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RESUMO

Obijetivou-se avaliar e comparar as caracteristicas de qualidade de sémen criopreservado das
racas de touros, Nelore e Curraleiro Pé-Duro, como também os efeitos da suplementacéo de
diferentes concentracdes de acido oleico (50uM e 100uM), &cido palmitico (50uM e 100uM),
e eugenol (10uM e 50uM), no diluidor TRIS-gema para a criopreservacao de espermatozoides
Curraleiro Pé-Duro. Foram utilizados vinte ejaculados de quatro touros Curraleiro Pé-Duro, e
vinte ejaculados de quatro touros Nelore, apds as coletas o sémen foi diluido em TRIS-Gema e
separado de acordo com cada raga e seus respectivos tratamentos. Posteriormente as amostras
foram envasadas em palhetas de 0,25ml e criopreservadas. As palhetas foram mantidas em
equilibrio por 60 minutos a 5°C, para entdo serem criopreservadas em protocolo padrdo de
criopreservacao com uso da maquina TK 3000®, e armazenadas em botijdo criogénico. Apos
30 dias foram realizadas as analises pds-criopreservacao. As avaliac@es espermaticas incluiram
os testes de termorresisténcia, integridade e funcionalidade das membranas espermaticas,
cinética espermatica, morfologia, quantificacao da lipoperoxidacdo espermatica, quantificacdo
de glutationa reduzida (GSH), e teste de fertilidade in vitro. Observou-se que a raca Curraleiro
Pé Duro apresentou melhores resultados para morfologia espermatica e quantificacdo de MDA,
enquanto que a raca Nelore obteve melhores taxas de fertilizagdo. A suplementacéo de 100 uM
de acido palmitico aumentou o percentual de linearidade e WOB dos gametas, no entanto
reduziu a ALH. Foi observado redugdo na membrana acrossomal intacta no grupo controle,
quando incubados a 180 minutos e comparados ao tempo de 60 minutos. O acido palmitico a
50 UM reduziu as membranas plasmatica integras no tempo de 180 minutos comparado ao
tempo O minutos. A quantidade de MDA foi menor nos tratamentos com acido palmitico a
50 uM e 100 puM e &cido oleico 50 uM, quando comparado ao grupo controle. A atividade da
enzima Glutationa reduzida (GSH) foi elevada em meio com éacido palmitico 50 uM e 100 uM
e acido oleico 100 uM, quando comparados ao controle. Os diferentes tratamentos néo
influenciaram na taxa de clivagem. Quanto a suplementacéo de eugenol as concentragdes de
50uM diferiu significativamente (p<0,05) dos demais tratamentos, induzindo um aumento na
quantificacdo de GSH, uma reducdo na determinacdo de MDA, um aumento no VSL,
preservando a integridade das membranas plasmatica e acrossomal. Em conclusdo, o sémen
criopreservado da raca Curraleiro Pé Duro se mostrou vidvel ao processo de criopreservacao,
com baixas alteracdes morfoldgicas de peca intermediaria e reduzido estresse oxidativo. A
suplementacdo de 100 uM de acido palmitico ao diluidor TRIS-Gema, preservou a viabilidade
do sémen criopreservado de bovino, e o Eugenol foi eficiente em reduzir o estresse oxidativo
espermatico, além de preservar a integridade da membrana acrossomal ao longo do tempo de
incubacdo, sem, no entanto, melhorar nenhum dos parametros cinéticos avaliados.

PALAVRAS- CHAVES: Acidos oleico, Acido palmitico, Bovino, Cinética espermatica,
Espécies reativas ao oxigénio, Espermatozoides, Eugenol.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate and compare quality characteristics of cryopreserved
bulls semen, Nelore and Curraleiro Pé-Duro breeds, and effects of different concentrations of
oleic acid (50uM and 100uM), palmitic acid (50uM and 100uM), and eugenol (10uM and
50uM) supplementations, in TRIS-Gema extender of Curraleiro Pé-Duro sperm
cryopreservation. Twenty ejaculates from four Curraleiro Pé-Duro bulls and twenty ejaculates
from four Nelore bulls were used. After collection the semen was diluted in TRIS Gem and
separated according to each breed and their respective treatments. Subsequently samples were
filled into 0.25 ml straws and cryopreserved. The pellets were maintained in equilibrium at 5 °
C for 60 minutes, to then be cryopreserved in standard cryopreservation protocol using TK
3000® machine, to then be stored in cryogenic cylinder. After 30 days post-cryopreservation
analyzes were performed. Sperm evaluations included thermoresistance, integrity and
functionality tests of spermatic membranes, spermatic kinetics, morphology, quantification of
sperm lipoperoxidation, quantification of reduced glutathione (GSH), and in vitro fertility test.
It was observed that CPD breed presented better results for sperm morphology and
quantification of MDA, while Nelore breed obtained better fertilization rates. Palmitic acid
supplementation of 100 uM increased percentage of linearity and WOB of gametes, however it
reduced HLA. Reduction in intact acrosome membrane presented in control group was
observed when incubated at 180 minutes and compared when incubated at 60 minutes. Palmitic
acid at 50 uM reduced intact plasma membrane at 180 minutes compared to the time at 0 (zero)
minutes. The amount of MDA was lower in treatments with 50 uM and 100 uM palmitic acid
and 50 uM oleic acid when compared to control group. Reduced Glutathione (GSH) activity
was increased in medium with 50 uM and 100 uM palmitic acid and 100 uM oleic acid when
compared to control. Different treatments did not influence the rate of cleavage. As regards
eugenol supplementation, concentrations of 50 uM differed significantly (P <0.05) from others
treatments, inducing an increase in GSH quantification, a reduction in MDA determination, an
increase in VSL, preserving plasma and acrosome membranes integrity. In conclusion,
cryopreserved semen of Curraleiro Pé Duro breed proved viable to cryopreservation process,
with low morphological alterations of intermediate part and reduced oxidative stress. The
supplementation of 100 uM palmitic acid to TRIS-Gema diluent preserved viability of
cryopreserved bovine semen and Eugenol was efficient in reducing sperm oxidative stress and
preserving the integrity of acrosomal membrane throughout incubation time, without, however,
improving any of the kinetic parameters evaluated.

KEYWORDS: Oleic acids, Palmitic acid, Bovine, Sperm kinetics, Oxygen reactive species,
sperm, Eugenol.
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1 INTRODUCAO

A aplicacdo de tecnologias reprodutivas na bovinocultura tem proporcionado melhores
resultados neste setor produtivo, permitindo que animais de alto valor genético produzam mais
descendentes, uma vez que tais medidas possibilitam o aumento do diferencial de selecéo, e a
reducdo do intervalo entre geracdes (NTEMKA, 2016; BALDASSARRE et al., 2004).

O emprego das biotécnicas como a inseminacdo artificial (1A), somada a um sistema
apropriado para avaliacdo de touros (testes de progénie), oferece condicdes simples e eficiente
na disseminacéo genética, inclusive na transposicéo de barreiras geograficas (BALDASSARRE
et al., 2004). No entanto alguns fatores podem interferir nestes resultados, como por exemplo,
a capacidade de fertilizacdo do sémen, devido as alteragcdes na morfologia, na integridade e na
funcionalidade espermatica reduzindo os indices reprodutivos (SIKKA, 1996).

Com o emprego da IA, a utilizacdo de sémen criopreservado ficou cada vez mais rotineiro,
diante das praticas de manejo e manipulacdo do sémen, como também pela possibilidade de
diversos métodos de criopreservacao. Entretanto, esta técnica é capaz de induzir crioinjrias
seminais em touros provocando uma redugdo nas caracteristicas in vitro e na fertilidade dos
espermatozoides, devido aos danos nas membranas (ABAVISANI et al., 2013; YOSHIDA,
2000).

A membrana plasmaética € uma estrutura altamente dindmica que regula ndo apenas as
trocas extracelulares, mas também o processo de fertilizacdo (FLESH e GADELLA, 2000), e
qguando submetida ao decresce de temperatura na etapa de resfriamento do processo de
criopreservacao, suas propriedades fisicas sdo alteradas (HAMMERSTEDT et al., 1990;
WATSON, 1995; KANDELOUSI et al., 2013). Além disso, a criopreservacao desencadeia um
desequilibrio no sistema redox, aumentando a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
fisiolégica (BILODEAU et al., 2002), formadas a partir de reacdes ocorridas na presenca de
oxigénio (FERREIRA e MATSUBARA, 1997), em espermatozoides, morfolégica ou
funcionalmente anormais (AITKEN,1995; BAUMBER et al., 2002).

Os espermatozoides e o plasma seminal possuem um sistema antioxidante composto por
catalase (CAT), peréxido de glutationa (GPx) e superdxido dismutase (SOD) como 0s
principais fatores enzimaticos antioxidantes (BILODEAU et al. 2000; MEISTER, 1994). No
entanto, como conseqléncia da produgdo desordenada das ROS nas membranas lipidicas
espermaticas pode ocorrer o fendbmeno de lipoperoxidacdo (LPO), caracterizado pela
oxidagdo dos &cidos graxos poliinsaturados (AGPI) (DEVASAGAYAM; BOLOOR;
RAMASARMA, 2003).


https://onlinelibrary-wiley.ez17.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1111/rda.12769#rda12769-bib-0501
https://link-springer-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10561-013-9412-y#CR10
https://link-springer-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10561-013-9412-y#CR29
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Neste contexto, o interesse por substancias capazes de melhorar as defesas antioxidantes
de sistemas bioldgicos bem como o combate a alta producdo das ROS, é crescente. Assim
Sampaio et al. (2015) , observou que a adi¢do de acidos graxos poli-insaturados e/ou colesterol,
e compostos naturais com potencial antioxidante, ou mesmo lipidios especificos € benéfica
para espermatozoides, por conferir maior prote¢do durante o processo de criopreservacéo.

Os acidos oléicos e palmiticos, e 0 composto eugenol, também tem sido reportado como
substancias de carater antioxidativo. Marti et al. (2008) verificou que o acido oléico aumentou
a motilidade e a viabilidade espermatica, ap6s sua suplementacao na criopreservacdo do sémen
ovino. Por sua vez o acido palmitico e miristico dentro dos fosfolipidos podem ser oxidados
para producdo de energia (SCOTT e DAWSON, 1968). De acordo com Gulgin, (2007) o
eugenol inibiu a peroxidacdo lipidica apresentando atividade antioxidante poderosa na
eliminacdo de radicais. No entanto, ainda ndo existem evidéncias e estudos relativos a atividade
antioxidante do eugenol, na criopreservacao espermatica de touros.

Neste cendrio, devido a necessidade de manutencdo da viabilidade espermatica é
fundamental a ampliacdo dos conhecimentos relacionados aos procedimentos de
criopreservacao do sémen, associada a estudos gque evidenciem o grau de invasividade nas
amostras de sémen dos reprodutores bovinos, pds-criopreservacdo, com a finalidade de
aumentar a capacidade fertilizante dessas células. Por conseguinte, o objetivo dessa pesquisa
foi avaliar a adaptacdo do sémen da raca Curraleiro Pé-Duro a protocolo padrdo de
criopreservacao para a raca Nelore, além de avaliar os efeitos dos acidos oléico, palmitico e

eugenol no diluidor de criopreservacao de espermatozoides bovino, sobre a qualidade seminal.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Bos taurus taurus x Bos taurus indicus

Os bovinos sdo animais de grande porte, distribuidos em todos 0s continentes,
descendentes de um dnico tronco filogenético, o qual deu origem ao Bos primigenius, que a
partir de entdo originou todos os bovinos domesticos atuais (SANTIAGO, 1986).

As racas bovinas podem ser separadas em dois grupos principais, taurinos (Bos taurus) e
zebuinos (Bos indicus), considerado por muitos autores como subespécies Bos taurus taurus e
Bos taurus indicus (MEIRELLES et al., 1999).

Historicamente, os Bos taurus taurus a partir do gado ibérico foram introduzidos no

continente americano nos primordios da colonizagdo, se naturalizando neste territorio,
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garantindo o fornecimento de leite, carne, de locomocéo e tracdo de veiculos para a populacéo
local. Os primeiros registros de bovinos datam de 1524, se dispersando na América do Sul nos
40 anos seguintes. No Brasil, registrou-se o primeiro aparecimento bovino em 1534 (PRIMO,
1992).

Os registros das primeiras importagdes de Zebus para a América do Sul datam do século
XIX e estdo até o século XX, desta forma, acredita-se que cerca de 7 mil animais tenham sido
trazidos por criadores brasileiros durante varias importac6es até a década de 1960, constituidos
na maioria dos machos da sub-continéncia indiana. (MEIRELLES et al., 1999).

O gado Curraleiro Pé-Duro (Bos taurus), denomido pela sua comercializa¢do a partir de
“currais” (CARVALHO, 2015), é produto da selegdo natural que ocorreu em VArios
ecossistemas, de cruzamento entre varias racas e populacdes que originaram as diferentes racas
locais de gado encontradas atualmente no territério nacional (FIORAVANTI et al.,2011). A
perda da diversidade genética inicial, da concentracdo e a fixacao das caracteristicas especificas,
remeteu a formacao desta raca (MARIANTE e EGITO, 2002).

As racas localmente adaptadas apresentam riqueza alélica significativamente mais alta do
que racas especializadas e zebuinas. No entanto o nimero extremamente reduzido de animais,
especialmente o pequeno numero de reprodutores, além da distancia geografica entre os
rebanhos tornaram-se fatores limitantes para a troca de material genético e esta levando a um
processo de endogamia nos ndcleos de conservagdo (EGITO, 2007).

O potencial da raca Curraleiro Pé-Duro para o turismo rural e 0 gastrondmico, 0 uso em
areas de Reserva Particular de Patrimonio Natural (RPPN), além de uma opcdo pecuaria para
indigenas e quilombolas, traz novas perspectivas para as estratégias que visam a preservacao e
expansao da raca, através do uso das inovagdes e biotécnicas empregada em sua cadeia
produtiva (FIORAVANTI et al., 2015).

Todavia concomitante ao desenvolvimento do gado taurino, o gado zebuino despertou
interesse em nucleos de criadores brasileiros, que ansiavam por modificacGes no tipo de gado
existente aqui (SILVA,1947). Portanto, o zebu brasileiro pode ser separado em duas grandes
populacdes: animais puros de origem importada (POI) oriundos do acasalamento de machos e
fémeas zebuinas importadas da India, e animais puros de origem (PO), descentes dos mesmos
machos zebuinos importados, mas cruzados com fémeas taurinas (MEIRELLES et al., 1999).

Os zebuinos neste aspecto se mostraram promissores, uma vez que historicamente estes
evoluiram nos tropicos, apresentando resisténcia a altas temperaturas, a doencas tropicais, a
grandes variagOes na disponibilidade dos nutrientes e ao alto desafio de parasitas internos e

externos (FRISCH, 2004), e mesmo ndo possuindo um intervalo de gera¢des considerado curto,
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responde bem as biotécnicas empregadas para o seu melhoramento genético (ASSIS, 2007).

Dentro desta perspectiva, 0 avango nos sistemas de producao e o estudo sobre as espécies
bovinas e suas condic¢Bes reprodutivas, visam um aumento e melhoria na qualidade dos
rebanhos, e na determinacdo dos aspectos qualitativos do sémen, que constitui um processo
critico na tomada de decisdes para a selecdo de reprodutores. Partindo desta visao, tem se
buscado resultados promissos, apartir de testes laboratoriais mais especificos com o objetivo de
elucidar a funcionalidade espermatica (RODRIGUES, 2009).

2.2 Estrutura espermética

Em meados do século XVII, os naturalistas da época que buscavam o entendimento do
processo de reproducdo animal, através de observagdes microscopicas puderam observar o
gameta feminino e o gameta masculino, outrora chamado de "animalicula”, pelo seu
descobridor, o cientista Van Leeuwenhoek (PESCH e BERGMANN, 2006).

As discussdes acerca dos gametas e do embrido fez com que surgissem duas correntes, a
ovista e a espermista, ambas acreditavam que o embrido estava contido no ovo, porém 0s ovistas
supunham que durante a copula o sémen despertaria o coracao do embrido adormecido no ovo,
dando inicio ao processo de desenvolvimento. Para os espermistas, durante a copula, o embrido
contido no espermatozoide entraria N0 0vo e passaria a receber estimulo e alimento para se
desenvolver (COLUCCI, 2006).

Em 1824, autores como J.L. Prevost, J.B. Dumas, Oscar Hertwig e Herman Fol,
descobriram que os espermatozoides eram agentes ativos da reproducdo e observaram a
penetracdo do espermatozoide no o6cito e a unido do nucleo destas células (COLUCCI, 2006).

Os estudos e as avaliagdes da morfologia espermatica evoluiram ao longo dos anos, 0s
diversos métodos e analises utilizadas para observacdo do sémen foram fundamentais afim de
determinar sua estrutura celular e os aspectos inerente a sua producao, sendo geralmente aceito
que tais células sdo formadas no interior dos tabulos seminiferos dos testiculos (PESCH e
BERGMANN, 2006).

Os espermatozoides mamiferos sao células alongadas, e sdo formados por uma uma cabeca
contendo um nucleo achatado e de forma oval com a cromatina altamente condensada com a
sua extremidade anterior recoberto pelo acrossoma, e uma cauda composta de colo e pegas
intermedidria, principal e terminal, necessario para a motilidade celular (HAFEZ e HAFEZ,
2004).
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Os espermatozoides bovinos apresentam cerca de 75 a 90 um de comprimento, com a
cabeca medindo cerca de 4,25 um de largura, 9,15 de comprimento ¢ 0,5 um de espessura,
recoberto pela membrana plasmatica, constituida por proteinas e lipidios. (PESCH e
BERGMANN, 2006).

Tabela 1. Comprimento (um), tamanho da cabega, parte intermédia e pega principal de
espermatozoide, nas diferentes espécies mamiferas, modificada de acordo com Pesch e
Bergmann (2006)

. ) Cabeca Peca intermediaria Peca principal
Espécies  Comprimento

Comprimento  Largura Comprimento Largura ~ Comprimento Largura

Homem 50 - 60 34-4,6 15-2,8 35-50 08-0,6 44 -50 05-04
Equino 60 50 2,4 8,0 0,5 30 0,49
Bovino 75-90 9,15 4,25 14,84 0,67 50 0,51
Caprino 50 - 60 8,5 4,25 10,0 - 30 -
Ovino 70-80 8,2 4,25 14,0 0,8 45 0,5

Os espermatozoides possuem estruturas as quais Ihes permitem realizar as mais diversas
funcBes para alcancarem o propdsito de sua producéo, a fertilizacdo do odcito. Durante seu
percusso no trato reprodutivo feminino, cada estrutura interage com o meio, desta forma as
enzimas do acrossoma e suas membranas, serdo essenciais para a fertilizagdo oocitéria, assim
como a motilidade espermartica, alcancada mediante a energia produzida pelo flagelo. Tais
eventos serdo necessarios para a juncdo dos pronucleos haploides, masculino e feminino, no
processo de fertilizacdo, acarretando na producdo do zigoto, o qual por diante inciciara seu
desenvolvimento. (KELLY e TRASLER, 2004).

Durante o processo de formacdo espermaética, 0 gameta masculino, sofre inicialmente
mitose e posteriormente meiose. Esta ultima é crucial para o desenvolvimento dos
espermatozoides. Esta fase € caracterizada por extensa remodelacdo das espermatides, pela
formagéo do acrosoma, condensacdo nuclear, desenvolvimento flagelar e perda da maioria do
citoplasma. Esses eventos resultam em uma célula altamente diferenciada em estrutura e

funcéo, totipotente ao desenvolvimento e capaz de penetrar no oécito (EDDY, 2006).

2.2.1 Membrana Plasmatica

A membrana plasmatica € uma estrutura fina, flexivel, semipermeéaveis aos solutos polares,

que envolve todo o espermatozoide, dando sustentacdo as organelas e componentes



20

intracelulares, define os seus limites e mantém as diferengas entre o citosol e 0 ambiente
extracelular (AMANN e GRAHAM, 1992; ALBERTS et al., 2004). A membrana possui
proteinas especificas as quais facilitam o transporte de glicose e de frutose do meio extracelular
para o espermatozoide (SCHURMANN et al., 2002).

O estudo sobre a organizacdo e composi¢do da membrana espermatica varia entre as
diferentes regides da superficie do espermatozoide, levando ao entendimento de que a
membrana plasmatica é subdividida em dominios regionais, que refletem as funcdes de
componentes superficiais e citoplasmaticos de espermatozoides (EDDY, 2006).

Na cabeca dos espermatozoides os principais dominios da membrana plasmética sdo:

Acrosomal (cabeca anterior) e regido p6s acrosomal (cabeca posterior) (Fig. 1).
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FIG. 1. Caracteristicas gerais da cabega do espermatozoide de rato e coelho. As principais regides da cabec¢a dos
espermatozoides € a regido acrossomica e a regido pds-cromossdmica. A regido acrossomal da cabeca do
espermatozoide de camundongo em forma de falciforme tem um acrossoma anterior relativamente pequeno em
comparacdo com a cabega espermética de coelhos. No entanto, 0 segmento equatorial do espermatozoide de rato
€ mais expansivo do que a mesma regido no espermatozoide de coelho. A regido pés - acrossomal é aquela porcéo
do cabeca de espermatozoide ndo coberta pelo acrossoma. O anel posterior define o limite entre o dominio pés -
acrossomal da cabeca e a peca de conexao. Fonte: (EDDY, 2006)

A regido acrosomal geralmente pode ser subdividida em: (a) dominio do segmento
marginal (segmento apical, banda anterior, borda periférico) sobre a margem anterior do

acrosoma, (b) dominio do segmento principal (dominio acrosomal anterior) sobre a maior parte
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do acrosoma, e (¢) dominio do segmento equatorial (dominio acrosomal posterior) sobre a parte
posterior do acrosoma (BEARER, 1960).

As regides acrossomal e pds-acrossomal é delimitada pelo anel subacrossomal. Por sua vez
o0 anel posterior dividi a cabeca do flagelo espermatico, protegendo os compartimentos
citoplasmaticos das duas porcdes principais do espermatozoide (EDDY, 2006)

A membrana plasmaética do flagelo é dividida em dominio da peca intermediéria, dominio
da peca principal e dominio da peca terminal (EDDY, 2006). Os dominios das pecas,
intermediaria e principal sdo separados por um anel fibroso que é um componente do
citoesqueleto flagelar e esta intimamente ligado ao interior da superficie da membrana
plasmética (TOSHIMORI, 1998).

A caracteristica de mosaico fluido da membrana plasmaética tem papel fundamental no
equilibrio das reacGes celulares e eventos que antecedem a fertilizacdo. Estruturalmente a
membrana plasmaética é constituida por uma bicamada lipidica, com proteinas associadas,
contendo moléculas de fosfolipidios polares, distribuidas assimetricamente, e propriedades
anfipaticas, todas orientadas de maneira que a porc¢éo hidrofilica se dirige para a superficie da
membrana, embora exista diferenca consideravel entre as espécies de mamiferos (COOPER,
1996).

Dentre algumas proteinas observadas na membrana plasmatica, as proteinas do canal de
calcio, ex. CatSperl e CatSper2, estdo envolvidas na regulacdo da homeostase de célcio
necessaria para varias funcdes espermaticas, apresentando alta tensdo ativada na regulacdo da
entrada de Célcio (EDDY, 2006).

A composicao lipidica da membrana plasmatica apresenta grande quantidade de acidos
graxos poli-insaturados, especialmente dipoliinsaturados (fosfolipidos esterificado com dois
acidos graxos poli-insaturados), que € encontrado apenas no sémen, retina e certas areas do
cérebro (LADHA, 1998).

Os acidos graxos poliinsaturados auxiliam na fluidez e flexibilidade da membrana, de tal
forma que a composicéo lipidica da membrana tem sido relacionada a suas fungdes especificas,
porque promove a criacdo de microdominios com fluidez diferente, fusogenicidade e
caracteristicas de permeabilidade, importante no processo de fertilizacéo oocitaria (MEIZEL e
TURNER, 1983).

O padrao lipidico definitivo dos espermatozoides ejaculados € atingido apenas apés a
maturacgdo epididimica, isso por que durante este evento os espermatozoides sofrem diversos

processos bioguimicos capaz de rearranjar a estrutura da bicamada lipidica, e em ruminantes
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cumina com reducdo do contetdo lipidico durante a maturacio epididimaria (AVELDANO, et
al., 1992).

Os principais lipidios encontrados na membrana plasmatica dos espermatozoides séo
assimétricos na sua distribuicdo nas duas faces da bicamada, na face externa encontra se a
esfingomielina e fosfatidilcolina, ja na face interna, regido citoplasmética, encontram se
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol (LEHNINGER et al., 2000), os quais
conferem a membrana maior fluidez. Entretanto esta caracteristica sera dependente da
composicao e da temperatura, uma vez que a mudanca de estado liquido para gel em membranas
com maior propor¢do de lipidios de cadeia insaturada ocorre em temperaturas menores.
(ALBERTS et al., 1997).

A composicdo lipidica nas células espermaticas varia de espécie para espécie, sendo a
plasmalogencolina o principal fosfogliceridio dos espermatozoides de bovinos (SCOTT, 1973).
O principal acido graxo poliinsaturado dos fosfolipidios colina € o acido docosa-hexaenoico
(22:6), enquanto da fracéo fosfolipidica etanolamina o &cido linoleico (18:2) é o principal &cido
graxo insaturado. Durante o remodelamento da maturacdo espermatica ocorre aumento na
proporcdo de acidos graxos poli-insaturados dos espermatozoides, devendo ter efeito
pronunciado nas propriedades fisicas e quimicas da membrana lipoproteica
(VANDENHEUVEI, 1971). Assim, qualquer mudanca que ocorra em cada fosfolipidio, ou na
composicdo de seus A&cidos graxos, altera a estrutura e a fungdo da membrana dos
espermatozoides (KHOSRO BEYGI e ZARGHAMI, 2007).

2.2.2 Cabeca

Os espermatozoides mamiferos possuem cabeca constituida de acrossoma e nucleo,
contornado por quantidades moderadas dos componentes do citoesqueleto e do citoplasma. O
ndcleo é haploide, contendo somente um membro de cada par cromossémico, e a cromatina se
torna altamente condensada durante a Gltima fase da espermatogénese, (EDDY, 2006). O acido
desoxirribonucleico (DNA) condensado, e as histonas de ligacdo, sdo parcialmente substituidos
durante a espermiogénese por protaminas.

O ndcleo contém a cromatina condensada com a informagéo genética. A forma do nucleo
é especifica da espécie e geralmente é achatada dorso ventralmente; o contorno tende a ser oval
ou falciforme (BEDFORD e CALVIN, 1974). No entanto na regido do pescoco, ha uma
pequena area de cromatina ndo condensada, sendo possivel transcrigdo, traducdo e proteina-
biossintese (DADOUNE et al., 2004; MILLER et al., 2005).
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O acrossoma origina-se do complexo de Golgi, durante a espermatogénese, e situa-se na
cabeca espermatica, como um tampao sobre o nucleo, se justapdem a extremidade anterior do
nucleo e os componentes do citoesqueleto no espaco estreito entre 0 acrosoma e 0 nucleo e
entre 0 acrosoma e a membrana plasmatica, apresentando-se achatado no plano do eixo anterior-
posterior do espermatozoide, simétrico ao nicleo (PESCH e BERGMANN 2006).

Os espermatozoides apresentam variagdes de especificidade e forma entre as espécies. Na
cabeca 0 acrossoma se estrutura recobrindo o seu primeiro dois tercos. As suas membranas,
interna e externa, se fundem em sua parte distal. (FAWCETT, 1970). Enzimas hidroliticas como
acrosina, hialuronidase e muitas outras hidrolases e esterases, estdo presentes no acrosoma,
sendo essenciais para a lise da zona pelucida e penetracdo de corona radiata do oocito. Elas sdo
liberadas durante a reacdo acrossémica quando a membrana exterior acrosomal se funde com a
membrana plasmatica (ROVAN, 2001)

O acrossoma pode ser subdividido em trés diferentes segmentos: (a) a margem anterior que
é 0 segmento apical, (b) o segmento de volta sobre a metade anterior que é denominado de
principal segmento e (c) a por¢do caudal da tampa que é o segmento equatorial. A juncéo entre
0 segmento principal e o segmento equatorial é marcada por uma diminuicdo abrupta da
espessura da capa acrossomal e um aumento consideravel na densidade de seu contetdo. Entre
0 acrossoma e o nucleo ha um pequeno espaco sub acrossomal com conteldos amorfos de baixa
densidade, sua funcéo é de ligar o acrossoma ou nucleo subjacente como uma camada adesiva
(FAWCETT, 1970).

O acrossoma se conecta ao flagelo atraves da fossa de implantacdo da regido da cabeca
com a regido flagelar, que serve como a fixagdo da cabega para o “capitulo” da regido flagelar.

(PESCH e BERGMANN, 2006).

2.2.3. Colo

O colo espermatico € um segmento que permite a conexao da cabeca com o flagelo, e esta
ligado anteriormente a placa basal, uma densa placa aderente ao exterior da membrana nuclear
do envelope nuclear, e posteriormente as fibras densas externas do flagelo, apresentando
aproximadamente 1um de comprimento, variando também em relacdo a sua forma, que é
alongado no eixo transversal da cabeca (EDDY, 2006; PESCH e BERGMAN, 2006).

O colo é composto por uma estrutura fibrosa densa e por colunas segmentadas. Em
espermatozoides maduros observa-se centriolos na regido proximal do colo, estando ausentes
na regido distal (PESCH e BERGMAN, 2006)
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Os centriolos distais funcionam como base para o flagelo durante sua formag&o no inicio
da espermiogénese. As proteinas fibrosas diferenciam-se em torno do centriolo nas
espermatides, formando posteriormente duas colunas principais e cinco menores.
Posteriormente as duas principais colunas serdo divididas em dois, completando nove colunas
de didmetro semelhante, com nove fibras densas externas flagelo na junc¢éo do colo e da peca
intermediéria (PESCH e BERGMAN, 2006).

Estudos de fratura por congelamento indicam que a membrana do envelope nuclear que
reveste a fossa de implantacdo contém uma populacdo densa de grandes e regularmente
particulas intramembranosas espagadas em torno de uma regido livre de particulas centrais
(EDDY,20086).

Filamentos finos atravessando a estreita regido entre o colo e a placa basal
presumivelmente sdo responsaveis por anexar o capitulo do flagelo a placa basal da cabeca
(STACKPOLE e DEVORKIN, 1974).

2.2.4 Flagelo

O flagelo se conecta com a cabeca espermética, sendo a parte mais longa do
espermatozoide de mamiferos, estando envolvido com a motilidade celular. Morfologicamente
o flagelo consiste em quatro segmentos distintos: a peca de ligacdo (pescog¢o) da cabeca com o
flagelo, a peca intermediaria, a peca principal e a peca da extremidade. Os principais
componentes estruturais internamente ao flagelo sdo o axonema, a bainha mitocondrial, as
fibras densas exteriores, e 0 revestimento fibroso, (ZAMBONI e STEFANINI, 1971), uma
estrutura especializada do citoesqueleto (TURNER, 2006).

O flagelo dos espermatozoides mamiferos, apresenta formato cilindro e delgado, séo
compridos, com tamanho médio que varia de 50-100 uM de comprimento ¢ 0,5 a 1 pm de
diametro, e apresentam uma estrutura principal de 200 nm de didmetro chamado de axonema
(GIBBONS, 1981). Este € composto por 9 microtbulos duplos de aproximadamente 20 nm de
didametro que constitui a periferia de um cilindro cujo centro é ocupado por dois microtubulos
centrais, sendo todo o complexo denominado de 9 + 2 (GIBBONS, 1981).

Nos mamiferos observa-se a presenca de componentes adicionais complementares ao
axonema, esses componentes sdo denominados de fibras densas exteriores e 0s elementos de
revestimento fibroso, que séo adicionados em paralelo com os axonema durante o processo de
espermatogénese (NICASTRO et al., 2006).
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A bainha mitocondrial caracteriza a por¢do intermediaria do flagelo espermatico, medindo
cerca de 5mm, e rodeia 0 complexo axonémico e as nove fibras densas externas (PESCH e
BERGMANN, 2006).

As mitocondrias sdo organelas subcelulares eucarioticas com papéis fundamentais na
sintese de ATP, morte celular programada, e envelhecimento (LILL e KISPAL, 2000). As
mitocondrias carregam o remanescente de um genoma de « -proteobacteriana (PESOLE et al.,
2012). Esses genes codificam as subunidades centrais da cadeia de transporte de elétrons
respiratorios, que gera ATP por meio da fosforilacdo oxidativa (Fig.2) (MITCHELL, 1961).

As mitocondrias sdo organizadas em giros, geralmente organizadas em tripla hélices no
espermatozoide de touro (EDDY, 2006). As mitocondrias contém seu proprio DNA (mtDNA),
codificando apenas algumas proteinas mitocondriais, sintetizadas pelos ribossomos citosolicos
e pos-translacionalmente transportados ou importados para dentro das mitocondrias, onde eles
séo classificados para um dos quatro subcompartimentos mitocondriais. (VAN DER LAAN et
al., 2010).

As mitocondrias apresentam uma grande importancia para o desempenho dos
espermatozoides, uma vez que atuam nas vias metabdlicas para a producdo de ATP, essencial
na cinética espermatica, estabelecendo uma correlagéo positiva entre sobrevivéncia e o nimero
de mitocondrias. Espermatozoides com muitas mitocondrias possuem maior capacidade de
sobrevivéncia (ROVAN, 2001).

A relacdo producao/consumo energético mitocondrial versus fungdo espermatica apresenta
diferencas entre as espécies influenciando sobre a producdo, passagem e manipulacdo dos
espermatozoides. Uma vez se estabelecendo a medigéo para processamento e armazenamento
espematico, é possivel estabelecer meios energéticos para maior viabilidade e longevidade para
espermatozoides, reduzindo os danos espermaticos apds o processo de criopreservacdo
(MORAES e MEYERS, 2018).


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez17.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3814205/#evt147-B26
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez17.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3814205/#evt147-B35
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez17.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3814205/#evt147-B35
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez17.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3814205/#evt147-B29
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Fig. 2. Cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. Os complexos I, 11 e IV bombeiam protdes para o espago
intermembranar, contribuindo para o gradiente de protdes. Os complexos | e Il sdo as principais subunidades
produtoras de ROS, com o superdxido sendo liberado na matriz de ambos os complexos, bem como o espaco
intermembranar para o Complexo I11. O oxigénio ¢ reduzido a 4gua no Complexo 1V, que é o principal passo de
consumo de oxigénio da respiragdo celular. O complexo V, ATP-Synthase, ocorre quando a sintese de ATP pela
utilizacdo da forga motriz de prétons é criada através da membrana mitocondrial interna. A antimicina é um
inibidor especifico do Complexo 111 e a oligomicina é um inibidor da ATP-Sintase. FCCP e CCCP séo ion6foros
que separam o IMM para induzir a maxima respiragdo mitocondrial. (MORAES e MEYERS, 2018).

As mitocondrias possuem dupla membrana: a membrana mitocondrial externa e a
membrana mitocondrial interna, que sdo separadas por um espaco intermembranoso
(MANNELLA, 2006). Na membrana mitocondrial externa os ions e a maioria dos metabdlitos
menores que 10kDa nas mitocondrias apresentam transito livre entre 0 meio interno e externo
devido a poros proteicos ndo especificos chamados porinas, presente na membrana (ORTEGA
FERRUSOLA et al., 2010; NICHOLLS e FERGUSON, 2013). Na membrana mitocondrial
interna, ha producdo de ATP via fosforilagdo oxidativa, além do controle do transporte de ions
e metabolitos via transportadores, e do estress oxidativo da célula (NICHOLLS e FERGUSON,
2013).

2.3 Biologia redox e as Espécies Reativas

A necessidade de oxigénio (O2) pelos animais, como insumo para producéo eficiente de
energia nas mitocondrias, fez com eles fossem capazes de desenvolver defesas antioxidativas
durante sua evolucdo, que combatessem as caracteristicas toxicas deste gas (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2006).

As cianobactérias em seu processo evolutivo comecaram a produzir uma maior

guantidade de O, através da fotossintese, desta forma passaram a liberar quantidades
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significativas de O> na atmosfera terrestre, a partir do momento que utilizavam diéxido de
carbono e agua, para obter glicose através da energia da luz solar (LANE, 2002).

Inicialmente, a maior parte deste O, foi consumida para a formagdo dos depdsitos de
oxido metalico que existem hoje em rochas e minérios. Posteriormente, o Oz acumulou -se na
atmosfera, de forma vantajosa, uma vez que o aumento do O2 atmosférico levou a formagéo
do ozbnio (Os3), que pode ter ajudado os organismos a deixar 0 mar e colonizar a terra, e
removeu o ferro ferroso (Fe 2* ) dos ambientes aquosos formando complexos férricos insoltveis
(LANE, 2002).

No entanto como foi possivel os organismos fotossintéticos produzirem O, sendo ele
toxico? e como as cianobactérias puderam evoluir a fotossintese em um mundo
preantioxidante? Algumas teorias sdo discutidas, e a tendéncia mais aceita acredita que
provavelmente o Fotossistema Il (PSIl) tenha evoluido a partir de uma forma contendo
manganés da enzima, capazes de catalisar a quebra de H»>O: catalase, sugerindo que 0s
precursores evolutivos de PSII usaram H202 como um substrato e apenas mais tarde evoluiu o
aumento da ferocidade quimica necessaria para dividir a agua (LANE, 2002 ; OLSON e
BLANKENSHIP, 2004).

Hoje certamente sabe-se que 0 metabolismo oxidativo é um dos pilares da vida aer6bica
e utilizar oxigénio em sistemas bioldgicos estd associado a formacdo de espécies reativas
(HALLIWELL, 2006).

Os Radicais livres ou espécies reativas, sdo qualquer espécie capaz de existéncia
independente que contém um ou mais elétrons ndo emparedados, que ocupa um orbital atbmico
ou molecular por si s6. O radical livre mais simples é o hidrogénio, uma vez que um atomo de
hidrogénio tem apenas um elétron (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006).

Os radicais livres em sua maioria sdo derivados de O2, sendo chamados de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). De modo geral, as ROS séo
moléculas que contém um oxigénio num estado altamente reativo, com uma alta capacidade
oxidativa (CARDOSO et al., 2006).

Os radicais livres sdo produzidos continuamente como parte da funcdo normal das
células. Entretanto, o excesso de produgdo de radicais livres provenientes de fontes endégenas
ou exogenas podem acarretar desequilibrio das funcbes organicas favorecendo ao
desenvolvimento de muitas doengas (YOUNG e WOODSIDE, 2001).

A produgdo fisioldgica das ROS ocorre de forma a permitir um equilibrio na

manutencdo das func¢des orgénicas, no entanto desequilibrios ocasionados por fatores adversos
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estimula a formacéo e a acdo maléfica das ROS, em uma variedade de fendbmenos bioldgicos,
desde mutacgdo até processos inflamatorios (KHOEN e NYSKA, 2002).

As ROS sédo formadas pela reducédo incompleta do oxigénio molecular, que forma H20,
originando intermediarios reativos como: os radicais superéxido (O2-), hidroperoxila (HO2°) e
hidroxila (OH®) e, o perdxido de hidrogénio (H202) (FERREIRA e MATSUBARA, 1997), as
ROS tal como 0 H202 tem sido apontado como agente redutor da motilidade espermaética em
ratos, homem e touro (BILODEAU et al., 2002).

Os radicais superdxido (O2-), derivam do oxigénio molecular, pela adicdo de um
elétron, caracterizando-se pela pouca reatividade sem capacidade de penetrar as membranas
lipidicas, atuando apenas no compartimento onde é produzido. Entretanto sdo formados em
quase todas as células aerdbicas de forma espontanea, e contribuem para a formacéo de outras
ROS, devido a seus efeitos tdxicos (VISHAL e GUPTA, 2005).

Os OH° possuem vida curta, tem alto poder radioativo e sdo 0s responsaveis pela oxidacdo
de compostos organicos (TEIXEIRA e JARDIM, 2004). A sua producdo leva a modificacdes e
quebra na ligacdo das bases nitrogenadas, purinas e pirimidinas, além de também causar
lipoperoxidacdo microssomal, mitocondrial e na membrana celular (VISHAL et al., 2005).

O H202 é um agente oxidante que tem a capacidade de atravessar membranas lipidicas e,
apesar de ser lento, quando se liga ao Fe++ nas reaces de Fenton ou Haber-Weiss se torna
altamente toxico para as células (FERREIRA e MATSUBARA, 1997), gerando o OH®, que é
considerado o radical livre mais reativo em sistemas bioldgicos (FERREIRA e MATSUBARA,
1997), causando danos ao DNA e RNA, associado indiretamente com mutacéo e carcinogénese
(VISHAL et al., 2005).

2.3.1 ROS e o0s danos oxidativos

As celulas geralmente funcionam em um estado reduzido, sendo necessério algum grau
de oxidagdo localizada, isto por que inimeros fatores de transcricdo de genes requerem
oxidacdo transitéria para a sua funcdo (ARUOMA e HALLIWELL, 1987), de modo que poucas
quantidades de espécies reativas de oxigénio normalmente podem estimular a proliferacéo
celular (GUTTERIDGE; ROWLEY; HALLIWELL, 1981).

Devido ao seu metabolismo aerobico, 0s espermatozoides produzem espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Aitken, 1995). Podendo os ROS estimular a motilidade hiperativada e a
fosforilagdo da tirosina em varias proteinas associadas a capacitacdo (de Lamirande et al.,

1997). No entanto altos niveis de ROS gerados por leucocitos infiltrados ou espermatozoides
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anormais podem sobrecarregar as defesas antioxidantes do plasma seminal, levando a
peroxidacao de acidos graxos poliinsaturados de membrana plasmatica (LP) e DNA (Aitken e
Clarkson, 1987).

A geracdo das ROS pode ocorrer através de enzimas tais como, a 0xido nitrico sintase
(NOS) e nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidase. Podendo haver uma
superproducdo de ROS decorrente tanto da cadeia mitocondrial de transporte de elétrons,
quanto da estimulacdo excessiva de NADPH, a qual resulta em estresse oxidativo, um processo
nocivo que pode ser um importante mediador de danos nas estruturas celulares (VALKO et al.,
2007).

O espermatozoide equino usa a NADPH como substrato para geragéo de superdxido (02)
(SABEUR e BALL, 2006). No entanto, alguns autores, acreditam que uma oxidase, ainda nao
identificada, localizada na membrana, é a responsavel pela producdo de O2- no espermatozoide
(LAMIRANDE e LAMOTHE, 2009).

As principais fontes de ROS no ejaculado sdo os espermatozoides, nos quais as células
inviaveis sdo capazes de gerar maiores quantidades de espécies reativas. A atividade
antioxidante desenvolvida pelas enzimas espermaticas pode estar limitada, devido estarem mais
concentradas na peca intermediaria, deixando grande parte da membrana que recobre a cabeca
e a cauda menos protegida. Valorizando o plasma seminal na importancia da protecdo do
espermatozoide contra 0s danos oxidativos gerado através do proprio espermatozoide e pelos
fagocitos presentes no ejaculado (AITKEN, 1995).

As ROS geradas na cadeia respiratoria do espermatozoide, em certa quantidade sdo
necessarias para a funcdo normal das células espermaticas. Quando a producdo de ROS excede,
o0 potencial antioxidante destas células pode ser esgotado e levar ao desenvolvimento do estresse
oxidativo, que, quanto maior for a exposi¢do dos espermatozoides a estas ROS maiores serdo
os danos, provocando lipoperoxidacdo da membrana celular, como também alteracdo da
estrutura dos receptores de proteinas, enzimas, além de afetar a fragmentacdo do DNA
espermatico (FRACZEK e KURPISZ, 2005).

A geracdo de altas concentracdes de espécies reativas de oxigénio no sémen também é
atribuida ao declinio no metabolismo de energia do espermatozoide, na motilidade e viabilidade
espermatica e a desnaturagdo do DNA em cavalos, touros, carneiros, bodes e homens. Além
disso, a presenca de lipidios altamente insaturados e uma pequena quantidade de citoplasma,
tornando-os suscetiveis aos danos peroxidativos (BILODEAU et al., 2002; VERNET et al.,
2004).
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Os danos provocados pelas ROS sdo capazes de induzir a lipoperoxidagdo (LPO), que €
uma deterioracdo oxidativa dos acidos graxos polinsaturados (AGPI), formando uma série de
produtos téxicos. As membranas e organelas celulares (mitocondria, lisossomos e
peroxissomos) contém grande quantidade de AGPI, os quais juntamente com as proteinas
compdem os maiores constituintes bioldgicos de membranas (DEVASAGAYAM et al., 2003).

No entanto, se faz necessario a presenca de AGPI nas membranas espermaticas, para uma
melhor fluidez e consequente viabilidade celular, indispensavel a fertilizacdo (DE
LAMIRANDE e GAGNON, 1993).

A todo momento, os AGPI sofrem danos, o que pode resultar na reducdo da motilidade
espermatica, presumivelmente por uma perda rapida de ATP intracelular, danificando o
axonema, e as demias estruturas espermaticas (RAO e GANGADHARAN, 2008).

2.4 Defesas antioxidantes

Pressupondo que o aumento nos niveis de O é crucial para a geracdo de ROS, € necessario
buscar estratégias eficientes capazes de minimizar tais danos, uma vez lembrado, que nos
animais a principal fonte de Oz €, provavelmente, a cadeia transportadora de elétrons. Por sua
vez a citocromo oxidase ndo libera ROS, uma vez que, recebe um elétron de cada uma das
moléculas de citocromo c e transfere-os para uma molécula de O, convertendo assim o O>
molecular em duas moléculas de agua (TURRENS, 2003).

A formacdo de 4-hidroxinonenal dentro de mitocéndrias parece ativar proteinas de
desacoplamento, o que deve, em seguida, diminuir o potencial de membrana. As proteinas que
se ligam aos ions metalicos (como transferrina, ferritinas e metalotioneinas), lhe conferindo
formas diferenciadas, impedem a quimica de Fenton, além de apresentarem atividade catalitica,
estando presente em quase todas as células eucariotas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990).

As células espermaticas possuem um sistema de defesa antioxidante enziméatico e um néo
enzimatico. O sistema enzimatico é composto pelas enzimas: superdxido 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), acido (rico e &cido lipico (NORDBERG e ARNER, 2001).

As defesas antioxidantes enddgenas tém como funcéo remover as ROS ou converté-las em
produtos intermediarios ndo toxicos. Existem varias evidéncias da atividade protetora dos
componentes do sistema antioxidante (FERREIRA e MATSUBARA, 1997), como o0 combate
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da LPO e do apoptose espermatico, prevencao as lesdes de reperfusao pos-isquemia de coragéo,
rim, figado e intestino, desempenhada por enzimas como, SOD e CAT (SHAN et al., 2009).

O complexo de SOD juntamente ao manganés (MnSOD) na matriz mitocondrial, e 0 SODs
com cobre e zinco (CuzZnSOD) no espaco intermembranar mitocondrial e nos de mais
compartimento celular, sdo importantes para catalisar a dismutagdo do oxigénio (FRIDOVICH,
1995).

As superdxidos dismutases e redutases devem funcionar em conjunto com enzimas que
removem H>0». As Catalases estdo em nenhuma ou em baixa quantidade na mitocondria, onde
grande quantidade de O é gerado (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2006). Os antioxidantes
ndo enzimaticos agem como agente redutor - doador de elétrons, além de se ligarem a moléculas
de O2 que possam ser substrato para formacdo de ROS, ou seja, de forma geral atuam
prevenindo ou minimizando os danos provocados pelas ROS (SILVA, 2010).

Os antioxidantes combatem as ROS em trés niveis: prevencao, intercep¢do e reparacao,
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 ROS. 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).

Com excecdo da vitamina E (a-tocoferol), que € um antioxidante estrutural da membrana,
a maior parte dos agentes antioxidantes encontra-se no meio intracelular (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). Por sua vez a vitamina C proporciona protecdo contra a oxidagdo
descontrolada no meio aquoso da célula, devido ao seu alto poder redutor (JAYAPRAKASHA
e PATIL, 2007).

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

2.5 Os &cidos graxos
Os acidos graxos sdo moléculas compostas de uma cadeia de hidrocarboneto e um

grupamento carboxila, classificados como saturados e insaturados. Sdo formados por

fosfolipidio, diglicerideos e triglicerideos sendo estes primeiros constituintes primarios das
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membranas bioldgicas (HAMES e HOOPER, 1997). Podendo também ser encontrados nas
membranas espermaticas, os acidos palmitico e estearico (AITKEN e BAKER, 2006).

A composicdo de acidos graxos dos espermatozoides tem se mostrado importante para a
funcdo espermatica, uma vez que incorporados a membrana sdo importantes para a motilidade
dos espermatozoides, a viabilidade espermética e o processo de fusdo entre o espermatozoide e
0 odcito (LEWIS e MACCARRONE, 2009).

Em humanos os espermatozoides contém alta quantidade de acidos graxos poliinsaturados
(PUFAS), com niveis especialmente altos de &cido docosahexaendico (DHA, C22: 6 n-3).
Estudos mostram que os AGPIs 0mega-3 nos espermatozoides e, especialmente, o deco-
hexanodico (DHA), modulam a concentracdo, morfologia e motilidade dos espermatozéides de
forma positiva (MARTINEZ-SOTO et al., 2013).

O epididimo é o 6rgdo responsavel pelo processo de maturacdo e remodelacdo da
membrana espermética. Durante a remodelacdo, ocorre a absor¢do de glicoproteinas
epididimaérias e consumo de fosfolipidos da bicamada de membrana, além da translocacdo de
proteinas e componentes lipidicos (JONES,1997), necessarios para que 0 espermatozoide
adquira mobilidade progressiva e capacidade de fertilizar um odcito (GATTI et al., 2004).

Os acidos graxos, em especial os fosfolipidios sofrem uma grande reducéo durante a fase
epididiméria, os espermatozoides bovinos chegam a perder metade dos seus principais
fosfolipidios. Esta perda é necessaria, uma vez que a retengdo de &cidos graxos (saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados) indica a imaturidade e/ou defeito espermético (POULOS
et al., 1973). Ahluwalia e Holman (1969) estudando a estrutura espermatica, observaram que
a cauda do espermatozoide mantém mais &cidos graxos poliinsaturados do tipo n-3 do que a
cabeca espermatica, enquanto que a cabega possuia uma maior concentracao de acidos graxos
poliinsaturados tipo n-6 que as caudas.

Os acidos graxos ligados aos fosfolipidios nos espermatozoides bovinos também se
alteraram durante a migracdo pelo epididimo. A maioria das principais espécies de acidos
graxos, incluindo os &cidos palmitico, estearico, oleico e araquiddnico, diminuiu tanto em sua
composicao percentual quanto em sua concentracdo absoluta por espermatozoide (POULOS et
al.,1973).

O acido palmitico e o acido estearico foram identificadas como os &cidos graxos mais
saturados presente no sémen humano (KOPPERS et al., 2010). Altos niveis de acidos graxos
poliinsaturados tipo n-6, foram encontrados em homens inférteis, apresentando uma relacéo
positiva com a diminui¢do da concentracdo espermética, da motilidade e maior contagem de
células patoldgicas (SAFARINEJAD et al., 2010).
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No plasma seminal os &cidos graxos docosahexaendico (DHA), plamitico, oleico,
linoleico, araquidénico, linolénico e estearico (TAVILANI, 2006), conferem protecdo aos
espermatozoides contra choques térmicos e manutencdo da motilidade espermatica,
desempenham importante papel na funcionalidade da célula, e consequentemente na capacidade
de fertilizacdo (GULAYA et al., 2001).

Segundo Peréz-Pé¢ et al. (2001) a adicdo de &cido oleico-linoléico teve um efeito benéfico
na preservacao da viabilidade de espermatozoides ovinos. Takahashi et al. (2012) relataram que
a adicdo de acido graxos exogenos melhorou a motilidade de espermatozoides congelados e
descongelados e a viabilidade do sémen de touro.

Estima-se que mudancas na quantidade e composicao de lipidios na membrana plasmatica
dos espermatozoides durante a maturacdo explique a sensibilidade observada no
espermatozoide ejaculado. Essas alteracGes podem explicar a reducéo da fluidez da membrana
de espermatozoides de touro, observada por espectroscopia de polarizacdo de fluorescéncia
(MANDAL; BADYAKAR; CHAKRABARTY, 2014).

2.6 Eugenol

O eugenol(2-Methoxy-4-(2-propenyl)phenol,4-Allyl-2-methoxyphenol,4Allylguaiacol)
€ uma substancia ativa que atua como depressor do sistema nervoso central, cuja concentracao
varia de 70 a 95% da composicdo total do 6leo essencial do cravo-da-india (Syzygium
aromaticum), obtido pela destilacdo das folhas e flores (incluindo talos) desta arvore
(ANDERSON et al., 1997).

Esse composto natural tem sido utilizado como anestésico alternativo para peixes. A sua
utilizacdo, nos reprodutores, tem por finalidade reduzir o estresse no manejo de peixes. Além
de apresentar vantagens como, 0 acesso mais viavel, face a dificuldade de obtencdo dos
quimicos utilizados e economicamente compensatérios (PEREIRA et al., 2016).

O eugenol é um composto organico seguro e ndo-mutagénico e totalmente eliminado da
corrente sanguinea e do tecido muscular de peixes em menos de dois dias apds 0 seu uso
(WOODY et al., 2002).

A utilizacdo de anestésicos naturais ou sintéticos no manejo de peixes para a reproducao
geram questionamentos na qualidade seminal, devido a interferéncia destes sobre os parametros
de motilidade, cinética, morfologia, pH e osmolaridade (PEREIRA et al.,2016).

Pereira et al. (2016) avaliando a influéncia de 120 mg L-1 de eugenol como anestésico

natural sobre a qualidade do sémen de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), observou que
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0 eugenol reduz o percentual de motilidade, e aumentou a taxa de espermatozoide
morfologicamente defeituoso, no entanto ndo interferiu no volume espermatico ou no pH
seminal.

O Eugenol € um dos principais componentes fendlicos do 6leo essencial do cravo-da-
india (Eugenia caryophyllata), e vem demonstrando em varios testes bioldgicos, atividades anti-
inflamatorias por inibicdo da atividade da enzima ciclooxigenase I, atividade analgésica devido
a ligacdo seletiva no receptor de capsaicina, atividade antioxidante, e atividade antibacteriana
contra microorganismos gram-positivos e gram-negativos (KALEMBA e KUNICKA, 2003).

O eugenol além de caracteristica anestésica possui comprovada funcdo antioxidante,
anticarminativa, antiespasmadica, antisséptica e antimicrobiana (MYINT et al., 1996). Oya et
al. (1997) estudando a acdo de produtos naturais quanto a propriedade de sequestrar radicais
livres, observaram que o eugenol apresentou maior capacidade para sequestrar radicais livres,
devido ao grupo hidroxil fendlico.

Pulla et al. (1992) demonstraram que o eugenol inibe a peroxidacdo lipidica induzida in
vitro, possuindo habilidade em prevenir a oxidacdo de lipidios polinsaturados no figado de
ratos.

Nagababu et al.(2010) ao avaliar a atividade antioxidante do eugenol em estudos in vitro
e in vivo, através da inducdo da peroxidacdo lipidica in vitro na mitocondria por (Fe (II) --
ascorbato) ou (Fe (II) + H (2) O (2)), verificou que o eugenol inibiu completamente a
peroxidacdo lipidica mediada por reagente de ferro e Fenton. Observando ainda que a atividade
inibitdria do eugenol foi cinco vezes superior a observada para o alfa-tocoferol e cerca de dez
vezes menor do que a observada para o BHT.

No entanto, em altas concentracfes, o eugenol tem efeitos adversos, incluindo reacdes
inflamatdrias e alérgicas, possivelmente devido a formacdo de radicais fenoxil e,
posteriormente, de nove intermediarios, através de sua atividade pré-oxidante (GULCIN,
2011).

O eugenol é capaz de inibir significativamente o aumento da atividade da transaminase
glutdmico oxalacética (TGO) e da necrose celular, sem, no entanto, proteger o reticulo
endoplasmatico (ER) contra danos, conforme avaliado por sua falha em prevenir uma
diminuicdo na atividade do citocromo p450 e da G-6-fosfatase (NAGABABU et al., 2010).

GULCIN (2011), avaliando a atividade antioxidante do eugenol observou que este tem
capacidade de reducdo do ion férrico (Fe3 +) — através da doagédo de elétrons, demonstrando

propriedades para neutralizar os radicais livres, formando produtos estaveis. Esse poder redutor
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foi maior que os demais antioxidantes padrao utilizados, como o trolox, hidroxitolueno butilado
(BHT), hidroxianisol butilado (BHA) ¢ a-tocoferol.

O Eugenol inibe lesdes oxidativas, cujo seu efeito na peroxidacao lipidica ocorre através
da atividade antioxidativa mediada por superdxido. Além disso, a inibicdo da xantina oxidase
por eugenol foi relatada por (RAJAKUMAR e RAO, 1993).

A atividade antioxidante do eugenol esta intimamente relacionada & sua capacidade de
reduzir danos no DNA, mutagénese, carcinogénese e inibicdo de agentes patogénicos
(ROGINSKY e LISSI, 2005).

2.7 Criopreservacao do sémen

Apbs a inseminacdo artificial (1A) realizada por Lazzaro Spallanzani em 1780, diversos
pesquisadores sob os artificios do avanco genético comecaram a investigar a biologia e a
morfologia dos espermatozoides, além da composicdo de diluidores e a criopreservacdo
espermatica (WALTERS, 2009).

No entanto foi a partir dos anos de 1930 e 1940, que os pesquisadores observaram que 0s
espermatozoides sobreviviam sob congelagcdo em temperaturas abaixo de 160°C negativos
(WALTERS, 2009). Mas criopreservar ainda era desafiador, uma vez que tal processo é capaz
de alterar a estrutura celular e molecular (BENSON et al., 2012), mesmo possibilitando a
utilizacdo seminal por periodos prolongados, minimizando os riscos de transmissao de doencas
sexualmente transmissiveis, além de favorecer a rapida difusdo de material genético entre
regides, paises e continentes (ARAV e SARAGUSTY, 2016).

Na década de 80 o Brasil, por meio da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
motivada pela perda de material genético de animais em extin¢do, incluiu a técnica de
criopreservacao em seu Programa de Pesquisa em Recursos Genéticos, tornando possivel a
criacdo de uma rede de conservacao de recursos genéticos animais por meio do armazenamento
de sémen, de embriGes e de odcitos em Bancos de Germoplasma (MARIANTE et al., 2011).

A descoberta de agentes crioprotetores permitiu a expansdo dos programas de reproducao,
através da criopreservacgao espermatica, visando reduzir os custos associado com a manutencao
de animais (BENSON et al., 2012).

O processo de criopreservacao de sémen submete as células a baixissimas temperaturas,
de forma controlada, visando preservar a sua funcdo de fertilizacdo oocitéria. Durante tal
processo o controle da temperatura é fundamental para a manutencdo de uma proporcéo da

viabilidade espermatica. Além disso, sabe-se que o0s espermatozoides das mais variadas
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espécies possuem diferentes graus de sensibilidade para manipulacdo experimental, choque
térmico, criopreservacdo e alteracGes osmoticas (ALHAIDER eWATSON, 2009).

Com tais caracteristicas, a criopreservacao é uma biotécnica de grande importancia para
0s programas de reproducdo assistida, posto que fornece a disponibilidade de espermatozoides
para o processo de fertilizacdo, mesmo que o potencial de fertilidade destes, seja menor que 0
do sémen resfriado ou a fresco, devido ao comprometimento na estrutura, funcao e bioquimica
do espermatozoide, resultando em mudancas na composicdo lipidica da membrana plasmatica
e acrossomal, na motilidade e na viabilidade espermatica (HOLT, 2011 ).

No entanto a criopreservagao sofre influéncia de diversos fatores, como: qualidade
seminal, manipulador, diluidor, crioprotetor, velocidade das taxas de resfriamento, pH,
osmolaridade, producdo de ROS, formacdo de cristais de gelo no meio intracelular devido a
interacdo entre a célula e a agua, que precisam ser ajustados para que 0 processo ocorra de
forma eficiente. Por sua vez a descongelagéo envolve a reversao do processo, com consequente
fluxo de agua para o interior da célula podendo causar ruptura da membrana celular (HOLT,
2000). Logo, 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
fiquem expostas por muito tempo as elevadas concentracdes de soluto (AZEVEDO et al., 2000).

As consequéncias da criopreservagdo implicam em choque térmico na célula espermatica,
resultando no decréscimo irreversivel da motilidade espermatica, acarretando na reducéo da
taxa de glicolise, respiracdo celular e frutdlise, aumento da degeneracdo do acido
desoxirribonucleico e liberacdo de material intracelular (WATSON, 2000). Tais implicacdes
sdo reflexos do arrefecimento situado préoximo de 0°C, do intervalo de temperatura de
criopreservacao e da temperatura criogénica (PESCH e BERGMANN, 2006).

A tensdo nas células espermaticas, ocorrida na criopreservacao, resultado da interacdo entre
as celulas e a agua surge através da cristalizacdo do gelo, que expbe as células ao ambiente
hiperosmoético, provocando retirada de agua intracelular. Por sua vez a descongelacdo envolve
a reversdo do processo, com consequente fluxo de dgua para o interior da célula que podera
causar ruptura da membrana celular (HOLT, 2000). Desta forma, a quantidade de 4gua presente
na matriz afetar a estabilidade oxidativa dos lipidios da membrana (BERSET e CUVELIER,
1996), de maneira que a degradacdo oxidativa dos acidos graxos insaturados pode ocorrer por
varias vias, em funcdo do meio e dos agentes catalisadores.

A oxidacdo lipidica pode ocorrer por catéalise enzimatica, atraves da lipoxigenase. Esta
enzima atua sobre os acidos graxos poli-insaturados (e.g. &cidos linoleico e linolénico, e seus

ésteres), catalisando a adicdo de oxigénio a cadeia hidrocarbonada poliinsaturada, com
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formacdo de peroxidos e hidroperdxidos com duplas ligagcdes conjugadas, 0s quais podem
envolver-se em diferentes reacOes degradativas (HALLIWELL et al.,1995).

Os crioprotetores sdao fundamentais na criopreservacdo, uma vez que Sao capazes de
prevenir danos a parede da célula durante a congelacéo, reduzindo a concentracdo eletrolitica a
temperaturas abaixo do ponto de congelagéo (LOVELOCK e POLGE, 1954). Ainda auxiliando
0 processo Rovay (2006), em seus estudos, observou que o resfriamento ndo linear antes da
congelacao, proporcionou motilidade total e percentagem de células vivas maior que quando
submetido ao resfriamento linear.

E importante ter ciéncia das relagbes das técnicas de criopreservagdo e a velocidade de
reducdo da temperatura durante a congelacdo. O tipo de curva utilizado na congelacéo

influencia diretamente o grau de leséo celular (MOORE et al., 2006).

2.8 Andlises espermaticas

Apdbs 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
avaliacOes a partir da funcionalidade, integridade e viabilidade espermética (Kucuk et al.,
2014).

Através do teste de termorresténcia € possivel observar o decréscimo na curva linear nos
valores de motilidade e vigor com a progressao do tempo de incubacdo 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).

Outro teste que pode compor o leque de avaliacdes € a analise de sémen por auxilio de
computador (CASA), a qual permite uma automatizacao das analises com maior objetividade e
rapidez, utilizando o sistema automatizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens
sucessivas dos espermatozoides, fornecendo informacdo acurada, precisa e significativa do
movimento individual de cada espermatozoide (Amann e Katz, 2004). Os parametros
comumente obtidos através 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), oscilacdo (WOB), frequéncia de batimento
cruzado (BCF), e deslocamento lateral da cabeca (ALH) (Verstegen et al., 2002).
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A integridade das membranas e a estabilidade de seu aspecto semipermeavel sdo pré-
requisitos para a viabilidade do espermatozoide. A membrana plasmética é extremamente
sensivel as crioinjarias, caracterizada pela presenca de uma bicamada lipidica de acidos graxos
poliinsaturados, tornando-se instavel a acdo das ROS. A sua integridade, assim como a da
membrana acrossomal, apresenta uma relagdo positiva com a fecundacéo, sendo a membrana
plasmaética responsavel pela manutencdo da homeostase celular, que pode ser alterada pelo
processo de criopreservacdo (PENA et al., 2005).

Assim, se a membrana plasmatica estd intacta, mas funcionalmente instavel, os
espermatozoides ndo sdo capazes de interagir com o ambiente do trato genital feminino e,
consequentemente, fertilizar o odcito (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007). Portanto, para
avaliar a integridade da membrana plasmatica e acrossomal, sdo utilizados sondas com
afinidade variadas, como: Hoechst 33258, YoPro-1, lodeto de Propideo (IP), Etidio
Homodimérico-1, ToPro-3, Diacetato de carboxifluoresceina (DCF), isotiocianato de
fluoresceina conjugado a aglutinina do Pisum sativum - FITC-PSA e 5,5°,6,6’- tetracloro-
1,1°,3,3” iodeto de tetraetilbenzimidazol carbocianina - JC-1, dentre outras (ANDRADE et al.,
2007).

A avaliagdo da peroxidacéo dos lipidios da membrana plasmatica dos espermatozoides,
induzido pelo estress sofrido pela célula, possivelmente pelo processo de criopreservacédo, pode
ser determinado pelo método espectrofotométrico dos TBARS (substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico), descrito por Buege e Aust (1978), baseando-se na quantificacdo do complexo
formado pela reacdo de duas moléculas de acido tiobarbitdrico com uma de malonaldeido
(MDA), formando um cromdgeno de coloracdo résea, quantificado num comprimento de onda
de 532 nm. Ainda sobre avaliacdo do estress celular pode-se mensurar, a produgdo de anio
superdéxido (02-), e de perdxido de hidrogénio, além de se determinar a concentracdo de
glutationa, e a atividade da catalase.

O potencial de fertilizacdo de uma amostra de sémen pode ser obtido pela anlise das
caracteristicas seminais correlacionando os resultados com a técnica de FIV, desta forma,
Nascimento et al. (2015) ao utilizar a PIV como método de avaliacao da fertilidade espermatica,
observou o efeito inerente ao touro, no sémen, sobre a fertiliza¢do in vitro de o6citos bovinos,
apresentando diferencas significativas entre touros da mesma raga e em partidas do mesmo

touro, tanto na taxa de fertilizacdo quanto na taxa de sobrevivéncia embrionaria.
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Resumo

Objetivou-se avaliar as caracteristicas de qualidade de sémen criopreservado das racgas de
touros, Nelore e Curraleiro Pé Duro. Foram utilizados vinte ejaculados de quatro touros
Curraleiro Pé-Duro, e vinte ejaculados de quatro touros Nelore. O sémen foi diluido em TRIS-
Gema e criopreservado em maguina TK 3000®, e armazenado em botijdo criogénico. Apds o
descongelamento foram avaliados quanto a cinética espermatica, integridade da membrana
plasmatica e acrossoma, estresse oxidativo, e fertilizacdo in vitro. A analise estatistica foi
realizada utilizando o SAS 2013, e as diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05. As amostras da raca Curraleiro Pé Duro exibiram maior frequéncia de batimento
cruzada (10,92 £+ 1.52; 8,92 + 2.56) comparado a raca Nelore, mas néo diferiu para os demais
parametros (p>0,05). As alteracdes morfoldgicas de peca intermediaria (2,90 + 2.65; 1,30 £
1.17) diferiram significativamente entre as racas, apresentando-se reduzidas para a raca
Curraleiro Pé Duro, como também apresentaram menor estresse oxidativo. No entanto, a
porcentagem de embrides clivados (65,6% + 38,5%) foi maior utilizando sémen Nelore. Em
conclusdo, o sémen criopreservado da raca Curraleiro Pé Duro se mostrou viavel ao processo
de criopreservacdo, com baixas alteragdes morfoldgicas de peca intermediaria e reduzido
estresse oxidativo.

Palavras-chaves: Curraleiro Pé-Duro; Nelore; Morfologia espermatica; Espécies reativas ao

oxigénio

Introducéo

Os bovinos desempenham um importante papel na economia nacional, em termos
numéricos e de qualidade, devido aos investimentos em tecnologia e inovacdo neste setor,
proporcionando um incremento no melhoramento genético, que se reflete na qualidade protéica
(Rodrigues, 2009). O Brasil atualmente tem o maior rebanho comercial do mundo, com 226,03
milhdes de cabecas bovinas, formado pelas mais diversas racas de origem europeia e de origem
asiatica (IBGE,2016).

Com a difusdo de técnicas reprodutivas como a inseminagdo artificial (1A), a conservagédo

de material genético atraves da criopreservacdo se tornou mais real, podendo ser empregada



42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

56

mais facilmente. Contudo, alguns entraves puderam ser identificados no uso de sémen
criopreservado, como o menor potencial de fertilizacdo de espermatozoides descongelados
(Miller, 2008; Abavisani et al., 2013), resultando no decréscimo irreversivel da motilidade
espermatica, na reducdo da taxa de glicOlise, respiracdo celular e frutdlise, aumento da
degeneracédo do acido desoxirribonucleico e liberacdo de material intracelular (Watson, 2000).
Desta forma a manipulacdo adequada do sémen é essencial para manter o desempenho
reprodutivo ideal (Sharlip et al., 2002).

A avaliacdo da fertilidade animal in vitro e in vivo pressupde um conjunto de analises,
que, integradas, sdo suficientes para estimar a potencial fertilidade do macho, a partir da
funcionalidade, integridade e viabilidade espermética para seu emprego em programas de 1A
(Ntemka et al., 2016; Kucuk et al., 2014).

Testes como o de termorresisténcia estimam ao longo de sua avalia¢do o decréscimo na
curva linear nos valores de motilidade e vigor (Barros et al., 2013). A andlise espermatica
assistida por computador (CASA) por sua vez, apresenta formas mais objetivas e rapidas
utilizando o sistema automatizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas dos
espermatozoides, através de parametros como, velocidade do percurso curvilinear (VCL),
velocidade do percurso médio (VAP), velocidade em linha reta (VSL), retilinearidade (STR),
linearidade (LIN), oscilagéo (WOB), freqliéncia de batimento cruzado (BCF), e deslocamento
lateral da cabeca (ALH) (Verstegen et al., 2002; Amann e Katz, 2004). A avaliacdo da
peroxidacdo dos lipidios da membrana plasmatica dos espermatozoides, induzido pelo estresse
sofrido pela célula, possivelmente pelo processo de criopreservacdo, e o potencial de
fertilizacdo de uma amostra de sémen sdo métodos de avaliacdo da fertilidade espermatica
(Buege e Aust, 1978; Nascimento et al., 2015)

Dentro desta perspectiva, 0 avango nos sistemas de producéo e o estudo sobre as espécies
bovinas e suas condicdes reprodutivas, sao fatores que interferem na determinacao dos aspectos
qualitativos do sémen, que constitui um processo critico na tomada de decisbes para a selecdo
de reprodutores (RODRIGUES, 2009). Deste modo, 0 presente estudo teve por objetivo avaliar
e comparar caracteristicas de qualidade de sémen criopreservado das racas de touros, Nelore e
Curraleiro Pé-Duro (CPD), por meio dos testes de cinética espermatica, morfologia,
quantificacdo da lipoperoxidagdo espermatica, quantificacdo de glutationa reduzida (GSH), e
teste de fertilidade in vitro.
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Material e métodos

Comité de Etica
O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
EMBRAPA MEIO NORTE, sob o protocolo de 001/2016.

Animais

Foram utilizados quatro touros da raca Curraleiro Pé-Duro (CPD), provenientes da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA Meio Norte localizada na cidade
de Campo Maior, Piaui, Brasil e quatro touros da raga Nelore, provenientes da Fazenda Santa
Luzia localizada na cidade de Elesbdo Veloso, Piaui, Brasil. Os touros foram mantidos sob
regime extensivo, em pastejo de gramineas nativas, com agua e sal mineral ad libitum nas
fazendas as quais estavam alojados, e avaliados quanto a normalidade dos parametros
androldgicos antes do estudo, de acordo com as recomendaces do Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal (motilidade em massa: >3; motilidade espermatica: >60 %; concentracao:
350 milhdes de espermatozéides / mL; nimero total de espermatozéides no ejaculado: 3 a 5
bilhdes; espermatozoides morfologicamente normais: > 70%; defeitos maiores de

espermatozodides: < 10%; defeitos menores de espermatozoéides: < 20%; : <5%; defeitos

individuais menores: <10%) (CBRA, 2013).

Coleta de sémen

Foram coletados cinco ejaculado por touro, com um eletroejaculador (Biocon ®
Solugdes para Biotecnologia, Uberaba, Brasil), totalizando 40 ejaculados. Apds a coleta, cada
ejaculado foi diluido com Tris-Gema (3,605 g de Tris; 2,024 g de &cido 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).

Criopreservacao do sémen

Imediatamente ap0s a coleta e processamento, as amostras de sémen foram envasadas
em palhetas de 0,25 mL, a temperatura ambiente, para uma concentracdo final de 20 x
10° espermatozoides viaveis / palheta, e entdo foram congeladas em méaquina 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 que a temperatura de 5 ° C fosse

atingida. Apos estabilizacdo a 5 ° C por 1 hora, o congelamento foi realizado a -20 ° C / min
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até atingir uma temperatura de -120 ° C, quando as palhetas foram colocadas diretamente em
nitrogénio liquido (-196 ° C), e armazenadas até o tempo de andlise pds-criopreservacao. A
descongelacdo ocorreu em banho-maria a 37°C por 30 segundos, para avaliacdo quanto a
motilidade total e vigor no teste de termo resisténcia (TTR), cinética espermatica, integridade
da membrana plasméatica e acrossomal, quantificacdo da lipoperoxidacdo da membrana
espermatica, e determinagdo da concentracdo de glutationa reduzida, conforme descrito a

diante.

Cinética espermética

A cinemética espermética foi avaliada por meio de um Sistema de Analises de
espermatozoide Computadorizado (CASA). O CASA consistiu de um sistema de microscopia
optica de contraste de fase (Nikon ™ HS5505, Eclipse 50i, Japao), com iluminagao
estroboscopica, e uma fase quente a 37°C, uma camera de video (Basler Visdo Tecnologie ™
A312FC, Ahrensburg, Alemanha) e um PC com o analisador de sémen Classe ™ software
(Microptics, SL, versdo 3.2.0, Barcelona, Espanha). As variaveis avaliadas foram: motilidade
progressiva (MOP-- um/s), velocidade curvilinear (VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL
- um/s), velocidade média do percurso (VAP-um/s), linearidade (LIN - %), retilinearidade
(STR-%), deslocamento lateral de cabeca (ALH - um), oscilagdo (WOB - %) e frequéncia de
batimento cruzado (BCF-Hz), para cada espermatozoide analisado.

Avaliacdo morfoldgica

A morfologia foi estimada em cada amostra de sémen descongelado, pelo método de
camara Umida, avaliados 200 espermatozoides por observagéo microscopica (1000x), na qual a
porcentagem das diversas alteracdes morfoldgicas foi agrupada e classificada em
espermatozoides normais, espermatozoides com defeitos de cabeca, espermatozoides com
defeitos de peca intermediaria e espermatozoides com defeitos de cauda (Marques e Mendes,
2017).

Quantificacao da lipoperoxidacdo da membrana espermaética

A taxa de peroxidacéo lipidica dos espermatozoides foi estimada pela medida do nivel
de malonaldeido (MDA), utilizando o &cido tiobarbitarico (TBA), baseado no método descrito
por Buege e Aust (1978). Os niveis de malonaldeido foram medidos apos a suplementagéo de
500 puL de sémen pos-criopreservado, maisTampdo Tris-acido citrico, pH 7,4, adicionado a
ImL do reagente TBA (15% de acido tricloroacético; 0,25N de acido cloridrico e 0,375% de
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acido tiobarbiturico) e 1% (v/v) de BHT 50mM. A mistura foi tratada em agua fervente (100 °
C) durante 15 min. Posteriormente as amostras foram resfriadas, e centrifugadas a 1.200g por
15 min. O sobrenadante foi removido e a absorbancia foi medida a 532 nm em
espectrofotdbmetro UV-VIS (Perkin Elmer - Lambda). A concentracdo de MDA foi determinada
pela curva de calibragdo feita diariamente com malonaldeido (MDA) como padréo, nas
concentragdes de 1 a 20mmol. O MDA produzido foi expresso em pmol de TBARS/mL de

diluidor.

Método da determinacéo dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A determinacdo da concentracdo de GSH foi baseada na reagdo de Ellman (5,5’-ditiobis
(&cido 2-nitrobenzoico), conforme algumas modificacdes da técnica descrita por Khan et al.
(2011). Em um tubo contendo tampdo EDTA pH 5,4, foram adicionados 400 uL de sémen,
acrescidos de 320 uL de agua destilada, mais 80 puL de acido tricloroacético a 50%. O material
foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, foram recolhidos 400 uL.
do sobrenadante e acrescido de 800 pL de tampao Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9 ¢ mais 20 uL de
DTNB 0,01 M; ap6s 1 minuto de reacdo, foi feita a leitura em espectrofotdmetro em 412 nm.
A concentracdo foi expressa em pM/mL. Para a curva padrdo da glutationa foram feitas
solugdes de glutationa a 6,66; 13,33; 26,66; 40; 53,33 e 66 M.

Teste de fertilidade in vitro

Os complexos cumulus-o6citos (CCOs) foram coletados por aspiracéo folicular de ovarios
obtidos de um matadouro local. Foram considerados adequados para o cultivo in vitro os
odcitos com trés ou mais camadas de células do cumulus compactas, grau I e |1, com citoplasma
homogéneo ou apresentando pequenas irregularidades (Leibfried e First, 1979). Os CCOs
selecionados foram submetidos a maturacéo in vitro em meio TCM-199 acrescido de 2,4 mM
de NaHCOs3; 2,2 mg/mL de piruvato de sodio; 5 pg/mL de LH; 5 pg/mL de FSH; 100 ng/ul de
eGF; 1 pg/mL de estradiol; 50 uM de cisteina; 10% de SFB e 1% de gentamicina, por 24 horas,
em estufa incubadora a 38,5°C com 5% de CO2 e 95% de umidade. Apds a maturacéo, todos
0s odcitos foram fertilizados com sémen criopreservado, das duas diferentes racas, em meio
base TRIS, preparado segundo a técnica de gradiente de Percoll.

A fertilizacdo in vitro foi realizada em gotas de 100ul de meio Fert-Talp acrescido de
10pg/ml de heparina, cobertas com 6leo mineral, com concentragio espermatica de 1 x 10°
espermatozoides vivos/ml, co-incubados em atmosfera de 5% de CO», a 38,5 °C por 22 horas.

Para a avaliacdo da taxa de fertilidade, os presumiveis zigotos foram submetidos ao cultivo in
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vitro em estufa com atmosfera de 5% de CO», a 38,5 °C. Apbs 48 horas de cultivo os

presumiveis zigotos foram avaliados quanto a taxa de clivagem.

Delineamento e Analise estatistica

O delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com duas ragas, Nelore e
Curraleiro Pé-Duro, oito blocos (animais), cinco repeti¢des (coletas). As varidveis de cinética
espermatica, morfologia espermatica, foram submetidas a analise de variancia (ANOVA)
utilizando-se o procedimento modelos lineares gerais (Proc GLM) e para comparacao de média
foi utilizado o teste Tukey, na probabilidade de 5%. As analises foram executadas através do
programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013).

A taxa de clivagem foi avaliada pelo teste de Qui-quadrado a 5% de probabilidade de
erro. A quantificacdo da glutationa reduzida e de malonaldeido foi submetida a Analise de
Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, na probabilidade de 5%. As
analises foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software,
EUA, 2012).

Resultados

Os parametros cinéticos pos-descongelacdo de espermatozoides criopreservados das
racas Nelore e Curraleiro Pé-Duro estdo apresentados na Tab 1. Verificando-se que apos a
descongelagdo a 37°C, o BCF (frequéncia de batimento da cauda) foi significativamente
(p<0,05) maior para a raca Curraleiro Pé-Duro quando comparado a raca Nelore, ndo diferindo
estatisticamente (p>0,05) para os parametros de MT, MP, VCL, CSL, VAP, LIN, STR, WOB
e ALH.
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Tabela 1 - Parametros cinéticos do sémen descongelado, avaliados pelo Sistema de Analise
Computadorizada (CASA), das ragas Nelore e Curraleiro Pé-Duro

Parametros de motilidade N Nelore Curraleiro Pé-Duro
MT 40 33,48 £ 14.32 38.70 £ 22.72
MP 40 19,04 £ 7.93 24.44 + 13.75

VCL 40 57,99 + 17.06 61,35 + 15.57
VSL 40 23,84 +7.95 26,19 +8.11
VAP 40 33,08 £+9.34 35,57 £9.51
LIN 40 40,82 +5.56 42,21 +3.83
STR 40 70,91 £ 6.81 72,87 £4.41
WOB 40 57,48 + 4.52 57,83 +2.23
ALH 40 3,63+0.85 3,69 +0.44
BCF 40 8,92 + 2.56° 10,92 + 1.522
HIPER 40 4,57 +4.36 5,45 + 6.68

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

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.

Valores de média com letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste
de Tukey.

Para os resultados de morfologia espermatica (Tab 2), observou-se que a porcentagem
de espermatozoides com defeitos de peca intermediaria diferiu significativamente (p<0,05)
entre as ragas, apresentando-se maior para a raga Nelore.

Tabela 2 - Avaliacdo da morfologia espermatica (%) de sémen criopreservado em diluidor
TRIS-gema, de duas diferentes ragas

Defeitos
Racas N Normais Defeito de cabeca Defeito de peca Defeito de cauda
(%) intermediaria (%) (%)
Nelore 40 85,00 + 10.96 0,95+1.14 2,90 + 2.652 11,20 + 9.66
Curraleiro
) 40 86,40 £ 6.99 2,20+4.16 1,30 £1.17° 10,10 +6.28
Pé Duro

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

Valores de média com letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (P <0,05) pelo teste de
Tukey.

Fonte: Marques e Mendes, 2017.

Neste estudo, observou-se que houve diferenca significativa (p<0,05) para a
determinacdo de malonaldeido entre as ragas, verificando-se um aumento na produgdo de

malonaldeido para a Nelore, quando comparada a Curraleiro Pé Duro. O mesmo nao pode se
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240  observar para a quantificacdo de glutationa reduzida - GSH, que ndo demonstrou diferenga
241  significativa (p>0,05) entre as duas ragas.
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243  Figura 1 - Quantificacdo de MDA e GSH em sémen pos-criopreservado de touros, de duas

244 diferentes racas. MDA: Malonaldeido. GSH: Glutationa reduzida. CN CPD: Controle
245  Curraleiro Pé-Duro. CN Nelore: Controle Nelore. Os valores representam a media = D.P.M. As
246  diferencas entre os grupos foram determinadas por Anélise de Variancia (ANOVA two-way),
247  seguido de Sidak como post hoc teste, (p<0,05).

248
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250 Na Fig.2sdo apresentados os dados de fertilizagdo in vitro utilizando sémen

251  criopreservado das racas Nelore e Curraleiro Pé Duro. Com base na taxa de clivagem observou-
252 se que a fertilizacdo in vitro foi maior na raca Nelore, diferindo estatisticamente (p<0,05) da

253  raca Curraleiro Pé Duro, o qual apresentou menores resultados.
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Discussao

A avaliacdo da cinética espermética realizada através do CASA tem permitido maior
objetividade e precisdo nas avaliacdes, desta forma € caracterizada como importante analise na
determinacédo da qualidade seminal, realizando avaliacbes multiplas e repetidas, e seus efeitos
estdo relacionados a fertilidade espermatica (Guardieiro, 2013). O presente estudo observou
para os dados de cinética espermatica diferenca estatistica (p<0,05) quanto ao pardmetro de
BCF, apresentando-se maior na raga Curraleiro Pé Duro, em comparacdo a Nelore.

Em estudos realizados em touro Angus, em que as caracteristicas seminais foram
analisadas por meio do CASA, observou-se que os parametros de motilidade total e progressiva,
BCF (ap6s 2 horas de incubagdo térmica do sémen) e porcentagem de células em movimento
rapido, foram importantes parametros para estimar a fertilidade dos touros (Oliveira et al.,
2013).

Farrell et al. (1998), verificaram que a motilidade associada a velocidade estdo
altamente correlacionadas com a fertilidade de touros. Ntemka et al. (2016) ao comparar as
caracteristicas espermatica entre cinco ragas, observaram que as caracteristicas cinéticas, como
LIN, STR e WOB, foram significativamente menores nas racas Azul Belga (BB), e Blonde
d'Aquitaine (BA).

Os parametros de VAP, VSL, BCF, STR e LIN, em touros, sdo indicadores de uma alta
correlagdo com a fertilidade in vivo (Farrell et al., 1998). No entanto neste estudo, ao se avaliar
a fertilizacdo através da taxa de clivagem de embrifes bovinos, observou que o BCF sozinho
ndo foi pardmetro suficiente para aumentar as taxas de fertilizacdo in vitro da raca Curraleiro
Pé Duro, correlacionando - se negativamente, uma vez que os demais parametros nao diferiram
entre as ragas em estudo.

Ntemka et al (2016) estudando as caracteristicas espermatica entre cinco ragas observou
um maior percentual de espermatozoides normais na raca Holandesa, em comparacdo a
menores percentual nas racas Limousin e Azul Belga. Para os defeitos de cabeca a raca Azul
Belga apresentou maiores porcentagem de defeitos, e para cauda a raca Holandesa apresentou
menores taxas.

As alteracBes morfologias do sémen sdo importantes indicadores da reducdo da
fertilidade nas diversas espécies animais (Saacke, 2008), sendo facilmente correlacionavel ao
aumento na taxa de espermatozoides defeituosos com uma alta producdo de ROS. Neste estudou
observou-se um aumento na porcentagem de espermatozoides com defeitos de peca

intermediéria para a raca Nelore em relagéo a Curraleiro Pé Duro.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.12769#rda12769-bib-0008
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O aumento na porcentagem de defeitos de peca intermediaria pode ser resultado do
processo de criopreservacéo e da alta producdo de MDA, observado na raga Nelore, o que levou
a modificacdes patofisioldgicas nos espermatozoides. Os danos provocados pelas ROS podem
induzir a alteragdes na integridade da membrana mitocondrial ocorrendo a deplecdo do ATP
intracelular e insuficiente fosforilagdo da proteina do axonema. Mas mesmo diante desta
sequéncia de possiveis eventos, a taxa de fertilizacdo in vitro na raca Nelore foi maior que a do
Curraleiro Pé Duro, ndo apresentando uma correlacdo entre estes parametros.

A criopreservacao através das alteracGes térmicas e osmoticas, atua sobre as células
espermaticas induzindo a geracdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS), resultando em danos
morfolégicos e funcionais das membranas espermaética, e comprometendo a motilidade dos
espermatozoides, a integridade da membrana e o potencial de fertilizacdo (Hu et al., 2010).

O sistema antioxidante do sémen compreende diferentes substancias como taurina,
glutationa em forma reduzida, glutationa peroxidase, catalase e superoxido dismutase para
prevenir danos oxidativos. No entanto o espermatozoide devido ao tamanho do seu citoplasma,
apresenta capacidade antioxidante reduzida (Sariozkan et al., 2009). O equilibrio entre a
atividade antioxidante e geracdo de substancias oxidativas é fundamental para eventos, como a
capacitacao e reacdo acrossomica dos espermatozoides (O'Flaherty et al., 1999).

Neste estudo observou-se que os espermatozoides criopreservados da raca Nelore
produziram mais MDA, quando comparados aos da raca Curraleiro Pé Duro. A presenca ou a
adicdo de &cidos graxos poliinsaturados ao diluidor podem melhorar os parametros de
motilidade total e progressiva e a viabilidade do sémen po6s-descongelacdo, em animais Bos
taurus, como foi observado na raga Pardo Suico (Monique, 2013). Assim, acredita-se que a raca
Curraleiro Pé Duro possua no plasma seminal um sistema redox equilibrado, com
concentracdes de &cidos graxos poliinsaturados nos espermatozoides, em niveis necessarios
para manter a taxa de peroxidacdo lipidica baixa. Alguns autores verificaram que o efeito
positivo, representado pela baixa produgdo de MDA, ocorra devido a maiores porcentagens de
acido docosahexaendico (DHA, n-3) e da propor¢do de n-3/n-6 nos espermatozoides, antes e
ap0s a criopreservacdo. Técnicas como a cromatografia gasosa, podem ser Uteis na
determinacdo das concentracGes de &cidos graxos na célula.

A diferenca estatistica observada no teste de TBARS neste estudo, deve-se também a
interacdo de frutose, fonte de energia do espermatozdide bovino e presente na solugédo
crioprotetora, com o &cido tiobarbitdrico (TBA) diminuindo as concentracbes de MDA no

sémen da raca Curraleiro Pé Duro, quando comparado ao Nelore (Rodrigues, 2009).
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Rodrigues et al. (2008) ao estudarem os niveis de MDA em amostras seminais frescas
(espontaneo) e criopreservadas (induzido) colhidas de bovinos da raca Simental e Nelore
durante o verdo, observaram um aumento no nivel de peroxidacao lipidica nas amostras frescas
nos touros simentais (845 ng/106 espermatozodides VS 497 ng/106 espermatozoides, p< 0,05).

Se a composicao lipidica da membrana plasmatica é a maior determinante da motilidade,
sensibilidade a criopreservacgdo, viabilidade espermaética e a capacidade de fusdo dos gametas,
induzindo modificacdes da taxa de fertilidade, desta forma alteragdes nas concentracdes destes
podem induzir peroxidacdo lipidica, com consequente aumento na producdo de MDA. Isso
demonstra que os antioxidantes podem ser utilizados para exercer efeito de protecdo na
membrana dos espermatozoides criopreservados, reduzindo a suscetibilidade a oxidacéo,
preservando a atividade metabdlica e viabilidade celular (Monique, 2013).

A capacidade de fertilizacdo do sémen neste estudo foi observada através dos dados de
clivagem, utilizando-se sémen das racas Nelore e Curraleiro Pé Duro, para fertilizacdo de
odcitos de fémeas mesticas zebuinas, fator que pode ter influenciado nos resultados obtidos,
uma vez que alguns trabalhos evidenciam que a raca da fémea e do touro influenciam nas taxas
de clivagem e de blastocisto na producéo in vitro (P1V) de embrides bovinos (Blondin, et al.,
2009).

Alguns estudos sugerem que as taxas de clivagem e de blastocisto de fémeas Bos taurus
sdo comparaveis as taxas obtidas com fémeas Bos indicus, relacionando os resultados mais a
qualidade oocitaria, do que ao fator racial (Pontes et al., 2010), contrario ao observado nesta
pesquisa, que verificou uma diferenca significativa na taxa de fertilizacdo in vitro em funcao
das racas, com um aumento desta taxa no grupo fertilizado com sémen Nelore.

Nabhan et al. (2011), ao avaliarem a producédo in vitro de embrides em diferentes
combinacgbes, raca da doadora de od6citos x raca do touro, observaram que nos embrides
Holandés x Gir, a taxa de clivagem foi inferior a das demais combinacGes estudadas, e a
combinacdo Nelore x Nelore proporcionou os melhores resultados.

Nascimento et al.(2015), ao estudarem o efeito do sémen sexado e convencional na
fertilizacdo in vitro de touros 5/8 girolando, observaram o efeito inerente ao touro, no sémen,
sobre a fertilizacdo in vitro de odcitos bovinos, que apresentou diferengas significativas entre
touros da mesma racga e em partidas do mesmo touro, tanto na taxa de fertilizagdo in vitro quanto
na taxa de sobrevivéncia embrionéria, reafirmando que o fator touro tem importancia
determinante quanto & capacidade de fertilizacdo, bem como quanto a capacidade de
crescimento dos embrides clivados até moérula e seu posterior desenvolvimento até o estadio de

blastocisto.
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Ward et al. (2001) em seus estudos observaram que o sémen é o componente da
fertilizacdo in vitro, determinante das primeiras clivagens, demonstrando que o sémen é
indispensavel para o desenvolvimento do embrido. Este efeito foi demonstrado apartir da
cinética do inicio do desenvolvimento embrionario medido pelo tempo da primeira clivagem
que variou entre diferentes touros, e essas diferencas poderam ser usadas para discriminar

touros de alta e baixa fertilidade.

Conclusao
Em concluséo, o sémen criopreservado da raga Curraleiro Pé Duro se mostrou viavel ao
processo de criopreservacdo, com baixas alteragdes morfologicas de peca intermediaria e

reduzido estresse oxidativo.
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Resumo

Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacao dos acidos oleico e acido palmitico ao diluidor
de criopreservacdo de sémen bovino. Foram utilizados vinte ejaculados de quatro bovinos
Curraleiro Pé-Duro. Apos as coletas o sémen foi diluido em TRIS-Gema e suplementado ou
ndo com acido oleico (50uM, 100uM) e acido palmitico (50uM, 100uM). Os espermatozoides
criopreservados foram submetidos a anélise pos-descongelamento, de motilidade total e o vigor
espermatico no teste de termorresisténcia (TTR), nos tempos de 0, 60, 120 e 180 minutos,
integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal, cinética espermatica,
lipoperoxidacdo da membrana espermatica e determinacdo dos niveis de glutationa reduzida
(GSH). A suplementacédo de 100 uM de acido palmitico aumentou o percentual de linearidade
e WOB dos gametas, no entanto reduziu a ALH. Houve reducdo na membrana acrossomal
intacta no grupo controle, quando incubados a 180 minutos e comparados ao tempo de 60
minutos. Acido palmitico 50 pM reduziu membrana plasmatica integras no tempo de 180
minutos comparado ao tempo O minutos. A quantidade de MDA foi menor nos tratamentos
acido palmitico 50 uM e 100 uM e acido oleico 50 uM, quando comparado ao grupo controle.
A atividade da enzima Glutationa reduzida (GSH) foi elevada em meio com &cido palmitico 50
UM e 100 puM e acido oleico 100 uM, quando comparados ao controle. Em concluséo, a
suplementacéo de 100 uM de &cido palmitico ao diluidor TRIS-Gema, preservou a viabilidade
do sémen criopreservado de bovino.

Palavras-chaves: Acidos graxos, Acido palmitico, Acido oleico, Criopreservacdo, ROS,
Touro.

1| INTRODUCAO

A inseminacdo artificial (IA) juntamente associada a criopreservacdo, tem papel
fundamental na disseminacdo mais ampla de germoplasma de animais de alto valor
genético. No entanto, apesar das vantagens proporcionada pela criopreservacao, esta biotécnica
causa efeitos deletérios aos espermatozoides, incluindo a inducdo prematura da reacdo
acrossdmica, perda de motilidade, reducdo na integridade do DNA, danos na membrana
plasmatica, acrossomal e mitocondrial, prejudicando assim a fertilidade (Morrell e Mayer,
2017).

Em bovinos o principal constituinte espermatico afetado pelo processo de
criopreservacao é a membrana plasmatica, sobretudo devido a alteracdo na composicao lipidica,
com perda de fosfolipidios totais, podendo ser atribuida essa perda a reacfes de peroxidagédo

lipidica induzida por substancias reativas de oxigénio (ROS) (Buhr et al., 1994).


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/and.12293/full#and12293-bib-0005
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A membrana plasmatica dos espermatozoides bovinos é rica em &cidos graxos, 0s quais
tem a funcgéo de fornecer energia e regular proteinas plasmaticas (Shevchenko & Simons, 2010),
contudo, durante o congelamento e descongelamento esses &cidos graxos sdo reduzidos
(Medeiros et al., 2002).

O Alto teor de 4&cidos graxos poliinsaturados na membrana plasméatica de
espermatozoides é necessario para conferir uma maior fluidez e uma alta resisténcia ao choque
a frio, no entanto, devido a presenca de muitas ligacGes duplas, esses acidos tornam-se
susceptiveis a peroxidacao lipidica (Giraud et al., 2000). Em contraste, 0s acidos graxos
saturados sdo menos vulneraveis a peroxidacdo do que &cidos graxos insaturados (Rael et
al., 2004). Tem-se conhecimento de que &cidos graxos saturados sdo mais ativamente
incorporados aos lipidios dos espermatozoides de bovinos (Neill e Mestres, 1972).

Recentemente, Zadeh Hashem et al. (2017) relataram que a suplementacdo de acido
oleico, aumentou a viabilidade, a integridade da membrana plasmaética, a capacidade
antioxidante total e a enzima superoxido dismutase (SOD) e diminuiu as quantidades de
malonaldeido e 6xido nitrico durante 0 armazenamento de espermatozoides a 4 °C durante 72
horas. E Kiernan et al. (2013) observaram gue o &cido palmitico, suplementado ao diluidor a
base de critrato, melhorou a motilidade e viabilidade espermética de touro durante a
refrigeracdo por 7 dias.

Diante das consideracdes, a incorporacdo de acidos graxos saturados e monossaturados
em fosfolipidios de membrana plasmaética pode aumentar a saturacdo e reduzir as chances de
peroxidacdo lipidica, compensando assim 0s danos do processo de criopreservacdo, neste
sentido, este estudo, objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacéo dos acidos oleico e acido
palmitico ao diluidor de criopreservacao de sémen bovino, avaliados por meio de importantes
parametros de qualidade espermatica pos-descongelamento: Motilidade e vigor no teste de

termo resisténcia (TTR), integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal, cinética
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espermatica, lipoperoxidagdo da membrana espermatica, determinacao dos niveis de glutationa

reduzida (GSH) e producéo in vitro de embrides — PIV.

2 | MATERIAL E METODOS
2.1 | Comité de ética

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
EMBRAPA MEIO NORTE, sob o protocolo de 001/2016.
2.2 | Animais

Foram utilizados 04 touros da raga Curraleiro Pé-Duro (Bos taurus taurus), provenientes
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria— EMBRAPA Meio Norte localizada na cidade
de Campo Maior, Piaui, Brasil. Os touros foram mantidos sob regime extensivo, em pastejo de
gramineas nativas, com agua e sal mineral ad libitum e avaliados quanto a normalidade dos
parametros androldgicos antes do estudo, de acordo com as recomendacfes do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (motilidade em massa: >3; motilidade espermatica: >60 %;
concentracdo: 350 milhdes de espermatozdides / mL; numero total de espermatozdides no
ejaculado: 3 a 5 bilhdes; espermatozdides morfologicamente normais: > 70%; defeitos maiores
de espermatozoides: < 10%; defeitos menores de espermatozdides: < 20%; : <5%; defeitos
individuais menores: <10%) (CBRA, 2013).
2. 3| Coleta de sémen

Foram coletados cinco ejaculado por touro, com um eletroejaculador (Biocon ®
Solucdes para Biotecnologia, Uberaba, Brasil), totalizando 20 ejaculados. Apds a coleta, cada
ejaculado foi diluido com Tris-Gema (3,605 g de Tris; 2,024 g de &cido 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), e dividido

igualmente em cinco aliquotas: Controle (Tris-Gema sem adicdo de &cido oleico e palmitico,
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Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), Tris-Gema + 50 uM de acido oleico; Tris-Gema + 100
uM de acido oleico; Tris-Gema + 50 uM de acido palmitico e Tris-Gema + 100 uM de acido
palmitico.

2. 4| Criopreservacdo do sémen

Imediatamente apds a coleta e processamento, as amostras de sémen dos cinco
tratamentos foram envasadas em palhetas de 0,25 mL, a temperatura ambiente, para uma
concentragéo final de 20 x 10° espermatozdides viaveis / palheta, e entdo foram congeladas em
maquina TK 3000® (TK Tecnologia em congelacgdo Ltda., Uberaba, Brasil), ajustada para uma
taxa de resfriamento de -0,5 ° C / min da temperatura ambiente (25 ° C) até que a temperatura
de 5 ° C fosse atingida. 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), e armazenadas até o tempo de analise pés-
criopreservacdo. A descongelacdo ocorreu em banho-maria a 37°C por 30 segundos, para
avaliacdo quanto a motilidade total e vigor no teste de termo resisténcia (TTR), cinética
espermatica, integridade da membrana plasméatica e acrossomal, quantificacdo da
lipoperoxidacdo da membrana espermatica, e determinacdo da concentracdo de glutationa
reduzida, conforme descrito a diante.

2.5 | Teste de termorreristéncia (TTR)

O teste de termorresisténcia foi realizado de acordo Viana et al. (2009), o qual consistiu
em verificar a longevidade das amostras de sémen descongeladas. Uma aliquota de 10ul de
sémen descongelado foi incubada a 37 °© C em banho-maria, e avaliada quanto a motilidade total
e 0 vigor espermatico por meio de microscopia de contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda.,
Téquio, Japdo) com placa aquecedora acoplada, aumento de 400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180

minutos.
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2. 6 | Avaliagéo da cinética espermatica

A cinemética espermética foi avaliada por meio de um Sistema de Andlises de
espermatozoide Computadorizado (CASA). O CASA consistiu de um sistema de microscopia
optica de contraste de fase (Nikon ™ HS5505, Eclipse 50i, Japao), com iluminagdo
estroboscopica, e uma fase quente a 37°C, uma camera de video (Basler Visdao Tecnologie ™
A312FC, Ahrensburg, Alemanha) e um PC com o analisador de esperma Classe ™ software
(Microptics, SL, versdo 3.2.0, Barcelona, Espanha). As variaveis avaliadas foram: motilidade
progressiva (MOP-- um/s), velocidade curvilinear (VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL
- um/s), velocidade média do percurso (VAP-um/s), linearidade (LIN - %), retilinearidade
(STR-%), deslocamento lateral de cabeca (ALH - um), Wobble (WOB - %) e frequéncia de
batimento cruzado (BCF-Hz), para cada espermatozoide analisado.
2. 7| Analise da integridade da membrana plasmaética

Para avaliagdo da integridade da membrana plasmatica, utilizou-se 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 50uL de sémen pds descongelado foram diluidas em 150uL
de Tris, SuL de DCF e 20uL de IP e incubadas por 10 min a 37°C. Foram avaliados 200
espermatozoides em microscopio de epifluorescéncia (400x; Olympus optical Co., Ltda.,
Téquio, Japdo), usando-se filtro de emissdo DBP 580- 630nm e excitacdo DBP 485/20nm.
2. 8 | Analise da integridade acrossomal

Para avaliacdo da integridade da membrana acrossomal, utilizou-se 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 aliquotas de
20uL de FITC-PNA foram colocadas sobre esfregacos de laminas contendo espermatozoides,

as quais foram incubadas por 20 minutos em camara umida a 4°C, na auséncia de luz. Apo6s
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incubacéo, as laminas foram enxaguadas duas vezes em PBS refrigerado (4°C) e colocadas para
secagem na auséncia de luz. Imediatamente antes da avaliacdo, SuL de meio de montagem UCD
foram colocados sobre a lamina e cobertos com laminula. Foram avaliados 200
espermatozoides em microscopio de epifluorescéncia (400x; Olympus optical Co., Ltda.,
Téquio, Japdo), e a integridade expressa em porcentagem.
2. 9 | Quantificacdo da lipoperoxidacdo da membrana espermaética

A taxa de peroxidagdo lipidica dos espermatozoides foi estimada pela medida do nivel
de malonalialdeido (MDA), utilizando o &cido tiobarbitdrico (TBA), baseado no método
descrito por Buege & Aust (1978). Os niveis de malonalialdeido foram medidos apds a
suplementagdo de 500 uL de sémen pos-criopreservado, mais Tampdo Tris-acido citrico, pH
7.4, adicionado a 1mL do reagente TBA (15% de &cido tricloroacético; 0,25N de acido
cloridrico e 0,375% de &cido tiobarbitdrico) e 1% (v/v) de BHT 50mM. A mistura foi tratada
em agua fervente (100 ° C) durante 15 min. Posteriormente as amostras foram resfriadas, e
centrifugadas 1.200g por 15 min. O sobrenadante foi removido e a absorbancia foi medida a
535 nm em espectrofotdmetro UV-VIS (Perkin Elmer - Lambda 25). A concentracdo de MDA
foi determinada pela curva de calibracdo feita diariamente com malonaldeido (MDA) como
padrdo, nas concentracbes de 1 a 20mmol. O MDA produzido foi expresso em pmol de
TBARS/mI de diluidor.
2. 10 | Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A determinacédo da concentra¢ao de GSH foi baseada na reac¢ao de Ellman (5,5’-ditiobis
(&cido 2-nitrobenzoico), conforme algumas modificacdes da técnica descrita por Khan et al.
(2011). Em um tubo contendo tampao EDTA pH 5,4, foram adicionados 400 puL de sémen,
acrescidos de 320 pL de 4gua destilada, mais 80 pL de 4cido tricloroacético a 50%. O material
foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, foram recolhidos 400 pL

do sobrenadante e acrescido de 800 pL de tampao Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9 e mais 20 uL de
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DTNB 0,01 M; ap6s 1 minuto de reacdo, foi feita a leitura em espectrofotdmetro em 412 nm.
A concentracao foi expressa em pM/ml. Para a curva padrdo da glutationa foram feitas solucgdes
de glutationa a 6,66; 13,33; 26,66; 40; 53,33 e 66 M.

2.11 | Delineamento e Anélise Estatistica

O delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com cinco tratamentos, quatro
blocos (animais) e cinco repeticdes (coletas). As varidveis motilidade e vigor no teste de
termorresisténcia (TTR), integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal e
cinética espermatica pos-descongelacdo, foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA)
utilizando-se o procedimento modelos lineares gerais (Proc GLM) e para comparacéo de média
foi utilizado o teste Student-Newman-Keuls, na probabilidade de 5%. As analises foram
executadas através do programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013).

A quantificagdo da glutationa reduzida e de malonaldeido foi submetida a Anélise de
Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, na probabilidade de 5%. As
andlises foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software,

EUA, 2012).

3| RESULTADOS

No teste de termorresisténcia (TTR) espermatica a 37°C nos tempos de 0, 60, 120 e 180
minutos, observou-se que para os parametros de motilidade e vigor ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos e o controle quando adicionados diferentes concentragdo de
acido oleico (50 uM e 100 puM) e acido palmitico (50 uM e 100 uM) ao diluidor de

criopreservacao de sémen bovino (Tab. 1; p>0,05).
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235 Tabela 1. Motilidade total e vigor pds-descongelamento de espermatozoides de touros, criopreservados em meio de congelacéo

236  suplementado com diferentes concentracGes de acido oleico (50 uM e 100 uM) e acido palmitico (50 uM e 100 uM), avaliados pelo

237  teste de termo resisténcia (TTR)

Parametros T-empo Controle Oletco Palmitico
(minutos) 50 UM 100 pM 50 UM 100 uM
Motilidade (%) 0 36.50 + 8.75 35.0 + 11.47 36.50 + 10.89 3450+ 12.34  38.00 +11.96
Vigor (1-5) 0 2.70 + 0.65 2.60 + 0.68 255 +0.75 2.70 +0.65 2.80 + 0.52
Motilidade (%) 60 23.50 + 12.15 23.25 + 13.79 23.50 + 12.98 21.25 +12.12 21.50 + 3.77
Vigor (1-5) 60 1.90 + 0.85 1.95 +0.94 1.95 +0.88 1.85 +0.93 1.95 +0.99
Motilidade (%) 120 7.50 + 6.58 7.00 + 6.36 5.25 +5.95 6.31 +7.42 5.23 + 6.97
Vigor (1-5) 120 0.80 + 0.69 0.75 + 0.63 0.55 + 0.60 0.57 % 0.60 0.52 + 0.67
Motilidade (%) 180 2.750 + 5.49 3.25 + 5.44 2.75+4.12 3.14 + 4.57 3.14 + 4.57
Vigor (1-5) 180 0.30 + 0.57 0.40 + 0.59 0.35 +0.48 0.38 + 0.49 0.38 + 0.49

238  Os valores sdo expressos como media + desvio padrao (DP)

239  Valores de média com letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tempos para motilidade

240  (p>0,05) pelo teste Student-Newman-Keuls.

241  Valores de média com letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tempos para vigor

242  (p>0,05) pelo teste Student-Newman-Keuls.



243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

78

Os parametros cinéticos, pds-descongelamento, de espermatozoides
criopreservados com diferentes concentrac@es de &cido oleico (50 uM e 100 uM) e
acido palmitico (50 uM e 100 uM), mostram que ndo houve diferenca estatistica
(Tab. 2; p>0,05) entre os tratamentos estudados para as variaveis MT, MP, VCL,
VSL, VAP, STR, BCF, ALH e HIPER. Além disso, a concentragdo de 100 uM de
acido palmitico aumentou o percentual de linearidade dos gametas (Tab. 2; p<0,05),
quando comparada ao tratamento de 50puM de acido palmitico. Da mesma forma,
foi observado que espermatozoides criopreservados na concentracdo de 100 uM de
acido palmitico apresentaram valores de WOB superiores (Tab. 2; p<0,05) ao

tratamento de 50uM de &cido palmitico, ndo diferindo dos demais tratamentos.
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261  Tabela 2. Parametros cinéticos (CASA) de espermatozoides criopreservados de bovinos com meio de congelagdo suplementado com diferentes
262  concentragOes de &cido oleico (50 uM e 100 uM) e acido palmitico (50 uM e 100 uM)

Parametros de Controle Acido oleico Acido Palmitico
motilidade 50uM 100uM 50uM 100puM

MT 38.70 £ 22.72 40.29 + 19.77 38.80 + 21.69 34.25 + 20.78 33.87 + 13.38
MP 24.44 + 13.75 25.72 +12.79 25.52 + 13.80 22.60 + 12.45 23.33+9.71
VCL 71.35 + 15.57 71.11 + 15.99 73.86 + 18.47 71.29 + 16.53 70.63 + 15.26
VSL 36.19+8.11 36.75 + 8.80 37.84 +10.82 36.26 + 9.99 39.20 + 9.47
VAP 4557 +9.51 45.74 + 9.66 47.00 + 11.41 44.79 + 10.84 46.92 + 10.50
LIN 52.21 + 3.83% 52.88 + 5.002 52.14 + 7.15% 51.69 + 6.67° 57.21 + 7.402
STR 82.87 +4.41 83.31+7.21 82.86 + 10.71 83.71+6.78 87.81+6.75
WOB 67.83 £ 2.23% 68.45 + 2.48% 67.65 + 2.84 % 66.25 + 4.96° 70.31+ 5.172
ALH 13.69 + 0.44 13.62 + 0.63 13.34 +1.10 13.45 +0.87 13.07 £ 0.65
BCF 20.92 + 1.52 20.11 + 2.52 19.97 + 3.68 20.24 + 2.55 20.69 + 2.77
HIPER 15.45 + 6.68 17.39 + 7.06 17.85 +8.81 14.93 + 557 15.24 + 4.24

263  Os valores sdo expressos como média + desvio padrio (DP)

264 MP - Moatilidade progressiva; VCL — velocidade curvilinea; VSL - velocidade em linha reta; VAP — velocidade média de percurso; LIN - linearidade; STR - retilinearidade;

265  WOB - Oscilagdo; ALH - Amplitude de deslocamento lateral da cabeca e BCF - frequéncia de batimentos de cauda.

266 Valores de média com letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (p<0,05) pelo teste Student-Newman-Keuls.

267
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A adicdo de diferentes concentragdes de &cido oleico (50 UM e 100 uM) e
acido palmitico (50 uM e 100 uM) ndo demonstrou incremento no percentual de
células com membranas plasmatica e acrossomal intactas e na estabilidade das
membranas quando os tratamentos foram comparados ao grupo controle nos
diferentes tempos (0, 60, 120 e 180 minutos) do teste de termo resisténcia (TTR)

espermatica a 37°C (Tab. 3; p>0,05).
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284 Tabela 3. Integridade da membrana plasmatica e Integridade acrossomal pds-descongelamento de espermatozoides de touros,
285 criopreservados em meio de congelacédo suplementado com diferentes concentracdes de &cido oleico (50 UM e 100 pM) e acido palmitico
286 (50 uM e 100 pM), avaliados pelo teste de termo resisténcia (TTR)

287
288
289
290
291

Tempo Oleico Palmitico
Parametros Controle
(minutos) 50 UM 100 M 50 UM 100 pM
M. Plasmatica 0 51.90 + 19.72 51.20 + 23.10 53.45 + 18.08 54.85+2043  53.70 +19.75
M. Acrossomal 0 55.15 +19.72A8 61.05+24.42%  53.75+33.07"  62.90+2557  56.15 + 27.54"
M. Plasmatica 60 52.05 + 16.88° 47.45+21.73°  48.05+2659%  49.35+18.96%  50.20 + 22.31°
M. Acrossomal 60 67.55 + 22.45 63.40 + 21.76 54.60 + 25.66 61.95+20.21  60.60 + 23.30
M. Plasmatica 120 46.70 + 19.25° 43.65+23.39%°  47.10+26.87%°  47.00+22.43%  49.71 + 20.90°
M. Acrossomal 120 53.10 + 20.417B 53.60 + 26.87"  48.55+25.05*  58.73+21.07*  53.09 +19.19”
M. Plasmatica 180 42.85 + 19.01° 41.65+21.65°  4045+21.68  40.00+21.88°  43.85+19.32°
M. Acrossomal 180 48.35 + 23.228 57.25+23.63%  49.15+2427°  48.94+24.32" 5414 +21.12”

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

Valores de média com letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos para
membrana plasmatica, pelo teste de Student-Newman-Keuls.
Valores de média com letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos para
membrana acrossomal, pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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Para a producdo de malonaldeido (MDA), foi observado uma redugdo nas
concentracdes de MDA quando os espermatozoides foram criopreservados em meio
suplementado com &cido palmitico 50 uM e 100 uM e &cido oleico 50 pM, quando
comparado ao grupo controle e ao tratamento oleico 100 uM (Fig. 1; p<0,05). A atividade
da enzima Glutationa reduzida (GSH) foi elevada quando os espermatozoides foram
criopreservados em meio suplementado com acido palmitico 50 uM e 100 uM e acido
oleico 100 uM, quando comparados ao controle e ao tratamento oleico 100 uM (Fig. 2;

p<0,05).

MDA (Oleico e Palmitico)

-M/mL

CN OL 50 OL 100 PL50 PL 100

Figura 1 - Quantificacio de MDA em sémen poés-criopreservado de touros
suplementados com diferentes concentracdes de &cido oleico (50 uM e 100 uM) e &cido
palmitico (50 uM e 100 pM). MDA: Malondialdeido. CN: Controle. OL50: Acido Oléico
50uM. OL100: Acido Oléico 100uM. PL50: Acido Palmitico 50uM. PL100: Acido
Palmitico 100uM. As diferencas entre os grupos foram determinadas por Analise de
Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, (p<0,05).
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GSH (oleico e palmitico)

2.0 7 a
1.5-
-
= ab
= 1.04
E *
[
C
0.5 ¢
*
CN OL 50 OL 100 PL 50 PL 100

Figura 2 - Quantificacdo de GSH em sémen pds-criopreservado de touros suplementados
com diferentes concentracdes de &cido oleico (50 uM e 100 uM) e &cido palmitico (50
UM e 100 pM). GSH: Glutationa reduzida. CN: Controle. OL50: Acido Oléico 50uM.
OL100: Acido Oléico 100uM. PL50: Acido Palmitico 50uM. PL100: Acido Palmitico
100uM. Os valores representam a média + D.P.M. As diferencas entre 0s grupos foram
determinadas por Analise de Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste
(p<0,05).

4| DISCUSSAO

O presente estudo amplia o conhecimento sobre os efeitos da suplementacéo de
diferentes acidos graxos (&cido oleico e acido palmitico) ao meio diluidor de
criopreservacao de sémen bovino. Os resultados obtidos demonstram que tanto o grupo
controle quanto a adicdo de diferentes concentrac@es de acido oleico (50 UM e 100 uM)
e 4cido palmitico (50 uM e 100 uM) provocou reducédo do percentual de espermatozoides
com motilidade total e vigor quando incubados a 37°C durante 180 minutos, essa reducédo
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 lesbes estruturais na cauda dos espermatozoides,
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diminuindo sua viabilidade em funcdo da reducdo do ATP produzido durante as duas
primeiras horas (Barros et al., 2013).

O teste de termo resisténcia (TTR) tem por objetivo selecionar amostras de sémen
mais resistentes a lesdes latentes ao calor e maximizar as chances de sobrevivéncia
espermatica dentro do trato reprodutivo feminino. No entanto ndo existe uma correlagédo
positiva entre qualidade de espermatozoides ao final da TTR e fertilidade, Viana et al.
(2009) mostrou em seu estudo que espermatozoides com taxa de motilidade de 0% ao
final de 5 horas de incubacédo a 38°C apresentaram taxa de prenhes de 66% na IATF.

As diferentes concentracGes de acido palmitico e acido oleico demostraram néo
interferir nos valores de motilidade e vigor nos diferentes tempos da TTR, nossos
resultados sdo contrarios aos resultados encontrados por Kiernan et al. (2013), no qual
relataram que a adigdo de acido a-linolénico (ALA) (10 e 100 uM), acido palmitico (100
M) e &cido oleico (OA) (10 e 100 mM) em diluidores a base de citrato, com e sem gema
de ovo, melhorou a motilidade progressiva, motilidade linear e a viabilidade de
espermatozoides de touro refrigerados por 7 dias. Além disso, 5 ng/ mL de ALA também
melhoraram as caracteristicas citologicas de espermatozoides descongelados. No entanto
os tratamentos estabilizaram a reducdo da motilidade a partir de 120 minutos.
Possivelmente, houve boa preservacao da fluidez das membranas e/ou estabiliza¢do dos
elementos proteicos na matriz lipidica da bicamada.

Quanto a cinética espermatica, foi observado que, os espermatozoides tratados
com 100 pM de &cido palmitico aumentaram a linearidade, quando esse grupo foi
comparado ao controle e aos demais tratamentos. Além disso, os valores de WOB foram
superiores para o tratamento 100 uM de acido palmitico quando comparado ao tratamento
acido palmitico 50uM. Embora o a linearidade e a WOB possuam alta correlacdo com a

fertilidade, quando associado a redu¢éo dos valores de ALH, como observado no presente
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estudo, pode-se sugerir o desenvolvimento de um padrdo cinético de espermatozoides
com baixa capacidade de penetracdo na zona peltcida do 6vulo, prejudicando assim o
processo de fertilizacdo (Verstegen et al., 2002).

Além de seu papel nas propriedades fisicas da membrana plasmatica, os acidos
graxos tém uma variedade de bioatividades, como expressdo e regulacdo génica de
proteinas (Darios et al., 2007). A qualidade espermatica tem sido associada a uma alta
concentracdo de acidos graxos de cadeia longa, em particular, o cido palmitico e o &cido
oleico, componentes essenciais da membrana plasmatica para flexdo do flagelo
espermatico, aumentado assim a motilidade espermaética (Tavilan et al., 2007).
Provavelmente se tivéssemos aumentado o tempo de estabilizacdo do sémen no processo
de resfriamento, poderiamos ter tido maiores valores de motilidade e vigor, em funcéo do
tempo necessario para que esses acidos graxos interagissem com a membrana plasmatica.

No presente estudo, ndo foi observado diferencas significativas entre 0os grupos
experimentais em relacdo a integridade acrossdmica e integridade da membrana
plasmatica no teste de termorresistencia, 0 que sugere que a presenca de acido palmitico
e 4cido oleico, nas concentracdes utilizadas, ndo melhoram os parametros de qualidade
estrutural de espermatozoides criopreservados de touro, isso pode ser explicado pela falta
de incorporacdo eficaz de acido palmitico e acido oleico na membrana do espermatozoide.
Os &cidos graxos, podem ser transportados através da membrana plasmatica, uma vez que
eles atravessam a membrana externa e ao entrar no nucleo hidrofébico, sdo protonados,
permitindo-lhes a particdo no folheto interno (Ejaz et al., 2014). Outra explicacdo pode
ser uma reducgdo na quantidade de &cidos graxos saturados ou absorvido passivamente
ligado & membrana plasmética, 0 que aumenta a propor¢do de &cidos graxos poli-

insaturados (Maldjian et al. 2005).
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Nossos achados também indicam que, houve uma reducdo na integridade da
membra plasmatica de espermatozoides criopreservados na concentracdo de 50 UM de
acido palmitico e incubados por 180 minutos a 37 °C, quando comparado ao tempo 0
minutos do teste de termorresisténcia, demostrando assim que essa concentracdo pode ser
prejudicial a sobrevivéncia dos espermatozoides no trato reprodutivo feminino.

Takahashi et al. (2012) relataram que o acido palmitico e o acido linoleico
adicionados ao meio diluidor de sémen a base de citrato aumentou a motilidade e
viabilidade de espermatozoides de touros no processo de criopreservacdo. No entanto, 0s
resultados do presente estudo ndo corroboram com Abavisani et al. (2013)
e Sheikholeslami Kandelousi et al. (2013) que relataram uma diminui¢do da motilidade,
morfologia e viabilidade espermatica em sémen de touros criopreservados em meio
diluidor contendo &cidos graxos.

Os espermatozoides tém menor capacidade antioxidante e ndo podem neutralizar
os efeitos prejudiciais das espécies reativos do oxigénio (ROS) e a lipoperoxidagédo
lipidica (LPO) durante o processo de criopreservacdo. Por este motivo, 0 uso de
antioxidantes no meio diluidor de sémen € obrigatorio para reduzir os efeitos nocivos da
LPO durante a criopreservacdo. O uso das concentraces de 50 uM e 100 uM de acido
palmitico demostraram ser mais eficazes em reduzir os niveis de MDA, assim como
também foram capazes de aumentar a atividade da enzima GSH, enzima essa que atua
diretamente como antioxidante (Bilodeau et al., 2001) e pode melhorar
a qualidade do sémen protegendo as pontes dissulfeto e assim, manter a estrutura nuclear
do espermatozoide (Yeste et al., 2012 ).

Os resultados desse experimento, mostraram que a suplementacdo do meio
diluidor com 100 uM de acido oleico foi capaz de aumentar proporcionalmente tanto os

niveis de MDA quanto da atividade de GSH, resultados semelhantes foram encontrados
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por Strzezek e al. (2004), que ao suplementar suinos com dieta rica em acidos graxos,
observou um aumento na enzima superéxido desmutase, concomitante com a producgéo
de MDA. Assim, 0 aumento na peroxidacdo lipidica, pode ser compensado pela acdo dos
antioxidantes. Koppers et al. (2010) observaram uma relacdo positiva de
astenozoospermia para a presenca de acido palmitico e estedrico no sémen humano,
observando ainda que quanto maior a presenca de acidos graxos insaturados menor o grau
de astenozoospermia. Em contrario observaram que quanto maior a quantidade de acidos
graxos insaturados, mais sensiveis aos ataques de espécies reativas de oxigénio, estresse

oxidativo e peroxidacao lipidica ficaram os espermatozoides.

5| CONCLUSAO
Em concluséo, a suplementacdo de 100 uM de acido palmitico ao diluidor TRIS-

Gema, preservou a viabilidade do sémen criopreservado de bovino.
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Resumo

Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementagédo de eugenol ao diluidor de criopreservagao
de sémen bovino. Foram utilizados vinte ejaculados de quatro bovinos Curraleiro Pé-Duro.
Apos as coletas o0 sémen foi diluido em TRIS-Gema e suplementado ou ndo com eugenol
(10uM, 50uM). Os espermatozoides criopreservados foram submetidos a andlise pés-
descongelamento, da motilidade total e o vigor espermético no teste de termorresisténcia
(TTR), integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal, funcionalidade da
membrana espermatica (HOST), cinética espermatica, quantificacdo da lipoperoxidagdo
espermatica, quantificacdo de GSH e teste de fertilizacdo in vitro (FIV). O TTR reduziu
motilidade total e vigor para o grupo controle e todos os tratamentos. A suplementagéo de
eugenol ndo melhorou a cinética espermatica. Houve reducdo na membrana acrossomal
intacta no grupo controle, quando incubados a 180 minutos e comparados ao tempo de 60
minutos. A quantidade de MDA foi menor no tratamento de 50 uM de eugenol, quando
comparado ao grupo controle e ao tratamento de 10 uM de eugenol. A atividade da enzima
Glutationa reduzida (GSH) foi elevada em meio com 10 uM e 50 uM eugenol, quando
comparados ao controle. Em conclusdo, a suplementacdo de Eugenol foi eficiente em
reduzir o estresse oxidativo espermatico, além de preservar a integridade da membrana
acrossomal ao longo do tempo de incubagdo, no entanto ndo melhorou nenhum dos
parametros cinéticos avaliados.

Palavras-chaves: Curraleiro Pé-Duro, membrana plasmatica, espécies reativas ao oxigénio,
glutationa reduzida.

1| INTRODUCAO

Os avancos biotecnoldgicos na reproducao animal refletem em um maior éxito na
producdo e no melhoramento genético dos animais, capaz de maximizar a eficiéncia
reprodutiva. Neste aspecto, a criopreservacdo tem sido amplamente utilizada, devido aos
seus beneficios sobre o melhoramento genético de animais de producéo, a otimizacdo da
criacdo e exploracdo de macho atraves de programas de inseminacédo artificial (1A), e a

conservacdo de material genético de animais em vias de extingdo, agindo sobre o
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armazenamento do sémen por prazo indefinido, através da congelacdo, em processo habil
para interromper o metabolismo espermético (Lema, 2011; Morrell e Mayer, 2017).
Entretanto o processo de criopreservacdo induz a geracao de espécies reativas ao oxigénio
(ROS), o qual é responsavel por danificar os espermatozoides de mamiferos, provocando
alteracdes da motilidade, danos ao DNA e as membranas espermaticas (Simon et al. 2013)
e consequentemente reducdo na fertilizacdo oocitaria (Griveau e Le Lannou, 1997).

Uma forma de equilibrar a acdo das ROS sobre as células esperméticas ocorre por
meio da acdo das defesas antioxidantes enddgenas presente no plasma seminal, que agem
removendo as ROS, ou a partir delas formando produtos intermediarios nao tdxicos (Reiter,
1998). Assim, existem varias evidéncias da atividade protetora dos componentes do sistema
antioxidante, como o combate a lipoperoxidacdo (LPO) e a apoptose espermatica,
desempenhada por enzimas como, superoxido desmutase (SOD), catalase (CAT) (Ferreira e
Matsubara, 1997), Glutationa peroxidase (GSH) e Glutationa reduzida (GR), sendo esta
ultima capaz de alterar a suscetibilidade espermatica sob as condi¢des de criopreservacao
(Gangwar et al., 2018).

Desta meneira, se as ROS visam o conteudo lipidico da membrana celular,
consequentemente os danos estruturais da membrana, resultam em maior permeabilidade e
fluidez da membrana espermatica (Banday et al., 2017), mesmo no sémen com maior
viabilidade pés-descongelacdo (Cerolini et al., 2000).

No entanto, as crioinjurias podem ser reduzidas pela adi¢do de antioxidantes ao meio
diluidor durante a criopreservacdo, melhorando os parametros pds-descongelacdo de
motilidade e fertilizac&o in vitro (Malo et al. 2010; Castelo Branco et al., 2017).

Em estudos sobre peroxidacao lipidica Castelo Branco et al. (2017) observou que o
6leo essencial de limdo (Citrus limon), foi eficiente na reducdo da LPO espermatica. Outros
compostos, como o eugenol (4-alil-2-metoxifenol), um metoxifenol com uma cadeia curta
de hidrocarbonetos, e principal componente (80% -95%) fendlicos do 6leo de cravo
(Eugenia caryophyllata), tem demonstrado atividade protetora sobre as células.

O eugenol por muito tempo foi utilizado como especiaria devido ao seu forte odor,
e como anti-séptico dentario devido ao seu efeito detergente, contudo atualmente vem sendo
estudado e evolutivamente ao progresso das pesquisas demonstra apresentar diversas
propriedades biologicas, inclusive atividade antioxidativa. Em estudos para estimar a
capacidade do eugenol em atuar como antioxidante observou-se um poder redutor efetivo

deste composto na capacidade de eliminagdo de radicais livres, demonstrado pela reducao
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de ferricianeto de potassio e cuprico (Cu2 +) e por métodos de reducdo quando comparados
com a-Tocoferol, BHT e BHA (Giilgin, 2011).

No entanto, ainda ndo existem evidéncias e estudos relativos ao eugenol (Eugenia
caryophyllata), na criopreservacao espermatica. Neste sentido o objetivo deste trabalho, foi
investigar os efeitos do eugenol na criopreservacdo espermatica de touros, avaliado através
de importantes parametros de integridade, funcionalidade e producdo de ROS no sémen pos-

criopreservacao.

2 | MATERIAL E METODOS
2.1 | Etica em experimentacéo animal

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
EMBRAPA MEIO NORTE, sob o protocolo de 001/2016.
2.2 | Diluidores experimentais

O diluidor Tris-Gema constituido a partir de 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, foi utilizado para diluicdo e congelamento do sémen. Trés diluidores experimentais
diferentes foram preparados na seguinte disposi¢ao: Controle, 10 uM e 50 uM de eugenol,
adicionados ao diluidor Tris-Gema.
2.3 | Animais

Foram utilizados 04 touros da raca Curraleiro Pé-Duro (Bos taurus taurus),
provenientes da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuédria — EMBRAPA Meio Norte
localizada na cidade de Campo Maior, Piaui, Brasil. Os touros foram mantidos sob regime
extensivo, em pastejo de gramineas nativas, com agua e sal mineral ad libitum e avaliados
guanto a normalidade dos parametros androlégicos antes do estudo, de acordo com as
recomendacdes do Colégio Brasileiro de Reprodug¢do Animal (motilidade em massa: >3;
motilidade espermatica: >60 %; concentragdo: 350 milhdes de espermatozdides / mL;
nimero total de espermatozdides no ejaculado: 3 a 5 bilhdes; espermatozdides
morfologicamente normais: > 70%; defeitos maiores de espermatozoides: < 10%,; defeitos
menores de espermatozoides: < 20%; : <5%; defeitos individuais menores: <10%) (CBRA,
2013).
2.4 | Coleta de sémen e avaliagéo inicial

Foram coletados cinco ejaculado por touro, com um eletroejaculador (Biocon ®

Solugdes para Biotecnologia, Uberaba, Brasil), totalizando 20 ejaculados. Apds a coleta,
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cada ejaculado foi diluido com 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 &dgua destilada; 20%
de gema de ovo e 5% de glicerol, com osmolaridade de 350 mOsm/kg e pH 6,8), e dividido
igualmente em trés aliquotas: Controle (Tris-Gema sem adicao de eugenol, Sigma-Aldrich®,
St. Louis, MO, USA), Tris-Gema + 10 uM de eugenol; Tris-Gema + 50 uM de eugenol.
2.5| Criopreservagdo do sémen

Imediatamente apds a coleta e processamento, as amostras de sémen dos cinco
tratamentos foram envasadas em palhetas de 0,25 mL, a temperatura ambiente, para uma
concentracio final de 20 x 10° espermatozdides viaveis / palheta, e entdo foram congeladas
em méaquina TK 3000® (TK Tecnologia em congelacdo Ltda., Uberaba, Brasil), ajustada
para uma taxa de resfriamento de -0,5 ° C / min da temperatura ambiente (25 ° C) até que a
temperatura de 5 ° C fosse atingida. Apds 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), e armazenadas até o tempo
de andlise pos-criopreservacao. A descongelacdo ocorreu em banho-maria a 37°C por 30
segundos, para avaliacdo quanto a motilidade total e vigor no teste de termo resisténcia
(TTR), cinética espermatica, integridade da membrana plasmatica e acrossomal,
funcionalidade da membrana plasmatica, cinética espermatica, quantificacdo da
lipoperoxidacdo da membrana espermatica, determinacdo da concentracdo de glutationa
reduzida e teste de fertilidade in vitro, conforme descrito a diante.

2.6 | Teste de termorreristéncia (TTR)

O teste de termorresisténcia foi realizado de acordo Viana et al. (2009), o qual
consistiu em verificar a longevidade das amostras de sémen descongeladas. Uma aliquota de
10pul de sémen descongelado foi incubada a 37 ° C em banho-maria, e avaliada quanto a
motilidade total e o vigor esperméatico por meio de microscopia de contraste de fase
(Olympus optical Co., Ltda., Toéquio, Japdo) com placa aquecedora acoplada, aumento de
400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos.

2.7 | Avaliacdo da cinética espermatica

A cinematica espermatica foi avaliada por meio de um Sistema de Analises de
espermatozoide Computadorizado (CASA). O CASA consistiu de um sistema de
microscopia Optica de contraste de fase (Nikon ™ HS5505, Eclipse 501, Japao), com
iluminacdo estroboscopica, e uma fase quente a 37°C, uma camera de video (Basler Viséo
Tecnologie ™ A312FC, Ahrensburg, Alemanha) e um PC com o analisador de esperma

Classe ™ goftware (Microptics, SL, versdo 3.2.0, Barcelona, Espanha). As varidveis
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avaliadas foram: motilidade progressiva (MOP-- um/s), velocidade curvilinear (VCL -
um/s), velocidade em linha reta (VSL - um/s), velocidade média do percurso (VAP-pum/s),
linearidade (LIN - %), retilinearidade (STR-%), deslocamento lateral de cabeca (ALH - um),
Wobble (WOB - %) e frequéncia de batimento cruzado (BCF-Hz), para cada espermatozoide
analisado.
2.8 | Analise da integridade da membrana plasmatica

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, utilizou-se 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 S0uL de s€émen pos descongelado foram diluidas
em 150uL de Tris, SuL de DCF e 20uL de IP e incubadas por 10 min a 37°C. Foram avaliados
200 espermatozoides em microscépio de epifluorescéncia (400x; Olympus optical Co.,
Ltda., Toquio, Japdo), usando-se filtro de emissdo DBP 580- 630nm e excitacdo DBP
485/20nm.
2.9 | Analise da integridade acrossomal

Para avaliacdo da integridade da membrana acrossomal, utilizou-se 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
aliquotas de 20uL de FITC-PNA foram colocadas sobre esfregagos de 1dminas contendo
espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos em camara Umida a 4°C, na
auséncia de luz. Apos incubacdo, as laminas foram enxaguadas duas vezes em PBS
refrigerado (4°C) e colocadas para secagem na auséncia de luz. Imediatamente antes da
avaliacdo, S5uL. de meio de montagem UCD foram colocados sobre a ldamina e cobertos com
laminula. Foram avaliados 200 espermatozoides em microscépio de epifluorescéncia (400x;
Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japdo), e a integridade expressa em porcentagem.
2.10 | Teste de funcionalidade da membrana espermatica pds-criopreservacao

A funcionalidade da membrana espermatica foi avaliada por meio do teste
hiposmotico (HOST) a partir de uma aliquota de 10 pL de sémen pods - criopreservado
adicionada a 1000 pL de solugdo hiposmotica constituida de citratotrisddico — frutose,
obedecendo a uma concentracdo de 150 mOsm/L, conforme Fonseca et al. (2005) e
incubados em Banho — Maria a 37°C, durante 60 minutos. Apos este periodo, as amostras
foram analisadas em microscopia de contraste de fase, sob aumento de 400 vezes e contagem
de 100 células. As células foram classificadas quanto a presenca ou nao de cauda dobrada,

segundo descrito por Kumi-Diaka (1993).
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2.12 | Quantificacdo da lipoperoxidacdo da membrana espermatica

A taxa de peroxidacdo lipidica dos espermatozoides foi estimada pela medida do
nivel de malonalialdeido (MDA), utilizando o acido tiobarbitarico (TBA), baseado no
método descrito por Buege e Aust (1978). Os niveis de malonalialdeido foram medidos ap6s
a suplementagao de 500 uL de sémen pos-criopreservado, mais Tampao Tris-acido citrico,
pH 7.4, adicionado a 1mL do reagente TBA (15% de &cido tricloroacético; 0,25N de &cido
cloridrico e 0,375% de acido tiobarbiturico) e 1% (v/v) de BHT 50mM. A mistura foi tratada
em agua fervente (100 ° C) durante 15 min. Posteriormente as amostras foram resfriadas, e
centrifugadas 1.200g por 15 min. O sobrenadante foi removido e a absorbancia foi medida
a 535 nm em espectrofotobmetro UV-VIS (Perkin Elmer - Lambda 25). A concentracdo de
MDA foi determinada pela curva de calibragdo feita diariamente com malonaldeido (MDA)
como padrdo, nas concentracfes de 1 a 20mmol. O MDA produzido foi expresso em pumol
de TBARS/mlI de diluidor.

2.13 | Método da determinacéao dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A determinagdo da concentracdo de GSH foi baseada na reagdo de Ellman (5,5’-
ditiobis (acido 2-nitrobenzoico), conforme algumas modificacfes da técnica descrita por
Khan et al. (2011). Em um tubo contendo tampdo EDTA pH 5,4, foram adicionados 400 pL
de sémen, acrescidos de 320 pL de agua destilada, mais 80 pL de acido tricloroacético a
50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, foram
recolhidos 400 puL do sobrenadante e acrescido de 800 puL de tampao Tris-HCI 0,4 M, pH
8,9 e mais 20 uL. de DTNB 0,01 M; apdés 1 minuto de reacdo, foi feita a leitura em
espectrofotdbmetro em 412 nm. A concentracdo foi expressa em uM/mL. Para a curva padréo
da glutationa foram feitas solucGes de glutationa a 6,66; 13,33; 26,66; 40; 53,33 e 66 UM.
2.14| Teste de fertilidade in vitro

Os complexos cumulus-o6citos (CCOs) foram coletados por aspiracdo folicular de
ovarios obtidos de um matadouro local. Foram considerados adequados para o cultivo in
vitro os o6citos com trés ou mais camadas de células do cumulus compactas, grau | e Il, com
citoplasma homogéneo ou apresentando pequenas irregularidades (Leibfried e First, 1979).
Os CCOs selecionados foram submetidos & maturagdo in vitro em meio TCM-199 acrescido
de 2,4 mM de NaHCOz: 2,2 mg/mL de piruvato de sodio; 5 pug/mL de LH; 5 pg/mL de FSH;
100 ng/ul de eGF; 1 pg/mL de estradiol; 50 uM de cisteina; 10% de SFB e 1% de
gentamicina, por 24 horas, em estufa incubadora a 38,5°C com 5% de CO2 e 95% de

umidade. Ap6s a maturacdo, todos os odcitos foram fertilizados com sémen criopreservado,
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das duas diferentes racas, em meio base TRIS, preparado segundo a técnica de gradiente de
Percoll.

A fertilizag&o in vitro foi realizada em gotas de 100ul de meio Fert-Talp acrescido de
10pg/ml de heparina, cobertas com 6leo mineral, com concentragio espermatica de 1 x 108
espermatozoides vivos/ml, co-incubados em atmosfera de 5% de CO2, a 38,5 °C por 22
horas. Para a avaliacdo da taxa de fertilidade, os presumiveis zigotos foram submetidos ao
cultivo in vitro em estufa com atmosfera de 5% de CO», a 38,5 °C. Ap0s 48 horas de cultivo
0s presumiveis zigotos foram avaliados quanto a taxa de clivagem.

2.15 | Delineamento e Analise estatistica

O delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com trés tratamentos, quatro
blocos (animais) e cinco repeticdes (coletas). As variaveis motilidade e vigor no teste de
termorresisténcia (TTR), integridade da membrana plasmatica, integridade acrossomal e
cinética espermatica pos-descongelacao, foram submetidas a analise de variancia (ANOVA)
utilizando-se o procedimento modelos lineares gerais (Proc GLM) e para comparacéo de
média foi utilizado o teste Student-Newman-Keuls, na probabilidade de 5%. As anélises
foram executadas através do programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013).

A taxa de clivagem foi avaliada pelo teste de Qui-quadrado a 5% de probabilidade
de erro. A quantificacdo da glutationa reduzida e de malonaldeido foi submetida a Analise
de Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, na probabilidade de 5%. As
analises foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software,
EUA, 2012).

3 | RESULTADOS

As alteracdes dos parametros de motilidade e vigor de espermatozoides bovinos ap6s
a criopreservacdo em diferentes concentracdes: controle, (10uM e 50uM) de eugenol, em
tempo progressivo, 0, 60, 120 e 180 minutos, de incubacéo a 37°C, sdo mostrados na Tabela
1. Em geral, o sémen apresentou valores significativamente menores de motilidade e vigor
espermatico apos a descongelacéo e progressivamente decrescentes ao longo tempo. Embora
0s espermatozoides dos tratamentos e do controle, apresentassem valores significativamente
maiores ap6s a descongelacdo, o tempo de incubagdo reduziu a porcentagem de
espermatozoides com motilidade total, no entanto ao observar os tempos 120 e 180 minutos
para este parametro, ndo se identificou diferencas significaticas (P >0,05), entre 0s grupos
em estudo. Para vigor, observou-se que o controle e os tratamentos obtiveram um decréscimo

em funcdo do tempo, contudo para os tratamentos (10uM e 50uM) de eugenol, nos tempos
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250 de 120 e 180 minutos ndo foram observadas diferencas significatica (P <0,05), ap6s o

251  estresse térmico.
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Tabela 1 - Motilidade total (%) e vigor (1 - 5) p6s-descongelacdo de espermatozoides bovinos, criopreservados sobre a adi¢do de diferentes
concentragdes (10 uM e 50 pM) de eugenol, avaliados pelo teste de termo resisténcia (TTR)

0 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos
Tratamentos N _ i _ i _ i — i
Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor
Controle 20 46.50 + 8.75? 2.70 +0.65% 33,50 + 12.15° 1.90+0.85® 17.50+6.58° 0.80+0.69° 12.75+5.49° 0.30 + 0.57°
10 pM 20 5050+11.90° 2.90+0.44° 3250+11.06° 205+0.758 1575+6.74° 0.60+0.68° 12.80+4.40° 0.35+0.48C
50 uM 20 4800+11.058 2.75+044° 3250+12.82° 195+0.88% 1575+654° 0.65+067C 12.80+4.40° 0.35+0.48°

Valores de média com letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os tempos para motilidade (p<0,05) pelo teste de Student-Newman-
Keuls.
Valores de média com letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os tempos para vigor (p<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.

Os resultados da avaliacdo de integridade da membrana plasmatica (MP) e integridade da membrana acrossomal (MA) do sémen
descongelado de touros, cripreservados sob adi¢do de diferentes concentragdes de eugenol, e avaliados por sondas fluorescentes, estdo apresentados
na tabela 2. As porcentagens desta avaliacdo mostraram que ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os tratamentos trabalhados para o
parametro de MP, como também n&o diferiram (p>0,05) ao longo do tempo de incubacdo, assim tanto o controle quanto as diferentes concentraces
(10uM e 50 uM) de eugenol, foram capazes de manter a integridade da MP. Ja para a avaliacdo de MA observou-se diferenca estatistica (p<0,05)
entre 0s tempos e 0s tratamentos. A porcentagem de espermatozoides com membranas acrossomal intacta no controle, foi maior ao tempo de 60
minutos, diferindo somente para o tempo de 180 minutos. Para 0 mesmo parametro o eugenol em suas diferentes concentracfes ndo diferiu com a

progressao do tempo de incubagdo, mantendo a integridade da MA.
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Tabela 2 - Integridade da membrana plasmatica, e Integridade da membrana acrossomal pos-descongelagdo de sémen criopreservado de touros,
sobre a adi¢é@o de duas diferentes concentracgdes (10 uM e 50 uM) de eugenol

0 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos
Tratamentos N
M. Plasmatica M. Acrossomal M. Plasmatica M. Acrossomal M. Plasmatica M. Acrossomal M. Plasmatica M. Acrossomal
0 uM 20 51.90+19.728 5515+ 255278  52.05 + 16.88? 67.55 + 2245~  46.70 + 19.25% 53.10 + 20.417B  42.85 + 19.01* 48.35 + 23.22B
10 uM 20 50.55+21.952 58.05 + 23.71A 47.40 + 22.052 58.45 + 23.88"%  47.60 + 23.87%  49.40 + 28.37%  40.65 + 19.922 55.65 + 24.44*
50 pM 20 51.80 + 24.66° 51.50 + 28.91A 42.60 + 22.532 62.60 + 24.604  43.15+ 22.00? 56.65 + 23.38%  40.60 + 21.47* 46.95 + 21.82°

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (DP)
Valores de média com letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) para membrana plasmatica, pelo teste de Student-Newman-Keuls.
Valores de média com letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) para membrana acrossomal, pelo teste de Student-Newman-Keuls.

As mudancas dos indicadores cinéticos e da funcionalidade da membrana plasmatica do sémen bovino p6s-descongelacéo, avaliado por
meio da analise computadorizada - CASA e pelo teste hiposmotico (HOST%) respectivamente, encontram-se dispostos na Tabela 3. Na qual as
diferentes concentracdes de eugenol ndo afetaram os pardmetros de cinética espermatica, e funcionalidade da membrana plasmatica, exceto para
VSL, VAP e WOB.

Apos a descongelacdo, a VSL foi significativamente maior (p<0,05) no tratamento Eugenol — 50 uM, do que no controle e no tratamento
Eugenol — 10uM. Para WOB néo houve diferenga (p>0,05) entre os tratamentos Eugenol — 10 uM e Eugenol — 50 uM, no entanto para 0 mesmo
parametro o tratamento Eugenol — 50 uM, mostrou-se significativamente maior (p<0,05), quando em comparacdo ao controle. Em relacdo ao VAP

0 controle foi estatisticamente maior (p<0,05) que o tratamento Eugenol — 50 uM, contudo n&o diferindo do tratamento Eugenol — 10 uM.



286
287

102

Tabela 3 - Pardmetros da cinética espermaética e funcionalidade da membrana plasmaética, na pés-descongelacdo de doses seminais bovinas

diluidas em TRIS-gema e suplementada com diferentes concentragdes (10 UM e 50uM) de eugenol

Parametros de motilidade N Tratamentos

Controle Eugenol 10uM Eugenol 50uM

MT 20 38.20 + 22.77 37.30 + 22.93 41.20 + 20.55
MP 20 15.00 + 2.53 15.70 + 3.65 17.75 + 8.52
VCL 20 13.85 + 13.70 13.35 + 13.35 13.05 + 11.31
VSL 20 8.45 + 10.02 10.50 + 14.26 23.15 + 26.19
VAP 20 59.35 + 17.93 52.55 + 25.14 43.00 + 29.87
LIN 20 6.70 + 5.74 8.45 + 8.43 12.15 + 10.63
STR 20 25.65 + 8.67 22.00 + 11.17 19.35 + 13.49
WOB 20 6.85 + 7.19 12.05 + 13.65 16.30 + 14.70
ALH 20 34.75 +11.04 16.05 + 16.65 25.90 + 17.01
BCF 20 10.80 + 14.26 18.60 +19.89 18.20 + 18.71
HOST (%) 20 45.10 + 14.75 37.20 + 13.88 35.60 + 15.54

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

MP - motilidade progressiva; VCL — velocidade curvilinea; VSL - velocidade em linha reta; VAP — velocidade média de percurso; LIN - linearidade; STR -

retilinearidade; WOB — Oscilacdo; ALH - Amplitude de deslocamento lateral da cabega e BCF - frequéncia de batimentos de cauda.

Valores de média com letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (P <0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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Os resultados da quantificacdo da lipoperoxidacdo da membrana espermatica
(MDA) e da quantificagdo de GSH do sémen descongelado de touros estdo apresentados
nas Figuras 1 e 2. A inclusdo de eugenol no sémen ndo induziu a alterac6es no padréo
de absorbancia de MDA, entre os tratamentos estudados, ndo havendo diferenca
significativas (p <0,05) entre as amostras. No entanto para a quantificacdo de GSH
observou-se que os tratamentos Eugenol - 10uM e Eugenol - 50 pM néo diferiram
(p<0,05) entre si, alcancando valores maiores que o controle.

MDA eugenol

2.0

1.54
-
£ 101
=
[}

0.5 1

0.0 - T

EU 10 EU 50

Figura 1 - Quantificacdo da lipoperoxidacdo da membrana espermatica (MDA) em
sémen pos-criopreservado de touros, suplementados com diferentes concentracfes (10
UM e 50 uM) de eugenol. MDA: Malondialdeido. CN: Controle. EU10: Eugenol 10uM.
EU50: Eugenol 50uM. Os valores representam a média + D.P.M. N&o foram observadas
diferengas entre os grupos utilizando Analise de Variancia (ANOVA), seguido de Tukey
como post hoc teste, p<0,05.
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GSH eugenol
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Figura 2 - Quantificacdo de GSH em sémen pds-criopreservado de touros, suplementados
com diferentes concentracfes (10 uM e 50 uM) de eugenol. GSH: Glutationa reduzida.
CN: controle. EU10: Eugenol 10uM. EU50: Eugenol 50uM. Os valores representam a
média + D.P.M. As diferencas entre os grupos foram determinadas por Analise de
Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, p<0,05.

Né&o houve diferenca significativa (Fig. 3; p>0,05) na taxa de fertilizacdo in vitro
com espermatozoides criopreservados em meio de congelacdo suplementado com

diferentes concentragdes de eugenol (10 uM e 50 uM).

—Taxa de givagem (%) o
o o o o o

o

o

Cont EU10 EU50

Figura 3 — Taxa de fertiliza¢do in vitro, utilizando sémen bovino criopreservado em
TRIS-gema, suplementado com diferentes concentragdes (10, 50 uM) de eugenol. Cont.
— Controle; E10 — 10 uM de eugenol, E50 — 50 uM de eugenol.
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4| DISCUSSAO

A criopreservacdo de sémen é uma técnica eficiente na conservacdo de material
genético. Entretanto sempre induz, mesmo que em proporcdes variadas, danos na membrana
plasmatica dos espermatozoides, liberando fosfolipidios no meio circundante durante o
choque térmico e tornando-se transiente por causa das transicdes de fase lipidica (Watson,
1995). Danos a membrana pode interferir na motilidade espermaética, que é uma das
caracteristicas mais importantes associadas a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides, pois € essencial para 0 seu transporte atraves do trato reprodutivo
feminino. Neste estudo, em relacdo a porcentagem de espermatozoides progressivos,
observou-se que houve interagdo entre a qualidade espermética e o tempo, o qual reduziu o0s
parametros de motilidade total, e vigor espermatico ao longo do teste de termo-resisténcia.
Consistentes com as observacdes de Barros et al. (2013), que verificaram uma reducao
progressiva nos valores de motilidade e vigor com o aumento do tempo de incubacéo, sendo
possivel, assim atribuir a este decréscimo, um aumento no consumo de substancias nutritivas
nos primeiros periodos do teste, além das perdas de componentes intracelulares ou de les6es
estruturais na cauda dos espermatozoides, como também alteracdo na disponibilidade de
nucleotideos ciclicos, envolvidos com a fosforilagdo oxidativa e com a motilidade
espermatica, diminuindo sua viabilidade durante as duas primeiras horas. Contrario aos
estudos de Kiernan et al. (2013), neste experimento os tratamentos ndo interferiram sobre a
motilidade, mantendo - se estatisticamente igual ao controle ao longo de trés horas (Kiernan
etal., 2013).

Os resultados deste trabalho mostraram que o eugenol néo foi eficiente em aumentar
nenhum dos parametros cinéticos.

Sabe-se que os parametros de VAP, VSL, VCL e ALH em alguns estudos tém sido
correlacionados com a taxa de fertilizacéo, de forma que esta correlagdo € positivamente
maior quando a taxa de fertilizagdo oocitaria for > 50% (Michos et al., 2013). A avaliacéo
pelo CASA permite analises mais precisas na mensuracéo da capacidade de fertilizacdo do
sémen criopreservado de touros (Ntemka et al., 2016).

Observou-se neste estudo que o eugenol ndo melhorou o percentual de membrana
plasmatica, quando comparado ao controle, no entanto os grupos em estudo preservaram a
integridade da MP ao longo do tempo, e as concentracGes de 10 e 50uM de eugenol

preservaram na progressao do tempo a integridade da MA. Gangwar et al. (2018), ao
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verificarem a acdo da glutationa reduzida (GSH) ao diluidor de criopreservacdo espermatica,
observaram que esta aumentou a motilidade e o percentual de acrossomas intacto.

As membranas plasmatica e acrossomal apresentam grande importancia para 0s
processos de capacitacdo espermatica e reacdo acrossomal, essenciais a fertilizacéo, sendo a
membrana plasmatica responsavel pela manutencdo da homeostase celular (Campanholi et
al., 2017). Nagy et al. (2004) estudaram a resisténcia de espermatozoides a incubacéo a 37
°C por um periodo de 4 h, e assim verificaram que apds este tempo 0s espermatozoides
apresentaram alteracGes nas membranas plasmatica e acrossomal, observando que a
populacéo de espermatozoides vivo com acrossoma intacto, e espermatozoides mortos com
acrossoma intacto diminuiu ligeiramente, enguanto 0s espermatozoides mortos com
acrossoma danificado aumentou, sendo ainda observado, um aumento da exocitose
acrossomal.

A producdo de ROS induzida pelo processo de criopreservacdo, compromete a
funcionalidade e a integridade das membranas espermaticas. No entanto a capacidade
antioxidativa do sémen desempenhada por substancias enddgenas é capaz de minimizar a
acao estressante sobre os espermatozoides, contudo a relacdo entre a producéo e eliminagédo
de ROS determina a severidade do dano celular, e ndo apenas a presenca ou auséncia de
antioxidantes no sémen (Saridzkan et al., 2009; Campanholi et al., 2017).

Devido a inabilidade dos espermatozoides em sintetizar componentes de membrana
e baixa capacidade antioxidante, os espermatozoides tornam-se mais suscetiveis a danos por
ROS (Jones e Mann, 1977). As fases de criopreservacao, incluindo diluicdo, resfriamento,
equilibrio e congelamento, enfraquecem a atividade antioxidante seminal natural (Shahzad
et al., 2016 ). Neste experimento, a quantificagio da lipoperoxidacdo da membrana
espermatica, através do MDA ndo diferiu entre os diferentes tratamentos em estudo,
correlacionando negativamente com a reducdo da motilidade total e vigor observado ao
longo do tempo de incubacdo do sémen descongelado, pela termo resisténcia a 37°C.
Corroborando com o presente trabalho, Liu et al. (2014), estudando as ROS observou a
atividade da SOD, CAT, GSH e MDA no sémen criopreservado, sob a adi¢do de 100 mM
trealose e 50 mM taurina, verificando que ndo foram significativamente diferentes do
controle. Da mesma forma, Bucak et al. ( 2007) demonstraram que o contetdo de SOD,
CAT e GSH em espermatozoides de carneiros ndo se alterou significativamente (p>0,05)
entre espermatozoides congelados e descongelados, no controle ou sob a adicdo de

antioxidante.
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A glutationa reduzida (GSH) , foi quantificada no presente estudo, e observou-se que
os tratamentos de eugenol diferiram significativamente (p<0,05) em relagdo ao controle,
aumentando a taxa de GSH no sémen descongelado (Gangwar et al.,2018). A glutationa esta
presente no plasma seminal e tem uma propriedade antioxidante potente, mas apés a diluicao
do sémen ela se dilui e a propriedade antioxidante seminal é reduzida. O mecanismo exato
do GSH na regulagdo do potencial transmembrana mitocondrial é desconhecido até o
momento, no entanto sabe-se que o0 GSH pode melhorar a qualidade do sémen protegendo
as pontes dissulfeto e assim, manter a estrutura nuclear do espermatozoide (Yeste et al.,
2012).

O Eugenol apresenta efeitos antioxidante protetores da célula, e refletiu tal ag&o sobre
0 aumento na producdo de GSH. O eugenol supostamente protege a célula dos danos
oxidativo mediado por superoxido.

A taxa de fertilizacdo neste estudo nédo diferiu entre os tratamentos e o controle.
Estudos recentes demonstraram que muitas proteinas presentes no plasma seminal bovino
desempenham um papel importante nos processos de maturagédo, protecdo, capacitacéo,
reacdo acrossdmica e fertilizacdo espermatica (Juyena e Stelleta, 2012). No entanto, 0s

efeitos antioxidativos do eugenol ndo refletiram sobre a taxa de fertilizacdo.

5| CONCLUSAO
A suplementacdo de Eugenol foi eficiente em reduzir o estresse oxidativo
espermatico, além de preservar a integridade da membrana acrossomal ao longo do tempo

de incubacao, no entanto ndo melhorou nenhum dos parametros cinéticos avaliados.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo sobre os danos oxidativos que comprometem a funcionalidade e a
integridade das células espermaéticas ainda percorrerd longos caminhos, diversos sdo 0s
mecanismos que precisam ser elucidados. E necessario um entendimento minucioso sobre
0 material genético celular e a atividade enzimatica a cerca da manutencao e protecdo das
células.

A Dbusca por substancias com atividade antioxidante por muitas vezes extrapola o
entendimento sobre os principios da criopreservacdao, da bioquimica e da fisiologia
espermatica. Os padrdes de qualidade do sémen pos-criopreservado de touros sao
diferentes, alterando-se entre invividuos de uma mesma raga, como também entre
individuos de racas diferentes. A cerca disto buscamos conhecimento que nos norteasse e
nos proporcionasse um melhor direcionamento, o que de fato foi importante na obtencédo

destes resultados, no entanto muito ainda devemos entender e investigar sobre o assunto.



