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RESUMO

Com o avanco das biotécnicas reprodutivas e do melhoramento animal, em todas as espécies
de interesse econdmico, o aprimoramento das técnicas de conservacdo de germoplasma se
tornaram cada vez mais necessarias. A criopreservacdo de sémen é uma dessas principais
técnicas de conservacdo, no entanto, elas geram danos irreversiveis nas células espermaticas, a
exemplo da lipoperoxidacao, causada por espécies reativas ao oxigénio (EROs). Diante disso,
se faz necessario o estudo de métodos que atenuem esses danos e aumentem a qualidade final
do material criopreservado. Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito do estresse subletal, por
meio da suplementacdo com Diazinon (120 uM), assim como o efeito dos agentes antioxidantes
Trolox (75 uM), Genisteina (25 uM) e Resveratrol (20 uM), no diluidor TRIS-gema, sobre a
qualidade do sémen criopreservado de ovinos. Para tanto, foram coletadas amostras de sémen
de seis carneiros da raca Dorper clinicamente saudaveis e com 0s parametros
androldgicos/seminais normais. O sémen foi diluido em diluidor Tris-Gema com glicerol e 0s
respectivos tratamentos, em cada experimento. Experimento 1: Controle (Tris-Gema), T1 (Tris-
Gema + 120 pM de Diazinon); T2 (Tris-Gema + 75 uM de Trolox). Experimento 2: Controle
(Tris-Gema); T1 (Tris-Gema + 25 uM de Genisteina); T2 (Tris-Gema + 20 uM de Resveratrol).
Posteriormente, foram realizadas as analises macro e microscépicas do ejaculado pré e pos-
diluicdo. As amostras foram criopreservadas pelo método automatizado, em curva de
congelagdo lenta para a espécie ovina e, apés 15 dias, foram realizadas as seguintes analises
pos-descongelamento: analise fisica, avaliacdo da longevidade espermatica pelo teste de
termorresisténcia (TTR), avaliacdo morfoldgica pos-descongelacédo, avaliagdo da ultraestrutura
espermatica: integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal, atividade
mitocondrial e funcionalidade da membrana plasmatica espermatica. Foi utilizado no estudo o
delineamento inteiramente casualizado (DIC), os dados foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Tukey e Duncan, com um nivel de significancia de 5%.
Observou-se um aumento significativo do vigor espermatico no tratamento com Resveratrol,
quando comparado ao sémen pré-congelacdo (p<0,05). Os tratamentos ndo geraram alteraces
nos parametros da ultraestrutura espermatica (p>0,05). Nao houve diferenca entre 0s
tratamentos na avaliacdo da longevidade esperméatica pelo TTR, no entanto, houve
estabilizacdes na motilidade e vigor espermaticos entre os tempos do TTR (p<0,05). N&do houve
diferenca entre os tratamentos na andlise de morfologia espermatica do sémen criopreservado.
A funcionalidade da membrana plasmatica foi reduzida nos grupos com 120 uM de Diazinon e
25 UM de Genisteina adicionadas meio diluidor. Nao houve diferenca entre os tratamentos na
avaliacdo dos parametros cinéticos pelo CASA (p>0,05), com excecdo da motilidade
progressiva do T1 (Tris-Gema + 120 uM de Diazinon) que se mostrou reduzida em relagéo ao
controle (p<0,05). Em concluséo, a suplementac¢ao de 120 uM de Diazinon ao meio diluidor
Tris-Gema, ndo melhorou a cinética espermatica bem como a qualidade estrutural dos
espermatozoides criopreservados e a adicdo de 75 uM de Trolox manteve a qualidade
espermatica. A adicdo de 25 uM de Genisteina, ao diluidor Tris-Gema, mantém os parametros
cinéticos espermaticos em relacdo ao controle, porém a suplementagéo de 20 UM de Resveratrol
ao diluidor foi capaz de melhorar o vigor espermético do sémen ovino criopreservado.

Palavras-chave: espermatozoide, antioxidante, criopreservagdo
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ABSTRACT

With the advancement of reproductive biotechniques and animal improvement, in all species
of economic interest, the improvement of germplasm conservation techniques has become
increasingly necessary. Semen cryopreservation is one of these main conservation techniques,
however, they generate irreversible damage to sperm cells, such as lipoperoxidation, caused by
reactive oxygen species (ROS). Therefore, it is necessary to study methods that mitigate these
damages and increase the final quality of the cryopreserved material. Thus, the objective was
to evaluate the effect of sublethal stress, through supplementation with Diazinon (120 uM), as
well as the effect of the antioxidant agents Trolox (75 uM), Genistein (25 pM) and Resveratrol
(20 uM), on TRIS-yolk extender on the quality of cryopreserved ram semen. For this purpose,
semen samples were collected from six clinically healthy Dorper rams with normal
andrological/seminal parameters. The semen was diluted in Tris-Gema extender with glycerol
and the respective treatments, in each experiment. Experiment 1: Control (Tris-Gem), T1 (Tris-
Gem + 120 uM Diazinon); T2 (Tris-Gem + 75 uM Trolox). Experiment 2: Control (Tris-
Gema); T1 (Tris-Gem + 25 puM Genistein); T2 (Tris-Gem + 20 UM Resveratrol). Subsequently,
macro and microscopic analyzes of the pre- and post-dilution ejaculate were carried out. The
samples were cryopreserved by the automated method, in a slow freezing curve for the ovine
species and, after 15 days, the following post-thawing analyzes were carried out: physical
analysis, evaluation of sperm longevity by the thermoresistance test (TTR), post morphological
evaluation -thawing, evaluation of sperm ultrastructure: plasma membrane integrity, acrosomal
integrity, mitochondrial activity and sperm plasma membrane functionality. The study used a
completely randomized design (DIC), the data were submitted to analysis of variance and the
averages compared by the Tukey and Duncan test, with a significance level of 5%. There was
a significant increase in sperm vigor in the treatment with Resveratrol, when compared to pre-
freezing semen (p<0.05). Treatments did not change sperm ultrastructure parameters (p>0.05).
There was no difference between treatments in the evaluation of sperm longevity by TTR,
however, there were stabilizations in sperm motility and vigor between TTR times (p<0.05).
There was no difference between treatments in sperm morphology analysis of cryopreserved
semen. Plasma membrane functionality was reduced in the groups with 120 uM Diazinon and
25 UM Genistein added to extender medium. There was no difference between treatments in
the evaluation of kinetic parameters by CASA (p>0.05), with the exception of the progressive
motility of T1 (Tris-Gem + 120 uM of Diazinon) which was reduced in relation to the control
(p<0.05). In conclusion, the supplementation of 120 uM of Diazinon to the Tris-Gema extender
medium, did not improve the sperm Kkinetics as well as the structural quality of the
cryopreserved spermatozoa and the addition of 75 uM of Trolox maintained the sperm quality.
The addition of 25 uM of Genistein, to the extender Tris-Gema, maintains the sperm kinetic
parameters in relation to the control, however the supplementation of 20 uM of Resveratrol to
the extender was able to improve the sperm vigor of cryopreserved ram semen.

KEYWORDS: sperm, antioxidant, cryopreservation
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de sémen criopreservado, em algumas biotecnologias reprodutivas,
apresentam uma limitacdo devido aos baixos indices de fecundidade obtidos, quando
comparado ao sémen fresco ou resfriado (MAIA et al., 2009), uma vez que 0 processo de
congelacao/descongelacdo danifica cerca de 50% das células (SOUZA et al. 2016).

O processo de criopreservacdo tem sido cada vez mais utilizado, devido a praticidade
no transporte e manipulacdo do material genético, como também pela possibilidade de diversos
métodos de criopreservacdo. Entretanto, esta técnica é capaz de induzir crioinjurias seminais
em diferentes espécies, provocando uma reducdo nas caracteristicas in vitro e na fertilidade dos
espermatozoides, devido aos danos nas membranas (ABAVISANI et al., 2013).

Na tentativa de minimizar esses prejuizos, os antioxidantes vém sendo utilizados nos
meios de congelacdo de sémen de vérias espécies, inclusive na espécie ovina, com o objetivo
de reduzir a producdo de espécies reativas de oxigénio, melhorando a qualidade e resisténcia
da celula espermatica ao processo de criopreservacdo (CASTELLINI et al., 2003).

Além disso, a partir de estudos na area de microbiologia de alimentos, foram
desenvolvidas estratégias de aplicacdo de tratamentos que induzissem um estresse subletal em
gametas e embrides visando a melhoraria das taxas de sobrevivéncia apds tecnologias de
reproducéo assistida (PRIBENSZKY; VAJTA, 2011).

A exposicdo prévia das células a estresses subletais pode estimular uma resposta com a
sintese de proteinas de choque térmico (HSP). Estas células expostas a uma nova situagao de
estresse responderdo de forma mais réapida, eficaz e reprogramada, procurando reduzir e limitar
a extensdo das lesdes (MENTZ, 2018).

Estudos mais recentes demonstraram que a alta producdo de Espécies Reativas ao
Oxigénio (EROs), decorrente da exposicdo a doses maiores de organofosforados, um potencial
indutor de estresse oxidativo, a exemplo do Diazinon, pode ser antagonizada pela introducédo
de antioxidantes como o Trolox, assim como a Genisteina, que tem grande potencial
antioxidante (LIU et al., 2010; FLORES et al., 2017). Essas substancias podem reduzir
substancialmente os efeitos das EROS sobre a lipoperoxidacdo da membrana plasmatica.
Portanto, a comparacao de substancias que levem a producédo de estresse a nivel subletal, com
0 uso tradicional de substancias antioxidantes, pode demonstrar novos caminhos para reducao
dos efeitos adversos das EROs como alternativa aos testes rotineiros com diferentes classes de
antioxidantes, aumentando a eficacia do processo de criopreservacdo e outras biotécnicas

reprodutivas.
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Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito do estresse subletal, por meio da
suplementag@o com Diazinon (120 uM), assim como o efeito dos agentes antioxidantes Trolox
(75 uM), Genisteina (25 uM) e Resveratrol (20 uM), no diluidor TRIS-gema, sobre a qualidade

do sémen criopreservado de ovinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Espermatozoide e sua funcéo

Os espermatozoides sdo células formadas no interior dos tabulos seminiferos dos
testiculos, possuem uma forma alongada e consistem de uma cabega contendo um ndcleo
achatado e de forma oval com a cromatina altamente condensada, com a sua extremidade
anterior recoberta pelo acrossoma, e uma cauda composta de colo e pegas intermediéria,
principal e terminal (PESCH; BERGMANN, 2006).

A estrutura dos espermatozoides de mamiferos estd fortemente relacionada as suas
funcgdes, que incluem capacitacdo espermatica, reacdo acrossémica e processo de fertilizacao
(JIANG et al. 2016). Contudo a selecdo de espermatozoides funcionais desempenha um papel
crucial na reproducédo assistida.

Os espermatozoides sdo células altamente especializadas, que possuem como principal
funcdo fertilizar o dévulo (NAGATA et al., 2018). Sdo células alongadas, recobertos pela
membrana plasmatica. Na cabeca estdo o ndcleo e o acrossoma. O colo conecta a cabeca com
o flagelo, que é dividido em peca intermediéria, principal e terminal (SANTOS et al., 2018),
onde cada estrutura desempenha um papel importante para o funcionamento da célula
espermatica (VARNER et al., 2014).

Organelas de espermatozoides, incluindo o acrossoma, mitocéndrias e flagelos, tém sido
implicadas no processo de fertilizacdo (ERICSSON et al., 1993). Morfologicamente, o
espermatozoide tem que sair no ejaculado j& maduro, isto &, com a cromatina completamente
condensada, membrana acrossomal integra e sem deformacdo, com a pega intermediéria sem
danos e o flagelo livre de gota citoplasmatica. Isso facilita o transporte dos espermatozoides no
trato reprodutivo da fémea para o encontro com o ovoécito. Além disso, a membrana integra
permite a permanéncia de todos 0os componentes protéicos e lipidicos necessarios para participar
do mecanismo de fecundacdo (MARTINS et al., 2016).

Para obter uma fertilizacdo bem-sucedida, os espermatozoides devem permanecer
progressivamente moveis, capazes de produzir energia na forma de ATP para 0S processos
celulares, manter a membrana plasméaticae a integridade acrossomal e reter as enzimas
necessarias para a penetracdo no oocito. A interrupcéo de qualquer uma dessas caracteristicas
do espermatozoide, durante o processamento do sémen e a criopreservacdo, provavelmente

comprometera a capacidade de fertilizacéo.
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2.2 Criopreservacao e estresse oxidativo

O processo de criopreservacao espermatica possibilita o uso de amostras de sémen por
periodos relativamente longos, reduz riscos e custos com aquisi¢do de reprodutores, alem de
favorecer a répida difusdo do material genético (CASTELO et al., 2008). O uso do sémen
congelado permite maior aproveitamento de animais com alto potencial genético, transporte do
sémen para varias localidades, formacdo de bancos de germoplasma tanto de animais que
correm risco de extingdo como daqueles que ndo podem ser utilizados na reproducéo, por danos
ocasionados durante 0 manejo dos animais, e também possibilita replicar caracteristicas de
determinados grupos genéticos ao longo do tempo (BERTOZZO et al., 2009).

Em 1983, no Brasil, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, motivada pela
perda de material genético de animais em extingdo, incluiu a técnica de criopreservacdo em seu
Programa de Pesquisa em Recursos Geneticos. Desde entdo, foi possivel criar uma rede de
conservacao de recursos genéticos animais e por meio de nacleos de conservagdo, mantidos nos
habitats onde os animais estiveram submetidos a selecdo natural (in situ), e no armazenamento
de sémen, de embrides e de odcitos em Bancos de Germoplasma (MARIANTE et al., 2011).

A répida congelacdo do sémen, juntamente com lenta descongelacdo, implica em danos
causados pela formacéo de cristais de gelo, que se agrupam formando grandes cristais, que
rompem a membrana. A curva de congelacdo ideal deve ser suficientemente lenta para permitir
que os espermatozoides se desidratem, e rapida o bastante para evitar que as células
espermaticas fiqguem expostas por muito tempo as elevadas concentragcbes dos solutos
(SNOECK, 2003).

Trés sdo as etapas de temperatura da criopreservacdo. A primeira corresponde ao
arrefecimento situado préximo de 0°C, provocando danos nas células da grande parte dos
animais e plantas quando submetidos a exposicao continua a estas temperaturas; a segunda de
0 aos -40°C, compreendendo o intervalo de temperatura de congelacao, ocorrendo neste periodo
a maioria dos danos celulares; e por fim, a temperatura criogénica a -196°C, na qual os efeitos
bioquimicos e fisioldgicos sao praticamente nulos (PESCH; BERGMANN, 2006).

Diversos estudos sugerem que espermatozoides de diferentes espécies possuem
particularidades criobiologicas e graus de sensibilidade variados para manipulacdo
experimental, choque térmico (transi¢bes da fase lipidica), congelagéo e tolerancia osmotica
(WATSON, 2000; PURDY, 2006).

Os efeitos da criopreservacdo na funcdo e fertilidade dos espermatozoides foram

estudados extensivamente em muitas espécies. A ultraestrutura espermatica, principalmente,
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a membrana plasmética e as membranas acrossomais externas, sdo comprometidas durante a
criopreservacdo (LAYEK et al., 2016).

Durante a criopreservacao os espermatozoides sofrem um choque por frio e isso resulta
em menor sobrevida dos espermatozoides pos-descongelamento. Para aqueles que sobrevivem,
ocorre uma longevidade reduzida no trato reprodutivo da fémea.

Os efeitos negativos da criopreservacdo sobre os espermatozoides incluem, além do
choque por frio, outros danos, como 0 estresse osmotico e alteragdes na fluidez e
permeabilidade da membrana (NAGATA et al., 2019), superproducdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), reducdo da integridade acrossdbmica, comprometimento do potencial de
membrana mitocondrial e menor motilidade espermatica em diversas espécies de animais
domésticos. Nesse sentido, compreender as modificacbes moleculares infligidas pelo processo
de congelamento-descongelamento é essencial para diminuir ou prevenir os danos causados
durante a criopreservacdo (PERIS-FRAU et al., 2020).

A criopreservacao consiste em trés etapas: diluigdo com o extensor/resfriamento, adi¢cao
de crioprotetor e congelamento/descongelamento. A melhoria nos procedimentos de
criopreservacao de espermatozoides exigird uma avaliacdo cuidadosa da complexidade da sua
membrana plasmatica, a interacdo de seus componentes e a influéncia do resfriamento,
congelamento e descongelamento nessas interagdes (PARKS; GRAHAM, 1992). Os danos a
membrana, causados pela criopreservacao, afetam a capacitacdo e hiperativacdo espermatica,
assim como o processo de fertilizacdo, que pode ser observado quando o mesmo nimero de
espermatozoides é inseminado, a fertilidade do sémen fresco € superior ao criopreservado
(SANTOS et al., 2015).

Além disso, as diferencas entre as espécies em termos de tamanho, formato e
composicao lipidico-proteica dos espermatozoides denotam que o processo de criopreservacao
ndo € igualmente eficiente entre todas as espécies. Foi relatado que touros, carneiros, cavalos e
javalis produzem mais espermatozoides criossensiveis do que humanos, coelhos, gatos e cdes
(PERIS-FRAU et al., 2020). O principal efeito deletério causado ao espermatozoide é a geracao
de EROs durante todo o ciclo de congelamento e descongelamento, acompanhada por baixos
niveis de antioxidantes no plasma seminal e no extensor, induzindo um estado de estresse
oxidativo que causa a peroxidacdo lipidica do sistema de membrana biol6gica e resulta em
qualidade reduzida do sémen (CHAITHRASHREE et al., 2020).

O estresse oxidativo foi identificado como um dos muitos mediadores da infertilidade
no macho, causando disfuncdo do espermatozoide, uma vez que a producdo aumentada de

EROs sobrecarrega as defesas antioxidantes do corpo. Embora pequenas quantidades de EROs
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sejam necessarias para o funcionamento normal dos espermatozoides, niveis desproporcionais
podem afetar negativamente a qualidade dos espermatozoides e prejudicar sua capacidade geral
de fertilizagdo (AGARWAL et al., 2014). Altos niveis de EROs podem diminuir a motilidade
dos espermatozoides, inativar as enzimas glicoliticas que afetam a qualidade do sémen,
deteriorando os lipidios da membrana, proteinas e DNA nuclear ou mitocondrial. Embora o
sémen ovino possua um sistema de defesa natural contra ERQOS, ele é considerado insuficiente
sob estresse mediado pela criopreservagéo.

Com isso, recomenda-se a adicdo de antioxidantes em meios utilizados para
criopreservacdo para proteger as células esperméticas contra os danos causados pelas EROs
durante a criopreservacdo dos espermatozoides com o intuito de aumentar as taxas de
fecundacéo apds inseminacéo artificial (CHAITHRASHREE et al., 2020).

O estresse oxidativo € caracterizado como um disturbio no estado de equilibrio do
sistema pro-oxidante e antioxidante das células, representados pela producéo e eliminacéo das
EROS. As EROS, conhecidas também como radicais livres, sdo produtos do metabolismo
aerobio celular, na qual uma molécula de O € reduzida em duas moléculas de agua, através da
incorporacdo de 4 elétrons. No entanto, quando essa reducdo ocorre de forma incompleta, ou
seja, agregando menos de 4 elétrons, ha a formacao das EROS: superperédxidos (O2-), peroxidos
de hidrogénio (H203) e radicais de hidroxila (OH) (MENEZO et al., 2016).

Estes metabolitos, parcialmente reduzidos, sdo instaveis e altamente reativos,
caracteristicas que levam a um comportamento de interacdo com moléculas de lipidios,
carboidratos e acidos nucleicos, visando adquirir elétrons e retomar a estabilidade das
moléculas. Dessa forma, as moléculas que concedem os elétrons sofrem oxidacdo, gerando
danos celulares, como peroxidacéo lipidica, alteracbes na membrana e no DNA mitocondrial,
danos no reticulo endoplasmatico, desnaturacdo proteica e alteracdes no fuso meiético, que
favorecem a producdo de mais EROS (CROCOMO et al., 2012; AMIN et al., 2014).

Apesar do excesso de EROS ser nocivo as células, estas moléculas sdo necessarias como
sinalizadoras em reacdes do ciclo celular. Portanto, a reducéo excessiva de EROS pode levar a
parada do desenvolvimento embrionério devido ao comprometimento de fungdes bioldgicas
(HARVEY, 2007; FRIGONI, 2016).

A producdo de EROS ¢é aumentada em condigdes de cultivo in vitro devido a fatores
ambientais como a alta tenséo de oxigénio (O2), cations metalicos na agua ou em reagentes
utilizados, exposicdo a luz, presenca de espermatozoides e danos celulares prévios de
manipulagdo (CROCOMO et al., 2012).
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Nos ultimos anos, além dos danos ultraestruturas, bioquimicos e funcionais, os estudos
associaram o0s baixos indices de fecundidade as EROs as quais sdo produzidas durante o
processo de congelacdo/descongelacdo da célula espermatica (BUCAK et al. 2008, SOUZA et
al. 2016). Sendo os espermatozoides de ovinos susceptiveis ao estresse oxidativo, devido a
elevada concentracdo de acidos graxos poli-insaturados presentes na membrana plasmatica
(BUCAK et al., 2007).

Por outro lado, alguns estudos demonstraram que restri¢cbes caloricas e diminuigcdo do
metabolismo de glicose, que sdo fatores de estresse celular, levam o metabolismo mitocondrial
a prolongar o tempo de vida. Esses efeitos podem ocorrer em funcdo do aumento da formacao
de EROS dentro das mitocdndrias, causando uma resposta adaptativa que aumenta a resisténcia
ao estresse e, a longo prazo, a reducgéo do estresse oxidativo. Esse conceito recebeu 0 nome de
hormese mitocondrial ou mito-hormese (RISTOW; ZARSE, 2010).

O conceito de hormese consiste em um fenémeno biolégico em que o organismo, frente
a estimulos subletais, tende a se adaptar (SILVA; FERRARI, 2011). Apds a adaptacdo a
determinado limiar de estresse, podem ocorrer beneficios ao seu desempenho (GONCALVES,
2014). A hormese aumenta a expressdo de HSP, metalotioneinas (quelantes de metais tdxicos)
e outras enzimas antioxidantes, na tentativa de defesa contra os radicais livres. Dessa forma,
com o aumento das defesas celulares, ha reducdo das taxas de morte celular, aumentando a
longevidade (RATTAN; DEMIROVIC, 2010).

A mito-hormese é a denominacdo do processo de adaptacao das mitocondrias, que pode
produzir efeitos positivos, e um desses meios € pela producdo de radicais livres. A teoria da
mito-hormese apresenta que, em células incialmente normais, uma carga oxidante especifica no
balancgo redox da mitocéndria pode ser benéfica (GONCALVES, 2014).

2.3 Estresse subletal

Os diversos procedimentos que estdo presentes nas técnicas de reproducéo assistida,
acabam exercendo alguma forma de estresse ndo controlado, em estruturas como 0d6citos e
embrides. Varios relatos sobre estratégias que consistem em aplicar alguma forma de estresse
subletal, de maneira controlada, em gametas e embrides, tem mostrado que, em sua grande
maioria, esse tipo de estratégia pode gerar beneficios de alguma forma. As principais maneiras
ja apresentadas envolvem formas de estresse subletal que se baseiam em aumento de pressao
hidrostéatica, alteracdes na pressdo osmotica, aquecimento ou estresse oxidativo (MEZZALIRA,
2018).
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Quando as células sdo submetidas a varios fatores indutores de estresse, ocorre um
aumento na producdo de uma classe de proteinas denominadas proteinas de choque térmico
(HSP, do inglés heat shock proteins) (VENDRELL-FLOTATS et al., 2017), as quais estéo
presentes em todas as células das mais variadas formas de vida (DILLER, 2006). As HSP
também atuam como chaperonas moleculares e ha evidéncias de que essas proteinas
desempenham papéis fisioldégicos importantes em condi¢fes normais (KREGEL, 2002). As
HSP também sdo expressas como resposta a um aumento de temperatura e a outros estimulos
estressantes com o objetivo de proteger as células, mantendo a sua sobrevivéncia, e podem ser
benéficas as mesmas quando séo expostas a insultos subsequentes (DILLER, 2006).

As chaperonas moleculares tém funcdo de manter as proteinas que foram sintetizadas
em sua correta conformacdo, interagindo com outras proteinas e, dessa forma, minimizam a
probabilidade de que essas outras proteinas interajam de forma inadequada uma com a outra
(FEDER; HOFMANN, 1999). Assim, impedem a desnaturacdo de proteinas e auxiliam a sua
renaturacdo durante e apos periodos de exposi¢do a agentes estressores (NAHLEH et al., 2012).

Quando ha um aumento nas concentragcdes de proteinas malformadas, a resposta ao
choque térmico (HSP) é ativada, aumentando a expressao dos genes das proteinas de estresse,
que estdo presentes em todos 0s compartimentos subcelulares das células eucaridticas
(HOOGENRAAD, 2017). Essa alteracdo na expressdo génica pode ser mensurada através da
quantificacdo de mRNA, utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(gPCR) (ARYA et al., 2005).

De acordo com Fulda et al. (2010) qualquer situacdo que promova alteracfes na
homeostase celular estimula uma HSP. Embora o nome pareca se referir a alteracbes na
temperatura, essa resposta também € induzida a partir de outros estimulos, sendo uma das
principais atividades celulares que preservam a sobrevivéncia frente ao estresse. Uma das
principais alteracdes celulares causadas pelo estresse é o dano proteico que leva a agregacao de
proteinas desdobradas.

Os principios da resposta fisiologica ao estresse podem ser extrapolados desde os seres
menos desenvolvidos, até organismos mais complexos, como 0s seres humanos. Ao enfrentar
uma situagdo estressante, o organismo produz e libera fatores que desencadeardo a melhor
adaptacao possivel ao agente estressor. Através desses fatores, 0 organismo em questdo se torna
um pouco mais tolerante mediante a mesma situacdo estressante, e essa resisténcia ser
extrapolada para outras situagdes, igualmente estressantes, mas de origem diferente da primeira.
O que ira ocorrer, ap6s a liberacdo dos fatores de tolerancia, vai ser influenciado pela
intensidade do estresse provocado, assim como pela intensidade da resposta (MENTZ, 2018).
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2.3.1 Diazinon

O Diazinon é um organofosforado comumente utilizado como ectoparasiticida em
pequenos e grandes animais. Assim como os demais organofosforados, inibe a acdo da enzima
acetilcolinesterase, alterando o balan¢o oxidativo e antioxidante, além de causar danos ao DNA
(GENG et al., 2015; INCE et al., 2017). Dessa forma, conforme mencionado anteriormente,
substancias capazes de gerar estresse celular oxidativo, quando utilizado em doses subletais,
podem induzir alteragdes positivas a nivel celular, a exemplo das células espermaticas e elevar
a qualidade dessas células ap6s exposi¢do a outros tipos de danos como a criopreservacao.

Em elevadas doses, os organofosforados Malation e Diazinon s&o capazes de reduzir a
qualidade espermatica e as concentracdes hormonais, devido a elevacdo do estresse oxidativo
nos testiculos, além de danos histopatol6gicos e diminuigdo do peso dos 6rgéos do sistema
genital masculino, podendo reduzir a fertilidade dos animais expostos (SCHONS, 2022).

Devido a sua propriedade lipofilica, o organofosforados atravessam facilmente a
bicamada lipidica das membranas celulares, e dentro da célula produz radicais livres que
causam um estresse oxidativo local (OZSOY et al., 2016; RIEGER et al., 2017). De forma
semelhante, o Diazinon causa estresse oxidativo em diferentes tipos celulares de mamiferos
devido a sua producdo prévia de espécies reativas de oxigénio, causando apoptose em varias
células no organismo (COLOVIC et al., 2015).

Por ser uma substancia muito difundida no uso agropecuario para controle de
ectoparasitas, ha uma grande importancia da mensuracao do efeito que doses subletais desse
composto pode causar na fertilidade animal, pois é uma substancia que pode gerar estresse
oxidativo em diferentes tipos de células, bem como pode induzir a uma elevacdo da resisténcia
aos danos provocados pelo processo de criopreservagdo espermatica, através da alta producéo
de proteinas CSP (Cold Shock Proteins).

2.3.2 Respostas celulares ao estresse subletal

Para neutralizar o estresse celular e os danos proteicos decorrentes, as células aumentam
a expressdao dos genes responsaveis pelas chaperonas moleculares, que auxiliam no
redobramento de proteinas e reduzem a agregacao proteica. Para que esse processo ocorra é
necessario que haja uma adaptacdo de uma célula ao efeito estressor (FULDA et al., 2010). A
resposta inicial ao estimulo estressante € direcionar a célula a um processo de defesa e

recuperacgdo do insulto. A exposicao prévia das células a estresses subletais pode estimular uma
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resposta com a sintese de HSP ou proteinas de choque por frio (CSP). Estas células expostas a
uma nova situacdo de estresse responderdo de forma mais rapida, eficaz e reprogramada,
procurando reduzir e limitar a extenséo das lesdes (MENTZ, 2018).

No entanto, se o estimulo nocivo néo for resolvido, as células ativam reacdes que levam
a apoptose. No embrido bovino, por exemplo, a capacidade das células em realizar a apoptose
é um fendmeno adquirido durante o desenvolvimento e é possivel identifica-lo entre o estagio
de oito e dezesseis células (HANSEN, 2007). Em nivel molecular a apoptose é criteriosamente
regulada atraves de duas principais vias e o resultado final de ambas é a ativacdo da cascata de
caspases e a clivagem de substratos celulares especificos, resultando em mudancas

morfolégicas e bioquimicas associadas a apoptose (ZIMMERMANN et al., 2001).

2.4 Mecanismos de defesa antioxidante

E cada vez maior a procura de novos compostos com o objetivo de melhorar as defesas
antioxidantes de sistemas bioldgicos bem como combater as ERQOS, as responséveis pelo
estresse oxidativo, através do desequilibrio do sistema redox, interferindo na agdo de
substancias antioxidantes no organismo (MOURAO, 2007).

Uma molécula antioxidante pode ser definida como qualquer substancia que, quando
presente em baixas concentragcdes comparadas aquela do substrato oxidavel, previne ou retarda,
a oxidacdo daquele substrato. Além disso, também possui a capacidade de transformar uma
espeécie reativa de oxigénio em dgua (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Durante o periodo de estocagem do sémen, a produgdo de EROS tem sido apontada
como a principal causa da reducdo na motilidade, na integridade espermatica e no declinio do
metabolismo energético (BAUMBER et al., 2002; BILODEAU et al., 2002). Estudos tém
demonstrado uma melhoria da qualidade cinética dos espermatozoides com adicdo de
substancias que combatam as EROS, no meio diluente, sendo utilizadas diversas substancias
como: vitaminas E e C, Trolox, CAT, SOD, cisteamina, cisteina, selénio, dentre outras
(BUCAK et al., 2007).

As células espermaticas possuem um sistema de defesa antioxidante enzimatico e um
ndo enzimatico. O sistema enzimatico é composto pelas enzimas: superéxido desmutase (SOD),
catalase (CAT), peroxiredoxinas (Prx), glutationa (GSH), glutationa redutase (GR) e glutationa
peroxidase (GPx). E a defesa ndo enzimatica, corresponde um grande nimero de compostos de
baixo peso molecular, incluindo as vitaminas C e E, diferentes compostos de selénio,
ubiquinonas (coenzima Q), cido rico e cido lipico (NORDBERG; ARNER, 2001).
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As defesas antioxidantes enddgenas tém como funcgdo remover as EROS ou converté-
las em produtos intermediarios ndo toxicos. Existem varias evidéncias da atividade protetora
dos componentes do sistema antioxidante (FERREIRA; MATSUBARA, 1997), como o
combate da lipoperoxidacdo e da apoptose espermatica, prevencdo das lesbes de reperfusao
pos-isquemia de coracdo, rim, figado e intestino, desempenhada por enzimas como, SOD e
CAT (BARBOSA et al., 2010).

Com excecdo da vitamina E (a-tocoferol), que é um antioxidante estrutural da
membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes encontra-se no meio intracelular
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Acredita-se que esta vitamina é o inibidor primério de
EROS encontradas em pequenas quantidades nas membranas celulares de mamiferos e no
plasma seminal (SIKKA, 2004). Por sua vez a vitamina C proporciona protecdo contra a
oxidacdo descontrolada no meio aquoso da célula, devido ao seu alto poder redutor
(JAYAPRAKASHA; PATIL, 2007).

As superdxidos dismutases e redutases devem funcionar em conjunto com enzimas que
removem H>O». As Catalases estdo em nenhuma ou em baixa quantidade na mitocondria, onde
grande quantidade de O» é gerado (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2004). Os antioxidantes
ndo enzimaticos agem como agente redutor - doador de elétrons, além de se ligarem a moléculas
de O que possam ser substrato para formagdo de EROS, ou seja, de forma geral atuam
prevenindo ou minimizando os danos provocados pelas EROS (SILVA et al., 2010).

Os antioxidantes combatem as EROS em trés niveis: prevencdo, intercepcdo e
reparacdo, com objetivo Unico de proteger as células contra a ofensa oxidativa (AGARWAL et
al., 2008).

A atividade antioxidativa da melatonina, horménio produzido pela glandula pineal, tem
sido sugerida que esta seja um eficiente sequestrador de EROS. Alguns estudos relataram que
a melatonina in vivo é cinco vezes mais efetiva que a vitamina E para detoxificar OH e duas
vezes mais eficaz para neutralizar o radical peroxil (LOO¢) (REITER et al., 2002).

A identificacdo de antioxidantes que sejam capazes de minimizar os danos as células
espermaticas durante a criopreservacao, € um processo que deve ser bastante estudado, isto
porque ha variacdes nas caracteristicas do ejaculado nas diferentes espécies de acordo com as
épocas do ano, além de sofrer influéncia da idade e da alimentacio (CAMARA; GUERRA,
2011).
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2.4.1 TROLOX® (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico)

O TROLOX® é um analogo hidrossoltvel do tocoferol, foi sintetizado por Scott et. al.
(1974) e indicado como antioxidante para a preservacdo de 6leos e gorduras. Esta substancia
apresenta propriedades antioxidantes e é eficaz tanto em gordura animal quanto vegetal,
caracteristica que o torna singular, ja que o tocoferol tem pouca atividade na preservacao da
peroxidacdo de 6leos vegetais (SCOTT et al., 1974).

A vitamina E ou tocoferol é um composto lipossolivel natural da membrana celular
(MANEESH et al., 2006) e protege as células das EROS. Acredita-se que a vitamina E é 0
inibidor primario dos radicais livres encontrados nas membranas celulares e no plasma seminal
de mamiferos (SIKKA, 2004).

O mecanismo de acdo do efeito antioxidante do Trolox é semelhante ao da vitamina E,
ou seja, ele envolve o OH- fendlico e a remogdo de radicais peroxil (ALBERTINI; ABUJA,
1999).

O efeito da adicdo da Trolox ao diluidor de congelacdo do sémen ovino foi observado
por Silva (2010), onde relatou que a adigdo de Trolox (60 e 120 uM) ao diluente Tris-gema
proporciona maior integridade estrutural e cinética de espermatozoides de carneiros pos-

criopreservacao.

2.4.2 Fitoestrégenos

Os alimentos de origem vegetal sdo considerados uma rica fonte de fitoestrégenos, que
sdo compostos polifendlicos ndo esteroides derivados do metabolismo vegetal com estrutura
conformacional semelhante ao 17-p estradiol (E2) (PEREZ-RIVERO et al., 2007; DI GIOIA;
PETROPOULQS, 2019). Quando ingeridos por animais, os fitoestrégenos podem atuar como
moduladores seletivos de receptores de estrogénio e agir como desreguladores endécrinos de
forma agonista ou antagonista, dependendo da dose ingerida (ADAMS, 1995; DI GIOIA;
PETROPOULQS, 2019), interferindo na sintese, secre¢do, transporte e metabolismo dos
horménios reprodutivos, durante o desenvolvimento embrionério e na vida adulta (WHITTEN;
PATISAUL, 2001).

Cerca de 100 fitoestrogenos foram reconhecidos. Sao categorizados de acordo com sua
estrutura quimica, em quatro classes: isoflavondides (Genisteina, Daidzeina, Formononetina);
flavonoides (naringenina, kaemferol); cumestanos (coumestrol “COU”, sativol, diacetato de
COU, 4-metoxicumestrol) e lignanas (enterolactona e enterodiol) (NILSSON et al., 2001;
WOCLAWEK-POTOCKA et al., 2013). A soja é a fonte mais abundante de isoflavonas, pois
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€ um dos alimentos com maior teor de Genisteina e Daidzeina, enquanto a alfafa e o trevo
contém uma grande quantidade de cumarinas. Vale ressaltar que os fitoestrogenos estéo
naturalmente presentes nas plantas, como glicosideos, que sdo hidrolisados a aglicona (forma
ativa) catalisada por enzimas presentes no sistema digestorio (BONILLA, 2004).

Nos ultimos anos, os antioxidantes naturais, flavonoides e isoflavondides, tém recebido
uma consideravel atencdo. Muitos esforcos tém sido feitos para elucidar a relagdo entre a
estrutura e a atividade destes compostos. Estudos sugerem que o anel B de flavondides e
isoflavonodides € o centro da atividade antioxidante, sendo atribuido a esse centro a capacidade
de sequestrar radicais livres. Além deste, as isoflavonas apresentam a propriedade de quelar
metais, dependente da posicdo da hidroxila fendlica. A Genisteina tem trés grupamentos
hidroxilicos fenolicos com diferentes acdes antioxidantes. A acdo antioxidante da Genisteina
contra os radicais peroxila esta diretamente relacionada com a presenca da hidroxila fendlica
na posicdo C4’ (ZHANG et al., 2003; SIMAO et al., 2005).

Por meio de diversos estudos, foi demonstrado que a ingestdo de fitoestrégenos causa
alteracdes reprodutivas em animais de ambos 0s sexos, além de sindromes de infertilidade
temporaria (PEREZ-RIVERO et al., 2009; PENA-CORONA et al., 2019). No entanto, também
ha evidéncias de que os fitoestrégenos favorecem a reproducdo ao aumentar a concentracao,
motilidade e volume espermatico necessarios para a fertilizagdo (YOUSEF et al., 2004).

Em sémen ovino, Adwas et. al. (2019) verificaram que a suplementacdo com Genisteina,
uma isoflavona com potencial antioxidante, no diluidor seminal para criopreservacéo, foi capaz
de aumentar a capacidade antioxidante, reduziu a lipoperoxida¢do, além de reduzir a
fragmentacdo de DNA e a expressdo da proteina pro-apoptética caspase-3 na concentracao de
10 uM. Por outro lado, uma concentracdo maior de Genisteina (100 uM) causou efeitos
deletérios a célula espermatica e integridade funcional. Em um estudo de revisdo, a Cisteamina
teve seu beneficio comprovado melhorando parametros de motilidade e viabilidade em sémen
ovino criopreservado (AKALIN et al., 2016).

2.4.3 Resveratrol

O Resveratrol (trans-3,5,4-trihidroxi-trans-estilbeno) é um polifenol encontrado em
diversas espécies de plantas, entre elas, uvas, amoras e amendoim (BURNS et al., 2002).
Estudos in vitro e in vivo mostram que o Resveratrol possui diversas propriedades bioldgicas
como, por exemplo, eficicia antioxidante, anti-inflamatdria, antifingica, anticarcinogénica e
inibidora da agregacéo plaquetaria (RASTIJA et al., 2009; L1 et al., 2010).
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Os efeitos protetores do Resveratrol contra o dano oxidativo in vivo e in vitro sdo
provavelmente devido a regulacdo de antioxidantes enddgenos dos sistemas celulares, além de
atuar como um antioxidante “scavenger” de EROs (SPANIER et al., 2009). Ele também inibe
a formacéo de radicais livres de oxigénio suprimindo genes que induzem oxidacéo e induzindo
enzimas antioxidantes incluindo SOD, CAT, tioredoxina e GPx (DOLINSKY et al., 2009;
SPANIER et al., 2009; TANNO et al., 2010). Estudos também relataram que o Resveratrol
quela o metal de transicdo cobre, que € capaz de gerar radicais livres e causar lipoperoxidacdo
(FERRETTI et al., 2004).

Apesar do efeito do Resveratrol ter sido demonstrado com eficacia na melhoria de
parametros espermaticos dessas espécies, ndo ha relatos claros dos efeitos do Resveratrol
acrescido no diluidor seminal para criopreservacdo do sémen de ovinos nas dosagens

atualmente descritas.

2.5 Analises espermaticas

Apos o processo de congelacdo/descongelacdo as analises seminais sdo necessarias
fontes de confirmacdo da qualidade do material armazenado, de tal forma que o uso destas
técnicas in vitro e in vivo, visam estimar o potencial de fertilidade do macho, através das
avaliacGes a partir da funcionalidade, integridade e viabilidade espermética (KUCUK et al.,
2014).

Através do teste de termorresténcia é possivel observar o decréscimo na curva linear nos
valores de motilidade e vigor com a progressao do tempo de incubagdo durante o teste de
exaustdo, acreditando-se muitas vezes, que este decréscimo ocorre por conta do maior consumo
de suas substancias nutritivas nos primeiros periodos do teste, além das perdas de componentes
intracelulares ou de lesdes estruturais na cauda dos espermatozoides, diminuindo sua
viabilidade durante as duas primeiras horas (BARROS et al., 2013).

A funcionalidade da membrana pode ser testada, dentre outros, pelo teste hiposmdtico
(JEYENDRAN et al., 1984). Esse teste baseia-se na observacdo de que um espermatozoide,
com uma membrana celular integra, se colocado em solucdo hiposmotica, permite a passagem
da a4gua pela membrana celular até o restabelecimento do equilibrio osmético entre os fluidos
extra e intracelulares, sendo um indicativo de que o transporte de agua através da membrana
estd ocorrendo normalmente (INAMASSU et al., 1999).

A utilizacdo de sondas fluorescentes permite avaliar a integridade da membrana

plasmatica, através da combinacdo do lodeto de Propidio com o Diacetato de
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Carboxifluoresceina. O Diacetato de Carboxifluoresceina, por conter radicais acetil, consegue
transpor a membrana intacta, sendo imediatamente desacetilada por esterases intracelulares,
tornando a sonda impermeéavel e fazendo com que as células integras corem em verde. O lodeto
de Propidio somente penetra através de células que contenham membrana plasmatica lesada,
tendo afinidade pelo DNA e corando o nlcleo da célula em vermelho (ARRUDA;
CELEGHINI, 2003).

A integridade acrossomal pode ser mensurada por diferentes métodos, todavia 0os mais
comumente usados sdo aqueles que utilizam isotiocianato de fluoresceinas conjugadas a
lecitinas, tais como: Peanut Agglutinin (FITC-PNA) ou Pisum Sativum Agglutinin (FITC-PSA)
(HERRERA etal., 2002). Estas lecitinas ligam-se especificamente a contetdos acrossomais por
meio da interagdo com glicoconjugados da membrana acrossomal externa (FITC-PNA) ou com
grupos sacarideos da glicoproteina pré-acrosina (FITC-PSA) (GILLAN et al., 2005; SILVA,;
GADELLA, 2006).

O corante JC-1 ndo apenas tem a habilidade para distinguir a mitocondria funcional
daquela ndo funcional, mas permite que os diferentes niveis de funcdo mitocondrial sejam
observados, visto que mitocondrias com respiracdo pouco ativa acumula pouco corante e
fluorescem em verde, ao passo que mitocondrias com respiracdo bastante ativa acumulam mais
corante, formando um agregado e fluorescendo em laranja (GRAHAM; MOCE, 2005).

A analise computadorizada do sémen (CASA), oferece informacgdes sobre a cinética
espermatica, com a utilizacdo de campos de video contendo imagens de espermatozoides
eletronicamente digitalizados, fornecendo informacdo acurada, precisa e significativa do
movimento individual de cada espermatozoide (AMANN; KATZ, 2004). Os parametros
comumente obtidos atraves de analisadores de sémen computadorizados sdo: velocidade do
percurso curvilinear (VCL), velocidade do percurso médio (VAP), velocidade em linha reta
(VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), oscilagdo (WOB), frequéncia de batimento
cruzado (BCF), e deslocamento lateral da cabeca (ALH) (VERSTEGEN et al., 2002).
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Efeito da adicéo do Diazinon e do Trolox, ao diluidor Tris-Gema, na
criopreservacao do sémen de ovinos
[Effect of the addition of Diazinon and Trolox, to the Tris-egg yolk extender, in
cryopreservation of semen from rams]
J. H. L Silval, A.P.R Costa?

1Universidade Federal do Piaui, Teresina, Pl, Brasil

RESUMO
Objetivou-se avaliar o efeito do estresse subletal, por meio da suplementacdo com
Diazinon (120 uM), assim como o efeito do agente antioxidante Trolox (75 uM), no
diluidor TRIS-gema, sobre a qualidade do sémen criopreservado de ovinos. Para tanto,
foram coletadas amostras de sémen de seis carneiros da raca Dorper, clinicamente
saudaveis e com os parametros androlégicos/seminais normais. O sémen foi diluido em
meio Tris-Gema com glicerol e os respectivos tratamentos: Controle (Tris-Gema), T1
(Tris-Gema + 120 pM de Diazinon) e T2 (Tris-Gema + 75 pUM de Trolox).
Posteriormente, foram realizadas as analises fisicas do ejaculado pré e pos-diluicdo. As
amostras foram criopreservadas pelo método automatizado e, ap6s 15 dias, foram
realizadas as seguintes analises pds-descongelamento: analise fisica, teste de
termorresisténcia (TTR), avaliagdo morfoldgica pré-congelacdo e pos-descongelacao,
integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal, atividade mitocondrial,
funcionalidade da membrana plasmaética espermatica e analise computadorizada do
sémen (CASA). A andlise estatistica foi realizada utilizando 0 SAS 2013, e as diferencas
foram consideradas significativas quando p<0,05. No tratamento com Diazinon, a
integridade acrossomal e a funcionalidade da membrana plasmatica, se mostraram
reduzidas em relacdo aos demais tratamentos (p<0,05), porém os demais parametros
cinéticos foram semelhantes (p>0,05). Em conclusdo, a suplementagdo de 120 uM de
Diazinon ao meio diluidor Tris-Gema, ndo melhorou a cinética espermatica bem como a
qualidade estrutural dos espermatozoides, porém o tratamento com Trolox (75 uM),
mantém a qualidade espermatica do sémen criopreservado de ovinos.
Palavras-chave: antioxidante, criopreservacdo, organofosforado
INTRODUCAO
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A utilizagio de sémen criopreservado se tornou cada vez mais importante ao longo
dos anos, pois tem sido utilizado em diversas biotécnicas reprodutivas, devido a sua
praticidade de manipulacéo, transporte e armazenamento. Entretanto, esta técnica é capaz
de induzir crioinjdrias e outros efeitos deletérios aos espermatozoides, incluindo a
inducdo prematura da reacdo acrossémica, perda de motilidade, reducéo na integridade
do DNA, danos na membrana plasmatica, acrossomal e mitocondrial, provocando a
reducdo da fertilidade dos espermatozoides (Abavisani et al., 2013; Morrell e Mayer,
2017).

No entanto, as crioinjdrias podem ser reduzidas pela adicdo de antioxidantes ao
meio diluidor durante a criopreservacdo, melhorando os parametros pos-descongelagdo
de motilidade e fertilizacéo in vitro (Castelo Branco et al., 2017).

Tem sido observado que o Trolox € um excelente inibidor da lipoperoxidacéo,
devido ao fato de distribuir-se nas camadas duplas de lipideos das biomembranas,
envolvendo o OH- fendlico e proporcionando a remocéo de radicais peroxil (Albertini e
Abuja, 1999).

Por outro lado, a exposicdo prévia das células a estresses subletais podem
estimular uma resposta com a sintese de proteinas de choque térmico (HSP). Estas células
expostas a uma nova situacdo de estresse responderdo de forma mais réapida, eficaz e
reprogramada, procurando reduzir e limitar a extensdo das lesdes (Mentz, 2018).

Em elevadas doses, os organofosforados Malation e Diazinon sdo capazes de
reduzir a qualidade espermaética e as concentracdes hormonais, devido a elevacdo do
estresse oxidativo nos testiculos, além de danos histopatoldgicos e diminui¢do do peso
dos orgdos do sistema genital masculino, podendo reduzir a fertilidade dos animais
expostos (Schons, 2022).

Porém, a niveis subletais, esses compostos podem levar a sintese de proteinas de
choque térmico (HSPs), atuando no reagrupamento e remodelacdo de proteinas,
exercendo a fungdo de chaperonas moleculares, elevando sua resisténcia ao processo de
criopreservacdo. Todavia, ainda ndo existem evidéncias e estudos relativos ao uso de
organofosforados, como indutor oxidativo subletal, na criopreservacao espermatica.

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do estresse subletal, por

meio da suplementacdo com Diazinon (120 uM), assim como o efeito do agente
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antioxidante Trolox (75 uM), no diluidor TRIS-gema, sobre a qualidade do sémen

criopreservado de ovinos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Teresina - PI, sob protocolo n® 745/2022.

Foram utilizados seis carneiros da raca Dorper, provenientes do Biotério de
Producdo de Ovinos do Colégio Técnico de Teresina (CTT), da Universidade Federal do
Piaui, localizado na cidade de Teresina. Os carneiros foram mantidos sob regime semi-
intensivo, em area com pastagem cultivada de capim Tifton sp e Mombaga sp, dividida
em piquetes, recebendo silagem de milho, 4gua e 20g/animal/dia de sal mineral, e
avaliados quanto a normalidade dos parametros androlégicos antes do estudo, de acordo
com as recomendagfes do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (motilidade em
massa: >3; motilidade espermatica: >80 %; concentragdo: 1 a 3 bilhdes
espermatozoides/mL; numero total de espermatozoides no ejaculado: 3 a 5 bilhdes;
espermatozoides morfologicamente normais: > 80% (CBRA, 2013).

Foram realizadas 6 coletas de sémen dos 6 reprodutores, com auxilio de uma
vagina artificial, com um intervalo de 4 dias entre as coletas, totalizando 36 ejaculados.
Apbs cada coleta, foram avaliados individualmente o ejaculado de cada reprodutor e
selecionado conforme as caracteristicas seminais desejaveis de reprodutores ovinos
(CBRA, 2013). Posteriormente, foi formado o pool do ejaculado dos seis produtores,
avaliado as caracteristicas fisicas do pool, e diluido em diluidor Tris-Gema (3,605 g de
Tris; 2,024 g de acido citrico; 1,488g de frutose; 25 mg de gentamicina; 50.000 Ul de
penicilina; 100 ml de agua destilada; 20% de gema de ovo e 5% de glicerol, com
osmolaridade de 350 mOsm/kg e pH 6,8), avaliando os parametros fisicos de motilidade
e vigor espermatico apds a diluicdo. Trés diluidores experimentais foram preparados na
seguinte disposicao: Controle (Tris-Gema), T1 (Tris-Gema + 120 uM de Diazinon) e T2
(Tris-Gema + 75 uM de Trolox). Uma parte do mesmo pool foi diluido em cada um dos
grupos experimentais. As concentragdes utilizadas nos tratamentos T1 (120 pM de
Diazinon) e T2 (75 uM de Trolox) foram obtidas através de avaliagdo de desempenho em
testes preliminares. Nesses testes, foram utilizadas as concentracdes de 60, 120 e 180 uM

de Diazinon e as concentragdes de 25, 50 e 75 uM de Trolox, acrescidos ao diluidor Tris-
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Gema, de forma individual, inserindo o volume de sémen necessério, conforme o calculo
de concentracdo espermatica estabelecido pelo CBRA (2013) e avaliados os parametros
de motilidade e vigor espermatico imediatamente apos a diluicdo e 15 minutos poés-
diluicdo, obtendo as melhores concentracdes utilizadas neste estudo.

Imediatamente apds a coleta e processamento, as amostras de sémen foram
envasadas em palhetas de 0,25 mL, a temperatura ambiente, para uma concentragdo final
de 20 x 106 espermatozoides viaveis/palheta, e entdo foram congeladas em maquina TK
3000® (TK Tecnologia em congelagdo Ltda., Uberaba, Brasil), ajustada para uma taxa
de resfriamento de -0,5 °C/min da temperatura ambiente (25 °C) até atingir a temperatura
de 5 °C. Apos estabilizacdo a 5 °C por 1 hora, o congelamento foi realizado a -20 °C/min
até atingir uma temperatura de -120 °C, quando as palhetas foram colocadas diretamente
em nitrogénio liquido (-196 °C). Ap6s um periodo de 15 dias, as amostras foram
submetidas as analises pos-descongelacdo. A descongelacdo foi realizada em banho-
maria, em uma temperatura de 37 °C por 30 segundos, para avaliacdo quanto a motilidade
total e vigor no teste de termo resisténcia (TTR), analise computadorizada do sémen
(CASA), avaliacdo morfoldgica pos-descongelacdo, avaliacdo da integridade da
membrana plasmatica, integridade acrossomal, atividade mitocondrial, através de sondas
fluorescentes, funcionalidade da membrana plasmatica espermatica (HOST).

O teste de termorreristéncia avaliou a longevidade dos espermatozoides das
amostras de sémen descongeladas, incubadas em banho-maria a 37 °C por um periodo de
3 horas. As amostras descongeladas foram acondicionadas em microtubos de 1,5 mL e
incubadas a 37 °C, posteriormente, foram avaliadas quanto a motilidade total (MT - %) e
0 vigor (1-5) espermatico por meio de microscopia de contraste de fase (Olympus optical
Co., Ltda., Toquio, Japdo) com placa aquecedora acoplada, com aumento de 400X, nos
tempos 0, 30, 60, 120 e 180 minutos pos-descongelamento de acordo com Colégio
Brasileiro de Reproducéo Animal (CBRA, 2013).

A andlise computadorizada do sémen descongelado foi realizada no Nucleo
Integrado de Biotecnologia da Universidade Estadual do Ceara (NIB/UECE), através do
sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analyses), utilizando o software Sperm Class
Analyzer® (SCA) (Microptics, SL, versdo 3.2.0, Barcelona, Espanha). Uma amostra de
10 uL de sémen descongelado de cada ejaculado foi diluido em 50 puL de meio TRIS
(3,605 g de Tris (hidroximetil) aminometano; 2,024 g de acido citrico; 1,488 de frutose;



127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158

33

100 mL de agua destilada) previamente aquecido em banho-maria a 37°C, e uma aliquota
de 10 pL dessa diluigdo foi inserido em lamina previamente aquecida a 37°C e analisado
com auxilio de microscopio de contraste de fase acoplado a uma video-camera adaptada
ao sistema (Nikon™ HS5505, Eclipse 501, Japao). Para cada amostra foram analisados
cinco campos. Dentre os parametros avaliados estdo: motilidade total (MT - %),
motilidade progressiva (MP - %), velocidade curvilinear (VCL - pm/s), velocidade em
linha reta (VSL - um/s), velocidade média do percurso (VAP - um/s), linearidade (LIN -
%), retilinearidade (STR - %), indice de oscilagdo ou wobble (WOB - %), deslocamento
lateral de cabeca (ALH - um) e frequéncia de batimento cruzado (BCF - Hz), individual
para cada espermatozoide analisado.

A morfologia foi estimada em cada amostra de sémen descongelado, pelo método
da camara umida, por meio do qual foram avaliados 200 espermatozoides por observacgéo
microscopica (1000x), e a porcentagem das diversas alteracdes morfoldgicas foi agrupada
e classificada em espermatozoides normais, espermatozoides com defeitos maiores,
defeitos menores e defeitos totais, conforme Bloom (1973).

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, foi utilizado o método de
coloracdo dupla com diacetato de carboxifluoresceina (DCF; Sigma-Aldrich®, St.Louis,
MO, USA) e iodeto de propidio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), modificado
por Coleto et al. (2002), em que aliquotas de 50 uL de sémen pos-descongelacdo foram
diluidas em 150 pL de Tris (3,605 g de Tris, 2,024 g de acido citrico, 1,488 g de frutose,
100 mL de &gua destilada) contendo 5 pLL de DCF (0,46mg/mL em DMSO) e 20 uL de
IP (0,5 mg/mL em PBS) e incubadas por 10 minutos a 37 °C. Um total de 200
espermatozoides foi avaliado em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co.,
Ltda., Téquio, Japdo), com aumento de 400x, usando-se filtro de emissdo DBP 580-
630nm e excitacdo DBP 485/20nm. Os espermatozoides foram classificados com
membrana intacta, quando se apresentaram corados em verde, e com membrana
danificada quando corados em vermelho.

Para avaliacdo da integridade do acrossoma, foi utilizado o corante isotiocianato
de fluoresceina conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, St Louis,
MO, USA), de acordo com a técnica descrita por Roth et al. (1998), em que uma aliquota
de 20 pL da solu¢do estoque de FITC-PNA (1 mg/mL) foi descongelada e adicionada a
480 pL de solugdo de fosfato tamponada (PBS) para obter a concentragdo final de 100
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ug/mL. Aliquotas (20 pL) desta solucdo foram inseridas sobre esfregacos de laminas
contendo espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos em cAmara imida a
4 °C, na auséncia de luz. Apds incubacéo, as laminas foram enxaguadas duas vezes em
PBS refrigerado (4 °C) e reservadas para secagem na auséncia de luz. Imediatamente
antes da avaliago, 5 ulL de meio de montagem UCD (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL de PBS,
5mg de azida s6dica e 5mg de p-fenilenodiamina) foi inserido sobre a 1dmina e cobertos
com laminula. Foram avaliados 200 espermatozoides por lamina, com aumento de 1000
X, sob Gleo de imersdo, em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda.,
Téquio, Japdo), usando-se filtro de emissdo LP 515 nm e BP 450-490 nm para excitacao.
Os espermatozoides foram classificados como portadores de acrossomas intactos, quando
apresentaram a regido acrossomal corada com fluorescéncia verde, ou como portadores
de acrossoma reagido, quando apresentaram uma faixa verde fluorescente na regido
equatorial da cabeca espermatica ou ndo apresentaram fluorescéncia verde em toda regido
da cabeca.

A funcdo mitocondrial foi determinada pela utilizacdo de um fluorocromo
cationico lipofilico JC-1 (Guthrie e Welch, 2006). Para tanto, aliquotas de 50 pL. de sémen
p6s-descongelagdo foram diluidas em 150 pL de Tris, contendo 5 puL de JC-1 (0,15 mM
em DMSO) e incubadas por 10 minutos a 37 °C. Um total de 200 espermatozoides foram
avaliados em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda., Toquio,
Japdo), com aumento de 1000 x, sob dleo de imersdo, usando-se filtro de emisséo LP 515
nm e BP 450-490 nm para excitacdo. Os espermatozoides com a regido da peca
intermediaria coradas em laranja foram classificados com alto potencial de membrana
mitocondrial, e aqueles com a regido da peca intermediaria coradas em verde foram
classificados com baixo potencial de membrana mitocondrial.

Para avaliacdo da funcionalidade da membrana espermatica, através do teste
hiposmoético (HOST), uma proporcdo de 10 pL de sémen descongelado de cada
tratamento, de forma individualizada, foi diluido em 1 mL de solucdo hiposmdtica
constituida por citrato tri-sodico e frutose, obedecendo a uma concentracdo de 150
mOsm/L. Outra aliquota de 10 plL de sémen, de cada tratamento, de forma
individualizada, foi diluido em 1 mL de solucdo isosmdtica, constituida por citrato tri-
sodico e frutose, obedecendo a uma concentracdo de 300 mOsm/L, conforme Fonseca et

al. (2005) e incubados em Banho-Maria a 37°C, durante 60 minutos. Posteriormente,
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10uL de cada solucédo (hiposmotica e isosmotica) foi inserido sobre 1dmina, coberta com
laminula, e observada em microscopio de contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda.,
Téquio, Japdo) com aumento de 1000x. O resultado foi expresso em percentual pela
diferenca de caudas dobradas antes e apds o teste, em 200 espermatozoides contados.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés
tratamentos e 6 repeticGes (coletas). As varidveis motilidade total e vigor no teste de termo
resisténcia (TTR), integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal,
atividade mitocondrial, funcionalidade da membrana plasmatica espermética (HOST) e
avaliacdo morfoldgica pre e pos-descongelacdo foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA), utilizando-se o procedimento modelos lineares gerais (Proc GLM), e para
comparagdo de média foram utilizados os testes paramétricos de Duncan e Tukey, na
probabilidade de 5%. As andlises foram executadas através do programa Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros cinéticos, pds-descongelacgéo, de espermatozoides criopreservados,
analisados pelo sistema CASA, sdo observados na Tab. 1. O grupo suplementado com
Diazinon (120 uM) apresentou menor motilidade progressiva (10,92%) em comparacao
com o grupo Controle (20,82%) (p<0,05), porém ndo diferiu do grupo suplementado com
Trolox (75 uM) (p>0,05, Tab. 1). Por outro lado, a motilidade progressiva do grupo
suplementado com Trolox (75 pM) se manteve ao mesmo nivel do tratamento controle
(p>0,05). Os demais parametros cineticos espermaticos foram preservados de forma
semelhante em todos os diluidores utilizados no processo de criopreservacao (p>0,05).

O sémen criopreservado em meio com Diazinon (120 uM) ndo apresentou a
resposta esperada de protecdo ap6s o estimulo nocivo provocado pelo processo de
criopreservacdo, através de uma concentracdo subletal, mantendo uma motilidade
progressiva abaixo do tratamento controle. No entanto, o grupo suplementado com
Diazinon manteve uma motilidade total de acordo com o preconizado pelo CBRA (2013)
para o s€men criopreservado de ovinos (> 30%). Dessa forma, observa-se que o Diazinon
(120 uM) estimulou um nivel de estresse subletal nas células espermaticas, porém sem

melhorar os parametros cinéticos.
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Tabela 1. Parametros cinéticos (CASA) de espermatozoides criopreservados de ovinos
em meio de congelagdo suplementado com Diazinon (120 uM) e Trolox (75 uM) (n=6)

Parametros Controle Diazinon Trolox
MT (%) 51,67+13,73 35,67+9,44 51+10,18
MP (%) 20,82+10,772 10,92+2,77° 13,5+4,23%

VCL (um/s) 61,22+10,42 54,98+5,75 54,95+5,7

VSL (um/s) 33,88+11,08 26,58+4,54 25,53+45,47

VAP (um/s) 42,65+10,96 36,67+4,2 35,1+5,04

LIN (um/s) 54,2349,0 48,1+4,38 46,28+7,48

STR (um/s) 78,23+7,01 72,73+4,18 72,15+5,46

WOB (um/s) 68,98+6,43 66,1+3,32 63,83%6,15

ALH (um/s) 3,18+0,43 3,18+0,41 3,15+0,21

BCF (um/s) 9,6+1,76 8,6+1,74 10,17+1,55

Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05).

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (DP)

MT — motilidade total; MP - motilidade progressiva; VCL — velocidade curvilinea; VSL - velocidade em
linha reta; VAP — velocidade média de percurso; LIN - linearidade; STR - retilinearidade; WOB —
Oscilagdo; ALH - Amplitude de deslocamento lateral da cabeca e BCF - frequéncia de batimentos de cauda.
Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05).

O sémen criopreservado em meio com Diazinon (120 uM) ndo apresentou a
resposta esperada de protecdo apds o estimulo nocivo provocado pelo processo de
criopreservacdo, através de uma concentragdo subletal, mantendo uma motilidade
progressiva abaixo do tratamento controle. No entanto, o grupo suplementado com
Diazinon manteve uma motilidade total de acordo com o preconizado pelo CBRA (2013)
para o s€men criopreservado de ovinos (> 30%). Dessa forma, observa-se que o Diazinon
(120 uM) estimulou um nivel de estresse subletal nas células espermaticas, porém sem
melhorar os pardmetros cinéticos.

Em geral, se o estimulo estressor ndo for além de um certo limite, a célula pode
se adaptar, montando uma adequada resposta celular protetora, 0 que garante a
sobrevivéncia da mesma. Por outro lado, pode ocorrer uma falha em ativar ou manter uma
resposta protetora, por exemplo, se 0 agente estressor for muito intenso, resultando na
ativacdo de cascatas de sinalizacdo de estresse, que eventualmente induzem as vias de
morte celular (Perkins e Gilmore, 2006; Weston e Davis, 2007).

Os resultados desse estudo divergem dos observados por Silva (2010), avaliando
o efeito da suplementacdo do Trolox (30, 60 e 120 uM) na qualidade do sémen
criopreservado de ovinos, onde a percentagem de espermatozoides com motilidade
progressiva (MP), LIN, STR, WOB, VSL ¢ VAP, utilizando 60 uM e 120 uM de Trolox,
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foram superiores as observadas no controle. Observa-se que as médias de motilidade
progressiva foram muito semelhantes aos observados nesse estudo, para o grupo Trolox
(75 uM — 13,5%).

Os parametros de MT, MP, LIN, STR e BCF observados nesse estudo foram
superiores aos observados por Peixoto (2007), avaliando o efeito do Trolox (60 uM) na
qualidade do sémen criopreservado de ovinos. Amostras com elevados valores desses
parametros de velocidade e de LIN e BCF apresentam melhor migracéo e penetragéo no
muco cervical (Mortimer, 2000; Verstegen et al., 2002).

O efeito inibitério do Trolox sobre a lipoperoxidacdo, através da neutralizagéo de
radicais peroxil e radicais alcoxil, encontrados nas membranas espermaéticas, durante o
processo de criopreservacdo (Pereira et al. 2003), ndo foi suficiente para produzir
melhores parametros cinéticos dos espermatozoides ovinos, e isso pode ser atribuido a
dose utilizada e & sua interacdo com o diluidor Tris-gema, interagindo com menor
intensidade sobre a bicamada lipidica do espermatozoide.

No teste de termorresisténcia (TTR) espermatico a 37 °C nos tempos 0, 30, 60,
120 e 180 minutos p6s-descongelamento, observou-se que os parametros de motilidade e
vigor nédo diferiram estatisticamente entre os tratamentos e o controle, em nenhum dos
tempos avaliados, quando adicionado Diazinon (120 uM) e Trolox (75 uM) ao diluidor
de criopreservacdo de sémen em ovinos (Tab. 2; p>0,05). No entanto, houve varia¢des
entre 0s tempos dentro de cada tratamento para as variaveis motilidade e vigor e
espermatico (Tab. 2; p<0,05).

Sousa Filho et al. (2021), avaliando o efeito da vitamina E (116 uM) no sémen
criopreservado de cdes, também ndo observaram efeitos positivos da motilidade e vigor
espermaticos, avaliados pelo TTR, nos diferentes tempos de avaliacdo da longevidade
espermatica, corroborando com os resultados desse estudo. O mesmo resultado foi
observado por Peixoto et al. (2013), quando utilizaram Trolox na criopreservacao de

sémen de caes, nas concentragdes de 200 e 300 uM/L.
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Tabela 2. Motilidade total e vigor pos-descongelamento de espermatozoides ovinos, criopreservados em meio de congelacdo suplementado
com Diazinon (120 uM) e Trolox (75 uM), avaliados pelo teste de termo resisténcia (TTR) (n=6)

0 minutos 30 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos
Tratamentos __ _ _ _ __ _ __ _ __ _
Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor
Controle 29,17+8,01* 2,83+0,41*  17,5+#7,58° 2,67+051* 12,5+6,89® 2,17+0,98%  4,83+3,54° 1,33+0,818 1,5+£2,07¢ 0,5+0,55¢
Diazinon 19,17+6,64%  2,5+0,55% 12,5+4,18°  2,17+0,75"  7,33+3,88° 2+1,0948 3+1,89% 1,17+0,758¢ 124 0,33+0,51¢
Trolox 28,33+7,53* 2,83+0,41* 16,67+4,08° 2,67+1,03* 9,5+6,12°¢ 2,17+0,75*  3,33+1,37¢ 1,170,418 0,67+1,21¢  0,33+0,51°

Valores de média com letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os tempos para motilidade (p<0,05) pelo teste de Duncan
Valores de média com letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os tempos para vigor (p<0,05) pelo teste de Duncan

Castelo Branco et al. (2020), avaliando o efeito do Eugenol (10uM e 50uM), adicionado ao meio de congelacdo de sémen de touros,
observaram o mesmo efeito de estabilizacdo da reducdo da motilidade e vigor e espermatico pelo TTR, sobretudo nos tempos 120 e 180
minutos p6s-descongelacao.

Para o tratamento com Diazinon houve uma reducdo significativa da motilidade espermatica até o tempo de 60 minutos pos-
descongelacédo (T60) (p<0,05), havendo uma estabilizacdo entre os tempos 60 e 120 minutos (p>0,05) e entre os tempos 120 e 180 minutos
(p>0,05). Para o tratamento com Trolox houve uma reducdo significativa da motilidade espermatica até o tempo de 120 minutos pés-
descongelagéo (p<0,05), havendo uma estabiliza¢do entre os tempos 120 e 180 minutos (p>0,05).

Esses resultados podem indicar a necessidade de maior tempo de acdo do Diazinon e do Trolox, p6s-descongelamento, na bicamada
lipidica dos espermatozoides, para estabilizacdo dos danos ocasionados pela criopreservacdo espermatica, em especial, a lipoperoxidacdo da

membrana plasmatica.
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Para os resultados de morfologia espermatica (Tab. 3), observou-se que a adi¢do
de Diazinon e Trolox ao meio diluidor ndo alterou o percentual de defeitos esperméticos
no sémen criopreservado de ovinos, e ndo alterou o percentual de defeitos espermaticos
antes (pool) e apds o processo de criopreservacao em cada tratamento (p>0,05). Observa-
se que ha uma tendéncia de aumento no percentual de defeitos maiores apds o processo
de criopreservacao. O percentual de espermatozoides com defeitos maiores, em todos 0s
grupos, esta de acordo com o preconizado pelo CBRA (2013), com valores menores que

10%, assim como o percentual de espermatozoides normais é superior a 80%.

Tabela 3. Parametros morfoldgicos (defeitos maiores, defeitos menores e defeitos totais)
espermaticos pés-descongelacdo, do sémen de ovinos, criopreservados em meio de
congelagdo suplementado com Diazinon (120 uM) e Trolox (75 uM) (n=6)

Parametros Controle Diazinon Trolox Pool
Defeitos maiores 843,03 542 7.67+4.54 4.43+1 28
(%)
Defeitos menores 6+3,00 9,1743,76 5.542.88 9.63+4,03
(%)
De'ce'zg/i)t‘)ta's 1443 85 14,1743,97 13,1743,87 14.07+3,55

Os valores sdo expressos como média + desvio padrao (DP)

Resultado semelhante foi observado por Castelo Branco et al. (2017), ao avaliar
o percentual de defeitos maiores, menores e totais, pds-descongelamento, do sémen de
bovinos criopreservados em diluidor suplementado com inibidores de serino protease
(inibidor do ativador do plasminogénio 1 — PAI 1 e Antipaina), onde esses agentes
antioxidantes ndo interferiram nesses padrdes de morfologia espermatica. O mesmo autor
também ndo observou interferéncia desses antioxidantes no potencial de membrana
mitocondrial, a exemplo do Diazinon nesse estudo e ndo observou interferéncia na
integridade de membrana plasmatica, a exemplo do Trolox neste estudo.

Esses resultados demonstram que o Diazinon e o Trolox, assim como algumas
outras categorias de antioxidantes, ndo promovem uma alteracdo no padrdo morfoldgico
das células espermaticas, no entanto, podem gerar alteracdes a niveis ultraestruturais da
célula, a exemplo da estrutura da membrana plasmatica e potencial de membrana
mitocondrial, provavelmente por serem os principais sitios de acdo das EROs sob os

espermatozoides.
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Na avaliagdo da ultraestrutura espermatica, através de sondas fluorescentes,
observou-se que a adicdo de Diazinon e Trolox ndo gerou um incremento no percentual
de celulas com integridade de membrana plasmatica, bem como no percentual de células
espermaticas com atividade mitocondrial (Tab. 4; p>0,05), porém o Diazinon reduziu o
percentual de espermatozoides com acrossoma intacto quando comparado aos demais
tratamentos (Tab. 4; p<0,05). O Trolox apresentou uma tendéncia favoravel para a

manutencdo da integridade do acrossoma.

Tabela 4. Integridade da membrana plasmaética, atividade mitocondrial e integridade
acrossomal pos-descongelamento de espermatozoides ovinos, criopreservados em meio
de congelacao suplementado com Diazinon (120 uM) e Trolox (75 uM) (n=6)

Parametros Controle Diazinon Trolox

Integridade de Membrana 5 33,7 g7 28,83+7,08 38,83+12.50
Plasmatica (%)

Atividade Mitocondrial

3533£12,75 20,6752 33£12,29
(%)
'”teg”dad(‘f) /A)‘C“’S“’ma' 34,67£2,73% 30,172,320 36,6742,42°
0

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo (DP)
Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% (P>0,05).

Em estudo realizado por Souza et al. (2017), avaliando a associacdo de Trolox ao
acido ascorbico ou melatonina, também ndo houve aumento do percentual de
espermatozoides com integridade de membrana plasmatica e acrossomal nos tratamentos
utilizando Trolox, no entanto, os autores obtiveram maiores percentuais de atividade
mitocondrial quando associaram o Trolox ao acido ascorbico e melatonina.

Tem sido observado que o Trolox € um excelente inibidor da lipoperoxidacéo,
devido ao fato de distribuir-se bicamada lipidica das biomembranas, envolvendo o OH-
fendlico e proporcionando a remocéo de radicais peroxil (Albertini e Abuja, 1999), no
entanto ndo foi observado no presente estudo a efetividade das caracteristica
antioxidantes do Trolox na criopreservacdo do sémen, sugerindo que a substancia pode
ter um efeito dose dependente, ndo apresentando um nivel de concentragdo necessario
para exercer uma atividade antioxidante nessas regifes especificas dos espermatozoides.

Além disso, a associacdo de antioxidantes com diferentes caracteristicas, no meio diluidor
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para criopreservacdo, pode potencializar os efeitos de cada um dos antioxidantes
utilizados.

Pefa et al. (2003), utilizando o Trolox nas concentragdes de 100 e 200 uM, na
congelacdo do sémen de suinos, identificaram que a maior dosagem conferiu melhores
resultados para a motilidade espermatica e potencial de membrana mitocondrial.

O diluidor suplementado com 120 uM de Diazinon apresentou bom potencial de
manutencdo da motilidade espermatica pre-congelacdo, mostrando estabilidade no meio
diluidor, alcancando uma motilidade espermética de 72,5%. Nao existem estudos
anteriores do efeito do Diazinon na qualidade espermatica, quando inserido no diluidor
para criopreservagdo. No entanto, em estudo realizado em roedores sobre os efeitos do
Diazinon na qualidade espermatica, foi observado que a exposi¢do de camundongos ao
Diazinon levou a reducéo da qualidade espermatica e do potencial de fertilidade (Naderi
et al., 2020), o que pode estar associado as lesbes provocadas pelo aumento da
peroxidacdo lipidica na membrana celular, que afetou, dentre outras, a regido acrossémica
e estresse oxidativo. Portanto, ndo foi observado o efeito de subletalidade na concentragédo
empregada, gerando danos ao acrossoma espermatico.

Breininger et al. (2005), verificaram que a dosagem de 200 pg/mL de acetato de
a-tocoferol preservou a integridade mitocondrial, elevando a motilidade espermatica em
suinos, uma vez que foi preservada a matriz de energia.

Silva (2010), comparando o efeito do Trolox (30, 60 ¢ 120 uM) e da Catalase,
adicionados ao diluidor Tris-Gema na congelagéo do sémen de ovinos, observou que, ao
aumentar a concentracdo do Trolox ao meio diluidor, houve maior preservagao do
acrossoma quando comparado a utilizacdo da Catalase.

Na analise da funcionalidade da membrana plasmatica, pelo teste hiposmotico
(HOST), houve reducdo do percentual de células esperméaticas com membrana funcional
quando diluidos em meio de congelacdo suplementado com Diazinon, quando comparado
aos demais grupos (Tab. 5; 0<0,05). O Trolox manteve a funcionalidade da membrana
plasmatica ao nivel do controle (P>0,05). Resultado semelhante foi observado por Castelo
Branco et al. (2020), que ndo verificaram efeito positivo do Eugenol (10 uM e 50uM) na
funcionalidade da membrana plasmatica, pelo teste hiposmotico (p>0,05).

Taherdehi et al. (2019) e Naderi et al. (2020), avaliando o efeito da administracdo

enddgeno do Diazinon na qualidade espermatica e tecido testicular de camundongos,
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observaram reducdo da qualidade espermatica e aumento da peroxidacao lipidica, com
reducdo da producédo de glutationa reduzida no parénquima testicular, mostrando que o
Diazinon pode gerar efeitos negativos nas membranas espermaticas ainda na fase de
espermatogénese, 0 que pode ocasionar reducdo da integridade e funcionalidade da
membrana plasmatica, em doses elevadas.

Carvalho (2022), avaliando o efeito da adigdo de Diazinon ao meio de maturacgdo
em o0citos bovinos, observou uma reducdo da qualidade das estruturas embrionarias
formadas, embora ndo tenha interferido na taxa de clivagem das células, em seus estagios
iniciais. Devido a sua propriedade lipofilica, os organofosforados atravessam facilmente
a bicamada lipidica das membranas celulares, e dentro da célula produz radicais livres
que causam estresse oxidativo local (Ozsoy et al., 2016; Rieger et al., 2017)

Essa caracteristica explica alguns dos efeitos negativos diretos que o Diazinon, na
concentragdo atualmente utilizada, provocou a nivel ultraestrutural nas células
espermaticas, impactando diretamente na integridade e funcionalidade da membrana
plasmatica do espermatozoide, no entanto, ndo gerou alteracdes significativas na cinética

espermatica, denotando baixa letalidade do composto, sem induzir respostas adaptativas.

Tabela 5. Funcionalidade da membrana espermatica de espermatozoides ovinos, pos-
descongelagdo, submetidos ao teste hisposmatico (HOST), criopreservados em meio de
congelagdo suplementado com Diazinon (120 uM) e Trolox (75 uM) (n=6)

Parametros Controle Diazinon Trolox

HOST (%) 16,67+8,912 8,1745,19° 12,17+7,08%

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo (DP)
Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05).

Aguiar et al. (2020), avaliando o efeito da suplementacdo com Trolox (40 uM) no
diluidor, para o sémen refrigerado de equinos, também ndo observaram aumento do
percentual de células esperméticas com funcionalidade da membrana plasmatica
(p>0,05), pelo HOST, quando compara ao grupo controle e &cido decosa-hexaenoico
(30ng/mL - DHA).

Por outro lado, Rosin et al. (2020), observaram um aumento do percentual de
espermatozoides com funcionalidade da membrana plasmatica de touros, quando
criopreservado em diluidor suplementado com 250 uM/mL de Vitamina E (Trolox) e 0,60
mg/mL de Vitamina C, mostrando que h&a uma grande variabilidade de resultados que
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podem ser influenciados diretamente pela espécie animal, concentracdes utilizadas no
meio diluidor, racas, variagoes individuais ou associacfes com diferentes categorias de

antioxidantes, com mecanismos de acdo complementares.

CONCLUSAO

A suplementagdo de 120 uM de Diazinon, ao meio diluidor Tris-Gema, reduziu a
cinética espermatica bem como a qualidade estrutural dos espermatozoides, porém o
tratamento com Trolox (75 pM) manteve a qualidade espermatica do sémen

criopreservado de ovinos.
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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito dos agentes antioxidantes Genisteina (25 uM) ¢ Resveratrol
(20 uM), no diluidor TRIS-gema, sobre a qualidade do sémen criopreservado de ovinos.
Para tanto, foram coletadas amostras de sémen de seis ovinos da raga Dorper clinicamente
saudaveis e com os parametros androlégicos/seminais normais. O sémen foi diluido em
meio Tris-Gema com glicerol e os respectivos tratamentos: Controle (Tris-Gema); T1
(Tris-Gema + 25 pM de Genisteina) e T2 (Tris-Gema + 20 uM de Resveratrol).
Posteriormente, foram realizadas as analises fisicas do ejaculado pré e pos-diluigdo. As
amostras foram criopreservadas pelo método automatizado e, apds 15 dias, foram
realizadas as seguintes analises pds-descongelamento: analise fisica, teste de
termorresisténcia (TTR), cinética espermatica (CASA), avaliacdo morfoldgica pré-
congelacdo e pos-descongelacdo, integridade da membrana plasmaética, integridade
acrossomal, atividade mitocondrial e funcionalidade da membrana plasmatica
espermatica. A andlise estatistica foi realizada utilizando o SAS 2013, e as diferengas
foram consideradas significativas quando p<0,05. A integridade acrossomal foi menor no
grupo suplementado com Resveratrol (p<0,05), assim como 0 mesmo elevou o percentual
de espermatozoides com defeitos maiores em relacdo ao pool de espermatozoides pré-
congelacdo. A suplementacdo com Genisteina reduziu a funcionalidade da membrana

plasmaética espermética. Em conclusdo, a adi¢éo de 25 uM de Genisteina, ao diluidor Tris-
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Gema, mantém os parametros cinéticos espermaticos e a suplementacdo de 20 uM de
Resveratrol é capaz de melhorar o vigor espermatico do sémen criopreservado de ovinos.

Palavras-chave: fitoestrogenos, polifenol, sémen, criopreservagdo

Introducéo

O processo de criopreservagdo espermatica possibilita o uso de amostras de sémen
por periodos relativamente longos, reduz riscos e custos com aquisi¢do de reprodutores,
além de favorecer a rapida difusdo do material genético e formacdo de bancos de
germoplasma (Castelo et al., 2008; Bertozzo et al., 2009).

No entanto, sabe-se que o resfriamento, congelamento e descongelamento do
espermatozoide ovino podem causar danos irreversiveis, comprometendo assim sua
capacidade de fertilizacdo (Hezavehei et al., 2018). O principal efeito deletério causado
ao espermatozoide é a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante todo o
ciclo de congelamento e descongelamento, acompanhada por baixos niveis de
antioxidantes no plasma seminal e no extensor, induzindo um estado de estresse oxidativo
que causa a peroxidacdo lipidica do sistema de membrana bioldgica e resulta em
qualidade reduzida do sémen (Chaithrashree et al., 2020).

A identificacdo de antioxidantes que sejam capazes de minimizar os danos as
células espermaticas durante a criopreservacao, € um processo que deve ser bastante
estudado, isto porque ha variagdes nas caracteristicas do ejaculado nas diferentes espécies
de acordo com as épocas do ano, além de sofrer influéncia da idade e da alimentagdo
(Cémara e Guerra, 2011).

O Resveratrol é abundantemente encontrado na videira, e esta entre 0s compostos

fendlicos que inibem a formacdo de EROS, retardando o envelhecimento celular e
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organico (David et al., 2007). Na presenca de trans-resveratrol, a peroxidagdo lipidica é
inibida com mais eficiéncia quando comparado as vitaminas C e E, demonstrando que o
Resveratrol possui melhores efeitos antioxidantes que tais vitaminas (Stojanovic¢ et al.,
2001).

Além disso, nos ultimos anos, tém se aprofundado o efeito antioxidante dos
flavonoides e isoflavondides. Nesse contexto, foi observado que a Genisteina age contra
radicais peroxila e no sequestro de outros radicais livres (Simao et al., 2005). Porém, ndo
existem evidéncias claras do efeito desses compostos sobre a qualidade do sémen
criopreservado de ovinos em concentragdes especificas. Dessa forma, o objetivo desse
estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo com Genisteina e Resveratrol, no diluidor

TRIS-gema, sobre a qualidade do sémen criopreservado de ovinos.

Materiais e Métodos
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Piaui, UFPI, Teresina - PI, sob protocolo n® 745/2022.

Animais

Foram utilizados seis carneiros da raga Dorper, provenientes do Biotério de
Producdo de Ovinos do Colégio Técnico de Teresina (CTT), da Universidade Federal do
Piaui, localizado na cidade de Teresina. Os carneiros foram mantidos sob regime semi-
intensivo, em area com pastagem cultivada de capim Tifton sp e Mombaga sp, dividida
em piquetes, recebendo silagem de milho, &gua e sal mineral ad libitum, e avaliados
quanto a normalidade dos parametros androldgicos antes do estudo, de acordo com as

recomendacdes do Colégio Brasileiro de Reprodu¢do Animal (motilidade em massa: >3;
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motilidade espermatica: >80 %; concentracgao: 1 a 3 bilhdes espermatozoides/mL; nimero
total de espermatozoides no ejaculado: 3 a 5 bilhGes; espermatozoides morfologicamente

normais: > 80% (CBRA, 2013).

Coleta e dilui¢do do sémen

Foram realizadas 6 coletas de sémen dos 6 reprodutores, com auxilio de uma
vagina artificial, com um intervalo de 4 dias entre as coletas, totalizando 36 ejaculados.
Apbs cada coleta, foram avaliados individualmente o ejaculado de cada reprodutor e
selecionado conforme as caracteristicas seminais desejaveis de reprodutores ovinos
(CBRA, 2013). Posteriormente, foi formado o pool do ejaculado dos seis produtores,
avaliado as caracteristicas fisicas do pool, e diluido em diluidor Tris-Gema (3,605 g de
Tris; 2,024 g de acido citrico; 1,488g de frutose; 25 mg de gentamicina; 50.000 Ul de
penicilina; 100 ml de agua destilada; 20% de gema de ovo e 5% de glicerol, com
osmolaridade de 350 mOsm/kg e pH 6,8), avaliando os parametros fisicos de motilidade
e vigor espermatico apds a diluicdo. Trés diluidores experimentais foram preparados na
seguinte disposicdo: Controle (Tris-Gema), T1 (Tris-Gema + 25 uM de Genisteina) e T2
(Tris-Gema + 20 uM de Resveratrol). Uma parte do mesmo pool foi diluido em cada um
dos grupos experimentais. As concentracOes utilizadas nos tratamentos T1 (25 uM de
Genisteina) e T2 (20 pM de Resveratrol) foram obtidas através de avaliagdo de
desempenho em testes preliminares, utilizando as concentracGes de 15, 25 e 250 uM de
Genisteina, e as concentracdes de 20, 40 e 80 uM de Resveratrol, acrescidos ao diluidor
Tris-Gema, de forma individual, inserindo o volume de sémen necesséario, conforme o

calculo de concentracdo espermaética estabelecido pelo CBRA (2013) e avaliados os
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parametros de motilidade e vigor espermatico imediatamente apés a diluicdo e 15 minutos

pos-diluicdo, obtendo as melhores concentragdes utilizadas neste estudo.

Criopreservacdo do sémen

Imediatamente apds a coleta e processamento, as amostras de sémen foram
envasadas em palhetas de 0,25 mL, a temperatura ambiente, para uma concentragéo final
de 20 x 10° espermatozoides viaveis/palheta, e entdo foram congeladas em maquina TK
3000® (TK Tecnologia em congelagéo Ltda., Uberaba, Brasil), ajustada para uma taxa
de resfriamento de -0,5 °C/min da temperatura ambiente (25 °C) até atingir a temperatura
de 5 °C. Apos estabilizagdo a 5 °C por 1 hora, o congelamento foi realizado a -20 °C/min
até atingir uma temperatura de -120 °C, quando as palhetas foram colocadas diretamente
em nitrogénio liquido (-196 °C). O tempo medio entre o processo de dilui¢do e inicio da
criopreservacdo foi de 15 minutos. Apos um periodo de 15 dias, as amostras foram
submetidas as analises pos-descongelacdo. A descongelacdo foi realizada em banho-
maria, em uma temperatura de 37 °C por 30 segundos, para avaliacdo quanto & motilidade
total e vigor no teste de termo resisténcia (TTR), integridade da membrana plasmatica,
integridade acrossomal, atividade mitocondrial, através de sondas fluorescentes,
funcionalidade da membrana plasmatica espermatica (HOST), avaliacdo morfoldgica

po6s-descongelacdo e analise computadorizada do sémen (CASA).

Teste de Termorresisténcia (TTR)
O teste de termorreristéncia avaliou a longevidade dos espermatozoides das
amostras de sémen descongeladas, incubadas em banho-maria a 37 °C por um periodo de

3 horas. As amostras descongeladas foram acondicionadas em microtubos de 1,5 mL e
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incubadas a 37 °C, posteriormente, foram avaliadas quanto a motilidade total (MT - %) e
0 vigor (1-5) espermatico por meio de microscopia de contraste de fase (Olympus optical
Co., Ltda., Téquio, Japdo) com placa aquecedora acoplada, com aumento de 400x, nos
tempos 0, 30, 60, 120 e 180 minutos pds-descongelamento de acordo com Colégio

Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).

Analise computadorizada do sémen (CASA)

A analise computadorizada do sémen descongelado foi realizada no Ndcleo
Integrado de Biotecnologia da Universidade Estadual do Ceard (NIB/UECE), através do
sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analyses), utilizando o software Sperm Class
Analyzer® (SCA) (Microptics, SL, versdo 3.2.0, Barcelona, Espanha). Uma amostra de
10 puL. de sémen descongelado de cada ejaculado foi diluido em 50 pL. de meio TRIS
(3,605 g de Tris (hidroximetil) aminometano; 2,024 g de acido citrico; 1,488g de frutose;
100 mL de agua destilada) previamente aquecido em banho-maria a 37°C, e uma aliquota
de 10 pL dessa diluicdo foi inserido em lamina previamente aquecida a 37°C e analisado
com auxilio de microscopio de contraste de fase acoplado a uma video-camera adaptada
ao sistema (Nikon™ HS5505, Eclipse 50i, Japao). Para cada amostra foram analisados
cinco campos. Dentre os pardmetros avaliados estdo: motilidade total (MT - %),
motilidade progressiva (MP - %), velocidade curvilinear (VCL - pm/s), velocidade em
linha reta (VSL - um/s), velocidade média do percurso (VAP - um/s), linearidade (LIN -
%), retilinearidade (STR - %), indice de oscilacdo ou wobble (WOB - %), deslocamento
lateral de cabeca (ALH - um) e frequéncia de batimento cruzado (BCF - Hz), individual

para cada espermatozoide analisado.
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Avaliacdo morfoldgica

A morfologia foi estimada em cada amostra de sémen descongelado, pelo método
da cAmara umida, por meio do qual foram avaliados 200 espermatozoides por observagdo
microscopica (1000x), e a porcentagem das diversas alteracdes morfoldgicas foi agrupada
e classificada em espermatozoides normais, espermatozoides com defeitos maiores,

defeitos menores e defeitos totais, conforme Bloom (1973).

Analise da integridade da membrana plasmatica

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, foi utilizado o método de
coloracdo dupla com diacetato de carboxifluoresceina (DCF; Sigma-Aldrich®, St.Louis,
MO, USA) e iodeto de propidio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), modificado
por Coleto et al. (2002), em que aliquotas de 50 puL de sémen pos-descongelagdo foram
diluidas em 150 pL de Tris (3,605 g de Tris, 2,024 g de 4cido citrico, 1,488 g de frutose,
100 mL de 4gua destilada) contendo 5 pLL de DCF (0,46mg/mL em DMSO) e 20 uL de
IP (0,5 mg/mL em PBS) e incubadas por 10 minutos a 37 °C. Um total de 200
espermatozoides foi avaliado em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co.,
Ltda., Téquio, Japdo), com aumento de 400x, usando-se filtro de emissdo DBP 580-
630nm e excitacdo DBP 485/20nm. Os espermatozoides foram classificados com
membrana intacta, quando se apresentaram corados em verde, e com membrana

danificada quando corados em vermelho.

Anélise da integridade acrossomal
Para avaliacdo da integridade do acrossoma, foi utilizado o corante isotiocianato

de fluoresceina conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, St Louis,
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MO, USA), de acordo com a técnica descrita por Roth et al. (1998), em que uma aliquota
de 20 pL da solugdo estoque de FITC-PNA (1 mg/mL) foi descongelada e adicionada a
480 pL de solugdo de fosfato tamponada (PBS) para obter a concentragdo final de 100
ug/mL. Aliquotas (20 pL) desta solucdo foram inseridas sobre esfregacos de laminas
contendo espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos em camara Umida a
4 °C, na auséncia de luz. Apos incubagdo, as ldaminas foram enxaguadas duas vezes em
PBS refrigerado (4 °C) e reservadas para secagem na auséncia de luz. Imediatamente
antes da avaliag@o, 5 uLL de meio de montagem UCD (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL de PBS,
5mg de azida sddica e 5mg de p-fenilenodiamina) foi inserido sobre a ldamina e cobertos
com laminula. Foram avaliados 200 espermatozoides por lamina, com aumento de 1000
X, sob Gleo de imersdo, em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda.,
Téquio, Japdo), usando-se filtro de emissdo LP 515 nm e BP 450-490 nm para excitacao.
Os espermatozoides foram classificados como portadores de acrossomas intactos, quando
apresentaram a regido acrossomal corada com fluorescéncia verde, ou como portadores
de acrossoma reagido, quando apresentaram uma faixa verde fluorescente na regido
equatorial da cabeca espermatica ou ndo apresentaram fluorescéncia verde em toda regido

da cabeca.

Anélise do potencial de membrana mitocondrial

A funcdo mitocondrial foi determinada pela utilizagdo de um fluorocromo
cationico lipofilico JC-1 (Guthrie e Welch, 2006). Para tanto, aliquotas de 50 puL. de sémen
po6s-descongelagdo foram diluidas em 150 pL de Tris, contendo 5 pL de JC-1 (0,15 mM
em DMSO) e incubadas por 10 minutos a 37 °C. Um total de 200 espermatozoides foram

avaliados em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda., Téquio,
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Japdo), com aumento de 1000 x, sob dleo de imersdo, usando-se filtro de emissdo LP 515
nm e BP 450-490 nm para excitacdo. Os espermatozoides com a regido da peca
intermediaria coradas em laranja foram classificados com alto potencial de membrana
mitocondrial, e aqueles com a regido da peca intermediéria coradas em verde foram

classificados com baixo potencial de membrana mitocondrial.

Avaliacdo da Funcionalidade da membrana plasmética (HOST)

Para avaliacdo da funcionalidade da membrana espermatica, através do teste
hiposmoético (HOST), uma proporcdo de 10 pL de sémen descongelado de cada
tratamento, de forma individualizada, foi diluido em 1 mL de solu¢do hiposmotica
constituida por citrato tri-soédico e frutose, obedecendo a uma concentracdo de 150
mOsm/L. Outra aliquota de 10 pL de sémen, de cada tratamento, de forma
individualizada, foi diluido em 1 mL de solugdo isosmdtica, constituida por citrato tri-
sodico e frutose, obedecendo a uma concentragdo de 300 mOsm/L, conforme Fonseca et
al. (2005) e incubados em Banho-Maria a 37°C, durante 60 minutos. Posteriormente,
10puL de cada solucédo (hiposmotica e isosmotica) foi inserido sobre 1dmina, coberta com
laminula, e observada em microscépio de contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda.,
Téquio, Japdo) com aumento de 1000x. O resultado foi expresso em percentual pela

diferenca de caudas dobradas antes e apds o teste, em 200 espermatozoides contados.

Andlise Estatistica
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. As
variaveis estudadas (motilidade total e vigor no teste de termo resisténcia (TTR),

integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal, atividade mitocondrial,
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através de sondas fluorescentes, funcionalidade da membrana plasmatica espermatica
(HOST) e avaliacdo morfoldgica pos-descongelacdo) foram submetidas a anélise de
variancia (ANOVA) e para comparacgdo de média foram utilizados os testes paramétricos
de Duncan e Tukey, na probabilidade de 5%. As analises foram executadas através do

programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2002).

Resultados

No teste de termorresisténcia (TTR) espermatico a 37 °C nos tempos 0, 30, 60,
120 e 180 minutos p6s-descongelamento, observou-se que os parametros de motilidade e
vigor espermatico ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos e o controle, em
nenhum dos tempos avaliados, quando adicionado Genisteina (25 uM) e Resveratrol (20
uM) ao diluidor de criopreservacao de s€émen em ovinos (Tabela 1; p>0,05).

O vigor espermatico observado no grupo com diluidor suplementado com
Resveratrol apresentou tendéncia de crescimento em relacdo aos demais tratamentos no
tempo 0 (TO) pds-descongelagdo, assim como o grupo com diluidor suplementado com
Genisteina, apresentou tendéncia de estabilizacdo da motilidade espermética no T120 e

no vigor esperméatico no mesmo tempo pos-descongelacdo. No entanto, houve variagdes
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entre os tempos dentro de cada tratamento para as variaveis motilidade e vigor e espermatico (Tabela 1; p<0,05).

Tabela 1 — Motilidade total e vigor pds-descongelamento de espermatozoides ovinos, criopreservados em meio de congelacao suplementado
com Genisteina (25 uM) e Resveratrol (20 uM), avaliados pelo teste de termo resisténcia (TTR) (n=6)

0 minutos 30 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos
Tratamentos g - g - g - g - g -
Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor
Controle 29,17+#8,01*  2,83+0,41"  17,5+7,58° 2,67+0,514 12,5+6,89°  2,17+0,98"  4,83+3,54° 1,330,818 1,5+2,07¢ 0,5+0,55¢

Genisteina 23,33+6,05? 3+0,634 1545,47° 2,540,558 8,5+4,32° 2+0,898¢ 5,33+2,58%  1,5+0,55¢ 0,5+0,83¢ 0,33+0,51°
Resveratrol 29,17+11,14%  3,17+0,4A  16,17+9,75° 2,67+0,81°8%  9,17+4,91" 2+0,63B¢ 4,5+1,22¢ 1,33+0,51¢  1,17+1,94°  0,5%0,55°

Valores de média com letras minudsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os tempos para motilidade (p<0,05) pelo teste de Duncan
Valores de média com letras maiUsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os tempos para vigor (p<0,05) pelo teste de Duncan

Para o tratamento com Genisteina houve uma reducgdo significativa da motilidade espermética até o tempo de 60 minutos pos-
descongelagéo (T60) (p<0,05), havendo uma estabilizac&o entre os tempos 60 e 120 minutos (p>0,05) e entre os tempos 120 e 180 minutos
(p>0,05). Para o tratamento com Resveratrol houve uma redugdo significativa da motilidade espermatica até o tempo de 30 minutos pos-
descongelagéo (p<0,05), havendo uma estabiliza¢do entre os tempos 30 e 60 minutos (p>0,05) e entre os tempos 60 e 180 minutos.

Para a varidvel vigor espermatico houve uma estabilizacdo mais acentuada do padrdo observado para o sémen do grupo controle,
mantendo-se sem diferenca até o tempo de 60 minutos (Tabela 1; p>0,05). Para o sémen suplementado com Genisteina e Resveratrol houve

manutenc¢des no padrdo de vigor espermatico observado até 30 minutos entre os tempos, com reducdes significativas logo em seguida.
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Os parametros cinéticos espermaticos pos-descongelacdo, avaliados pelo sistema
computadorizado (CASA), para o0 sémen criopreservado de ovinos, em meio
suplementado com Genisteina (25 uM) e Resveratrol (20 uM), sdo observados na Tabela
2. Os tratamentos T1 e T2 mantiveram os padrdes cinéticos espermaticos ao nivel do
controle, nas diferentes varidveis cinéticas espermaticas avaliadas (p>0,05, Tabela 2).

Tabela 2 - Parametros cinéticos (CASA) de espermatozoides criopreservados de ovinos

em meio de congelacdo suplementado com Genisteina (25 uM) e Resveratrol (20 uM)
(n=6)

Parametros Controle Genisteina Resveratrol
MT (%) 51,67+13,73 48,83+16,12 52+14,25
MP (%) 20,82+10,77 13,92+4,95 17,1+4,37

VCL (um/s) 61,22+10,42 55,32+4,52 58,6+5,48

VSL (um/s) 33,88+11,08 27,18+5,09 30,7+5,9

VAP (um/s) 42,65+10,96 36,53+4,0 40,2745,56

LIN (um/s) 54,2349,0 48,77+5,79 52,0245,68

STR (um/s) 78,23+7,01 73,85+6,68 75,78+5,02

WOB (um/s) 68,98+6,43 65,95+2,35 68,48+3,41

ALH (um/s) 3,18+0,43 3,25+0,3 3,22+0,25

BCF (um/s) 9,6+1,76 9,15+1,67 9,1+0,39

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo (DP)

MT — motilidade total; MP - motilidade progressiva; VCL — velocidade curvilinea; VSL - velocidade em
linha reta; VAP — velocidade média de percurso; LIN - linearidade; STR - retilinearidade; WOB —
Oscilagdo; ALH - Amplitude de deslocamento lateral da cabeca e BCF - frequéncia de batimentos de cauda.
Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05).

Para os resultados de morfologia espermatica, como mostrado na Tabela 3, ndo
houve alteracdes no padréo de defeitos espermaticos em nenhum dos tratamentos, apds o
processo de criopreservacao (p>0,05). Observa-se que hd uma tendéncia de aumento no
percentual de defeitos maiores ap0s 0 processo de criopreservagdo, ao comparar 0O
percentual de defeitos maiores do pool de espermatozoides do sémen diluido em cada
tratamento, antes da criopreservagdo, com a mesma caracteristica de defeitos apos a
criopreservacdo, poréem sem alteracOes significativas (p>0,05). No entanto, o percentual

de espermatozoides com defeitos maiores, em todos os grupos, estd de acordo com o
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preconizado pelo CBRA (2013), com valores menores que 10%, assim como o percentual

de espermatozoides normais, que foram superiores a 80%.

Tabela 3 - Parametros morfoldgicos (defeitos maiores, defeitos menores e defeitos totais)
espermaticos poés-descongelacdo, do sémen de ovinos, criopreservados em meio de
congelacao suplementado com Genisteina (25 pM) e Resveratrol (20 uM) (n=6)

Parametros Controle Genisteina Resveratrol Pool
Defe“‘;;:;‘a'ores 843,03 7,5+2,74 8,5+3,98 4,43+1,28
Defe'to(f)ge”ores 6+3,09 7174435 783636  9,63t4,03
Defeitos totais (%) 143,85 14,67+6,83 18334734 14,07+355

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo (DP)
Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05).

Na avaliacdo da ultraestrutura espermatica, através de sondas fluorescentes,
observou-se que a adi¢do de Genisteina e Resveratrol ndo elevou o percentual de células
com integridade de membrana plasmatica e acrossomal, assim como no percentual de
celulas espermaticas com atividade mitocondrial (Tabela 4; p>0,05). A Genisteina
apresentou uma tendéncia favoravel para elevar o percentual de células com integridade
de membrana plasmatica, quando comparado aos demais grupos, no entanto ndo houve

uma elevacdo significativa (p>0,05).
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Tabela 4 - Integridade da membrana plasmatica, atividade mitocondrial e integridade
acrossomal pés-descongelamento de espermatozoides ovinos, criopreservados em meio
de congelacao suplementado com Genisteina (25 pM) e Resveratrol (20 uM) (n=6)

Parametros Controle Genisteina Resveratrol
Integridade de
Membrana 34,33+7,97 36+6,87 34+8,15
plasmatica (%)
Atividade
Mitocondrial (%) 35,33+£12,75 29,83+11,39 32+9,65
Integridade 34,67+2,73 34,33+2,16 33,56+2,36

Acrossomal (%)

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo (DP)

Na anélise da funcionalidade da membrana plasmatica, pelo teste hiposmatico
(HOST), observa-se uma reducdo do percentual de células esperméaticas com membrana
funcional no sémen criopreservado em meio de congelacdo suplementado com

Genisteina, quando comparado aos demais grupos (Tabela 5; 0<0,05).

Tabela 5 — Funcionalidade da membrana espermatica de espermatozoides ovinos, pos-
descongelacdo, submetidos ao teste hisposmotico, criopreservados em meio de
congelagdo suplementado com Genisteina (25 pM) e Resveratrol (20 uM) (n=6)

Parametros Controle Genisteina Resveratrol

HOST (%) 16,67+8,91° 8+4,6° 12+3,79%

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo (DP)
Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05).

Discussao

Através de varios estudos, foi demonstrado que a ingestdo de Fitoestrogenos causa
alteracdes reprodutivas em animais, bem como algumas sindromes temporarias de
infertilidade (Pefia-Corona et al., 2019). No entanto, também ha evidéncias de que 0s
Fitoestrogenos, a exemplo da Genisteina, favorecem a reproducdo por elevar a

concentracdo, motilidade e volume espermatico necessario para a fertilizagdo ('Yousef et
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al.,, 2004; Dominguez et al., 2014). Dessa forma, é de grande importancia o
aprofundamento dos estudos com essa classe de substancias, com potencial antioxidante.

No presente estudo, a Genisteina foi capaz de manter o vigor espermatico apés o
processo de criopreservacdo. A influéncia benéfica das isoflavonas nos pardmetros
seminais tem sido atribuida ao seu efeito antioxidante, pois reduzem a producdo de
perdxido de hidrogénio e protegem os espermatozoides contra danos oxidativos (Yousef
etal., 2004).

Elsayed et al. (2019) verificaram, que a suplementacdo de Genisteina no diluidor
de criopreservacdo de sémen, em ovinos, foi capaz de aumentar a capacidade
antioxidante, reduzir a lipoperoxidagdo, além de reduzir a fragmentacdo de DNA e a
expressdo da proteina pré-apoptotica caspase-3 na concentracdo de 10 pM. Por outro
lado, uma concentracdo maior de Genisteina (100 uM) causou efeitos deletérios a célula
espermatica e na sua integridade funcional.

Apesar dos estudos demonstrando os efeitos inibidores da Genisteina, e de outras
Isoflavonas, na lipoperoxidacdo em células esperméticas, produzidos pelas EROs, a
Genisteina (25 uM) ndo aumentou o percentual de células com membranas plasmaticas e
acrossomais integras, na avaliagdo da ultraestrutura espermética, embora tenha
apresentado uma tendéncia de elevacdo do percentual de células espermaticas com
integridade de membrana plasmatica. A Genisteina (25 uM) também reduziu o percentual
de espermatozoides com funcionalidade da membrana plasmatica, demonstrando que a
mesma ndo foi eficiente em impedir os efeitos deletérios causados na bicamada lipidica
da membrana plasmatica espermatica, durante o processo de criopreservacao.

Dominguez et al. (2014), avaliando o efeito da suplementagdo com dietas ricas em

isoflavonas na qualidade do sémen criopreservado de ovinos, observaram que ndo houve
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alteracGes no volume espermatico, motilidade total e progressiva e na integridade de
membrana plasmatica e acrossomal dos espermatozoides, resultando em efeitos
semelhantes aos observados nesse estudo, com a suplementacao direta da Genisteina (25
uM) no meio diluidor para criopreservacao do sémen de ovinos.

Por outro lado, Prihantoko et al. (2020), avaliando o efeito da suplementacao de
Immol e 2mmol de Genisteina no diluidor de sémen bovino para criopreservacéo,
observaram que houve aumento do percentual de células espermaticas com integridade
de membrana plasmatica e acrossomal, assim como no aumento da motilidade
espermatica. Nesse experimento, as dosagens utilizadas no diluidor foram bem maiores
as utilizadas no presente estudo, mostrando que pode haver um efeito dose-dependente.

Em ovinos, foram encontrados resultados muito divergentes quanto aos efeitos
deletérios ou benéficos atribuidos a ingestdo de Fitoestrogenos sobre os parametros
seminais (Ramirez et al., 2022). Portanto, sdo necesséarios mais estudos sobre os efeitos
dessas substancias na qualidade do sémen criopreservado de ovinos.

O uso do Resveratrol como agente antioxidante tem sido sugerido como
alternativa na preservacao da fertilidade de espermatozoides criopreservados (Gripa et
al., 2021). Ourique (2012), avaliando o efeito do Resveratrol (1 e 10mg/kg) na qualidade
espermatica de roedores hipertiredideos, observou melhoria da motilidade espermatica
nos animais suplementados quando comparados aos animais do grupo Controle. Nesse
estudo, verificou-se que o Resveratrol (20 uM) foi capaz de melhorar o vigor espermatico
apos o processo de criopreservacdo, quando comparado ao sémen diluido antes da
criopreservacdo. Possivelmente esse efeito se deve a supressdo das EROs produzidas
durante o processo de criopreservacéo, reduzindo os danos provocados sobre a membrana

espermatica e consequentemente sobre 0 vigor espermatico.
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O vigor espermatico é um parametro avaliado em conjunto com a motilidade e é
definido como a qualidade do movimento exibido pelos espermatozoides moveis
(Cardoso et al. 2005), dessa forma, se 0s espermatozoides apresentam maior vigor, pode
haver uma maior possibilidade de os mesmos chegarem ao sitio de fecundagéo no trato
reprodutivo da fémea. De acordo com Christiansen (1988), o vigor em escala 3, conforme
foi observado no sémen pds-descongelacdo em meio diluidor com Resveratrol,
apresentam espermatozoides com rapidos movimentos latero-laterais, com ocasional
progressao, o que pode favorecer o processo de fecundagéo.

Al-Mutary et al. (2020), avaliando o efeito da suplementagdo com Resveratrol
(200 e 400 puM), no meio diluidor para resfriamento de sémen de ovinos, observaram
aumento da motilidade total e progressiva do sémen refrigerado, mostrando também que
0 Resveratrol apresenta bom potencial para manutencdo e maximizagdo de parametros
cinéticos espermaticos.

Por outro lado, o grupo tratado com 20 pM de Resveratrol ndo melhorou a
integridade e funcionalidade da membrana plasmatica, das células espermaticas do sémen
criopreservado, resultado diferente do observado por Lv et al. (2019), avaliando o efeito
da criopreservagdo de sémen caprino com diluidor suplementado com 10 e 50 uM de
Resveratrol, que observaram um aumento do percentual de espermatozoides com
integridade de membrana plasmatica e acrossomal, bem como na atividade mitocondrial.

Os efeitos protetores do Resveratrol contra o dano oxidativo in vivo e in vitro
ocorrem devido a regulacdo de antioxidantes endégenos dos sistemas celulares, além de
atuar como um antioxidante “scavenger” de EROs (Spanier et al., 2009). O Resveratrol
também inibe a formacdo de radicais livres de oxigénio suprimindo genes pré-oxidantes

(Dolinsky et al., 2009; Spanier et al., 2009) e induzindo enzimas antioxidantes incluindo
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SOD, CAT, tioredoxina e GPx (Ungvari et al., 2007; Spanier et al., 2009; Tanno et al.,
2010). Estudos também relataram que o Resveratrol quela o metal de transi¢do cobre, que
é capaz de gerar radicais livres e causar lipoperoxidacao (Ferretti et al., 2004).

N&o se observou diferenca entre os grupos Controle, Genisteina (25 puM) e
Resveratrol (20 uM) na longevidade espermatica pos-descongelacéo, avaliado pelo teste
de termorresisténcia (TTR), mas houve redugdes dos valores de motilidade e vigor
espermatico, entre os tempos, em um padrdo de comportamento diferenciado em cada
grupo (Tabela 1). Essa redugéo nos valores de motilidade e vigor podem ser explicados
devido a um maior consumo de suas substancias nutritivas nos primeiros periodos do
teste, além das perdas de componentes intracelulares ou de lesdes estruturais na cauda
dos espermatozoides, diminuindo sua viabilidade em funcdo da reducdo do ATP
produzido durante as duas primeiras horas (Barros et al., 2013).

O TTR tem por objetivo selecionar amostras de sémen mais resistentes a leses
latentes ao calor e maximizar as chances de sobrevivéncia espermatica dentro do trato
reprodutivo da fémea.

Elsayed et al. (2019) avaliou o efeito da suplementagdo de 0, 1, 5, 10 ¢ 100 uM de
Genisteina, ao diluidor Tris-Gema, na motilidade progressiva de espermatozoides
criopreservados de ovinos. Eles observaram um aumento significativo desse parametro
po6s-descongelacdo, utilizando a concentragdo de 10 uM de Genisteina + Tris-Gema,
quando comparado ao sémen criopreservado em meio Tris-Gema base, em analise ndo
computadorizada. Esse resultado foi diferente do observado nesse estudo, na anélise da
cinética espermatica. 1sso demonstra que a Genisteina, em menores concentracdes, pode

gerar efeitos benéficos sobre a motilidade espermaética.
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Por outro lado, Dominguez et al. (2014) ndo observaram alteracdes nos padrdes
cinéticos e na morfologia espermatica ao ofertarem uma dieta com 23% de alfafa, um
ingrediente rico em fitoestrogenos como a Genisteina e a Daidzeina. As concentracfes
circulantes dessas substancias, apds absorcéo pelo trato gastrointestinal, podem ter sido
insuficientes para gerar os efeitos esperados na cinética espermatica, através da reducgao
dos danos provocados pelos radicais livres.

No estudo conduzido por Silva (2010), avaliando a adi¢do de Resveratrol (0, 5,
10, 15 e 20 pg/mL), adicionado ao diluidor de criopreservacao Tris-Gema-Glicerol, néo
observaram melhoria nos parametros cinéticos espermaticos, como a motilidade
progressiva, em analise ndo computadorizada, bem como ndo observaram melhoria nos
parametros da ultraestrutura espermaética.

Assuncao (2016), avaliando o efeito da suplementagdo de 50, 100 e 1000 uM de
Resveratrol, ao diluidor Tris-Gema, na cinética de espermatozoides criopreservados de
bovinos, observaram que a motilidade progressiva e o VAP (velocidade média do
percurso), analisada pelo CASA, foi significativamente superior no grupo suplementado
com 50 puM de Resveratrol, quando comparado ao grupo controle e as demais
concentragdes de Resveratrol, resultado diferente do observado nesse estudo, em que a
adicao de 20 uM de Resveratrol ndo resultou em melhoria nos pardmetros cinéticos
espermaticos, avaliados pelo CASA.

Os demais parametros de velocidade ndo foram alterados nos grupos
suplementados com Genisteina e Resveratrol. Por definicdo, o VCL ¢ a trajetoria real do
espermatozoide, o VSL ¢ a velocidade em linha reta e 0 VAP € a velocidade da trajetoria
média da célula espermatica. Em casos em que a trajetoria da cabega espermética é muito

regular e linear com pouco movimento lateral, VAP e VVCL devem ser quase iguais a VSL
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(MATOS et al., 2008). Porém, nesse estudo, houve maiores variagbes entre esses
parametros, levando a maiores valores de ALH, o que pode ter interferido diretamente na
motilidade progressiva dos espermatozoides nos diferentes grupos avaliados.

O ALH ¢é amplitude do deslocamento lateral da cabeca do espermatozoide e esta
relacionada com a linearidade do movimento (MATOS et al., 2008). Quanto maior ALH,
maior sera a oscilacdo da cabeca da célula espermatica e 0 movimento serd menos linear

e progressivo.

Concluséao

A adicdo de 20 pM de Resveratrol ndo alterou a qualidade do sémen
criopreservado de ovinos, no entanto, a adi¢do de 25 uM de Genisteina, ao diluidor Tris-
Gema, manteve 0s pardmetros cinéticos espermaticos e reduziu a funcionalidade da

membrana plasmatica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste trabalho ndo foram capazes de demonstrar o
efeito do estresse subletal na melhoria da qualidade dos espermatozoides de ovinos,
porém é um modelo experimental que pode ser aprimorado para testar novas
concentragdes e novas substancias.

Os resultados dos antioxidantes mostram que eles podem ser Uteis na melhora da
qualidade do sémen criopreservado de ovinos, visto que foi observado melhora do vigor
espermatico com a utilizacdo do Resveratrol. Assim, o modelo experimental com
antioxidantes deve ser continuado para que possam ser testadas novas doses € novos
agentes antioxidantes, visando melhorar os parametros pds-descongelacdo do sémen
ovino, cuja tecnologia ainda carece de aperfeicoamentos.

Além disso, novos estudos e técnicas devem ser realizadas, visando ampliar o
entendimento acerca da atividade enzimatica e das alteracbes moleculares sofridas pelas
células espermaticas, aperfeicoando sobremaneira o processo de criopreservacdo do

sémen da espécie ovina.
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