETO, 2000) ou
FITC-PNA, indicado para determinacdo do status acrossomal (ROTH et al., 1998).
Sirivaidyapong et al. (2000) relataram que o FITC-PNA é um excelente marcador de
acrossoma do espermatozoOide canino, constituindo-se em importante ferramenta de

avaliagdo da membrana espermatica de espermatozoides desta espécie.
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O aumento no porcentual de células apresentando acrossoma intacto (Al), ao se
utilizar Trolox (G3) ou vitamina C + Trolox (G4) na curva 1, quando comparado ao controle
(G1) ou tratado com vitamina C (G2), confirma que o Trolox (analogo da vitamina E) pode
ser utilizado como substancia antioxidante, uma vez que a vitamina E é conhecida como
inibidor primario de espécies reativas encontradas em pequenas quantidades nas membranas
celulares de mamiferos (SIKKA, 2004), assim como 0 seu sinergismo com a vitamina C
(BUETTNER, 1993). Entretanto, a curva 2 (-20 °C) proporcionou maior integridade do
acrossoma espermatico do que a curva 1 (-15 °C/min e -10 °C/min), tanto nas células do
grupo controle (G1) quanto nas suplementadas com Trolox (G3), demonstrando que,
dependendo da taxa de congelagéo, a adicdo de substancias antioxidantes pode determinar
maior viabilidade as células espermaticas.

Os menores porcentuais de células portadoras de acrossomas intactos no grupo
suplementado apenas com vitamina C, na curva 1, poderiam também estar relacionados ao
fato de que esta vitamina é instavel em meio aquoso (BACILA, 2003). Todavia, visando
reduzir este efeito negativo, a adicdo desta vitamina ao meio diluidor foi realizada pouco
antes da colheita de sémen, momento da colocagdo dos meios em banho-maria (37°C), tanto
para as amostras criopreservadas nas duas curvas de congelagéo.

Substéncias antioxidantes também tém sido utilizadas para reduzir injarias no DNA
celular (SHARMA & AGARWAL, 1996; SALEH & AGARWAL, 2002), causados por
espécies reativas de oxigénio (ROS) durante os processos de congelacdo (SIKKA, 2004;
GUERRA et al., 2004). Entretanto, apesar de haver sido identificada influéncia positiva da
adicdo de Trolox, isolada ou em associagdo com a vitamina C, ao se utilizar a curva 1 de
congelagdo (-15 e -10 °C), a analise de integridade de DNA nuclear demonstrou que néo
houve lesdo no material genético dos espermatozéides de cdo submetidos a congelacéo,
tanto no grupo controle quanto nos tratados com antioxidantes, nas duas curvas de
congelacdo. Por conseguinte, outros estudos devem ser realizados visando avaliar também a
integridade do DNA mitocondrial das células espermaticas submetidas aos efeitos da
congelacdo e, consequentemente, da elevada producdo de ROS, assim como do beneficio da
adicdo de antioxidantes nestes procedimentos.

A anélise do grau de estresse oxidativo através do teste de reducdo de NBT em
espermatozdides criopreservados de cdo, demonstrou a presenca de formazana na regido da
cabeca dos espermatozdides (++) ou na pecga intermediaria, de forma continua (++) ou
intermitente (+). De maneira geral, independente do tipo de antioxidante ou da curva de

congelacdo utilizada, constatou-se maior porcentual de células sem formacdo de formazana
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na cabeca e cauda espermatica, evidenciando equilibrio entre a quantidade de ROS
produzida e a atividade antioxidante do ambiente espermético (SALEH & AGARWAL,
2002). Todavia, ao se constatar auséncia de formazana apenas na cabeca (-), observou-se
que no grupo suplementado com vitamina C + Trolox (G4), houve efeito positivo da curva 2
sobre o porcentual de espermatozdides sem estresse oxidativo.

Os resultados do teste de estresse oxidativo obtidos neste experimento, através da
técnica de reducdo de NBT, constatou que a formazana na peca intermediaria ndo estava
vinculada com a presenca de gota citoplasmatica, diferindo dos relatos de Saleh & Agarwal
(2002) e Esfandiari et al. (2003). Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que em
espermatozdides de homens, as avaliacBes geralmente sdo efetuadas em pacientes que
apresentam problema de fertilidade, ao contrario dos cdes que nao apresentavam nenhum
tipo de doenca clinica ou reprodutiva. Além disso, pode estar relacionada com a afirmativa
de Ford (2004), de que a producdo de ROS nas células espermaticas de animais domésticos
ocorre principalmente na peca intermediéria.

Apesar das membranas espermaticas serem ricas em acidos graxos poliinsaturados
que as torna muito fluida e, a0 mesmo tempo, muito susceptivel a danos peroxidativos
induzidos por espécies reativas (De LAMIRANDE & GAGNON, 1995; SIKKA, 2004), o
elevado porcentual de células sem estresse oxidativo, caracterizado pela auséncia de
formacdo de formazana na cabeca e cauda, ratificam a elevada motilidade espermaética dos
grupos suplementados ou ndo com antioxidantes, nas duas curvas de congelacdo. Entretanto,
ao se associar estes resultados com os de células coradas de verde com FITC-PNA
(acrossomas integros), onde se constatou efeito positivo da adicdo de Trolox e Trolox +
vitamina C pode-se pensar que o efeito da congelacdo danifica, inicialmente, a membrana
celular, seguida de reducdo da motilidade e aumento de estresse oxidativo. Todavia, outros
tipos e concentracfes de substancias antioxidantes devem ser adicionadas ao diluente de
congelacdo do sémen de cées, visando conhecer 0 mecanismo de estresse oxidativo destas
ceélulas e o seu sistema de prote¢do antioxidante, da mesma forma que estudos ja realizados
com espermatozéides do homem (AURICH et al., 1997; OMU et al., 1999; ESKENAZI et
al., 2005).

CONCLUSOES

Com base nos resultados de integridade de acrossoma espermatico, conclui-se que se

deve utilizar taxa de refrigeracdo de -20 °C/min nas curvas negativas para congelacdo de
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sémen de cées e que a adi¢do de vitamina C e Trolox em amostras diluidas em Tris-gema
aumenta a viabilidade das células espermaticas congeladas a -15 °C/min e -10 °C/min nas

curvas negativas.
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3.3 VIABILIDADE ESPERMATICA POS-CONGELACAO DE SEMEN CANINO
DILUIDO EM TRIS-GEMA OU KENNEY, SUPLEMENTADO COM
ANTIOXIDANTES

Viability of dog sperm cells cryopreserved with Tris — egg yolk or Kenney and antioxidants

Zoraide Fernandes Coleto, Andréia Fernandes de Souza, Karen Mascaro Gongalves da Silva,
Patricia Fernandes Jasset, Mariana Diel de Amorim, Maria Madalena Pessoa Guerra

Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Brasil

RESUMO

Substancias diluidoras sdo utilizadas com o objetivo de proteger as células
espermaticas de efeitos deletérios do processo de congelacdo. Objetivando estudar a
viabilidade de espermatozoides de cdes criopreservados utilizando os diluentes Tris-gema e
Kenney adicionados com vitamina C e Trolox, colheu-se o sémen de quatro reprodutores da
raca Cocker Americano, com idade variando entre 2 e 4 anos, com fertilidade comprovada.
O sémen foi colhido através de manipulacdo peniana digital e o pool foi dividido em duas
aliquotas diluidas em Tris-gema ou Kenney. A seguir, a porcédo referente a cada diluente foi
dividido e acrescido de substancias antioxidantes, de acordo com o grupo experimental:
G1= diluente (Controle); G2 = diluente +1200 uM de vitamina C; G3= diluente +200 uM
de Trolox; G4= diluente + 1200 uM de vitamina C + 200 uM de Trolox. As amostras foram
envasadas em palhetas de 0,25 mL na concentracdo de 200 x 10° células espermaticas,
criopreservadas em maquina de congelacdo e armazenadas em nitrogénio liquido. Apds
descongelacdo, observou-se que amostras diluidas em Tris-gema suplementadas com
Vitamina C e Trolox (G4) apresentaram motilidade espermatica superior (P<0,05) aquelas
diluidas com vitamina C (G2) ou Trolox (G3), separadamente. Amostras de sémen diluidas
em Tris-gema, suplementadas com vitamina C + Trolox (G4), apresentaram maior
porcentual de integridade do acrossoma (50,33 + 11,25%; P<0,05) do que os demais grupos
experimentais. O grupo controle (G1) de amostras diluidas em Kenney apresentaram maior
porcentual (P<0,05) de células integras do que aquelas diluidas em Tris-gema. Observou-se
maior porcentual de células (P<0,05) com cabeca e cauda apresentando formacdo de

formazana (++) nas amostras suplementadas com Trolox (G3) e diluidas com Tris-gema
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quando comparada aquelas diluidas em Kenney. A constatacdo de cabeca e cauda sem
coloragdo com formazana ndo diferiu entre os grupos diluidos em Tris-gema e Kenney, mas
aqueles diluidos com Tris-gema apresentaram menor porcentual (P<0,05) no grupo G2
(Trolox). Conclui-se que o diluente Kenney é mais efetivo na preservacédo da viabilidade das
celulas espermaticas de cdo submetidas a congelacéo e que a suplementacdo da vitamina C
associada a Trolox, analogo da vitamina E, minimiza os efeitos deletérios da
criopreservacdo do sémen sobre a integridade do acrossoma espermatico de amostras

diluidas em Tris-gema.

Palavras-chave: Diluente, vitamina C, Trolox, estresse oxidativo.

ABSTRACT

Diluent substances are used with the objective of protecting the sperm cells from
deleterious effects on the freezing process. Aiming to study the viability of the dog sperm
cryopreserved using Tris — egg yolk and Kenney diluents added with vitamin C and Trolox,
the semen of four American Cocker, with age between 2 and 4 and proven fertility, were
harvested. The semen was harvested through digital manipulation and the pool was divided
into two aliquots diluted in Tris — egg yolk or Kenney. As following, the part referred to
each diluent was divided and added with antioxidant substances, according to the
experimental group: G1 = diluent (Control); G2 = diluent + 1200 uM of vitamin C; G3=
diluent +200 uM of Trolox; G4= diluent + 1200 uM of vitamin C + 200 uM of Trolox. The
samples were packaged in 0,25 mL straws in the concentration of 200X10° sperm cells,
cryopreserved in freezing machine and stored in liquid nitrogen. After thawing, it was
observed that the samples which were diluted in Tris — egg yolk added with vitamin C and
Trolox (G4) were superior (P<0.05) than those diluted with vitamin C (G2) or Trolox (G3),
separately. Cells diluted in Tri — egg yolk added with vitamin C + Trolox (G4) had higher
percentage of acrosomal integrity (50,33 + 11,25; P<0.05) than the other experimental
groups. The control group (G1) of the samples diluted in Kenney showed higher percentage
(P<0.05) of intact cells than those diluted in Tris — egg yolk. It was observed higher
percentage of cells (P<0.05) with head and tail showing the formation of formazana ++ on
the samples added with Trolox (G3) and diluted with Tri — egg yolk than those diluted in
Kenney. The finding of head and tail without formazan staining did not differ among the

groups diluted in Tri — egg yolk and Kenney, but those which were diluted with Tris — egg



66

yolk had lower percentage (P<0.05) on the group G2 (Trolox). It is concluded that the
Kenney diluent is more effective on the preservation of the viability of dog sperm cells that
were submitted to freezing, and that the addition of Vitamin C associated with Trolox,
analogue of vitamin E, minimize the deleterious effects of the cryopreservation of semen on

the sperm acrosomal integrity on the diluted samples in Tri — egg yolk.

Key Words: Diluent, vitamin C, Trolox, oxidative stress.

INTRODUCAO

Procedimentos convencionais de criopreservacéo de sémen causam extensivos danos
quimicos e fisicos as membranas espermaticas, 0s quais sao atribuidos a alteracdes na
transicdo da fase lipidica e/ou aumento na peroxidagdo (ALVAREZ & STOREY, 1992),
durante ou apo6s a congelacdo, com conseqiente reducdo no vigor e na porcentagem de
espermatozdides méveis (WATSON, 1995; ISACHENKO et al., 2004).

A membrana do acrossoma, derivada do aparelho de Golgi e formada durante a
espermiogénese (CUNNIGHAM, 2004; KIERSZENBAUM, 2004), apresenta as maiores
transformacgdes nos espermatozoides, sendo responsavel pela capacitacdo fisiologica
(WATSON et al., 1992; SUKARDI et al., 1997; CROSS 1998) e, por conseguinte, requer
protecdo durante os procedimentos de congelagdo (WATSON, 1995).

Substéncias diluidoras sdo utilizadas com o objetivo de proteger as células
espermaticas de efeitos deletérios do processo de congelacdo visando estabilizar a
membrana plasmatica, atuar como crioprotetores, fornecer nutrientes necessarios ao
metabolismo espermatico e servir como tampao para manutencdo do pH (JASKO, 1994).

Experimentos tém sido realizados com o objetivo de avaliar a eficiéncia de diversos
diluentes utilizados na criopreservacdo do sémen de cdo (OLAR et al., 1989; SILVA et al.,
1997; SILVA et al., 2000). A maioria dos protocolos utiliza diluidores a base de gema de
ovo, Tris, citrato de sodio (ANDERSEN, 1975; ENGLAND, 1993; SILVA et al., 2000) ou
leite desnatado (KENNEY et al., 1975), acrescido de frutose (MOURA et al., 2002), glucose
para refrigeracdo e congelacdo do sémen de cdo (PROVINCE et al., 1984; MOURA et al.,
1999; MOURA et al., 2002). A gema de ovo possui lipoproteinas de alta e baixa densidade
(BACILA, 2003) que protegem as células espermaticas de danos decorrentes do
processamento de criopreservacdo (MOUSSA et al., 2002; MOURA et al., 2002).



67

Substancias como albumina, encontrada na clara de ovo, tém sido utilizadas como
agente protetor de membranas de espermatozéides em humanos (TWIGG et al., 1998;
VISCONTI & KOPF, 1998). Glicerol e etilenoglicol séo crioprotetores utilizados no sémen
de cdo visando evitar danos causados aos espermatozoOides durante a congelagéo,
prevenindo ou reduzindo a formacéo de cristais de gelo, intra e extracelular que provocam
danos aos componentes celulares (CAVALCANTI et al., 2002).

Estudos visam reduzir danos causados as células espermaticas decorrentes dos
procedimentos de diluicdo, suplementacdo, armazenamento e variagfes de temperatura
(DERIVAUX, 1980), incidéncia direta de luz, efeitos de concentracio (PENA & LINDE-
FORSBERG, 2000), pH da amostra ou de substancias adicionadas, tempo de manipulacéo
das amostras (ROTH et al., 1998) e grau de estresse oxidativo relacionado ao metabolismo
espermatico (AITKEN, 1997; HEWITT & ENGLAND,1998; HOLT, 2000; ELZANATY et
al., 2002; KITAGAWA et al., 2004; ESKENAZI et al., 2005).  Os antioxidantes naturais,
como a carnitina (VICARI & CALOGERO, 2001) e as vitaminas C e E s&o utilizadas na
dieta de homens (FRAGA et al., 1991; OMU et al., 1999; ESKENAZI et al., 2005), na
suplementacdo do sémen de garanhGes (MARQUES et al., 2002) e na 4gua de beber de ratos
e coelhos (HSU et al., 1998; YOUSEF et al., 2003), com o propdsito de proteger as células
espermaticas contra danos causados pelo desequilibrio entre a producdo fisiologica de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade antioxidante total nos ejaculados
(AITKEN et al., 2004; GUERRA, 2005).

Objetivou-se com este trabalho estudar a viabilidade de espermatozéides de caes
criopreservados utilizando os diluentes Tris-gema e Kenney adicionados com vitamina C e
Trolox.

MATERIAL E METODOS

Animais

Utilizaram-se quatro cées da raga Cocker Americano pertencentes a canil privado, com
idade variando entre 2 e 4 anos e fertilidade comprovada. Os animais foram mantidos em

boxes individuais e alimentados com ragdo uma vez ao dia, e com acesso livre a 4gua.

Colheita e anélise de sémen

O sémen foi colhido através de manipulagéo digital, uma vez por semana, durante trés

semanas. O ejaculado foi colhido em calice graduado e utilizou-se apenas a fragdo rica em
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espermatozdides. O volume, a cor e viscosidade, foram macroscopicamente avaliados
quanto a motilidade (percentual de espermatozdides mdveis) e vigor espermatico (status da
motilidade espermatica), com escore de 0 (sem movimento) a 5 (movimento progressivo
rapido) foi avaliado em microscopico Optico, de acordo com 0 CBRA (1997).

A integridade do acrossoma espermatico foi analisada através da técnica de Roth et al.
(1998), modificada ao se utilizar 0,02 mg de lectina obtida de Arachis hypogaea marcada
com isotiocianato de fluoresceina (FITC) em 350 uL de PBS (Solugdo PNA). Colocaram-se
5uL da amostra em lamina e, ap6s secagem durante 5 minutos, armazenou-se em caixas
fechadas a 4 °C, pelo periodo de 2 a 4 semanas. Para coloracao, foram colocados 30uL da
solugdo PNA no centro da lamina preparada com a amostra de sémen e homogeneizou-se
até que a solucdo cobrisse grande area da lamina. As laminas foram colocadas na geladeira
em caixas cobertas com papel aluminio durante 20 minutos. Apos coloracdo, as laminas
foram mergulhadas em 50 mL de PBS (sem antibioticos) e secadas em caixas de isopor. A
seguir, adicionaram-se 5uL da solu¢do UCD (5 mg de Na azide em 0,5 mL de PBS + 5mg
de p-fenilenediamina a 0,1 % + 4,5 mL de glicerol, pH 8,0) na lamina, a qual foi coberta
com laminula. As ldminas foram avaliadas em microscopio fluorescente (filtro“MF”) com
objetiva de 100X. Foram analisadas 200 células espermaéticas classificadas como: a)
acrossoma intacto quando a cabeca e/ou regido apical apresentaram-se coradas em verde
brilhante; b) acrossoma parcialmente reagido se a cabeca apresentou-se mesclada de verde
fluorescente; c) acrossoma reagido quando a cabeca apresentou-se sem coloragéo verde ou
foi observada apenas uma faixa verde fluorescente na regido equatorial da cabeca dos
espermatozdides.

A integridade do DNA espermatico foi analisada através da técnica de fluorescéncia
Acridine Orange (AO), de acordo com Evenson et al. (1999). Apoés a colheita, diluiram-se
10 pL das amostras de sémen em 1mL de solucdo Tris (0,01M), NaCl (0,15M) e EDTA
(0,001M) com 7,4 de pH, em tubos de microcentrifuga, os quais foram transportados em
nitrogénio liquido e mantidos a temperatura de -20 °C até analise. Ap6s descongelacdo a 37
°C, 100uL da suspenséo de espermatozoides foram colocadas em tubos de microcentrifuga,
imersos em gelo e adicionaram-se 100uL de solucéo acido-detergente (0,1% de Triton X-
100, 0,08N de HCl e 0,15M de NaCl com pH 1,4). Trinta segundos apés, foram adicionados
400uL de solugéo corante de AO (370mL de acido citrico monohidratado 0,1 M + 630uL de
Na,HPO, [dibasico] 0,2 M + 0,372g de EDTA [disodico] + 8,77g de NaCl, pH 6,0) e

avaliadas 200 células utilizando filtro “MF” em microscopio de fluorescéncia, de acordo
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com a seguinte interpretacdo: a) Células coradas em verde = DNA integro; b) Células
coradas em laranja, ou vermelho = DNA danificado.

O grau de estresse oxidativo dos espermatozoides foi analizado utilizando-se o teste de
coloracdo com Nitroblue Tetrazolium (NBT), de acordo com Esfandiari et al. (2003).
Aliquotas de sémen foram diluidas em NBT (10,0%), na propor¢do de 1:1 (v:v). Apo6s
incubacéo da suspensdo em temperatura de 37 °C durante 30 minutos, a mesma foi mantida
por periodo de 30 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 2509
durante 5 minutos. Descartado o sobrenadante, o esfregaco foi preparado utilizando o pellet
e submetendo a secagem em temperatura ambiente. A anélise foi efetivada através da leitura
de 200 células em microscépio de contraste de fase, sob imersdo, de acordo com a presenca
ou auséncia de formazana na cabeca ou cauda espermatica: 1- formazana ocupando 50% ou
menos da cabeca ou cauda (+); 2- formazana ocupando mais de 50% da cabeca ou cauda
(++); 3 - auséncia de formazana (-) na cabega ou cauda.

A concentracdo espermatica de cada amostra de sémen foi determinada atraves da
camara de Neubauer. Somente foram utilizadas amostras que apresentaram concentracdo >

200 x 10° espermatoz6ides/mL, motilidade espermatica > 80% e vigor > 3.

Diluicdo do sémen

Ap0s andlise, realizou-se um “Pool” do ejaculado dos animais, o qual foi dividido em
duas aliquotas e diluidos com Tris-gema (3,28 g de Tris-hidroximetil-aminometano, 1,78 g
de &cido citrico monohidratado e 1,25 g de D-frutose, dissolvidos em 100 mL de agua
destilada + 20% de gema de ovo) ou Kenney (2,4 g de leite desnatado, 4,0 g de glucose,
0,75 mL de bicarbonato de sé6dio a 10%, 20 mg de gentamicina, dissolvidos em 100 mL de
agua bidestilada), modificado de Kenney (1975) pela adicdo de 20% de clara de ovo.

Cada aliquota referente ao diluidor Tris-gema ou Kenney, foi dividida em quatro
porgdes iguais, acrescidas de diferentes concentragdes de vitamina C ou Trolox e 7,0% de
glicerol, constituindo os diferentes grupos experimentais: G1 = Diluente (Controle); G2 =
Diluente + 1200uM de vitamina C; G3 = Diluente + 200uM de Trolox; G4 = Diluente +
1200uM de vitamina C + 200uM de Trolox.
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Congelagéo do sémen

Apbs envase das amostras em palhetas de 0,25 mL, na concentracdo de 200 X 10°
celulas espermaéticas, realizou-se a congelacdo em maquina utilizando a curva de
0,25°C/minuto até 5°C, de 20°C/minuto até -5°C, assim como de 20°C/minuto até -120°C. A
seguir, as palhetas foram imersas e armazenadas em nitrogénio liquido a -196 °C. Uma
semana apods, as amostras foram descongeladas a temperatura de 37 °C durante 60 segundos
e diluidas em Tris (1:1; v:v) antes de serem analisadas quanto a motilidade, vigor,
integridade do acrossoma e do DNA, e grau de estresse oxidativo.

Andlise estatistica

Para a analise dos dados, foram obtidas as medidas estatisticas: media e desvio padrédo e
utilizados os testes t-Student com variancias iguais ou desiguais e o teste F (ANOVA) e no
caso de diferencas significante entre os grupos, foram utilizados testes de comparacdes
pareadas de Tukey. A verificacdo da hipotese de igualdade entre variancias foi realizada
através do teste F, para a finalidade especifica. Os dados foram digitados na planilha Excel.
O software utilizado para a obtencdo dos calculos estatisticos foi 0 SAS (Statistical Analysis
System-versdo 8). A margem de erro, utilizada na decisdo dos testes estatisticos, foi de
5,0%.

RESULTADOS

As fragBes ricas em espermatozdéides apresentaram volume médio de 1,04 mL, com
concentragdo espermatica média de 381,6 x 10° espermatozéides/mL. Antes da congelagéo,
as células apresentaram valores de motilidade e vigor de, respectivamente, 83,33 + 2,89% e
4,33 £ 0,58.

Apos descongelacdo (Tabela 1), observou-se que amostras diluidas em Tris-gema,
qguando suplementadas com Vitamina C e Trolox (G4) n&o diferiram do grupo controle
(G1), mas foram superiores (P<0,05) aquelas diluidas com vitamina C (G2) ou Trolox (G3),
separadamente. Todavia, amostras diluidas em Kenney ndo demonstraram diferenca
significativa entre os grupos controle e os suplementados com vitamina C ou Trolox. Foi
observado que, o vigor apresentado pelas amostras de sémen, ndo diferiu entre os diluentes
(Tris-gema ou Kenney) suplementados com vitamina C ou Trolox, sendo considerado bom

para amostras criopreservadas de sémen de céo.
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Na avaliacdo do acrossoma espermatico antes da congelacdo constatou-se que 84,50
+ 4,27% de células apresentaram acrossoma integro. Apds a descongelacdo (Tabela 2;
Figura 1a), células diluidas em Tris-gema suplementadas com vitamina C + Trolox (G4),
apresentaram maior porcentual de integridade (50,33 + 11,25) do que os demais grupos
experimentais, com porcentuais de integridade de 16,00 + 11,69 (G1), 20,50 + 16,53 (G2) e
39,67 + 1,76 (G3). Nos grupos em que se utilizou o diluente Kenney ndo se observou
diferenca entre os grupos controle e os demais grupos suplementados com vitamina C (G2),
Trolox (G3) ou vitamina C + Trolox (G4). Todavia, ao se comparar o efeito dos diluentes
(Tris-gema ou Kenney), em cada grupo suplementado com antioxidantes, constatou-se que 0
grupo controle (G1) de amostras diluidas em Kenney apresentaram maior porcentu al
(P<0,05) de células integras do que aquelas diluidas em Tris-gema.

Apos avaliacdo do DNA através do teste Acridine Orange constatou-se que 100,00%
das células espermaéticas, antes ou depois da congelacdo, encontravam-se coradas de verde
fluorescente (Figura 1b), demonstrando ndo haver danos na estrutura do DNA nuclear, em
todos 0s grupos experimentais, independente de diluente (Tris-gema ou Kenney) ou

suplementacdo com substancias antioxidantes.

Tabela 1 — Porcentual de motilidade e vigor espermatico de amostras de sémen de cdes da
raca Cocker Americano submetidas a congelacdo utilizando vitamina C e Trolox nos
diluentes Tris-gema ou Kenney

Motilidade (%) Vigor (0-5)
Grupos Tris-gema Kenney Tris-gema Kenney
Experimentais Média £ dp Média + dp Média + dp Média + dp
G1 66,67+6,77° 76,67+5,77 4,00+0,00 4,33+0,58
G2 50,00+0,00" 63,33+15,28 3,67+0,58 4,00£1,00
G3 50,00+0,00" 63,33+£11,55 4,00+0,00 3,67+0,58
G4 66,67+11,552 66,67+5,67 3,67+0,58 3,67+0,58

dp= desvio padréo; G1= Diluente (Controle); G2= Diluente + 1200uM de vitamina C; G3= Diluente + 200 uM
de Trolox; G4= Diluente + 1200uM de vitamina C + 200uM de Trolox; Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna indicam P<0,05.
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Tabela 2 — Porcentual de espermatozoides de cdes da raca Cocker Americano com
acrossomas intactos apds congelagdo utilizando vitamina C e Trolox nos diluentes Tris-
gema ou Kenney

Acrossomas integros (%)

Grupos Tris-gema Kenney
Experimentais Media + dp Media + dp
Gl 16,00 + 11,698 64,33 + 7,82"
G2 20,50 + 16,53% 33,50 + 4,92
G3 39,67 + 1,76 53,33 + 25,25
G4 50,33 + 11,25° 50,67 + 20,57

dp= desvio padrdo; G1= Sem antioxidante (Controle); G2= Diluente + 1200uM de vitamina C; G3= Diluente
+ 200 puM de Trolox; G4= Diluente + 1200uM de vitamina C + 200uM de Trolox; Letras mindsculas
diferentes na mesma coluna indicam P<0,05; Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam P<0,05.

Figura 1 - Espermatozdides de cdo da raca Cocker Americano com acrossoma (a) e
DNA (b) integros ap6s congelacdo em diluidor Kenney.

A andlise do grau de estresse oxidativo foi observada através da formagdo de
formazana na cabeca ou em toda a extensdo da cauda dos espermatozoides, desde sua
insercdo até a peca principal, de forma continua ou intermitente (Tabela 3; Figura 2).
Observou-se maior porcentual de células (P<0,05) com cabeca e cauda apresentando
formacéo de formazana (++) nas amostras suplementadas com Trolox (G3) e diluidas com
Tris-gema quando comparada aquelas diluidas em Kenney. A constatacdo de cabeca e cauda
sem coloracdo com formazana nao diferiu entre os grupos diluidos em Tris-gema e Kenney,
mas aqueles diluidos com Tris-gema apresentaram diferenca entre os grupos (P<0,05)
suplementados com antioxidantes, sendo constatado menor porcentual no grupo G2
(Trolox).
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Figura 2 - Espermatozdéides de cdo da raga Cocker
Americano sem coloracdo de formazana na cabeca
(*) e com deposito de formazana na cauda (**) ap6s
congelacao em diluidor Kenney.

Tabela 3 — Porcentual de espermatozdides de cdes da raca Cocker Americano com
diferentes graus de estresse oxidativo avaliado através de formacdo de formazana, apds
congelacao utilizando Tris-gema ou Kenney suplementados com vitamina C e Trolox

Grupos experimentais

Variavel Diluidor Gl G2 G3 G4
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

Cabeca e cauda Tris-gema  5,8340,29 3,17+2,75 3,83+1,76° 2,17+1,53
Formazana ++
Kenney 2,17+0,29 2,33+1,89 0,50+0,50° 3,33+2,08

Cabeca e cauda Tris-gema 85,33+1,15"°® 82,17+2,47° 88,33+1,04"® 93,17+6,03"
Formazana -
Kenney 84,17+14,18  79,17+£9,54 88,67+3,01 83,17+11,81

Cabeca Tris-gema  550+0,50*  2,83+0,76"®  4,00£1,73*  1,17+0,76™
Formazana ++

Kenney 2,83+1,61 2,0042,29 4,00+2,50 4,00+0,87°
Cabeca Tris-gema  80,17+0,58% 83,00+2,78° 86,00+1,80"°  91,33+4,04"

Formazana -
Kenney 83,83+12,77 80,67+9,31 85,00+2,00 81,83+7,91

Peca intermediaria Tris-gema  6,33+0,76 9,67+6,35 4,67+0,76 4,17+4,54
formazana ++
Kenney 8,67%6,03 12,33+£7,09 6,17+0,58 8,8315,84

Peca intermediaria  Tris-gema  2,50+00,00 5,00+3,61 3,17+1,15 0,50+0,87
Formazana +
Kenney 5,00+8,66 6,17+5,06 4,67+2,75 4,67+4,16

dp= desvio padrdo; G1= Diluente (Controle); G2= Diluente + 1200uM de vitamina C; G3= Diluente + 200 uM
de Trolox; G4= Diluente + 1200uM de vitamina C + 200puM de Trolox. ; Letras minusculas diferentes na
mesma coluna indicam P<0,05; Letras maiGsculas diferentes na mesma linha indicam P<0,05.



74

Nos espematozdides que apresentaram cabeca com formazana (++), constatou-se
diferenca entre os diluentes Tris-gema e Kenney apenas quando os mesmos foram
suplementados com vitamina C + Trolox (G4). Entretanto, ao se analisar as amostras, de
acordo com cada diluente isoladamente, observou-se menor porcentual de cabecas com
estresse oxidativo (P<0,05) nas amostras diluidas em Tris-gema com adicéo de vitamina C +
Trolox (G4). Ao se observar cabeca sem formacdo de formazana, pode-se comprovar que
ndo houve diferenca entre aquelas diluidas em Tris-gema ou Kenney, mas constatou-se
maior porcentual de células pertencentes ao grupo G4 (vitamina C + Trolox) sem estresse
oxidativo na cabeca. Ao se avaliar espermatozdides com peca intermediaria corada com
formazana (+ e ++), ndo se observou diferenca significativa entre diluentes, assim como

entre 0s grupos suplementados com antioxidantes.

DISCUSSAO

Apdbs a criopreservacdo apenas uma porcao de espermatozoides permanece viva
(WATSON, 1995), uma vez que subpopulacGes de células podem sofrer danos letais
(WATSON, 2000), relacionados ao metabolismo aerobico resultante da elevada producéo
de ROS que podem danificar DNA, lipidios, proteinas e carboidratos (SIES, 1993), ou a
manipulacdo, diluicdo e criopreservacdo do sémen (DERIVAUX, 1980; ROTH et al., 1998;
PENA & LINDE-FORSBERG, 2000).

A diluicdo de espermatozoides mamiferos com pequenos volumes de solugédo salina
ou outras solucdes isotdnicas é responsavel pela ativacdo da motilidade. Entretanto, extensas
diluicBes determinam perda irreversivel da motilidade, da atividade metabdlica e da
capacidade fertilizante in vivo, conhecida como efeito diluicio (MANN, 1964). O
mecanismo de inativacdo espermatica causada pela diluicdo excessiva se assemelha aquela
observada na senescéncia de espermatozoides durante o armazenamento, como resultado do
choque térmico ou de outros tratamentos que desestabilizem as membranas espermaticas
(GILLAN & MAXWELL, 1999).

Além do efeito osmotico, acredita-se que a diluicdo do sémen também reduz
proteinas, antioxidantes naturais e outros componentes benéficos do plasma seminal
necessarios para manutencdo da integridade da membrana e funcdo espermatica. Alem
disso, a reducdo destes componentes pode criar cargas energéticas entre espermatozoides,

resultando em aglutinagdo cabeca-a-cabeca, um problema que pode ser minimizado através
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da adicdo de pequenas quantidades de proteinas ao meio, como albumina do soro bovino, ou
de plasma seminal (MAXWELL & JOHNSON, 1997).

Durante o processo de criopreservacdo observa-se reducdo irreversivel na
motilidade, na integridade morfoldgica e na capacidade fertilizante de uma subpopulacéo de
espermatozdides, os quais podem ser resultantes do acumulo de produtos téxicos do
metabolismo celular ou, principalmente, pelo aumento na produgéo de ROS (WANG et al.,
1997; BALL etal., 2001; BAUMBER et al., 2003).

Protecdo contra a elevada concentracdo de ROS e prevencdo de danos celulares
através da capacidade antioxidante total encontrada nos espermatozoides ou no plasma
seminal, sdo de grande importéancia para a fisiologia da reproducéo (LEWIS et al., 1997;
OCHSENDORF et al., 1998; YEUNG et al., 1998). O plasma seminal ndo ¢ a unica fonte de
antioxidante extracelular do sistema reprodutor masculino (IRVINE, 1996). No epididimo, a
relativa deficiéncia de enzimas antioxidantes intracelulares e a elevada concentracdo de
acidos graxos insaturados na membrana dos espermatozoides, faz com que 0s mesmos
sejam extremamente vulneraveis a estresse oxidativo (GIL-GUZMAN et al., 2001). No
entanto, ao atingirem a cauda do epididimo, esses gametas encontram microambiente
repleto de substancias antioxidantes (Glutationa sintetase, GPx5, PH-GPx ou GPx4,
Tioredoxina peroxidase, CuZu-SOD e Glutationa S-transferase) que reduzem a
concentracdo de ROS (JERVIS & ROBAIRE, 2001; ELZANATY et al., 2002).

Durante a ejaculacdo, a secre¢do das glandulas sexuais acessorias adiciona algumas
defesas antioxidantes ao sémen, como a Superoxido dismutase, Catalase (ZINI et al., 2002),
Glutationa peroxidase (YEUNG et al., 1998), vitaminas C e E, hipotaurina, taurina e
albumina (LEWIS et al., 1997; YEUNG et al., 1998), cuja concentracdo e origem dependem
da espécie. Entretanto, durante o procedimento de criopreservacdo, o plasma seminal,
considerado fonte de protecdo antioxidante dos espermatozdides, € removido ou diluido
atraves da adigdo de substancias com capacidade de manter o pH, aumentar o volume do
ejaculado e proteger contra choque térmico (JASKO, 1994).

O é&cido ascorbico é conhecido por atuar como agente inibidor de grande variedade
de ROS (SIES et al., 1992), enquanto a vitamina E (a-tocoferol e seus derivados) €
considerado o inibidor primario de espécies reativas encontradas em pequenas quantidades
nas membranas celulares de mamiferos e no plasma seminal (SIKKA, 2004). Neste
experimento, constatou-se que amostras diluidas em Tris-gema, quando adicionadas de
vitamina C (G2) ou Trolox (G3) isoladamente, devem ter inibido a fisiologia espermatica,

uma vez que apresentaram reducdo do porcentual de células moveis. Fato que pode ser
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explicado pelas concentracfes de vitamina C e Trolox utilizadas, uma vez que trabalho
desenvolvido anteriormente (dados né&o publicados) constatou que adicdo de vitamina C e
Trolox, nas mesmas concentrac@es utilizadas neste experimento, foi considerada elevada ou
reduzida, respectivamente, determinando inibicdo da fisiologia espermatica de cées, apesar
de apresentarem valores superiores aos 30% recomendados por Concannon & Battista
(1989) para serem utilizadas na inseminagéo artificial (SILVA & VERSTEGEN, 1995;
SILVA et al., 1996).

Os valores de motilidade espermatica, encontrados em amostras de sémen de cdo
diluidas em Tris-gema, com vitamina C ou Trolox, foram semelhantes aos observados por
Moura et al. (1999, 2002) utilizando este diluente sem adi¢do de antioxidantes. Entretanto,
foram superiores aos relatados por Cavalcanti et al. (2002), ao utilizarem Tris-gema
acrescida de glicerol a 7% (31,20%) ou etilenoglicol a 4 (19,00%) e 7% (13,53%).

Todavia, a adi¢cdo de vitamina C ou Trolox, isolados ou em conjunto, a0 meio
diluidor Kenney nédo determinou nenhuma alteracdo na motilidade espermética, mas foram
maiores do que aquele relatado por Moura et al. (1999, 2002), sem adi¢do de antioxidantes.
Estes achados podem ser explicados pela adicdo de ovoalbumina a este diluidor, uma vez
que esta proteina é considerada um antioxidante efetivo devido a sua afinidade por anions
ou como reguladora da pressdao osmotica no transporte de acidos graxos (TWIGG et al.,
1998; VISCONTI & KOPF, 1998). Entretanto, a associacdo de vitamina C e Trolox (G4) ao
meio diluidor Tris-gema ou Kenney parece ndo ter determinado nenhum efeito sobre a
motilidade das células, uma vez que ndo se contatou diferenca entre estes grupos e o
controle. Estes resultados podem ser decorrentes da adicdo inadequada dos antioxidantes ou
da producdo de agente oxidante diferente do peroxido de hidrogénio (H,0), divergindo de
Buettneer (1993) ao relatar que a vitamina C atua sinergicamente com a vitamina E através
da geracdo de tocoferol a partir de radicais tocoferoxil, produto da interacdo de tocoferol e
radical livre de oxigénio. Estas vitaminas agem prevenindo a peroxidacdo lipidica,
reduzindo a producdo de ROS induzida por H,O, e protegendo os espermatozoides contra
danos de DNA (DONNELLY et al., 1999).

As médias de motilidade e vigor, encontrados nos grupos diluidos com Tris-gema ou
Kenney foram acima dos valores recomendados para doses de sémen congeladas
(CONCANNON & BATTISTA, 1989; SILVA & VERSTEGEN, 1995; SILVA et al.,
1996), evidenciando que, independentemente da adicdo de antioxidantes, estes diluentes,
foram eficientes na preservacdo de danos espermaticos em amostras de sémen congeladas

de cées. Fato que pode ser explicado pela adicdo de gema de ovo ou de ovoalbumina
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contidas na clara, ou pelo controle de temperatura realizado na maquina de congelagdo. Os
resultados observados também podem ser decorrentes do tempo de descongelacdo das
amostras, que se mostrou mais efetivo a 37°C durante 60 segundos, quando comparados a
outros resultados obtidos em experimentos realizados em nosso laboratorio.

A andlise de integridade de acrossoma através da técnica de FITC-PNA demonstrou
que espermatozoides de cdo coraram-se apenas na regido acrossomal da célula, corroborando
com Roth et al. (1998), ao utilizarem este corante no sémen de antilope. Neste experimento,
contatou-se que as amostras de sémen diluidas em Kenney apresentaram de maneira geral
desempenho mais satisfatorio do que aquelas em que se utilizou Tris-gema. Todavia,
observou-se que o0s espermatozéides diluidos tanto em Tris-gema quanto em Kenney,
apresentaram grandes porcentuais de células com acrossoma parcialmente reagidos, que
segundo Roth et al. (1998), esta relacionado ao inicio do processo de reacdo acrossémica que
ocorre durante a preparacdo da ldamina. Ao se avaliar a integridade de acrossoma em amostras
diluidas em Tris-gema, observou-se maior porcentagem de células integras ao se adicionar
vitamina C + Trolox (G4), sinalizando haver ocorrido sinergismo entre estas substancias
antioxidantes, potencializando a acdo do andlogo da vitamina E (Trolox), considerado o
inibidor primério de radicais livres encontrados em pequenas quantidades nas membranas
celulares de mamiferos (SIKKA, 2004). Todavia, constata-se que a adi¢cdo de substancias
antioxidantes ndo aumentou a integridade células diluidas em Kenney, enquanto o grupo
controle mostrou ser superior aquele diluido em Tris-gema, evidenciando que a integridade
do acrossoma das células espermaticas é maior em amostras diluidas Kenney (a base de leite
desnatado) acrescido de albumina do que em Tris-gema, que necessitou da adicdo de
vitamina C e Trolox para preservar a integridade do acrossoma dos espermatozoides.

De acordo com as recomendacbes de Concannon e Battista (1989) e com o0s
resultados de integridade do acrossoma, as amostras de sémen diluidas em Tris-gema
suplementadas com Trolox (G3) ou vitamina C + Trolox (G4), e aquelas diluidas em
Kenney, com ou sem antioxidantes, poderiam ser utilizadas para inseminacéo de cadelas, por
apresentarem valores maiores que 30%.

A adicédo de acido ascorbico e a-tocoferol em diluentes de sémen humano, fornece
significante protecdo a danos de DNA espermatico (HUGHES et al., 1998). O é&cido
ascorbico inibe radicais hidroxil hidrossoluveis encontrados em maior concentragdo no
plasma seminal (SIES et al., 1992). A vitamina E (a-tocoferol e seus derivados) protege as
células do estresse oxidativo (KAGAN et al., 1992) e de danos da membrana e do DNA
(SIKKA, 2004). Segundo Hughes et al. (1998), as vitaminas C e E quando utilizadas
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separadamente como suplementacdo espermatica promovem protecdo contra danos de
DNA, mas quando adicionadas juntas determinam efeitos negativos a estas células.

Apesar de ndo haver sido mensurada a concentracdo de ROS em amostras
criopreservadas de sémen de cdo, utilizando os diluentes Tris-gema ou Kenney,
suplementados com vitamina C ou Trolox, acredita-se que a formagdo de agente oxidante
foi insuficiente para determinar danos ao material genético do ndcleo celular, uma vez que
ndo foram constatados danos ao DNA de nenhuma amostra de sémen, justificando as
afirmacdes de que o estresse oxidativo que induz dano no DNA esté associado a sémen de
baixa qualidade em homens com histérico de subfertilidade (AITKEN & KRAUSZ, 2001;
CHOHAN et al., 2003; MOUSTAFA et al., 2004), diferindo dos cdes utilizados neste
experimento, que apresentavam boa qualidade seminal. Vale ressaltar que nenhum
procedimento de lavagem ou de centrifugacdo foi realizado no sémen utilizado neste
experimento que aumentasse a producdo de ROS (TWIGG et al., 1998).

Neste experimento, constatou-se que amostras diluidas em Kenney ndo apresentaram
diferenca entre os grupos suplementados com antioxidantes e o controle quanto ao
porcentual de células sem estresse oxidativo, classificadas como cabeca e cauda sem
coloragdo com formazana, evidenciando que este diluidor determinou menor grau de
estresse oxidativo as células esperméticas. Entretanto, ao se utilizar o diluente Tris-gema,
constatou-se que a associacao de vitamina C e Trolox foi superior a adicdo de vitamina C,
apesar de nao diferirem do grupo controle, discordando dos relatos de Rolf et al. (1999).
Todavia estes autores adicionaram essas vitaminas (C e E) a dieta de homens portadores de
astenozoospermia ou oligozoospermia moderada e ndo observaram melhora nos parametros
seminais.

Deve-se ressaltar que em todas as classificaces de formacdo de formazana na
célula espermatica, constatou-se maiores porcentuais de células classificadas como cabeca e
cauda negativas e cabecgas negativas, evidenciando que o grau de estresse oxidativo das
células espermaticas de cées submetidas a congelacéo, foi menor, do que aquele observado
no sémen humano portador de subfertilidade, evidenciando nivel satisfatorio de maturagdo
de células espermaticas (MOUSTAFA et al., 2004) colhidas dos cdes ou que os diluentes
Tris-gema e Kenney acrescido de ovoalbumina, sozinhos ou suplementados com
antioxidantes (vitamina C e Trolox), podem ter se ligado a componentes de membrana ou
ter funcionado como aceptor de anions, respectivamente, protegendo as células durante a
criopreservacdo (KAGAN et al., 1992).
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Por conseguinte, baseado nos dados de motilidade e integridade do acrossoma,
conclui-se que o diluente Kenney é mais efetivo na preservagdo da viabilidade das células
espermaticas de cdo submetidas a congelacdo e que a suplementacdo da vitamina C
associada a Trolox, analogo hidrossoluvel da vitamina E, minimiza os efeitos deletérios da
criopreservacdo do sémen sobre a integridade do acrossoma espermatico de amostras

diluidas em Tris-gema.
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