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RESUMO

No intuito de maximizar a produtividade na espécie caprina, a criopreservacdo seminal se
destaca dentre as biotécnicas reprodutivas. Aliado a este fato, é crescente o interesse por
substancias capazes de reduzir o estresse oxidativo provocado por essa biotécnica, aumentando,
assim, a qualidade do sémen caprino apds a criopreservacdo. Portanto, objetivou-se avaliar a
suplementacdo do &cido araquidbnico e do &cido oleico ao diluidor TRIS-gema sobre a
viabilidade espermatica do sémen caprino pos-criopreservagdo. Para tanto utilizou-se quatro
caprinos da raga Anglo-nubiana, na qual foram coletadas seis amostras por animal, utilizando
vagina artificial. Apds analise dos ejaculados, foi feito o pool, diluido em TRIS-gema e dividido
nos tratamentos: controle, 0,5 uM, 5 uM e 50 uM de acido araquidénico e de acido oleico. Apds
0 processamento, as amostras foram criopreservadas, e posteriormente, realizaram-se as
analises pds-criopreservagdo, incluindo a avaliagdo morfoldgica, teste de termorresisténcia,
integridade das membranas plasmatica e acrossomal, potencial mitocondrial, cinética
espermatica pelo CASA, quantificacdo da lipoperoxidacdo espermatica e dos niveis de
glutationa reduzida (GSH). Observou-se que as concentracfes de acido araquiddnico e de acido
oleico mantiveram a qualidade morfologica dos espermatozoides caprinos apés a
criopreservacédo. Elas também n&o influenciaram no teste de termorresisténcia. No que se refere
a manutencdo da integridade da membrana espermatica, acrossomal e do potencial
mitocondrial, a concentracdo de 50 uM de acido araquidonico foi prejudicial a todas elas, e a
concentracdo de 50 uM de acido oleico reduziu significativamente (p < 0,05) a integridade
acrossomal. Os tratamentos com 0,5 uM de acido araquidonico, € 0,5 uM e 5 uM de acido
oleico melhoraram a motilidade total do sémen, diferindo (p < 0,05) dos tratamentos com 50
uM de acido araquidonico e de &cido oleico, respectivamente. A quantificacdo do
malondialdeido (MDA) ndo apesentou diferenca (p > 0,05) entre os tratamentos. Ja a
concentracdo de glutationa reduzida foi superior no tratamento com 5 uM de &cido
araquidénico, diferindo (p < 0,05) do controle. Os tratamentos com acido oleico nédo
influenciaram a concentracdo de GSH. Conclui-se que a suplementacdo de &cido araquidénico
e de &cido oleico ao TRIS-gema preservou a qualidade morfoldgica dos espermatozoides, além
de melhorar a motilidade total ap0s a criopreservacdo. Ademais, o acido araquidonico
contribuiu para elevar atividade da enzima GSH durante a criopreservacdo, aumentando o
potencial enzimatico antioxidante.

Palavras-chave: Antioxidantes. Acidos graxos. Criopreservacio. Caprinos.



ABSTRACT

In order to maximize productivity in goat species, seminal cryopreservation stands out among
reproductive biotechniques. Allied to this fact, there is a growing interest for substances capable
of reducing the oxidative stress caused by this biotechnique, thus increasing the quality of goat
semen after cryopreservation. Therefore, the objective was to evaluate the supplementation of
arachidonic acid and oleic acid to TRIS-gem diluent on the sperm viability of goat semen after
cryopreservation. Four Anglo-Nubian goats were used, in which six samples per animal were
collected using an artificial vagina. After analysis of the ejaculates, the pool was made, diluted
in TRIS-gem and divided into the treatments: control, 0.5 uM, 5 uM and 50 uM of arachidonic
acid and oleic acid. After processing, the samples were cryopreserved, and subsequently, post-
cryopreservation analyses were performed, including morphological evaluation,
thermoresistance test, plasma membrane and acrosomal integrity, mitochondrial potential,
sperm kinetics by CASA, quantification of sperm lipoperoxidation and reduced glutathione
(GSH) levels. It was observed that the concentrations of arachidonic acid and oleic acid
maintained the morphological quality of goat spermatozoa after cryopreservation. They also
did not influence the heat resistance test. Regarding the maintenance of sperm membrane,
acrosomal integrity and mitochondrial potential, the 50 uM concentration of arachidonic acid
was detrimental to all of them, and the 50 uM concentration of oleic acid significantly (p <
0.05) reduced acrosomal integrity. Treatments with 0.5 pM of arachidonic acid, and 0.5 uM
and 5 uM of oleic acid improved total semen motility, differing (p <0.05) from treatments with
50 uM of arachidonic acid and oleic acid, respectively. The quantification of malondialdehyde
(MDA) showed no difference (p > 0.05) between treatments. The concentration of reduced
glutathione was higher in the treatment with 5 uM of arachidonic acid, differing (p <0.05) from
the control. Oleic acid treatments did not influence GSH concentration. It is concluded that
supplementation of arachidonic acid and oleic acid to TRIS-gem preserved the morphological
quality of spermatozoa, and improved total motility after cryopreservation. Furthermore,
arachidonic acid contributed to elevate GSH enzyme activity during cryopreservation,
increasing the enzymatic antioxidant potential.

Keywords: Antioxidants. Fatty acids. Cryopreservation. Goats.
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura no Nordeste brasileiro é uma das principais atividades econémicas e
fonte de renda para o produtor rural, gerando diversos produtos, tais como carne, leite e pele.
Corroborando com isso, 0 rebanho de caprinos do Brasil cresceu 16,1% entre 2006 e 2017,
segundo o Censo Agropecuario do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
passando de 7,1 milhGes de animais para 8,2 milhdes neste periodo. O Estado do Piaui aparece
com o segundo maior rebanho do pais (1.847.952 animais), perdendo apenas para o Estado da
Bahia (2.390.174 animais) (IBGE, 2017). No entanto, mesmo com esse crescimento expressivo,
ainda predominam os sistemas de producdo extensivos ou semi-intensivos, com pouca
tecnificacdo, comprometendo o manejo geral e produtividade da caprinocultura (SANTOS et
al., 2014; FARIAS et al., 2014).

Na tentativa de maximizar a producéo e melhorar o custo-beneficio, o aperfeicoamento
do manejo nutricional, sanitario e reprodutivo se faz necessario. Para tanto, métodos que
promovam a longevidade dos gametas tém sido utilizados no intuito de reduzir ou interromper
temporariamente o metabolismo através da refrigeracdo ou congelamento (O’BRIEN et al.,
2003), sendo que a criopreservacdo seminal fornece inimeras vantagens, principalmente
quando associadas com avaliagdo genética e programas de selecdo. No entanto, o grande
obstaculo relacionado com o uso desta biotecnologia reprodutiva em diferentes espécies sdo 0s
danos causados ao espermatozoide durante os procedimentos de refrigeracdo, congelacdo e
descongelacdo, reduzindo a viabilidade dessas células quando comparadas ao sémen fresco
(SALAMON; MAXWELL, 1995).

O processo de criopreservacao é responsavel por danificar as células espermaticas,
provocando a reducdo da capacidade funcional dos espermatozoides, diminui¢cdo da capacidade
de fertilizacdo e morte celular (WATSON, 2000). Além do que, 0s espermatozoides sao
vulneraveis a peroxidacéo lipidica causada pelas espécies reativas de oxigénio (ROS), devido
ao seu alto contetdo de acidos graxos poli-insaturados na membrana e a baixa capacidade
antioxidante citoplasmatica (DARBANDI et al., 2019).

Essas ROS e os antioxidantes encontram-se em uma condicdo de equilibrio
(ANDRADE et al., 2010), entretanto, quando ocorre o desequilibrio entre as substancias pro-
oxidativas e os antioxidantes no sémen, acaba por gerar o estresse oxidativo, resultando em
disturbios metabdlicos e funcionais nas células germinativas masculinas (DOBRAKOWSKI et
al., 2017), como prejuizos na motilidade e na viabilidade espermatica (VARNER et. al., 2015).

Notadamente, as ROS geram danos a membrana plasmatica (FOLCHINI et al., 2012), ao
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acrossoma e ao DNA celular (GUTHRIE; WELCH, 2012), bem como prejudicam o potencial
de atividade mitocondrial e a capacidade fertilizante dos espermatozoides (AITKEN et al.,
2010; FOLCHINI et al., 2012). Diante disso, diversos estudos experimentais e clinicos sobre
a fisiopatologia do estresse oxidativo e seu impacto sobre a infertilidade tém demonstrado o
papel benéfico de muitos antioxidantes em parametros espermaticos e as taxas de fertilidade
(ZINI; AL-HATHAL, 2011).

Assim, apos a realizacdo de pesquisas, foi constatado o potencial antioxidante de alguns
acidos graxos, tornando-0s uma alternativa para melhorar a resisténcia espermatica aos danos
oxidativos. Dentre eles, o acido araquiddnico, constituinte normal dos fosfolipidios das
membranas, foi identificado no plasma seminal e esta relacionado com motilidade espermética
e indugdo de reacdo acrossomal (HOSSAIN, et. al., 2007). Esse &cido também esté relacionado
com a produgdo das prostaglandinas, acarretando o aumento do influxo de calcio atraves da
membrana espermatica, resultando na fusdo das membranas e na reacdo acrossomica (VIANA,
2018). Outro &cido graxo, o &cido oleico, um &cido graxo monoinsaturado n-9, também
apresentou caracteristicas de carater antioxidativo, protegendo os espermatozoides contra o
choque térmico e mantendo sua funcionalidade (GULAYA et al., 2001). Também foi
verificado, que o &cido oleico foi capaz de aumentar a motilidade e a viabilidade espermatica
durante a criopreservacdo do sémen ovino (MARTI et al., 2008). Portanto, o objetivo dessa
pesquisa foi avaliar os efeitos da suplementacao de diferentes concentragcfes (0,5 uM, 5 uM e
50 uM) do &cido araquiddnico e do &cido oleico ao diluidor TRIS-gema sobre a viabilidade

espermatica de sémen caprino pos-criopreservacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caprinocultura

Historicamente, a cerca de dez mil anos, a cabra foi o primeiro animal domesticado pelo
homem capaz de produzir alimentos. Desde entdo, os caprinos acompanham a historia da
humanidade, conforme atestam os diversos relatos histéricos, mitologicos e até mesmo biblicos.
Apesar disso, poucas vezes tiveram seu valor devidamente reconhecido (RIBEIRO, 1997).

O rebanho de caprinos do Brasil cresceu 16,1% entre 2006 e 2017, segundo o Censo
Agropecuéario do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Em todo o pais, 0
namero de animais passou de 7,1 milhdes para 8,2 milhGes neste periodo, no qual o Estado do
Piaui aparece com o segundo maior rebanho do pais (1.847.952 animais), perdendo apenas para
0 Estado da Bahia (2.390.174 animais) (IBGE, 2017). Neste contexto, considerando que 93,2%
do rebanho caprino nacional se concentra na Regido Nordeste (IBGE, 2017), fica evidente a
importancia econdmica da caprinocultura nessa regido.

A caprinocultura constitui uma das principais fontes de renda para pequenos e medios
produtores no Brasil, representando uma das mais importantes atividades para subsisténcia de
diversos modelos de criacdo familiar predominantes, principalmente, na regido Nordeste do
pais (VIEIRA et al., 2016). Por falta de estruturacdo da cadeia produtiva, a criacdo de caprinos
no Brasil utiliza predominantemente sistemas extensivos ou semi-intensivos de producéo, que
em geral possuem baixo grau de tecnificacdo, que compromete o manejo geral, sanitario,
reprodutivo e nutricional da caprinocultura brasileira (SANTOS et al., 2014; FARIAS et al.,
2014). E devido a essa baixa tecnificacdo nos sistemas de producdo, estratégias basicas para
otimizacdo da capacidade reprodutiva como correta escrituracao zootécnica, adocao de regime
de estacdo de monta e uso das biotécnicas reprodutivas ndo sdo empregadas em larga escala, o
que determina uma baixa eficiéncia e produtividade da caprinocultura no Brasil. (SIQUEIRA
et al., 2009).

A demanda por produtos caprinos tende a aumentar, devido a globalizacdo da economia
e incentivos a producdo. Assim, sistemas de producdo intensivos tornam-se necessarios,
exigindo o uso de racas especializadas para corte ou para leite (TORK, 2018).

No Nordeste brasileiro, grande parte do rebanho caprino é composto por animais de
racas nativas ou sem raca definida, de baixa producdo, sendo indicada a implantacdo de
programas de melhoramento genético para a melhoria dessas racas. Posto que, a aptidao

produtiva e a rentabilidade de um rebanho dependem diretamente do seu desempenho
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reprodutivo (MACHADO et al., 2000; TORK, 2018). Criadores vém aperfeicoando suas
atividades, visando ndo sO a produgdo de carne, leite e pele, mas também se dedicando a
producdo de animais geneticamente superiores para reproducéo, incluindo atividades como
colheita de sémen ou transferéncia de embrides (NOGUEIRA et al., 2010; TORK, 2018).

A espécie caprina, com sua adaptabilidade climética e nutricional, produz carne de
aceitabilidade universal, considerada uma carne magra, apresentando-se desta forma como uma
fonte proteica com um grande potencial a ser explorado (COSTA et al., 2008). Ja a producédo
de leite, cresceu nas ultimas décadas devido um aumento no consumo de leite e seus derivados
(principalmente queijos), tanto pelas suas caracteristicas nutricionais como pela sua excelente
digestibilidade, resultando em alimentos de excepcional valor nutritivo. Aliado a estes, existe
o fato de que o leite caprino € muito procurado para a alimentacdo de lactentes e criangas que
apresentam intoleréncia ao leite bovino (PRATA et al., 1998).

Na Regido Nordeste, sabendo-se que a maioria dos sistemas de producdo sdo pouco
tecnificados, a producéo torna-se inviavel para atender as exigéncias do mercado consumidor
em termos de regularidade, qualidade e preco dos produtos carneos, gerando um desequilibrio
entre a oferta e procura e, consequentemente, oscilacdes de pregos. Portanto, € necessaria uma
visdo sistémica, com enfoque de cadeia produtiva, onde todos os elos dessa cadeia atuem de
maneira coordenada, se contrapondo a uma visdo mais conservadora, para que esta atividade
seja consolidada lucrativamente no agronegdcio brasileiro. Esse enfoque sistémico deve
englobar estratégias ao longo de toda a cadeia produtiva, atendendo os padrdes de exigidos pelo
mercado por meio da regularizacdo da oferta, do preco, da qualidade da carne e expansao de
novos produtos derivados (SOUSA, 2007; TORK, 2018).

2.2 Sémen Caprino

O sémen é uma suspensao celular liquida composta pelas células espermaticas e por
secrecdes dos 6rgdos acessorios do sistema reprodutor masculino. As células espermaticas sdo
produzidas nos tubulos seminiferos, localizados no interior dos testiculos, os quais contém uma
grande quantidade de células germinativas em desenvolvimento, que dardo origem aos
espermatozoides por meio da espermatogénese (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Os espermatozoides
sdo divididos morfologicamente em cabeca e cauda (flagelo). A cabeca é constituida pelo
nacleo, acrossoma e por um grupo de elementos citosdlicos, e divide-se em regido acrossomal,
segmento equatorial e regido pds-acrossomal. Ja o flagelo, pode ser subdividido em peca

intermedidria, principal e final (VARNER et al., 2015). Ele é composto pelo axonema, por
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fibras densas exteriores, pela bainha fibrosa e pelas mitocondrias, dispostas de modo helicoidal.
As mitocondrias estdo localizadas exclusivamente na peca intermediéria e sdo responsaveis pela
geracdo de grande parte da energia necessaria para a movimentacdo dos espermatozoides
(BRITO, 2007). Toda a célula espermética é coberta por uma Unica membrana plasmatica, que
é composta por uma dupla camada lipoproteica, com caracteristicas bioquimicas que variam de
acordo com a espécie animal (AZEVEDO, 2006). Os espermatozoides caprinos apresentam
cerca de 50 a 60 um de comprimento, com a cabe¢a medindo cerca de 4,25 um de largura e 8,5
um de comprimento, recoberto pela membrana plasmatica, constituida por proteinas e lipidios
(PESCH; BERGMANN, 2006).

J& o plasma seminal, a porcdo fluida dessa suspenséo, é produzido pelas glandulas
acessorias no momento da ejaculacdo (HAFEZ; HAFEZ, 2004), sendo responsével por auxiliar
0 transporte espermatico pelas vias genitais masculinas durante a ejaculagéo e fornecer um meio
tamponado e rico em nutrientes essenciais para a sobrevivéncia espermatica no trato
reprodutivo feminino (SOARES, 2016).

A composicdo do sémen citada acima pode variar entre as espécies, 0 volume e a
concentracdo de espermatozoides no ejaculado variam com a anatomia, como o0 tamanho do
testiculo, e atividade reprodutiva ou frequéncia de ejaculacdes. Além das variagdes individuais,
fatores como idade, condigdes climaticas e nutricdo podem afetar a quantidade e qualidade do
sémen (MAIA, 2010).

Assim, para obter resultados satisfatorios na criopreservacdo do sémen caprino €
essencial o conhecimento das especificidades do sémen dessa espécie. (PURDY, 2006;
GUERRA et al., 2009). Algumas destas especificidades do sémen caprino podem limitar o uso
de diluentes ricos em fosfolipidios, como aqueles a base de leite ou de gema de ovo. Essa
limitacdo ocorre devido uma interacao deletéria entre os componentes lipidicos dos diluidores
de sémen e as enzimas contidas no plasma seminal destes animais (SIMPLICIO; MACHADO,
1989). Logo, a composicdo enzimatica do sémen e dos diluentes seminais na espécie caprina é
de grande relevancia durante a criopreservacdo seminal desta espécie.

Em relacdo as enzimas produzidas nas glandulas bulbouretrais dos caprinos,
inicialmente, estas foram identificadas e classificadas como enzimas coaguladoras de gema de
ovo (EYCE) e fracdo proteica da secrecdo bulbouretral do caprino (SBU- I11), que interagem
com o diluidor a base de leite. Posteriormente, descobriu-se que essas duas enzimas possuiam
a mesma estrutura molecular, sendo classificada como fosfolipase A (LEBOEUF et. al., 2000).

Na presenca de calcio, a enzima fosfolipase A atua como catalisadora e hidrolisa a

lecitina da gema de ovo em &cidos graxos e lisolecitina. Esta reacdo de hidrolise promove uma
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atividade fusogénica na membrana dos espermatozoides, induzindo a reagcdo acrossdmica e a
descondensacdo da cromatina (CASTELO et. al., 2008), e desta forma, associada aos
componentes dos diluentes comumente utilizados na criopreservacdo, ha a producdo de
substancias toxicas para a célula espermética (SANTIAGO-MORENO et al., 2017). Além do
que, o processo de criopreservagdo seminal, particularmente no estado criopreservado, também
causa danos na ultraestrutura, bioquimica e fungdo espermaéticas, reduzindo-se a motilidade, a
viabilidade e o posterior transporte no trato genital feminino (SILVA et al., 2006).

Uma alternativa para evitar a interacdo deletéria entre os componentes dos diluidores e
0 plasma seminal do caprino, pode ser 0 uso de protocolos de criopreservagao que removam o
plasma seminal através da centrifugacdo (PURDY, 2006; TORK, 2018). No entanto, a
centrifugacdo pode ser prejudicial, pois durante esse processo, forcas mecéanicas empregadas
sob as células espermaticas diminuem a motilidade, danificam a membrana e podem causar a
morte celular (PURDY, 2006; CAMPANHOLI et al., 2017). Além do que, trabalhos relatam
resultados positivos para congelacdo do sémen caprino sem utilizar o processo de lavagem
(AZEREDO et al., 2001).

2.3 Diluidores espermaticos

A interacdo entre 0s espermatozoides e 0 meio diluidor € um fator imprescindivel para
a preservacao da capacidade fecundante desta célula (MANJUNATH et al., 2002). Os meios
diluidores para criopreservacao de sémen sdo normalmente constituidos por agucares (como a
glicose e frutose, que servem como fonte de energia aos espermatozoides, além de auxiliar na
manutencdo da pressao osmotica), crioprotetores ndo penetrantes (como a gema de ovo ou leite,
que atuam protegendo extracelularmente), crioprotetores penetrantes (como o glicerol, que atua
protegendo a célula, reduzindo o ponto de congelacdo da dgua), substancia tampéo e sais (como
o Tris e citrato de sodio, para manter o potencial Hidrogenidnico do meio - pH), e antibiéticos
(penicilina e estreptomicina, que atuam inibindo o crescimento microbiano) (PURDY, 2006).
Além desses componentes, substancias antioxidantes podem ser adicionadas aos meios
diluidores para diminuir os danos causados pelo estresse oxidativo na criopreservacao do sémen
(GUERRA et al., 2004).

A diluicdo do sémen € imprescindivel antes da criopreservacgdo, pois os diluidores tém
a finalidade de proteger os espermatozoides, fornecendo condicdes minimas de sobrevivéncia
no trato reprodutivo da fémea para a fertilizacdo. A protecdo oferecida durante as fases de

desidratacdo, de congelacéo e a estabilizacdo da bicamada lipidica dependem das substancias
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que compdem o diluidor. Além disso, componentes de origem animal e vegetal dos diluidores
podem oferecer riscos de contaminacdo, sendo uma possivel fonte de endotoxinas capazes de
afetar a viabilidade e a fertilidade dos espermatozoides (BOUSSEAU et al., 1998).

Um dos componentes dos diluidores sdo os crioprotetores, substancias que fornecem
temporariamente energia, protecdo aos danos ocasionados pela redugdo de temperatura e
manutencdo de ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula armazenada (PURDY, 2006). Eles
sdo classificados como extracelulares ou ndo penetrantes, 0s quais sdo representados por
macromoléculas com peso molecular elevado, tais como agucares complexos como a rafinose
e trealose, lipoproteinas da gema do ovo, agua de coco, proteinas do leite e alguns aminoécidos,
que atuam por meio de efeito osmotico, induzindo a saida de &gua do interior da célula e
prevenindo a formac&o de cristais de gelo no meio intracelular. Também sdo classificados como
intracelulares ou penetrantes como o glicerol, o etilenoglicol, o DMSO, a acetamida, a
lactamida, a dimetilformamida, e a dimetilacetamida (SILVA; GUERRA, 2011). Estes
possuem estruturas que Ihes permitem fazer ligacGes de hidrogénio com a molécula de agua,
diminuindo o tamanho e a formacéo dos cristais de gelo, reduzindo a concentracdo de soluto
nos meios extra e intracelulares (DALIMATA; GRAHAM, 1997), levando ao aumento da
viscosidade da solucdo de congelacdo, e consequentemente, reduzindo o ponto de congelagéo
da mesma. Além disso, 0s agentes crioprotetores penetrantes também agem prevenindo a
exposicdo do material a altas concentracdes de eletrolitos, atraves da ligacdo aos proprios
eletrolitos ou pela substituicdo parcial pela agua (CASTRO et al., 2011).

No entanto, o sémen caprino apresenta uma maior sensibilidade ao choque térmico, as
variacdes de pH e a pressdo osmética pela composicao do diluidor (DEKA; RAO, 1987). Logo,
visando a protecdo espermatica, o diluidor ideal precisa ser composto por substancias que ndo
sejam toxicas a célula espermatica, apresentar uma osmolaridade adequada (entre 425 e 525
mOsm), ter poder nutritivo e tampdes eficazes, conter estabilizadores de membrana, possuir o
pH entre 6 e 8 para proporcionar aos espermatozoides um ambiente que garanta sua
funcionalidade, além de ter um baixo custo e ser de facil preparo (CONCANNON; BATTISTA,
1989; PURDY, 2006; MAIA, 2010).

Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas visando a manutengdo da integridade do
espermatozoide na criopreservacdo, onde evidencia-se a importancia dos antioxidantes na
protecdo celular durante os procedimentos de manipulacdo espermatica e reducdo da
temperatura, a fim de reduzir as crioinjdrias ocasionadas pelo estresse oxidativo (SILVA;
GUERRA, 2011; TORK, 2018).
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2.4 Biologia redox e as Espécies reativas

A demanda de oxigénio (O2) pelos animais, como insumo para producdo efetiva de
energia nas mitocondrias, fez com eles fossem capazes de desenvolver defesas antioxidativas
durante sua evolugdo, que combatessem as caracteristicas toxicas deste gas (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2006). Sabe-se que o metabolismo oxidativo € um dos pilares da vida aer6bica
e a utilizacdo de O2 em sistemas bioldgicos estd associado a formacdo de espécies reativas
(HALLIWELL, 2006).

A principio, um radical livre € qualquer &tomo, molécula ou ion que possui um ou mais
elétrons livres na sua Orbita externa. S&o moléculas altamente instaveis, com meia-vida curta,
quimicamente muito reativas e, por apresentarem esses elétrons desemparelhados na Gltima
camada, costumam se ligar a outro elétron em busca da estabilidade, independente de ser uma
molécula, uma célula ou tecido organico. Os compostos tornam-se oxidados ao doar um elétron,
e tornam-se reduzidos ao receberem um elétron, e esse tipo de reacdo € chamada de oxireducao
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O inicio da producéo de radicais livres nas mitocéndrias ocorre através do metabolismo
oxidativo. No processo de geracdo de energia pode ocorrer a perda de protons, que serdo usados
para a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou para as especies reativas de
nitrogénio. Outras substancias reativas também podem ser formadas, no entanto podem néo ser
consideradas radicais livres por ndo terem elétrons desemparelhados na ultima camada (SILVA,
2006).

Devido a sua estrutura eletrdnica, o oxigénio, principal oxidante em virtude do
metabolismo aerobico, tende a receber um elétron de cada vez, o que acarreta na formacao de
compostos intermediarios altamente reativos (ROS). Assim, as ROS sao todos os radicais e ndo
radicais derivados do oxigénio. O primeiro composto obtido é o radical superdxido (O2-),
formado quando o O sofre a reducdo univalente isoladamente. Esse radical é pouco reativo e,
portanto, ndo é altamente citotoxico (BURNAUGH et. al., 2007).

Continuamente, os radicais livres sdo produzidos como parte do metabolismo normal
das células, como subprodutos da respiracdo e da sintese de estruturas mais complexas. A
presenca destas ROS € necessaria de forma equilibrada, pois algumas delas exercem papel
fundamental na viabilidade espermatica e na fertilizacdo, como os radicais O- e H,02 (MAIA;
BICUDO, 2009) que sdo essenciais nos mecanismos de capacitacdo espermatica, hiperativacao,

reacdo acrossomal e fusdo do espermatozoide ao ovécito (NASEER et al., 2015).
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Entretanto, 0 aumento dessas reagdes oxidativas, como a peroxidacao lipidica, é capaz
de causar prejuizos na motilidade e na viabilidade espermatica (AITKEN et al., 2014;
VARNER et. al., 2015). Especificamente, elas geram danos a membrana plasmatica
(FOLCHINI et al., 2012), ao acrossoma e ao DNA da célula (COMHAIRE et al.,1999;
GUTHRIE; WELCH, 2012), bem como prejudicam o potencial de atividade mitocondrial e a
capacidade fertilizante dos espermatozoides (AITKEN et al., 2010; FOLCHINI et al., 2012).

As principais ROS relacionadas com problemas nas células espermaéticas sdo: peroxido
de hidrogénio (H203), &nion superoxido (O-), radical peroxila (ROO-) e radical hidroxila (OH)
(SIKKA, 1996; REITER et al., 2013). O anion superoxido (O2-) é derivado do oxigénio
molecular, pela adicdo de um elétron, caracterizando-se pela pouca reatividade. Sem capacidade
de penetrar nas membranas lipidicas, ele atua apenas no compartimento onde é produzido.
Entretanto, esses anions sédo formados em quase todas as células aerdbicas de forma esponténea,
e contribuem para a formacao de outras ROS, devido a seus efeitos toxicos (VISHAL et al.,
2005).

O radical hidroxila (OH-) é formado pela reacdo de Fenton a partir do H>O>, catalisado
por fons metélicos como Fe?+ ou Cu+ geralmente ligados a proteinas ou outras moléculas
(NORDBERG; ARNER, 2001). Eles possuem vida curta, alto poder reativo e sio responsaveis
pela oxidacdo de compostos organicos (TEIXEIRA; JARDIM, 2004). A sua producao acaba
gerando modificacdes e quebra nas ligacOes das bases nitrogenadas, purinas e pirimidinas, além
de causar lipoperoxidagdo acrossomal, mitocondrial e na membrana celular (VISHAL et al.,
2005).

O H202 € um oxidante que possui a capacidade de atravessar membranas lipidicas e,
embora seja lento, quando se liga ao Fe++ nas reacGes de Fenton ou Haber-Weiss se torna
altamente toxico para as células, gerando o0 OH-, que é considerado o radical livre mais reativo
em sistemas biolégicos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997), causando danos ao DNA e RNA,
associado indiretamente com mutacdo e carcinogénese (VISHAL et al., 2005).

De acordo com Varner et. al. (2015), no momento em que as células espermaticas sdo
submetidas ao armazenamento, a presenca das ROS gera danos irreversiveis causados pelo
estresse oxidativo, relacionados com a reducédo extracelular de antioxidantes que protegeriam
essa célula da acdo dos radicais livres. Esse estresse oxidativo causa aumento da permeabilidade
da membrana, perda da integridade estrutural e funcional das membranas, perdas estruturais do
DNA e morte celular (BANDAY et al., 2017).

2.5 ROS e o0s danos oxidativos espermaticos
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Os espermatozoides produzem espécies reativas de oxigénio em certas quantidades,
decorrentes do metabolismo aerdbico (AITKEN, 1995; FRACZEK; KURPISZ, 2005). Eles sdo
0s principais produtores das ROS no ejaculado, nas quais as células inviaveis/anormais podem
produzir quantidades maiores de espécies reativas de oxigénio. As enzimas espermaticas tém
sua atividade antioxidante limitada pois estdo mais concentradas na peca intermediaria,
deixando grande parte da membrana que recobre a cabeca e a cauda menos protegida. Deste
modo, o plasma seminal ganha importancia na protecdo do espermatozoide contra os danos
oxidativos gerados através do proprio espermatozoide e pelos fagocitos presentes no ejaculado
(AITKEN, 1995).

A queda do metabolismo energético das células espermaticas, da motilidade, da
viabilidade espermatica e a desnaturacdo do DNA em cavalos, touros, carneiros, bodes e
homens induz a elevacgéo das concentracGes de espécies reativas de oxigénio no sémen. Somado
com a pequena quantidade de citoplasma e a presenca de lipidios altamente insaturados, 0s
espermatozoides acabam se tornando suscetiveis aos danos peroxidativos (BILODEAU et al.,
2002; VERNET et al., 2004).

Quando a producdo de ROS aumenta, o potencial antioxidante das células espermaticas
pode esgotar gerando um estresse oxidativo. Logo, quanto maior for a exposicéo destas células
as ROS, maiores serdo os danos, provocando lipoperoxidacdo (LPO) das membranas
espermaticas, alteracdo da estrutura dos receptores de proteinas, enzimas, além de afetar a
fragmentacdo do DNA espermatico (FRACZEK; KURPISZ, 2005).

A lipoperoxidacdo (LPO) é a deterioracdo oxidativa dos acidos graxos poli-insaturados
(PUFAs), formando uma série de produtos toxicos. As membranas e organelas celulares, como
mitocéndria, lisossomos e peroxissomos, possuem grande quantidade de PUFAS, que compdem
0s maiores constituintes bioldégicos das membranas, juntamente com as proteinas
(DEVASAGAYAM et al., 2003). Esses PUFAs contém duas ou mais duplas ligacdes carbono-
carbono (H2C=CH2), que se tornam excelentes alvos para o ataque de radicais livres
(NORDBERG; ARNER, 2001). Entéo, a lipoperoxidacdo ocorre quando essas duplas ligacoes
dos PUFAs sdo atacadas pelas ROS, criando um radical perdxido lipidico, causando sérios
danos as membranas lipidicas. (WRIGHT et al., 2014).

As lesdes causadas pelas ROS nas células espermaticas ocorrem por meio do ataque
oxidativo aos lipidios da membrana espermatica. As ROS sdo capazes de iniciar uma cascata
de peroxidacdo lipidica, sendo acelerada por fons de metais de transicdo como Fe?+

(DOBRAKOWSKI et al., 2017). Dentre as alterac@es irreversiveis da peroxidacéo lipidica na
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membrana do espermatozoide as principais séo a perda da motilidade, inibi¢cdo da respiragéo,
vazamento enzimaético intracelular, dano ao DNA e incapacidade de penetrar no odcito
(NASEER et al., 2015).

A LPO é constituida de trés etapas: a primeira € a iniciacdo, na qual as ROS removem
o hidrogénio alilico formando um radical alquila (L-), que € estabilizado por um rearranjo
molecular; a segunda é a propagacdo, em que o radical L- reage com o oxigénio formando o
radical alcoxila (LO-) e, posteriormente, a peroxila (LOO-) e hidroperédxido lipidico (LOOH);
e o terceiro é o término, quando ha destrui¢do dos radicais formados originando produtos ndo
radicalares (YIN et al., 2011). InGmeros produtos da oxidacao sao formados nesse processo, no
qual o principal produto primario é o LOOH. Em relacdo aos produtos secundarios que podem
ser formados durante a peroxidacéo lipidica, o0 malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-
HNE) s&o os mais pesquisados. Estes dois sdo moléculas altamente reativas, sendo o primeiro
um dialdeido capaz de reagir com aminas primarias em proteinas ou DNA para formar ligacdes
cruzadas (GASCHLER; STOCKWELL, 2017).

O tempo todo, os PUFAs das membranas celulares sofrem danos, resultando na
diminuicdo da motilidade espermaética, possivelmente, devido a perda rapida de ATP
intracelular, danificando o axonema, e as demais estruturas espermaticas (RAO;
GANGADHARAN, 2008).

Portanto, de acordo com MAIA (2006), faz-se evidente a correlacdo entre a
lipoperoxidacdo do sémen e a motilidade e morfologia espermatica, podendo ser controlada ou
mesmo revertida pela acdo dos antioxidantes, adicionando-os aos meios diluidores, com intuito
de preservar o equilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes.

Estando ciente que os espermatozoides sdo protegidos por um sistema antioxidante
enddgeno presente no plasma seminal, na membrana e no citoplasma, durante a dilui¢do e a
criopreservacdo esse sistema € alterado ou parcialmente removido. Por isso realiza-se a
suplementacdo dos diluidores antes da congelacdo (MATA-CAMPUZANO et al., 2015).

2.6 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacdo, por meio de
mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres (SILVA et al., 2009). Os mecanismos
antioxidantes presentes em quase todos os tecidos e suas secre¢des, em condi¢cdes normais, tem

a funcdo de inibir a producéo elevada de radicais livres (BALL et al., 2001).
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Pesquisas demonstram que os niveis dos antioxidantes presentes tanto na célula quanto
no plasma seminal sofrem redugéo durante a criopreservacao. Isso fortalece a evidéncia de que
uma das causas da diminuicdo da qualidade do sémen ap0s criopreservacdo, estd ligada ao
estresse oxidativo, e que a adicdo de antioxidantes aos meios de refrigeracdo e congelacdo de
sémen ajuda na protecdo espermatica contra os danos induzidos pelos radicais livres sobre a
sua motilidade, viabilidade, producdo de energia e integridade do DNA, bem como a
interromper a reacao em cadeia da peroxidacao dos lipidios das membranas espermaticas, em
diversas espécies de animais (MAIA; BICUDO, 2009).

Os espermatozoides dependem da protecdo dos antioxidantes que estdo presentes na
prépria célula e no plasma seminal. Entretanto, no processo de criopreservacao € realizada a
diluicdo do sémen, e no caso dos caprinos, a alternativa de remoc¢éo do plasma seminal gera um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes (BILODEAU et al., 2000). Logo, a suplementagéo
de substancias antioxidantes ao diluidor do sémen caprino é realizada no intuito de melhorar a
qualidade seminal e prevenir ou reduzir o estresse oxidativo (SILVA et al., 2006).

Os espermatozoides apresentam um sistema de defesa antioxidante enzimatico e um nao
enzimatico. O sistema enzimatico é composto pelas enzimas: superéxido desmutase (SOD),
catalase (CAT), peroxiredoxinas (Prx), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPXx).
E o sistema ndo enzimatico corresponde a um grande nimero de compostos de baixo peso
molecular, incluindo glutationa reduzida (GSH), as vitaminas C e E, diferentes compostos de
selénio, ubiquinonas (coenzima Q), acido urico e acido lipoico (NORDBERG; ARNER, 2001).

As defesas antioxidantes enzimaticas atuam removendo as ROS ou convertendo-as em
produtos intermedidrios ndo téxicos. InUmeras evidéncias da atividade protetora dos
componentes do sistema antioxidante foram observadas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997),
como o combate da LPO e da apoptose espermatica, prevencdo das lesdes de reperfusdo pos-
isquemia de coracdo, rim, figado e intestino, desempenhada por enzimas como 0 SOD e CAT
(SHAN et al., 1990).

A primeira linha enzimatica de defesa antioxidante contra anions superoxido € o
complexo SOD, devendo ser conjugado com CAT ou GPX para prevenir a acdao do perdxido de
hidrogénio, que é produzido na reacdo catalisada pela SOD (DOBRAKOWSKI et al., 2017).
As superoxidos dismutases e as redutases precisam agir juntamente com enzimas que removem
H20,. As CAT estdo em nenhuma ou em baixa quantidade na mitocéndria, onde grande
quantidade de oxigénio ¢é produzido (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006).

A GR é um antioxidante tripeptideo, que age juntamente com o a-tocoferol e com o

acido ascérbico, sendo fundamental para manté-los na forma reduzida. Atua como cofator
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enzimatico, tendo importancia na reagdo catalisada pela glutationa peroxidase (FUNAHASHI;
SANO, 2005), e também na neutralizacdo do anion superéxido (SILVA et al., 2013).

A GPx é uma enzima selénio dependente, encontrada nos espermatozoides de
mamiferos (CARDENAS; PEDRAZA, 2006), e faz parte da estrutura da capsula mitocondrial
da peca intermediaria e no flagelo dos espermatozoides (IZQUIERDO et al., 2009). E
considerado um dos principais sistemas de defesa antioxidante, podendo agir com outros
perdxidos que ndo o H202 (SILVA et al., 2013).

Devido a possibilidade do sistema antioxidante endégeno das células espermaticas ser
insuficiente para prevenir a peroxidacdo lipidica durante a criopreservagdo seminal, pesquisas
tém sido realizadas com o propdsito de enriquecer o sémen através da adicdo de substancias
antioxidantes naturais ou sintéticas (HASHEM; ESLAMI, 2018).

Os antioxidantes ndo enzimaticos agem como agente redutor - doador de elétrons, alem
de se ligarem a moléculas de O, que possam ser substrato para formacao de ROS, ou seja, de
forma geral atuam prevenindo ou minimizando os danos provocados pelas ROS (SILVA, 2010).
Dentre os antioxidantes envolvidos diretamente na reproducdo, merecem destaque a glutationa
reduzida (GSH); o acido ascorbico (vitamina C), o tocoferol (vitamina E) e o acido a-lipoico
(ANDRADE et al., 2010).

A GSH esté presente em todo organismo animal; ndo apenas em células somaticas, mas
em gametas também. A protecédo contra o dano oxidativo conferida pela GSH se deve ao seu
grupamento sulfidrila (SH); pode estar em duas formas: a reduzida e a oxidada (GSSG). A agéo
protetora da GSH é facilitada pelas interacbes com enzimas associadas tais como a glutationa
redutase e a glutationa peroxidase (LUBERDA, 2005). No mesmo sentido, AITKEN et al.
(1993) cita que o principal antioxidante ndo enzimatico ¢ a GSH e sua funcéo esta relacionada
a suas interacdes com outros sistemas (por exemplo, a superoxido dismutase) como mecanismo
profilatico as ROS. A GSH extracelular previne peroxidacéo lipidica das membranas celulares
dos gametas, através da remocdo do excesso de ROS no meio para inseminacdo (BOQUEST et
al., 1999).

Outro acido com funcdo antioxidante é o acido ascérbico, também conhecido como
vitamina C (uma vitamina hidrossoltvel). Ele tem capacidade de reduz a quantidade de ROS,
prevenindo a formacao de hidroperoxido de lipidios nas lipoproteinas plasmaticas, protegendo
a célula dos danos oxidativos (ALVAREZ et al., 2006). O sémen caprino criopreservado na
presenca desta vitamina apresentou incremento na motilidade, na integridade de membrana
plasmatica, integridade de acrossoma, morfologia e viabilidade dos espermatozoides de acordo
com Memon et al. (2013).
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O tocoferol (vitamina E) é considerado o principal antioxidante lipossoltvel responsével
por proteger os PUFAS contra a peroxidagéo. Seu efeito decorre da sua capacidade em prevenir
a LPO e reduzir a producdo de malondialdeido, o que é possivel pelo fato de atuar como
quelante das ROS produzidas durante a lipoperoxidacéo (SILVA; GUERRA, 2012).

O acido a-lipoico (ALA) é um antioxidante natural conhecido por suas complexas
propriedades antioxidantes (GHIBU et al., 2009). Esse acido pode ser fornecido por meio da
dieta ou pela sintese mitocondrial. E rapidamente absorvido e transportado para o
compartimento intracelular, sendo reduzido a acido dihidrolipoico (DHLA). Este processo
produz dois grupos tiol livres, que sdo responsaveis pelo efeito antioxidante superior da forma
reduzida (DHLA) em comparacdo com a forma oxidada (GHIBU et al., 2009).

Para esse fim, a suplementacdo de um antioxidante apropriado ao diluidor pode ser
benéfica, reduzindo o estresse oxidativo, e por conseguinte, protegendo 0s espermatozoides

durante o processo de criopreservacao e descongelacdo (BANDAY et al., 2017).

2.7 Acidos Graxos

Os lipidios sdo compostos insoluveis em agua, substancias organicas oleosas ou
gordurosas com diversas estruturas, extraidas das células e tecidos por solventes ndo polares
(BLIGH; DYER, 1959; LEHNINGER; COX, 2011).

Os &cidos graxos (AG), unidades basicas de constituicdo de um lipidio, sdo moléculas
compostas de uma cadeia de hidrocarboneto e um grupamento carboxila, classificados como
saturados e insaturados. Os saturados s@o aqueles que ndo possuem duplas ligagdes na cadeia
hidrocarbonada e os insaturados exibem uma (monoinsaturados) ou mais (poli-insaturados)
duplas ligacbes, podendo estar ligados a diferentes classes lipidicas (PARKS; LYNCH, 1992;
LEHNINGER; COX, 2011).

A membrana espermatica é rica em acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), tornando-
a mais suscetivel ao estresse oxidativo, devido as suas ligaces duplas serem mais facilmente
clivadas pelas ROS (NICHI et al., 2007). No entanto, durante a criopreservacdo, 0s acidos
graxos estdo relacionados com a protecdo da membrana espermatica, podendo melhorar a
capacidade fecundante dos espermatozoides (AGARWAL et al., 2006).

A presenca de &cidos graxos na membrana espermatica mostrou-se importante para a
funcdo espermatica, pois ao serem incorporados a membrana contribuem diretamente para a
motilidade dos espermatozoides, a viabilidade espermatica, para o processo de fusdo entre o
espermatozoide e o od6cito (LEWIS; MACCARRONE, 2009), e possibilita a capacidade de
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fertilizacdo das células esperméticas dos mamiferos (LECEWICZ et al., 2018). As PUFAs
proporcionam as células espermaticas a fluidez necessaria para permitir uma maior mobilidade.
Ademais, uma maior quantidade de PUFAs torna os espermatozoides mais resistentes a
criopreservacdo. No entanto, esta caracteristica faz com que o espermatozoide seja o alvo
preferencial da peroxidacdo lipidica (LECEWICZ et al., 2018; LONE et al., 2018).

Além disso, a existéncia dos acidos graxos nas membranas aumenta a capacidade dos
espermatozoides resistirem ao processo de criopreservacdo (LUCIO et al., 2017; NICHI, 2009)
além de auxiliar na hiperativacdo espermatica e nos eventos subsequentes da fecundacdo
(ESPINOSA-CERVANTES; CORDOVA-IZQUIERDO, 2018; NICHI, 2009; TUFARELLI et
al., 2018).

Os radicais livres agem mais nos &cidos graxos poli-insaturados que nos saturados, pois
sdo formados por cadeias de &tomos de carbono ligados a hidrogénio com um grupo carboxila
terminal (COOH). As ROS tém preferéncia pelas ligacOes adjacente a dupla ligacédo, as de
carbono-hidrogénio no grupo metileno (CH), iniciando assim, uma reacdo de peroxidacao
lipidica em cadeia. Caso isso ndo seja interrompido, causard a perda da permeabilidade da
membrana, danificando a célula e prejudicando a fungdo espermatica (AITKEN; KRAUSZ,
2001). Como consequéncia, seletividade ibnica da membrana é perdida, liberando o contetdo
das organelas e levando a formagdo de produtos citotoxicos que poderdo acarretar na morte
celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Os PUFAs sdo assimilados nas células por difusdo passiva, através da bicamada lipidica
e/ou transporte facilitado de proteinas, mediada pela glicoproteina CD36, abundante nas células
de Sertoli. Os lipidios estdo presentes na formacdo das membranas das células germinativas e
tém papel fundamental nas funcdes das células de Sértoli (RATO et al., 2014).

O epididimo € o 6rgdo responsavel pelo processo de maturacdo e remodelacdo da
membrana espermatica. Durante a remodelacdo, ocorre a absor¢do de glicoproteinas
epididimarias 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 odécito (GATTI et al., 2004).
Supde-se que as altera¢bes na quantidade e na composicao de lipidios da membrana plasmatica
dos espermatozoides durante a maturacdo explique a sensibilidade dos espermatozoides
ejaculados (MANDAL et al., 2014). Os fosfolipidios sdo os que sofrem a maior reducéo durante
a fase epididiméria, sendo esta perda necessaria, pois a retencdo desses acidos graxos
(saturados, monoinsaturados e poli-insaturados) indicam a imaturidade e/ou defeito

espermatico. Os principais acidos graxos, como o 4acido palmitico, esteérico, oleico e
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araquidonico, diminuem tanto em sua composi¢do percentual quanto em sua concentragéo
absoluta por espermatozoide (POULOS et al., 1973).

Os PUFAs sdo classificados ainda quanto a localizacéo da primeira insaturacao a partir
do terminal metil. Existem os PUFAs da Série n-3, que contém uma ligacdo dupla entre o
terceiro e 0 quarto carbono a partir da extremidade da cadeia com o grupo metil. O carbono do
grupo metil é chamado de o e pela posicao da ligacdo dupla entre terceiro e o quarto carbono
sdo classificados como &cidos graxos 6émega-3 (®-3), como o a-linolénico (ALA) e o
docosahexaenoico (DHA) (LEHNINGER; COX, 2011).

A outra familia sdo 0os PUFAs da Série n-6, que contém uma ligacdo dupla entre o sexto
e sétimo carbono a partir da extremidade da cadeia com o grupo metil. Sdo classificados como
PUFAs 6mega-6 (-6) e como exemplos temos o linoleico, y-linolénico e o araquidénico
(LEHNINGER; COX, 2011).

Acido linoleico (C18:2n6) e y-linolénico (GLA): 0 C18:2n6 e 0 GLA s&o &4cidos graxos
essenciais, devido a incapacidade enzimatica para sintetiza-los, necessitando uma outra via para
sua obtencdo (BLESBOIS et al., 1997). Sao encontrados em 0leos vegetais e de sementes e séo
utilizados como precursores do acido araquidénico, que participa da formacdo do
docosapentaenoico (DPA), uma biomolécula constituinte das membranas das organelas
celulares (CAMPBELL; FARRELL, 2007).

A biossintese ocorre a partir do acido linoleico (18:2n-6) utilizando uma via analoga e
0 mesmo sistema enzimatico do ALA. A enzima A6-dessaturase age na dessaturacdo do acido
linoleico, introduzindo uma dupla ligacéo na posicdo 6 e transformando-o em GLA (cis-6,9,12-
18:3). Em seguida, a cadeia carbbnica deste acido graxo € alongada pela enzima elongase, até
a estrutura de 20:3n-6 (cis-8,11,14-20:3), sendo subsequentemente convertido em &cido
araquidoénico (cis-5,8,11,14-20:4) pela A5-dessaturase e alongado a 22:4n-6 (cis-5,8,11,14-
22:4) no reticulo endoplasmatico (CAMPBELL; FARRELL, 2007).

O Acido araquidénico (C20:4n6) é composto por 20 atomos de carbono e quatro
ligacGes duplas, sendo derivado do acido linoleico. Um &cido série n-6, 0 C20:4n6 é encontrado
nos fosfolipidios ou lipidios da membrana celular, caracterizado por moléculas complexas
constituidas pelo glicerol que interliga um grupo fosfato e dois acidos graxos, sendo
considerado um dos constituintes dos fosfolipidios (CAMPBELL; FARRELL, 2007).

Caso ocorra a precisao da sintese de moléculas complexas, a partir do controle hormonal
da espermatogénese, ha uma modulacéo de vias de sinalizacao intracelular, ou seja, ocorre uma
liberagcdo de calcio (Ca?*) do reticulo endoplasmatico e uma fosforilagdo da fosfolipase A2

(PLA2). Dependendo das concentragdes de Ca?* intracelular, a PLA2 atua clivando ligagdes
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entre o fosfolipidio e o &cido araquidénico, desagregando-o da membrana plasmatica e
disponibilizando-o para que lipoxigenases possam incorporar o oxigénio molecular produzindo
prostaglandinas (PG). Estas sdo mediadores lipidicos que tem sua concentracdo influenciada,
também, pela quantidade de horménios, como o foliculo estimulante (FSH), com funcéo de
estimular os espermatdcitos primarios a se dividirem, originado os espermatdcitos secundarios.
(SURAI et al., 2000; GLEW, 2010).

Pesquisas mostraram que tanto a fosfolipase A2 como o é&cido araquid6nico
desempenham papel importante na reacdo de acrossoma. Segundo Hafez e Hafez (2004), a
reacdo do acrossoma envolve a fusdo da membrana plasmatica do espermatozoide com a
membrana externa do acrossoma, liberando enzimas hidroliticas como a acrosina e a
hialuronidase, que resultam na penetragédo do 6vulo. Como descrito, a PLA2 participa da sintese
de &cido araquiddnico quando ativada pela progesterona, pelo Ca?* e pela proteina kinase C. O
4cido araquidonico que é convertido em prostaglandina, induz o influxo de Ca?* através da
membrana espermatica provocando a fusdo das membranas e consequentemente, a reacdo
acrossomica (JOBIM et al., 2009).

Alguns &cidos graxos poli-insaturados foram testados como aditivos em meio de
congelamento e seus efeitos benéficos para o processo da criopreservacéo seminal, como &cido
linoleico (TAKAHASHI et al., 2012), docosahexaenoico (DHA) (NASIRI et al., 2012) e acido
araquidénico (EJAZ et al., 2014).

Existe ainda a familia 6mega-9 (o-9), em que se destaca o acido oleico, um acido graxo
monoinsaturado n-9 com uma cadeia de 18 carbonos, com efeitos benéficos como aumento da
viabilidade espermatica, da integridade da membrana plasmatica, da capacidade antioxidante
total, da enzima superoxido dismutase (SOD) e diminuicao das quantidades de malondialdeido
e Oxido nitrico durante o armazenamento de espermatozoides a 4°C durante 72 horas
(HASHEM et al., 2017). O uso do acido oleico-linoleico aumenta a resisténcia osmotica dos
espermatozoides e a permeabilidade da membrana a agua e aos crioprotetores, que por sua vez
contribuem para a estabilizacdo da membrana e aumentam a resisténcia a criopreservacao
(GLAZAR et al., 2009). Hashem et al. (2017) mostraram que o &cido oleico na concentracédo
adequada e variando com o tempo de armazenamento foi capaz de melhorar a motilidade total,
motilidade progressiva direta, VCL, porcentagem de viabilidade, porcentagem de
espermatozoides com membrana plasmatica intacta, capacidade antioxidante e atividade da
superéxido dismutase em sémen ovino resfriado. Também observaram o aumento na
quantidade de malondialdeido e Oxido nitrico nos espermatozoides de carneiro durante o

armazenamento em baixa temperatura.
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Alguns 4&cidos graxos como o docosahexaenoico, palmitico, oleico, linoleico,
araquiddnico, linolénico e esteérico, presentes no plasma seminal (TAVILANI et al., 2006),
protegem as células espermaticas contra choques térmicos e favorecem a manutencdo da
motilidade espermatica, desempenhando um importante papel na funcionalidade da célula, e
consequentemente na capacidade de fertilizacdo (GULAYA et al., 2001).

Estratégias tém sido desenvolvidas para melhorar a resisténcia das células espermaticas
ao método da criopreservacao, por exemplo, a inclusdo de &cidos graxos poli-insaturados e
antioxidantes no diluidor, podendo melhorar a fluidez da membrana e reduzir a agdo dos
radicais livres sobre as células (NASIRI et al., 2012; TOWHIDI; PARKS, 2012).

Nichi (2009) observou que a alta quantidade de PUFAs na membrana espermatica torna-
a mais susceptivel a acdo prejudicial das ROS e ao estresse oxidativo, podendo afirmar que um
tratamento com o proposito de alterar o perfil lipidico seminal ou espermético também poderia
causar enorme impacto nos espermatozoides. A partir do momento que esses PUFAs fossem
incorporados a membrana espermatica, aumentaria a sua susceptibilidade ao ataque das ROS,
fato este que poderia ser evitado pela inclusdo de substancias antioxidantes aos diluidores
seminais. Além disso, caso ndo ocorra a incorporacdo dos &cidos graxos a membrana
plasmatica, as células espermaticas seriam poupadas dos ataques das ROS, ja que os PUFAs
permaneceriam no meio extracelular gerando um aumento da quantidade de substrato para a
acdo das espécies reativas neste local. Outro questionamento levantado, € o fato de que devido
a degradacdo ruminal, a maioria dos triglicérides e acidos graxos sdo hidrogenados em sua
passagem pelo rimen, o que impede sua absorcao e consequente eficiéncia da suplementacéo
de PUFAs via oral. Desse modo, a suplementacao de amostras espermaticas com acidos graxos
durante a criopreservacdo seria uma alternativa para manter a viabilidade espermatica pos-
descongelamento (STRZEZEK et al., 2012; VIEIRA, 2018).

Devido a escassa quantidade de trabalhos envolvendo esses dois acidos graxos, busca-
se respostas quanto ao uso e as quantidades destes junto ao sémen caprino criopreservado no

intuito de melhorar as respostas da criopreservacao.

2.8 Criopreservacao seminal

A criopreservacdo é uma técnica essencial e amplamente empregada que permitiu a
expansdo dos programas de reproducdo animal. Essa biotécnica permite 0 armazenamento de
material genético por tempo indeterminado, um melhor aproveitamento dos animais de alto

valor zootécnico e a reducdo dos custos com a manutengéo de animais na propriedade (PURDY,
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2006). Com a criopreservacdo, também é possivel minimizar os riscos de transmissdo de
doencas sexualmente transmissiveis, além de favorecer a rapida difusdo de material genético
(ARAV; SARAGUSTY, 2016).

As etapas dessa biotécnica reprodutiva, as quais fazem parte a diluicdo, crioprotecéo
(adicdo de crioprotetores), resfriamento, congelacdo, armazenamento criogénico e pés-
descongelacgdo, tém a funcdo de conservar 0 sémen para uso posterior, mas também tém o
potencial de afetar a estrutura e a funcéo do esperma (PADILHA et al., 2012).

Os espermatozoides sdo submetidos a diferentes fatores estressantes durante a
congelacéo, por exemplo a formacéo e dissolucao de cristais de gelo, desidratacdo, aumento da
concentracdo dos solutos, transicdo de fase dos fosfolipidios da membrana, estresse osmético e
toxico pela variacdo na quantidade de crioprotetores (BORTOLOZZO et al., 2008). Entretanto,
o grande problema enfrentado durante a criopreservacdo € impedir a formacdo de cristais de
gelo intra e extracelulares, além do aumento da concentracdo de soluto (MATEOS-REX;
AGUILLAR, 1996).

Os danos causados nos espermatozoides durante a criopreservagdo sao consequéncia da
interacdo entre as células e o meio, e surgem através da cristalizagdo do gelo, que exple as
células a um ambiente hiperosmotico, provocando retirada de agua intracelular. Da mesma
forma, durante a descongelacdo ocorre o processo reverso, com fluxo de agua para o interior da
célula que podera causar ruptura da membrana celular (HOLT, 2000).

Os cristais de gelo comecam a se formar no meio extracelular quando se atinge
temperaturas abaixo de 0°C, levando ao aumento da concentracdo de soluto no meio
extracelular, visto que o liquido intracelular congela mais lentamente e causa o extravasamento
de liquido desidratando o espermatozoide progressivamente. Caso a velocidade de congelacao
seja muito lenta, o aumento da concentracdo de sais intracelulares causada pela desidratacédo
pode danificar o espermatozoide. Caso essa velocidade seja muito rapida, cristais de gelo
intracelular podem se formar. A taxa de congelacdo adequada € justamente o equilibrio entre
esses fatores (SALMITO-VANDERLEY et al., 2012). A fim de minimizar os efeitos da
criopreservacdo, constatou-se que a adi¢do de crioprotetores penetrantes e ndo penetrantes ao
diluente pode evitar a formacao dos cristais de gelo. Na espécie ovina e caprina, o crioprotetor
penetrante mais utilizado é o glicerol e o ndo penetrante é a gema de ovo (PURDY, 2006).

A producdo excessiva de ROS durante a criopreservacdo € outro fator negativo de
grande importancia. Em quantidades elevadas, as ROS provocam danos as células
germinativas, como esgotamento da adenosina trifosfato (ATP) nas mitocdndrias, indugdo de

lesbes no DNA do espermatozoide, reducéo da viabilidade e da capacidade fecundante
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(AITKEN; GRAVES, 2002). Nesse sentido, estudos realizados em diferentes espécies de
animais, comprovaram que a suplementacdo de antioxidantes no sémen antes da
congelagdo/descongelacdo minimiza os efeitos deletérios do estresse oxidativo, melhorando a
qualidade espermatica pds-criopreservacdo (SOUZA et al., 2017; SOUZA et al., 2016).

A criopreservacao seminal e sua associagao a outras biotécnicas trouxeram beneficios
aos programas de selecdo e melhoramento genético, sendo alvo de pesquisas a muitos anos
(SALGADO, 2020). A descoberta dos agentes crioprotetores foi de grande importancia para a
expansdo dos programas de reproducdo através da criopreservacdo espermatica (BENSON et
al., 2012), no entanto, mesmo com todos os avangos alcancados, as taxas de sobrevivéncia dos
espermatozoides criopreservados ainda ndo sdo tdo altas, devido a crioinjdrias estruturais,
funcionais e bioquimicas nos diversos componentes presentes na composicdo da célula
(WATSON, 2000; SALGADO, 2020).

Métodos estdo sendo elaborados para elevar a resisténcia dos espermatozoides ao
processo de criopreservacao, dentre eles, a inclusdo de acidos graxos e antioxidantes no diluente
seminal, podendo resultar na melhoria da fluidez da membrana e na reducdo da acdo dos

radicais livres sobre as células (NASIRI et al., 2012).

2.9 Analises espermaticas

As andlises espermaticas sdo testes fundamentais para certificacdo da qualidade do
material armazenado, buscando qualificar o potencial de fertilidade do macho, por meio das
andlises a partir da funcionalidade, integridade e viabilidade espermatica apds o processo de
congelacdo/descongelacdo (KUCUK et al., 2014).

Nas diversas espécies é empregada a avaliacdo convencional do ejaculado em que séo
observadas as caracteristicas fisicas: volume, aspecto, turbilhndo ou movimento de massa,
motilidade total e motilidade progressiva individual, vigor e concentracdo, além da morfologia
e dos defeitos espermaticos (maiores e menores) (CBRA, 2013).

O ejaculado de pequenos ruminantes é caracterizado por volume em torno de 0,5 a 1,5
mililitros e o total de espermatozoides ejaculados variando entre 3 e 5 bilhdes. Deve apresentar
uma motilidade espermatica de no minimo 70%, uma motilidade massal > 4 (escala de 0 - 5),
uma concentragdo de 2 - 5 x 10° espermatozoides/mL e quantidade de defeitos maiores < 10%
(CBRA, 2013). As patologias encontradas nas células espermaticas sdo classificadas em
defeitos menores, que ndo interferem diretamente na fertilidade, e em defeitos maiores, que

podem gerar infertilidade ou inviabilidade embrionaria, podendo estar localizados no
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acrossoma, cabeca, peca intermedidria, cauda ou ainda apresentar anomalias e malformacdes
(BLOM, 1973).

O teste de termorresisténcia (TTR) possibilita verificar a diminuicdo na curva linear nos
valores de motilidade e vigor com o decorrer do tempo de incubacéo durante o teste de exaustao.
Uma possivel explicagdo para tal diminuicdo seria por conta do maior consumo de suas
substancias nutritivas durante o comego do teste, como também das perdas de componentes
intracelulares ou de lesdes estruturais na cauda das células espermaticas, diminuindo sua
viabilidade durante as duas primeiras horas (BARROS et al., 2013).

A verificagdo da motilidade e morfologia espermatica sdo fatores primordiais para
determinar a qualidade seminal, tornando-as ferramentas na selecdo de um ejaculado
(VERSTEGEN et al., 2002). Entdo, através do Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) é
possivel realizar a automatizacdo das analises com maior objetividade e agilidade, no qual esse
sistema possibilita a visualizacdo, digitalizacdo e analise de imagens sucessivas das células
espermaticas, fornecendo informacéo precisa e significativa do movimento individual de cada
espermatozoide. Este sistema também pode ser utilizado para calcular o namero de células por
unidade de volume e ser modificado para capturar dados aproximados de morfologia de cada
célula examinada (AMANN; KATZ, 2004).

A analise dos varios parametros da motilidade espermatica é realizada por um sistema
estroboscopico de alta precisdo controlado por computador, além de utilizar videomicrografia
que é responsavel pelo monitoramento constante e analise sequencial do movimento da célula
espermatica (MORTIMER, 2000; AMANN; KATZ, 2004).

O CASA avalia 0 movimento da cabeca do espermatozoide, mesmo sendo o flagelo que
origina a motilidade. Isso se deve ao fato da cabeca se mover mais lentamente que a cauda,
possibilitando a captura de imagens mais claras (MORTIMER, 2000; AMANN; KATZ, 2004).
O sistema ainda utiliza um padrdo do tamanho da cabeca para os espermatozoides de cada
espécie, fazendo com que o computador reconheca objetos que ndo se enquadrem no tamanho
da cabeca espermatica preestabelecida (MORTIMER, 2000). Os parametros obtidos através do
sistema de analise de sémen computadorizado sdo a motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP), velocidade do percurso curvilinear (VCL), velocidade do percurso médio
(VAP), velocidade em linha reta (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), oscilacdo
(WOB), freqiiéncia de batimento cruzado (BCF) e deslocamento lateral da cabeca (ALH)
(VERSTEGEN et al., 2002).

A integridade das membranas espermaéticas e a estabilidade da sua caracteristica

semipermeavel sdo pré-requisitos para a viabilidade espermatica, sendo necessario que a
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membrana plasmética e a membrana acrossomal estejam integras para que ocorra fecundacéo
(PENA et al., 2005). E mesmo a membrana estando integra, mas funcionalmente instavel, as
células germinativas masculinas sdo incapazes de interagir com o ambiente do trato genital
feminino e, consequentemente, fertilizar o odcito (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2007).
Outra andlise utilizada para avaliar a qualidade espermética é o uso de corantes
fluorescentes, conhecidos como sondas, que séo capazes de identificar condigdes subcelulares,
mostrando alteragBes metabdlicas e estruturais das células e de seu interior (SOUSA et al.,
2012). A avaliagdo da integridade da membrana plasmatica utiliza sondas com afinidade por
DNA. Uma vez lesionada a membrana, a sonda atravessa esta estrutura e cora o nucleo, rico em
DNA. Diversas sondas podem ser utilizadas com esta finalidade, como o Hoechst 33258,
YoPro-1 e lodeto de propideo (IP). Pode-se também fazer uso de sondas anfipaticas, que podem
transpor a membrana intacta e se ligar as esterases, reconhecendo a célula como viavel, como
no caso do Diacetato de carboxifluoresceina (DCF) e do SYBR-14® (Figura 1) (SILVA;
GADELLA, 2006). Comumente associa-se esses dois tipos de sondas, obtendo resultados mais
confiaveis na identificacdo de uma membrana plasmatica espermatica preservada, uma vez que
a membrana integra cora em verde, pela ligacdo do DCF as esterases e a membrana lesionada

cora a regido nuclear em vermelho pela ligacdo do IP ao nucleo celular (COLETO et al., 2002).

Célula viva

Figura 1 - Esquema da acdo das sondas que sdo utilizadas em testes de
integridade da membrana plasmatica. Fonte: Silva e Gadella (2006)

Silva e Gadella (2006) observaram que as lectinas ao serem utilizadas, sdo capazes de
ligar-se a carboidratos existentes exclusivamente nas glicoproteinas da membrana acrossomal
(Figura 2). Substancias geralmente derivadas da ervilha da espécie Pisum sativum (PSA) e do
amendoim da espécie Arachis hypogaea (PNA), sdo associadas a fluoréforos, permitindo sua
visualizacdo ao microscopio de imunofluorescéncia, sendo mais utilizado o Isocianato de
fluoresceina (FITC).
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Figura 2 - Esquema da agdo das sondas fluorescentes nas membranas
acrossomais externa (MAE) e interna (MAI). Fonte: adaptado de Silva e Gadella
(2006)

As lectinas descritas acima possuem diferentes locais de atuacdo. A PNA se liga aos
glicoconjugados da membrana acrossomal externa e a PSA apresenta afinidade pela membrana
acrossomal interna, precisamente aos grupos sacarideos da glicoproteina pré-acrosina
(HOLDEN et al., 1990). Logo, ao utilizar PSA, caso a membrana plasmatica esteja intacta nao
havera fluorescéncia. Contudo, se a membrana plasmatica estiver lesionada, como nos casos de
fixacdo da célula espermaética, observa-se fluorescéncia na regido do acrossoma (SILVA;
GADELLA, 2006).

Grande parte do ATP necessario ao metabolismo total do espermatozoide vem das
mitocndrias. Para avaliar a funcdo mitocondrial espermética tem sido utilizado diferentes
sondas fluorescentes, onde estas, sdo ativamente transportadas nas mitocondrias que possuem
respiracdo ativa. Logo, quanto mais ativa a respiracdo mitocondrial, mais corante € acumulado
nesta organela (GRAHAM; MOCE, 2005).

Uma das sondas eficazes na classificacdo do potencial da membrana mitocondrial é o
Fluorocromo cationico lipofilico (JC-1). Esta sonda em concentra¢fes mais baixas permanece
no seu estado monomérico e fluoresce em verde, enquanto em concentracdes elevadas, forma
agregados que fluorescem na cor laranja. Sendo assim, o JC-1 possui a capacidade de
diferenciar uma mitocéndria funcional, além de permitir que os diferentes niveis da funcédo
mitocondrial sejam diferenciados pela intensidade da cor laranja na mitocondria (GUTHRIE;
WELCH, 2006).

A funcionalidade da membrana espermatica também pode ser avaliada por meio do teste
hiposmoético (HOST), observando as alteragfes morfoldgicas sofridas pelos espermatozoides

quando expostos a condigdes hipotonicas (aumento de tamanho dos flagelos ou curvatura dos
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mesmos) (CBRA, 2013). E caracterizado pelo influxo de fluidos para dentro do
espermatozoide, sob condi¢Bes hiposmoticas, até atingir o equilibrio entre os compartimentos,
indicando que o transporte de &gua por meio da membrana estd ocorrendo normalmente
(INAMASSU et al., 1999). Uma das consequéncias deste influxo de &gua para o interior da
célula espermatica é o aumento do volume celular (edema), com posterior dobramento da
cauda. Pesquisadores utilizam essa técnica para avaliacdo da viabilidade funcional da
membrana espermatica em diversas espécies, como em ovinos (OBERST et al., 2003) e
caprinos (FONSECA et al., 2001; SOUZA; MORAIS, 2017).

O método espectrofotométrico do TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitdrico),
permite a avaliacdo da peroxidacao lipidica da membrana plasmatica das células espermaticas,
induzida pelo estresse sofrido provavelmente durante a criopreservacdo. Entre os aldeidos
produzidos, destaca-se o malondialdeido (MDA) devido sua producdo em niveis elevados,
sendo comumente utilizado como medida do estresse oxidativo (BARRERA et al., 2018).

O método do TBARS se baseia na quantificacdo do complexo formado pela reacéo de
duas moléculas de acido tiobarbiturico com uma de malondialdeido (MDA), formando um
cromogeno de coloragdo rosea, sendo medido por espectrofotometria a 532, 538 e 540 nm. E
possivel mensurar ainda, a producdo de anion superéxido e de peroxido de hidrogénio apds o
estresse celular, como também determinar a concentracao de glutationa e a atividade da catalase
(BUEGE; AUST, 1978).

Outro método utilizado para indicar as alteracGes das defesas antioxidantes e 0 aumento
do estresse oxidativo é a técnica de determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH).
Deste modo, a quantificacdo dos niveis de glutationa pode apontar possivel correlacédo entre a
diminuicdo das enzimas antioxidantes (GSH e GSH-Px) e 0 aumento nos niveis de bases de
DNA lesadas devido ao dano oxidativo (ROVER JUNIOR et al., 2001).

A GSH pode ser utilizada como defesa contra o estresse oxidativo. Essa protecdo é
devido ao seu grupamento sulfidrila (SH); podendo estar em duas formas: a forma reduzida e a
oxidada (GSSG). As interacdes da GSH com enzimas associadas como a glutationa redutase e
a glutationa peroxidase facilitam esse ataque as ROS (LUBERDA, 2005). A glutationa
peroxidase (GPx) é uma enzima antioxidante que catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio
(e outros produtos da peroxidacao lipidica) na presenca da GSH, a qual é convertida em GSSG.
Posteriormente, sofre uma reacdo de reducao pela glutationa redutase na presenca de fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenosina (NADPH), o qual é doador de elétrons nas reacdes
da via das pentoses-fosfato, havendo reducdo de NADPH™ e conversdo a NADP (ARUOMA et
al., 1989).
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Um complexo sistema de agentes enzimaticos e ndo enzimaticos séo responsaveis pela
protecdo antioxidante dos espermatozides mamiferos; e segundo AITKEN et al. (2014), a GSH
é o principal antioxidante ndo enzimatico, tendo sua funcdo associada a suas interacbes com

outros sistemas (como a superoxido dismutase) como mecanismo profilatico as ROS.
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*Apresentado segundo normas do periédico CIENCIA RURAL
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SUPLEMENTACAO DO DILUIDOR COM ACIDO ARAQUIDONICO SOBRE A
VIABILIDADE ESPERMATICA CAPRINA POS-CRIOPRESERVACAO

Resumo

A criopreservacdo seminal, apesar de bastante utilizada na caprinocultura, gera danos aos
espermatozoides, reduzindo sua viabilidade. Isto posto, a adi¢do de acidos graxos ao diluidor,
com funcdo antioxidante, tornou-se uma opg¢do para aumentar a resisténcia espermatica,
reduzindo efeitos deletérios do estresse oxidativo. Assim, objetivou-se avaliar os efeitos
antioxidantes da suplementacdo de 0,5 uM, 5 uM e 50 uM de 4cido araquiddnico ao diluidor
TRIS-gema no processo de criopreservacdo de espermatozoides caprinos da raca Anglo-
nubiana. Para tanto, utilizou-se quatro caprinos Anglo-nubianos, sendo coletadas seis
amostras/animal, usando vagina artificial. Apds avaliacdo dos ejaculados, foi feito o pool,
diluido em TRIS-gema e dividido de acordo com os tratamentos. Em seguida, o sémen foi
criopreservado. Posteriormente, realizaram-se as analises poOs-criopreservagdo: avaliacdo
morfologica, teste de termorresisténcia, integridade da membrana plasmatica e acrossomal,
potencial mitocondrial, cinética espermatica pelo CASA, quantificacdo da lipoperoxidacao
(MDA) e dos niveis de glutationa reduzida (GSH). Observou-se que as concentracdes de acido
araquidénico mantiveram a qualidade morfologica dos espermatozoides, e ndo apresentaram
diferencas no teste de termorresisténcia e na quantificacdo do MDA. Em relacdo a integridade
da membrana plasmatica, acrossomal e do potencial mitocondrial, a concentracdo de 50 uM foi
prejudicial a todas elas. J& concentracdo de 0,5 uM melhorou a motilidade total do sémen pos-
criopreservado, diferindo de 50 uM, e a concentracdo de 5 uM apresentou maior atividade do
GSH. Conclui-se que a suplementacéo de acido araquidonico ao diluidor TRIS-gema manteve
a qualidade morfologica dos espermatozoides caprinos pos-criopreservacao, além de contribuir
para melhoria da motilidade total e do potencial enzimatico antioxidante.

Palavras-chave: Antioxidantes, acido araquiddnico, estresse oxidativo, criopreservacao.

Introducéo

A criopreservacdo seminal € uma biotécnica bastante utilizada na cria¢do de caprinos e
ovinos, visando a otimizacdo no ganho genético e a maximizacdo produtiva (MORADI et al.,
2020). Entretanto, durante a criopreservacdo ocorrem inumeras alteracdes, dentre elas, o
aumento das reacdes oxidativas gerando uma producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (AITKEN; GRAVES, 2002).

Isto acarreta desequilibrio nos niveis de ROS no meio, resultando em alteracGes na
osmolaridade do ejaculado e na conformacdo espermatica durante as etapas de congelacdo e
descongelacdo, diminuindo a viabilidade dos espermatozoides e, consequentemente, as taxas
de fertilidade p6s-descongelacdo (BATISSACO et al., 2020). Contudo, a presenca das ROS é
necessaria de forma equilibrada, sendo essencial nos mecanismos de capacitacdo espermatica,

hiperativagdo, reagdo acrossomal e fusdo do espermatozoide ao ovocito (NASEER et al., 2015).
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Além das reacGes oxidativas no plasma seminal dos caprinos, destaca-se a presenca da
fosfolipase A, secretada pelas glandulas bulbouretrais. Essas fosfolipases tém a capacidade de
reagir com lipideos presentes em componentes essenciais de muitos diluidores utilizados na
criopreservacdo. Por meio da catalise de processos hidroliticos, elas convertem os acidos graxos
e isolecitinas presentes nos meios diluidores, dando origem a substancias altamente toxicas as
células espermaticas (JIMENEZ-RABADAN et al., 2012; SANTIAGO-MORENO et al.,
2017).

Diante do exposto, estudos realizados em diferentes espécies de animais mostraram que
a diluicio seminal e o acréscimo de substancias antioxidantes no sémen antes da
criopreservacdo reduzem os efeitos deletérios do estresse oxidativo (SOUZA et al., 2017;
SOUZA et al., 2016).

Nesse sentido, a adi¢do de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) ao diluidor tem sido
realizada com o intuito de aumentar a resisténcia dos espermatozoides ao método da
criopreservacéo, sendo capaz de melhorar a fluidez da membrana e reduzir a agéo dos radicais
livres sobre as células (NASIRI et al., 2012; TOWHIDI; PARKS, 2012). O Acido araquid6nico
(C20:4n6), um PUFAs 6mega-6 (@-6), encontrado nos fosfolipidios da membrana celular, esta
relacionado com a sintese de prostaglandinas, que aumentam o influxo de célcio atraves da
membrana espermatica, levando a fusdo das membranas e a reacdo acrossomica (VIANA,
2018), além de aumentar a motilidade, a integridade do DNA e viabilidade espermatica
(EJAZ et al., 2014). Deste modo, objetivou-se avaliar o efeito antioxidante da suplementacéo
de 0,5 uM, 5 uM ¢ 50 uM de 4cido araquidénico ao diluidor TRIS-gema no processo de

criopreservacdo de espermatozoides caprinos da raca Anglo-nubiana.

Metodologia

Etica em experimentac&o animal

Os procedimentos foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), registrados com o numero
643/2020 e certificado (Anexo).
Animais

Foram utilizados quatro caprinos da raca Anglo-nubiana, com 1,5 a 3 anos de idade,
provenientes de uma propriedade localizada no municipio de Brasileira, na regido centro-norte
do Estado do Piaui, com escore de condicdo corporal 4, na escala 1 a 5. Essa raca foi escolhida

devido a sua rusticidade e a 6tima adaptagdo as condicdes bioclimatoldgicas da regido Nordeste.
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Previamente, foram realizados exames androldgicos, constatacdo de proles dos reprodutores e
avaliagcdo quanto a saude geral. Durante 0 experimento, os animais foram mantidos em regime
semi-intensivo, com acesso ao pasto durante o dia, contendo capim mombaca (Panicum
maximum cv. Mombaga), e alojados no aprisco durante a noite, sendo fornecido ao cocho
silagem de milho, racdo de manutencdo contendo 20% de proteina bruta tendo acesso a sal
mineral proprio para espéecie e 4gua a vontade.
Coleta de sémen e avaliacéo inicial

As coletas de sémen foram realizadas uma vez por semana, durante seis semanas
(totalizando 6 ejaculados/animal), com o auxilio de uma fémea em estro, pelo método da vagina
artificial. Em seguida, os ejaculados foram colocados em Banho-maria a 37°C e avaliados
individualmente, quanto a cor, aspecto, volume (mL) e aos demais parametros conforme
recomendagdes do Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (motilidade de massa: > 4; vigor
> 3; motilidade espermatica: > 80%; concentracdo > 2 x 10° espermatozoides/mL;

espermatozoides morfologicamente normais: > 80%) (CBRA, 2013). A concentragao
espermatica foi obtida por meio da cdmara de Neubauer, na diluigdo de 1:400. Apos essa etapa,
as amostras viaveis dos quatro ejaculados foram misturadas para formagdo de um “pool” por
coleta, sendo novamente avaliados em relacdo a qualidade espermatica.
Diluicéo seminal

Posteriormente, foi adicionado o meio diluidor TRIS-gema (3,605¢g de Tris; 2,024g de
acido citrico; 1,488g de frutose; 25mg de gentamicina; 50.000UI de penicilina; 100mL de 4gua
destilada; 20% de gema de ovo e 5% de glicerol, com osmolaridade de 350mOsm/kg e pH 6,8)
ao “pool”, para, finalmente, suplementar com diferentes concentracdes de ACIDO
ARAQUIDONICO (ACIDO ARAQUIDONICO — > 98,5%(GC), Sigma-Aldrich®, EUA), e
avaliar quanto a qualidade espermatica. As amostras foram divididas nos seguintes tratamentos:
Controle (Tris-gema sem adi¢do de acido araquidbnico); Tris-gema + 0,5 uM de 4&cido
araquidonico; Tris-gema + 5 uM de &cido araquidonico e Tris-gema + 50 uM de é&cido
araquidoénico.
Criopreservacao do sémen

Apos diluicdo e fracionamento, as amostras de sémen foram envasadas em palhetas de
0,25mL, a temperatura ambiente, para uma concentracdo final de 20 x 10° espermatozoides
viaveis / palheta. Entdo, foram congeladas na maquina TK 3000® (TK Tecnologia em
congelacdo Ltda., Uberaba, Brasil), utilizando curva de resfriamento lenta, com tempo de
estabilizacdo a 5°C de 1 hora, e armazenadas. Posteriormente descongelou-se em Banho-maria

a 37°C por 30 segundos para realizacdo das analises pos-criopreservacao.
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Avaliacao morfologica

A morfologia foi estimada em cada amostra de sémen descongelado pelo método de
camara Umida. Uma aliquota de 10uL do sémen puro foi adicionada em tubo com 4mL de
citrato de sodio formolado a 4%. Posteriormente, essas aliquotas foram avaliadas,
contabilizando 200 espermatozoides por meio da observacdo microscopica (1000x), na qual as
alteracbes morfologicas foram agrupadas e o0s espermatozoides classificados em
espermatozoides normais e espermatozoides com defeitos maiores e menores, segundo Bloom
(1973).

Teste de termorreristéncia (TTR)

O teste de termorresisténcia foi realizado de acordo Machado et al. (2018), que consiste
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 ao vigor espermatico por meio de microscopia de contraste de fase com placa aquecedora
acoplada, aumento de 400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos.

Avaliacdo da cinética espermatica usando sistema visual optico integrado

A cinematica espermatica foi avaliada por meio do Computer Assisted Sperm Analysis
(CASA), que consiste em um sistema de microscopia Optica de contraste de fase com
iluminacéo estroboscopica, e uma fase quente a 37°C, uma camera de video e um computador
com o analisador de sémen Classe™ software (Microptics, SL, versdo 3.2.0, Barcelona,
Espanha), no qual foram analisados os parametros: motilidade total (MT - um/s), motilidade
progressiva (MP - um/s), velocidade curvilinear (VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL
- um/s), velocidade média do percurso (VAP - um/s), lincaridade (LIN - %), retilinearidade
(STR - %), deslocamento lateral de cabeca (ALH - um), oscilagdo (WOB - %) e frequéncia de
batimento cruzado (BCF - Hz), para cada espermatozoide analisado.

Andlise da integridade da membrana plasmatica

Foi utilizado o método de coloracdo dupla com Diacetato de carboxifluoresceina (DCF;
Sigma-Aldrich®, USA) e lodeto de propidio (IP; Sigma-Aldrich®, USA), modificado por Coleto
et al. (2002), para avaliagdo da integridade da membrana plasmatica, em que aliquotas de 50uL
de sémen pos descongelado foram diluidas em 150pL de Tris, SuL de DCF e 20uL de IP e
incubadas por 10 minutos a 37°C. Avaliaram-se 200 espermatozoides em microscopio de
epifluorescéncia (400x), usando-se filtro de emissdo DBP 580-630nm e excitacdo DBP
485/20nm. Os espermatozoides foram classificados em membrana intacta quando se
apresentaram corados em verde e com membrana danificada quando corados em vermelho.

Andlise da integridade acrossomal
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Para realizacdo deste teste foi utilizado o corante Isotiocianato de fluoresceina
conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, USA), de acordo com a técnica
descrita por Roth et al. (1998). Aliquotas de 20uL de FITC-PNA foram colocadas sobre
esfregacgos de laminas contendo espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos em
camara Umida a 4°C, na auséncia de luz. Posteriormente, as laminas foram enxaguadas duas
vezes em PBS refrigerado (4°C) e colocadas para secagem na auséncia de luz. Imediatamente
antes da avaliagcdo, SuL. de meio de montagem UCD (4,5mL de glicerol, 0,5mL de PBS, 5mg
de azida sdédica e 5mg de p-fenilenodiamina) foram colocados sobre a lamina e cobertos com
laminula. Avaliaram-se 200 espermatozoides por lamina em microscopio de epifluorescéncia
(400x), usando-se filtro de emissao long pass (LP) 515nm e band pass (BP) 450-490nm para
excitacdo. As células espermaticas foram classificadas em espermatozoides com acrossomas
intactos, quando apresentaram a regido acrossomal corada com fluorescéncia verde, ou com
acrossomas reagidos, apresentando uma faixa verde fluorescente na regido equatorial da cabeca
espermatica ou ndo apresentando fluorescéncia verde em toda regido da cabeca.

Analise do potencial de membrana mitocondrial

A analise do potencial de membrana mitocondrial foi realizada pela utilizacdo de um
fluorocromo cationico lipofilico JC-1 (GUTHRIE; WELCH, 2006). Aliquotas de 50uL de
sémen pos-descongelado foram diluidas em 150uL de Tris contendo 5ul de JC-1 (0,15mM em
DMSO) e incubadas por 10 minutos a 38°C. Entdo, 200 espermatozoides foram avaliados em
microscopio de epifluorescéncia com aumento de 1000x, sob 6leo de imerséo, utilizando o filtro
de emissdo LP 515nm e BP 450-490nm para excitacdo. Os espermatozoides corados em laranja
foram classificados com alto potencial de membrana mitocondrial e aqueles corados em verde
foram classificados com baixo potencial de membrana.

Quantificacéo da lipoperoxidacdo da membrana espermatica

As concentracGes de malondialdeido (MDA), uma das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), foram determinadas de acordo com o método descrito por Ohkawa et
al. (1979), com adaptagdes. Para isso, 400uL de sémen pos-descongelado foram adicionados a
175uL de acido acético a 20% (pH 3,5) e 300uL de acido tiobarbitdrico 0,5%. Em seguida, a
mistura foi incubada em Banho-maria por 45 minutos a 100°C e posteriormente resfriada em
banho de gelo durante 15 minutos. Apos esse procedimento, adicionou-se a mistura 25ul de
dodecil sulfato de sodio (SDS) 8,1%, centrifugando por 15 minutos a 12.000 rpm a 25°C.
Transferiram-se 200uL do sobrenadante para placa de 96 pocos, onde foi realizada leitura no

comprimento de onda de 532nm. Uma curva analitica de calibracdo foi preparada utilizando



177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203

45

MDA como padrdo, em concentracdes de 1, 5, 10, 25 e 50nmol/mL. As amostras foram
analisadas em duplicata sendo os resultados expressos em nmol de MDA por mL de amostra.
Método da determinacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A concentracdo de glutationa reduzida foi baseada na reagao de Ellman (5,5’-ditiobis
(&cido 2-nitrobenzoico), de acordo com algumas modificacdes da técnica descrita por Khan et
al. (2011). Em um tubo contendo 2mL tampédo EDTA, foram adicionados 200uL da amostra.
Apos agitacdo, foi retirado 1mL da mistura e colocado em outro eppendorf com 1mL de TCA
(&cido tricloroacético) a 10%. Entdo, foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida,
foram recolhidos 500uL do sobrenadante e adicionado 1mL de tampé&o Tris-HCI 0,4M, EDTA,
pH 8,9 e mais 25uL de Ditiobisnitrobenzoato (DTNB) 0,01M. Apds 1 minuto de reacdo, foi
feita a leitura em espectrofotdmetro em 412nm. A concentragéo foi expressa em pM/mL. Para
a curva padréo da glutationa foram feitas solucdes de glutationa a 6,66; 13,33; 26,66; 40; 53,33
e 66uM.
Delineamento e Analise estatistica

Os dados foram analisados em delineamento inteiramente casualizado (4 tratamentos e
6 repeticdes). Inicialmente, as variaveis foram submetidas ao teste de normalidade, sendo
verificado a distribuicdo normal dos dados. Posteriormente, foram calculadas as médias e
desvios-padrao das variaveis pesquisadas e foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
utilizando-se o procedimento modelos lineares gerais (Proc GLM). Para comparagdo das
médias foi utilizado o teste de Duncan, na probabilidade de 5%. As analises foram executadas

através do programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013).
Resultados
Os resultados da morfologia espermatica (Tabela 1) mostraram que nao houve diferenca

significativa (p > 0,05) entre o controle e as concentracfes de acido araquidonico adicionadas

ao diluidor no sémen caprino pds-criopreservado.
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Tabela 1 - Médias e desvios-padrdo da morfologia dos espermatozoides caprinos pos-descongelados apds
suplementacdo do acido araquidénico no diluidor

Espermatozoides

Tratamentos Normais Defeitos maiores
(%) (%)

Pool 71.66 +£4.23 6.16 + 2.06

Controle 65.83+4.13 10.00 +4.14

0,5 pM de &cido 67.75 + 7.44 10.58 +5.12
araquidonico

5 tM de dcido 70.83 +6.72 9.00 + 5.45
araquiddnico

50 M de acido 69.58 + 6.94 8.00 + 3.97

araquidonico

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

Em relagdo aos pardmetros de motilidade total (%) e vigor (1 - 5) dos tratamentos
analisados durante o teste de termorresisténcia (TTR), foi utilizado esquema fatorial 4 x 4
(quatro tratamentos e 4 tempos) pelo fato de existir mais de um fator a ser analisado. Observou-
se que nao houve interacdo entre os fatores, sendo analisados individualmente e, com isso, ndo
foi observada diferenca significativa (p > 0,05) (Tabela 2) das variaveis motilidade e vigor entre
os tratamentos durante cada hora avaliada. Houve diferenca apenas entre os tempos testados

para os parametros avaliados.
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215  Tabela 2 - Médias e desvios-padrdo da motilidade total e vigor pos-descongelacdo de espermatozoides caprinos apds suplementacdo do cido araquidénico no diluidor,

216  submetidos ao teste de termorresisténcia (TTR)

0 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos
Tratamentos Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor
(%) (1-5) (%) (1-5) (%) (1-5) (%) (1-5)
Controle 48.33 £7.52 3.00+00  38.33+13.29 2.50+0.54 22.50 +13.32 2.00 +0.63 8.33+11.25 0.83+0.75
0.5 uM de acido 49.16 + 8.01 3.00+00  35.00+20.73 2.33+0.81 19.16 + 18.55 1.83+1.16 6.66 + 11.69 0.66 +0.81
araquidonico
5 iM de acido 46.66+ 5.16 3.00+0.0 31.66 + 7.52 2.50+0.54 20.00 + 13.78 2.00 +0.89 6.66 % 7.52 0.83+0.75
araquidonico
50 puM de acido
de ac 4166+1169  2.83+0.40  26.66+17.22 2.16+0.75 15.83 + 17.72 1.50 + 1.04 7.50 + 13.69 0.66 +0.81
araquidonico

217  Valores de média com letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tempos para motilidade (p < 0,05) pelo teste de DUNCAN.
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Apos as analises da integridade das membranas plasmaética e acrossomal, e do potencial
mitocondrial (Tabela 3) dos espermatozoides caprinos pds-criopreservacao, observou-se que o
tratamento com 50 uM de &cido araquiddnico alterou (p < 0,05) a MP, AC e o MIT em relacéo
aos demais tratamentos.

Tabela 3 - Médias e desvios-padrao da integridade de membrana plasmatica (MP), integridade acrossomal (AC)
e potencial mitocondrial (MIT) dos espermatozoides caprinos pos-descongelados apds suplementacdo do acido
araquidénico no diluidor

Tratamentos MP AC MIT
(%) (%) (%)
Controle 47.00 +9.542 57.50 +6.22 2 47.00 +6.57 2
0.5 pM de acido 44.83 +15.22 51.50+8.712 47.16+11.14°

araquidonico

5 uM de &cido
araquidonico
50 puM de acido
araquidonico

43.50+13.47° 49.66+7.31° 4250 +14.34 @

20.00+4.28° 33.33+15.73" 18.33+12.30°

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

Os parametros cinéticos poés-descongelacdo de espermatozoides caprinos estdo
apresentados na Tabela 4. Verificou-se que apds a descongelacdo dos tratamentos, a motilidade
total (MT) do tratamento com 0,5uM de acido araquidonico apresentou maior valor ¢ diferiu

significativamente do tratamento com 50uM de 4cido araquidonico.

Tabela 4 - Meédias e desvios-padrdo dos pardmetros cinéticos (CASA) de espermatozoides caprinos
criopreservados ap6s suplementacao do acido araquidénico no diluidor
Parémetros de 0,5 uM de acido 5 uM de é&cido

50 uM de &cido

motilidade Controle araquidonico araquidonico araquidonico
MT 48,54 + 9,06% 58,32 + 9,68° 46,15 + 15,04% 33,22 +20,54°
MP 15,89+ 12,11 22,03+ 8,57 15,71 £ 8,15 12,95 + 15,75
VCL 64,73 + 24,68 62,93+ 11,81 65,01 + 14,60 61,86 + 20,31
VSL 34,46 £ 18,19 36,13 +9,14 35,12+11,84 34,65 + 16,76
VAP 45,42 + 22,06 45,05 + 9,69 45,61 + 13,27 44,69 + 19,91
LIN 51,73+ 7,23 57,05 + 4,64 53,07+ 7,10 54,11+ 7,42
STR 74,99 £ 3,77 79,77 £ 3,05 76,19 £4,51 76,73+ 3,73
WOB 68,78 + 6,98 71,46 + 4,18 69,51 + 6,53 70,43 + 8,06
ALH 3,16 £ 0,45 2,93+0,24 3,03+0,32 2,80+ 0,44
BCF 9,89+ 1,17 10,03 £ 0,93 9,58 +1,17 9,57 + 1,66

Valores de média com letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p < 0,05)
pelo teste de DUNCAN. MT - Motilidade total; 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.
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Em relagdo a producdo de malondialdeido (MDA), substancia reativa ao &cido

tiobarbiturico, ndo foi observada diferenca significativa (p > 0,05) entre os tratamentos

analisados (Figura 1).

95

90

85

80

75

70

Concentragao de MDA (nmol/mL)

65

MDA (Acido Araquidonico)

87,85+ 15,25

78,91 + 14,82

76,78 + 19,00
74,68 + 18,56
0,5 50

5
uM de Acido Araquidénico

Tratamentos

Controle

Figura 1 — Quantificagdo do MDA em sémen caprino pos-criopreservado apds suplementacdo do &cido
araquidonico no diluidor. MDA: Malondialdeido. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (DP).
Ndo foram observadas diferencas entre os grupos utilizando Analise de Variancia (ANOVA), seguido de
DUNCAN como post hoc teste (p < 0,05).

Apos analise da concentracdo da glutationa reduzida, observou-se que a concentracao

de 5 uM de acido araquiddnico apresentou maiores valores de GSH, diferindo estatisticamente
(p < 0,05) do controle (Figura 2).

10

Concentragdo de GSH (nmol/mL)
N w = w [=)] ~

=y

GSH (Acido Araquiddnico)

8,31+1,68° 7,97 +2,98 %
7,4141,26%
5,53 £2,02° I
Controle 0,5 5 50

pM de Acido Araquidénico
Tratamentos



253
254
255
256
257

258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
2178
279
280
281
282
283
284
285
286
287

50

Figura 2 — Quantificacdo da concentracdo de GSH em sémen caprino pos-criopreservado apos suplementacao do
acido araquidoénico no diluidor. GSH: Glutationa reduzida. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo
(DP). As diferengas entre os grupos foram determinadas por Anélise de Variancia (ANOVA), seguido de
DUNCAN como post hoc teste (p < 0,05).

Discussao

Nos ultimos anos, a melhoria na compreensao das alteracdes bioquimicas e da excessiva
formacdo de radicais livres durante a criopreservacdo tem levado a realizacdo de pesquisas
utilizando diversos &cidos graxos como antioxidantes. No entanto, é inédita uma pesquisa que
faca uso do acido araquid6nico nesta funcdo durante a criopreservagdo da espécie caprina.

Uma das analises realizadas foi a morfologia espermatica, essencial na determinacao da
qualidade seminal e do potencial fecundante das celulas espermaticas. No presente trabalho,
observou-se que os tratamentos mantiveram o percentual de espermatozoides normais (p >
0,05), além do que, o percentual de defeitos maiores permaneceu estatisticamente dentro do
preconizado pelo CBRA para sémen criopreservado caprino (Tabela 1) (CBRA, 2013). A
manutencdo desses percentuais pode ser explicada pela qualidade dos reprodutores
selecionados, como também pelo fato de todas as coletas terem sido realizadas fora da estacédo
de monta, ndo havendo bruscas alteracdes hormonais e bioquimicas, que consequentemente,
promoveriam uma maior chance de malformacao dos espermatozoides (TOAZZA, 2018).

Ja em relacdo ao teste de termorresisténcia (TTR), foi observado que ndo houve
interacdo significativa (p > 0,05) entre os tratamentos e o fator tempo, sendo assim avaliados
separadamente. Ademais, observou-se que nao houve diferenca estatistica (p > 0,05) entre as
concentracdes de acido araquidénico para as variaveis motilidade e vigor durante o TTR
(Tabela 2). Os parametros motilidade e vigor apresentaram reducao estatisticamente semelhante
a cada hora testada, tanto no grupo controle como nas concentrac@es de 0,5 uM, 5 uM e 50 uM
acido araquiddnico. No entanto, Hossain et al., (2007) observaram que o0s &cidos oleico,
araquidénico e linoleico, individualmente, melhoraram a motilidade e a viabilidade de
espermatozoides de javali quando comparados ao grupo controle.

Como esperado, houve diferenca apenas entre os tempos testados para os parametros,
observando diminuicdo dos valores dos mesmos com o passar do tempo de analise. Tal fato é
explicado pelo maior consumo de substancias nutritivas do sémen durante as primeiras horas
do TTR, como também as perdas de componentes intracelulares ou as lesdes estruturais na
cauda das células espermaticas, reduzindo sua viabilidade, sendo esta decorrente da reducéo da
geracdo de ATP durante as primeiras horas (BARROS et al., 2013).
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No que se refere a avaliagdo da integridade das membranas plasmaética e acrossomal, e
do potencial mitocondrial, sabe-se que a verificacdo simultdnea destes aumenta a acuracia da
analise seminal, estando interligados (BATISSACO et al., 2020). Entdo, foi observado que o
tratamento com 50 uM de acido araquiddnico alterou (p < 0,05) a MP, AC e o MIT em relacéo
aos demais tratamentos (Tabela 3), mostrando que as demais concentragdes de A&cido
araquidénico mantiveram o0s parametros de qualidade estrutural de espermatozoides
criopreservados de caprinos.

Uma provavel causa para os resultados dos tratamentos com 0,5 uM e 5 uM de acido
araquidénico ndo apresentarem uma melhora em relagdo ao controle, pode ser a insuficiente
incorporacdo do acido graxo a membrana espermatica. De acordo com Ejaz et al. (2014), existe
a possibilidade de os acidos graxos serem carreados através da membrana plasmatica, e ao
atravessarem a membrana externa e entrarem no nucleo hidrofébico, estes seriam protonados,
possibilitando-lhes a inclusdo no folheto interno, aumentando as taxas de integridade de
membranas, fato este ndo observado no presente experimento.

Ademais, os resultados inferiores ao utilizar a concentracdo de 50 uM de acido
araquidénico podem estar relacionados a uma possivel dose excessiva do antioxidante, tendo
em vista que acido araquidénico é convertido em prostaglandina E2, por meio da acéo da ciclo-
oxigenase, induzindo o influxo de Ca?* através da membrana espermatica, levando a fusio das
membranas (JOBIM et al., 2009; VIANA, 2018). Ou seja, o influxo de calcio e de bicarbonato
vem sendo relacionado ao aumento do pH, a regulacdo dos niveis de AMPc e hiperpolarizacdo
da membrana plasmatica (NISHIGAKI et al., 2014).

Em relacdo a cinética espermatica avaliada pelo CASA (Tabela 4), observou-se, dentre
0s parametros analisados, que apenas a motilidade total (MT) apresentou diferenca
significativa, no qual o tratamento com 0,5uM de 4acido araquidonico obteve o maior valor
dentre os demais, além de diferir do tratamento com 50uM de acido araquidonico. A
concentracdo de 0,5uM apresentou melhor MT e maiores valores dos demais parametros
cinéticos possivelmente, devido a uma melhor interacdo cooperativa com a gema do ovo,
contribuindo com a protecdo das membranas espermaticas contra a acdo das ROS, mantendo a
producdo de ATP, que é fonte de energia para o batimento flagelar, e favorecendo a motilidade
espermatica.

No tocante a producdo de ROS, é sabido que o estresse celular induz a lipoperoxidacéo
da membrana plasmatica, produzindo o MDA (BARRERA et al., 2018). Logo, foi observado
que a producdo de MDA néo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) entre os tratamentos

(Figura 1), podendo-se inferir que a adi¢do do &cido araquiddnico, um &cido graxo poli-
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insaturado, manteve o sistema redox equilibrado, em niveis necessarios para manter a taxa de
peroxidacao lipidica.

Em relacdo a andlise da concentracdo de glutationa reduzida, observou-se que a
concentracdo de 5 uM de acido araquidénico apresentou maior atividade da enzima GSH,
diferindo estatisticamente (p < 0,05) do controle (Figura 2), mostrando que o &cido
araquiddnico induz as defesas da célula contra os radicais livres que geram danos celulares
mediado pelo superdxido. Ainda ndo se sabe exatamente o mecanismo do GSH na regulagéo
do potencial transmembrana mitocondrial, porém, sabe-se que o GSH tem a capacidade de
melhorar a qualidade seminal, protegendo as pontes dissulfeto e assim, contribuindo para a
manutencdo da estrutura nuclear do espermatozoide (YESTE et al., 2013).

Conclui-se que a suplementacéao de acido araquidonico ao diluidor TRIS-gema manteve
a qualidade morfologica dos espermatozoides caprinos apds a criopreservacdo, alem de

contribuir para melhoria da motilidade total e do potencial enzimético antioxidante.
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AVALIACAO DA SUPLEMENTACAO DO ACIDO OLEICO AO DILUIDOR SOBRE
A VIABILIDADE ESPERMATICA EM SEMEN CAPRINO POS-CONGELAMENTO

Resumo

A fim de otimizar a produtividade da caprinocultura, tém-se utilizado as biotécnicas
reprodutivas, destacando-se a criopreservacao. Com isso, é crescente o interesse por substancias
que possam diminuir o estresse causado por essa técnica e que melhorem as defesas
antioxidantes dos sistemas bioldgicos. Portanto, objetivou-se analisar a aplicacdo de diferentes
concentragdes do acido oleico (0,5 uM, 5 uM e 50 uM) ao diluidor TRIS-gema, sobre a
viabilidade espermatica ap0s a criopreservacao dos espermatozoides caprinos. Para isto,
utilizou-se quatro caprinos da raga Anglo-nubiana, sendo coletadas seis amostras/animal,
usando vagina artificial. Apds analise dos ejaculados, foi feito 0 “pool”, a diluicdo em TRIS-
gema e aliquotagem dos tratamentos. Ent&o, o sémen foi criopreservado, e posteriormente,
realizaram-se as andlises pds-criopreservacdao: avaliagio morfolégica, teste de
termorresisténcia, integridade da membrana plasmatica e acrossomal, potencial mitocondrial,
cinética espermatica pelo CASA, gquantificacdo da lipoperoxidacédo espermatica e dos niveis de
glutationa reduzida (GSH). Verificou-se que as concentracGes de acido oleico preservaram a
qualidade morfoldgica espermatica pos-criopreservacdo, mas ndo foram influenciadoras
durante a termorresisténcia, nem em relacéo a producao do malondialdeido e a concentracao de
GSH. Observou-se que a concentragdo de 50 uM de acido oleico foi prejudicial (p < 0,05) a
integridade acrossomal. Ja os tratamentos com 0,5 e 5 uM melhoraram significativamente (p <
0,05) a motilidade total, diferindo do tratamento com 50 uM de acido oleico. Constatou-se que
a adicdo de &cido oleico ao diluidor preservou a qualidade morfoldgica espermatica e melhorou,
nas concentracoes de 0,5 e 5 uM, a motilidade total do sémen caprino pds-criopreservacao.

Palavras-chave: Antioxidantes, acido oleico, estresse oxidativo, criopreservacao.

Introducéo

Afim de otimizar a eficiéncia reprodutiva da caprinocultura, a criopreservacdo seminal
consolidou-se como uma alternativa, permitindo a conservacdo e multiplicacdo do material
genético de animais geneticamente superiores, além de contribuir para a reducao de custos com
os reprodutores (CAMARA et al.,2019).

Contudo, durante a criopreservacdo, as células espermaticas sao expostas a fatores
estressantes, como as espécies reativas de oxigénio (ROS) (LIEBERMAN et al., 2016). A
vulnerabilidade as ROS é decorréncia da baixa capacidade antioxidante citoplasmatica e do alto
teor de acidos graxos poli-insaturados na membrana celular (DARBANDI et al., 2019). Isto
posto, a presenca elevada das ROS nos espermatozoides resulta em danos irreversiveis,
causando queda na viabilidade espermatica devido a reducdo extracelular de antioxidantes que

protegeriam essa célula da agdo dos radicais livres (VARNER et. al., 2015).
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Além disso, a membrana espermatica é composta por uma grande quantidade de &cidos
graxos, que capacitam 0s espermatozoides a sobreviverem a criopreservacdo (NICHI, 2009;
LUCIO et al., 2017) e auxiliam na hiperativacdo espermatica e nos eventos subsequentes da
fecundacdo (ESPINOSA-CERVANTES; CORDOVA-IZQUIERDO, 2018; TUFARELLI et
al., 2018). Entretanto, a presenca dos éacidos graxos torna a célula um alvo preferencial da
peroxidacao lipidica (LECEWICZ et al., 2018; LONE et al., 2018), sendo mais susceptivel ao
estresse oxidativo devido as duplas ligagdes, insaturacdes, que sdo mais facilmente clivadas
pelas ROS (NICHI et al., 2007). Esse estresse oxidativo causa a perda da integridade estrutural
e funcional das membranas (BANDAY et al., 2017).

Assim sendo, os niveis de antioxidantes que combatem o estresse oxidativo sofrem
reducdo acentuada durante a criopreservacao. Por isso, é crescente o interesse por substancias
que possam combater a alta producdo das ROS e que melhorem as defesas antioxidantes de
sistemas biologicos (CASTELO BRANCO, 2018). De acordo com pesquisas, 0 acido oleico
apresenta melhoria na motilidade (em ovinos) (MARTI et al., 2008), na porcentagem de
integridade da membrana plasmatica, na capacidade antioxidante, e diminuicéo das quantidades
de malondialdeido (HASHEM et al., 2017). Com base no exposto, objetivou-se analisar a
viabilidade espermatica apos aplicagdo de diferentes concentracdes do acido oleico (0,5 uM,
5 uM e 50 uM) junto ao diluidor TRIS-gema, no processo de criopreservacdo dos

espermatozoides caprinos.

Metodologia

Etica em experimentac&o animall

Os procedimentos foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), registrados com o nudmero
643/2020 e certificado (Anexo).
Animais

Foram utilizados quatro caprinos da raca Anglo-nubiana, com 1,5 a 3 anos de idade,
provenientes de uma propriedade localizada no municipio de Brasileira, na regido centro-norte
do Estado do Piaui, com escore de condicdo corporal 4, na escala 1 a 5. Essa raca foi escolhida
devido a sua rusticidade e a 6tima adaptacdo as condicdes bioclimatoldgicas da regido Nordeste.
Previamente, foram realizados exames androldgicos, constatacdo de proles dos reprodutores e
avaliagdo quanto a saude geral. Durante o experimento, os animais foram mantidos em regime

semi-intensivo, com acesso ao pasto durante o dia, contendo capim mombacga (Panicum
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maximum cv. Mombaca), e alojados no aprisco durante a noite, sendo fornecido ao cocho
silagem de milho, racdo de manutencdo contendo 20% de proteina bruta tendo acesso a sal
mineral proprio para espéecie e 4gua a vontade.
Coleta de sémen e avaliagéo inicial

As coletas de sémen foram realizadas uma vez por semana, durante seis semanas
(totalizando 6 ejaculados/animal), com o auxilio de uma fémea em estro, pelo método da vagina
artificial. Em seguida, os ejaculados foram colocados em Banho-maria a 37°C e avaliados
individualmente, quanto a cor, aspecto, volume (mL) e aos demais parametros conforme
recomendacdes do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (motilidade de massa: > 4; vigor
> 3; motilidade espermatica: > 80%; concentragdo > 2 x 10° espermatozoides/mL;
espermatozoides morfologicamente normais: > 80%) (CBRA, 2013). A concentracdo
espermatica foi obtida por meio da camara de Neubauer, na diluicdo de 1:400. Apos essa etapa,
as amostras viaveis dos quatro ejaculados foram misturadas para formacdo de um “pool” por
coleta, sendo novamente avaliados em relacdo a qualidade espermatica.
Diluicio seminal

Posteriormente, foi adicionado o meio diluidor TRIS-gema (3,605¢g de Tris; 2,024g de
acido citrico; 1,488g de frutose; 25mg de gentamicina; 50.000UI de penicilina; 100mL de 4gua
destilada; 20% de gema de ovo e 5% de glicerol, com osmolaridade de 350mOsm/kg e pH 6,8)
ao “pool”, para, finalmente, suplementar com diferentes concentragdes de ACIDO OLEICO
(ACIDO OLEICO, grau reagente ~ 99%, Sigma-Aldrich®, EUA), e avaliar quanto a qualidade
espermatica. As amostras foram divididas nos seguintes tratamentos: Controle (Tris-gema sem
adicdo de acido oleico); Tris-gema + 0,5 uM de &cido oleico; Tris-gema + 5 uM de acido oleico
e Tris-gema + 50 uM de &cido oleico.
Criopreservacao do sémen

Apos diluicdo e fracionamento, as amostras de sémen foram envasadas em palhetas de
0,25mL, a temperatura ambiente, para uma concentracio final de 20 x 10° espermatozoides
viaveis / palheta. Entdo, foram congeladas na maquina TK 3000® (TK Tecnologia em
congelacdo Ltda., Uberaba, Brasil), utilizando curva de resfriamento lenta, tempo de
estabilizacdo a 5°C de 1 hora, e armazenadas. Posteriormente descongelou-se em Banho-maria
a 37°C por 30 segundos para realizacdo das analises pos-criopreservacao.
Avaliacdo morfoldgica

A morfologia foi estimada em cada amostra de sémen descongelado pelo método de
camara Umida. Uma aliquota de 10pL do sémen puro foi adicionada em tubo com 4mL de

citrato de sodio formolado a 4%. Posteriormente, essas aliquotas foram avaliadas,
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contabilizando 200 espermatozoides por meio da observagdo microscépica (1000x), na qual as
alteracbes morfologicas foram agrupadas e o0s espermatozoides classificados em
espermatozoides normais e espermatozoides com defeitos maiores e menores, segundo Bloom
(1973).

Teste de termorreristéncia (TTR)

O teste de termorresisténcia foi realizado de acordo Machado et al. (2018), que consiste
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 & motilidade total
e ao vigor espermatico por meio de microscopia de contraste de fase com placa aquecedora
acoplada, aumento de 400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos.

Avaliacdo da cinética espermatica usando sistema visual Optico integrado

A cinematica espermatica foi avaliada por meio do Computer Assisted Sperm Analysis
(CASA), que consiste em um sistema de microscopia Optica de contraste de fase com
iluminacéo estroboscopica, e uma fase quente a 37°C, uma camera de video e um computador
com o analisador de sémen Classe™ software (Microptics, SL, versdo 3.2.0, Barcelona,
Espanha), no qual foram analisados os parametros: motilidade total (MT - pum/s), motilidade
progressiva (MP - um/s), velocidade curvilinear (VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL
- um/s), velocidade media 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.

Analise da integridade da membrana plasmatica

Foi utilizado o método de coloracdo dupla com Diacetato de carboxifluoresceina (DCF;
Sigma-Aldrich®, USA) e lodeto de propidio (IP; Sigma-Aldrich®, USA), modificado por Coleto
et al. (2002), para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, em que aliquotas de 50uL
de sémen pos descongelado foram diluidas em 150pL de Tris, SuL de DCF e 20uL de IP e
incubadas por 10 minutos a 37°C. Avaliaram-se 200 espermatozoides em microscépio de
epifluorescéncia (400x), usando-se filtro de emissdo DBP 580-630nm e excitacdo DBP
485/20nm. Os espermatozoides foram classificados em membrana intacta quando se
apresentaram corados em verde e com membrana danificada quando corados em vermelho.
Andlise da integridade acrossomal

Para realizacdo deste teste foi utilizado o corante Isotiocianato de fluoresceina
conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, USA), de acordo com a técnica
descrita por Roth et al. (1998). Aliquotas de 20uL. de FITC-PNA foram colocadas sobre

esfregacos de ldminas contendo espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos em
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camara Umida a 4°C, na auséncia de luz. Posteriormente, 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 (4,5mL de glicerol, 0,5mL de PBS, S5mg
de azida sédica e 5mg de p-fenilenodiamina) foram colocados sobre a lamina e cobertos com
laminula. Avaliaram-se 200 espermatozoides por lamina em microscopio de epifluorescéncia
(400x), usando-se filtro de emissao long pass (LP) 515nm e band pass (BP) 450-490nm para
excitacdo. As células espermaticas foram classificadas em espermatozoides com acrossomas
intactos, quando apresentaram a regido acrossomal corada com fluorescéncia verde, ou com
acrossomas reagidos, apresentando uma faixa verde fluorescente na regido equatorial da cabeca
espermatica ou ndo apresentando fluorescéncia verde em toda regido da cabega.
Anélise do potencial de membrana mitocondrial

A anélise do potencial de membrana mitocondrial foi realizada pela utilizagdo de um
fluorocromo cationico lipofilico JC-1 (GUTHRIE; WELCH, 2006). Aliquotas de 50uL de
sémen pos-descongelado foram diluidas em 150uLl de Tris contendo Sul de JC-1 (0,15mM em
DMSO) e incubadas por 10 minutos a 38°C. Entdo, 200 espermatozoides foram avaliados em
microscopio de epifluorescéncia com aumento de 1000x, sob 6leo de imerséo, utilizando o filtro
de emissdo LP 515nm e BP 450-490nm para excitacdo. Os espermatozoides corados em laranja
foram classificados com alto potencial de membrana mitocondrial e aqueles corados em verde
foram classificados com baixo potencial de membrana.
Quantificacéo da lipoperoxidacdo da membrana espermatica

As concentracdes de malondialdeido (MDA), uma das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), foram determinadas de acordo com o método descrito por Ohkawa et
al. (1979), com adaptacbes. Para isso, 400uL de sémen pos-descongelado foram adicionados
a 175uL de 4cido acético a 20% (pH 3,5) e 300uL de acido tiobarbittrico 0,5%. Em seguida, a
mistura foi incubada em Banho-maria por 45 minutos a 100°C e posteriormente resfriada em
banho de gelo durante 15 minutos. Apds esse procedimento, adicionou-se a mistura 25uL de
dodecil sulfato de sodio (SDS) 8,1%, centrifugando por 15 minutos a 12.000 rpm a 25°C.
Transferiram-se 200uL do sobrenadante para placa de 96 pogos, onde foi realizada leitura no
comprimento de onda de 532nm. Uma curva analitica de calibracdo foi preparada utilizando
MDA como padrdo, em concentracfes de 1, 5, 10, 25 e 50nmol/mL. As amostras foram
analisadas em duplicata sendo os resultados expressos em nmol de MDA por mL de amostra.
Método da determinacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A concentragdo de glutationa reduzida foi baseada na reagdo de Ellman (5,5’-ditiobis

(&cido 2-nitrobenzoico), de acordo com algumas modificacdes da técnica descrita por Khan et
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al. (2011). Em um tubo contendo 2mL tampao EDTA, foram adicionados 200uL da amostra.
Apos agitacdo, foi retirado 1mL da mistura e colocado em outro eppendorf com 1mL de TCA
(&cido tricloroacético) a 10%. Entdo, foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida,
foram recolhidos 500uL do sobrenadante ¢ adicionado 1mL de tampao Tris-HCI 0,4M, EDTA,
pH 8,9 ¢ mais 25uL de Ditiobisnitrobenzoato (DTNB) 0,01M. Ap6s 1 minuto de reacdo, foi
feita a leitura em espectrofotdmetro em 412nm. A concentragdo foi expressa em pM/mL. Para
a curva padréo da glutationa foram feitas solucdes de glutationa a 6,66; 13,33; 26,66; 40; 53,33
e 66uM.
Delineamento e Analise estatistica

Os dados foram analisados em delineamento inteiramente casualizado (4 tratamentos e
6 repeti¢des). Inicialmente, as varidveis foram submetidas ao teste de normalidade, sendo
verificado a distribuicdo normal dos dados. Posteriormente, foram calculadas as medias e
desvios-padrdo das variaveis pesquisadas e foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
utilizando-se o procedimento modelos lineares gerais (Proc GLM). Para comparagdo das
médias foi utilizado o teste de Duncan, na probabilidade de 5%. As analises foram executadas
atraveés do programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013).

Resultados

Apos as andlises da morfologia espermatica (Tabela 1), verificou-se que ndo houve

diferenca significativa (p > 0,05) entre o controle e os tratamentos com &cido oleico.

Tabela 1 - Médias e desvios-padrdo da morfologia dos espermatozoides caprinos pds-descongelados apos
suplementacdo do &cido oleico no diluidor

Espermatozoides

Tratamentos Normais Defeitos maiores
(%) (%)

Pool 71.66 +4.23 6.16 + 2.06

Controle 65.83 +4.13 10.00 +£4.14

0.5pM de 67.41% 9.22 9.33+5.27
acido oleico

S pM de 68.33 + 6.80 5.66 + 4.57
acido oleico

50 pM de 70.25 + 6.90 7.25+3.54
acido oleico

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

No que diz respeito aos parametros de motilidade total (%) e vigor (1 - 5) durante o teste

de termorresisténcia (TTR), foi utilizado esquema fatorial 4 x 4 (quatro tratamentos e 4 tempos)
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pelo fato de existir mais de um fator a ser analisado. Constatou-se que ndo houve interacéo
entre os tratamentos e o fator tempo, sendo analisados individualmente. Nesse contexto, ndo
foi observado diferenca estatistica (p > 0,05) entre os tratamentos analisados (Tabela 2) para as

variaveis motilidade e vigor.
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Tabela 2 - Médias e desvios-padrdo da motilidade total e vigor pds-descongelacdo de espermatozoides caprinos ap6s suplementacdo do acido oleico no diluidor, submetidos ao
teste de termorresisténcia (TTR)

0 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos
Tratamentos Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor
(%) (1-5) (%) (1-5) (%) (1-5) (%) (1-5)
Controle 48.33 +7.52 3.00+0.0 38.33+13.29 2.50+0.54 22.50 +13.32 2.00 £0.63 8.33+11.25 0.83+0.75
é%’i%gz/{e?go 48.33+6.83 3.0+0.0 34.16 + 14.97 2.50 +0.54 20.00 +£17.60 1.83+0.75 6.66 + 11.69 0.66 +0.81
éc5idl:)l\/cl>lg?co 50.00 + 5.47 3.16 +0.40 36.66 + 15.05 2.33+0.81 18.33+11.25 1.83+0.75 5.83+7.35 0.83+0.75
éi?dlt;l\(;[l;(e:o 35.83+9.17 2.50+0.54 15.83+12.81 2.00 £0.63 9.16 +£ 10.68 1.33+1.03 2.50+4.18 0.33+0.51

Valores de média com letras minudsculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tempos para motilidade (p < 0,05) pelo teste de DUNCAN.
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Quanto a analise da integridade acrossomal (Tabela 3), observou-se que o tratamento
com 50 uM de &cido oleico diferiu estatisticamente (p < 0,05) dos demais tratamentos. A
integridade da membrana plasmatica e o potencial mitocondrial (Tabela 3) dos espermatozoides
caprinos pos-criopreservacdo ndo foram influenciados estatisticamente (p > 0,05) ao adicionar

de 4cido oleico ao diluidor.

Tabela 3 - Médias e desvios-padrédo da integridade de membrana plasmatica (MP), integridade acrossomal (AC)
e potencial mitocondrial (MIT) dos espermatozoides caprinos pos-descongelados ap6s suplementagdo do acido
oleico no diluidor

Tratamentos MmP AC MIT
(%) (%) (%)
Controle 47.00 + 9.54 5750+ 6.22 2 47.00 +6.57
0,5 pM de 43.16 +13.93 49.16 +10.00° 42.16 + 10.98
acido oleico
S M de 35.16 + 19.63 54.66 +7.76 2 35.33+19.74
acido oleico
50 pM de 4050 +17.27 34.75+11.32" 38.50 + 13.54
acido oleico

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

No que se refere aos parametros cinéticos de espermatozoides caprinos pos-
criopreservados (Tabela 4), observou-se que a motilidade total (MT) dos tratamentos com 0,5
uM ¢ 5 uM de acido oleico apresentaram valores maiores e diferentes estatisticamente do

tratamento com 50 uM de acido oleico.

Tabela 4 - Meédias e desvios-padrdo dos parametros cinéticos (CASA) de espermatozoides caprinos
criopreservados apos suplementacao do &cido oleico no diluidor
Parémetros de 0,5 uM de acido

50 uM de &cido

motilidade Controle oleico 5 uM de é&cido oleico oleico
MT 48,54 + 9,06% 60,10 + 15,272 51,32+ 7,07° 37,56 +9,79°
MP 15,89 £+ 12,11 22,00 + 10,21 17,35+ 9,17 12,30+ 5,19
VCL 64,73 £ 24,68 70,05 £+ 14,48 64,72 £ 15,17 63,80 £ 15,54
VSL 34,46 + 18,19 37,94 + 13,45 36,02 + 16,67 34,12 +12,70
VAP 45,42 + 22,06 49,64 +£ 14,99 46,11 +17,14 43,28 £ 13,16
LIN 51,73+ 7,23 52,95+ 7,85 53,72 £10,91 52,21+ 7,68
STR 74,99 £ 3,77 75,57 +4,34 76,42 £5,75 77,52 £5,91
WOB 68,78 + 6,98 69,81+ 6,71 69,76 + 8,82 67,04 +5,01
ALH 3,16 £ 0,45 3,17+0,28 3,09+0,21 3,17+0,32
BCF 9,89+ 1,17 9,58 +1,08 9,58 +1,19 9,97 +1,10

Valores de média com letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (p < 0,05)
pelo teste de DUNCAN. MP - Motilidade progressiva; VCL - velocidade curvilinea; VSL - velocidade em linha
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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.

A respeito da quantificacdo da lipoperoxidacdo da membrana espermética (MDA), ndo
foi observada diferenca estatistica (p > 0,05) apds suplementar o diluidor com diferentes
concentragdes de acido oleico (Figura 1).

MDA (Acido Oleico)

100
91,26 + 13,94
90,24 + 16,93
95

90
81,68 + 21,33

85
74,68 + 18,56
80

75

Concentracdo de MDA (nmol/mL)

70

65
Controle 0,5 S 50
uM de Acido Oleico

Tratamentos

Figura 1 — Quantificacdo da lipoperoxidacdo da membrana espermatica (MDA) em sémen caprino pés-
criopreservado ap6s suplementacdo do acido oleico no diluidor. MDA: Malondialdeido. Os valores sdo expressos
como média + desvio padrdo (DP). Ndo foram observadas diferencas entre os grupos utilizando Anélise de
Variancia (ANOVA), seguido de DUNCAN como post hoc teste (p < 0,05).

Apos analise da concentragéo de glutationa reduzida (GSH) (Figura 2), observou-se que

os valores de GSH néo diferiram significativamente entre os tratamentos (p > 0,05).
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Figura 2 — Quantificacdo da concentracdo de glutationa reduzida (GSH) em sémen caprino pos-criopreservado
apos suplementacdo do acido oleico no diluidor. Os valores sdo expressos como média * desvio padrdo (DP). Nédo
foram observadas diferencas entre os grupos utilizando Analise de Variancia (ANOVA), seguido de DUNCAN
como post hoc teste (p < 0,05).

Discussao

Este estudo expande o conhecimento sobre os efeitos da suplementagédo do acido oleico
ao diluidor, visando a criopreservacdo de sémen caprino. Informac@es estas, de grande valia,
pois apesar da vasta literatura a respeito da utilizacdo de antioxidantes, sdo escassos 0s estudos
envolvendo acido oleico nesta funcéo na espécie caprina.

Apos a avaliacdo morfoldgica dos espermatozoides pos-criopreservagdo, observou-se
que as concentracOes de acido oleico mantiveram a taxa de espermatozoides normais (Tabela
1) (p > 0,05). Fato este, importante, pois sabe-se que o aumento do percentual de células
espermaticas defeituosas esta, provavelmente, relacionado a alta producdo de ROS (CASTELO
BRANCO, 2018). Também, verificou-se que ndo houve diferenca entre os tratamentos em
relacdo aos defeitos maiores, mantendo valores aceitaveis pelo CBRA para sémen
criopreservado caprino (CBRA, 2013). Possivelmente, a boa qualidade dos reprodutores
selecionados e a realizacdo das coletas fora da estacdo de monta, sem alterac6es hormonais e
bioguimicas (TOAZZA, 2018), contribuiram para manuten¢do da qualidade espermatica, bem
como a presenca do antioxidante no meio, fornecendo um maior substrato para atuacdo das

ROS, protegendo, assim, as células espermaticas.
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Acerca do teste de termorresisténcia, ndo foi observada interacdo (p > 0,05) entre 0s
tratamentos e o fator tempo, sendo assim analisados isoladamente. Logo, ndo houve diferenca
estatistica (p > 0,05) entre as concentracGes de acido oleico para as variaveis motilidade e vigor
durante o TTR (Tabela 2). Entre os tempos testados houve diferenca para os parametros de
motilidade e vigor, verificando a diminuicdo deles com o passar do tempo de anélise. Fato este
jaesperado, em funcdo do esgotamento das reservas energéticas, devido ao metabolismo celular
elevado, provocando o aumento do nimero de espermatozoides mortos, e, consequentemente,
elevacdo na producdo de ROS, mais danos peroxidativos e menor viabilidade espermatica
(BRITO et al., 2017).

Em relacdo a integridade da membrana plasmatica e o potencial mitocondrial dos
espermatozoides caprinos pos-criopreservacdo (Tabela 3), ndo foi observado influéncia (p >
0,05) apds adicdo do acido oleico ao diluidor. Isto sugere que o acido oleico manteve
estatisticamente, o percentual de danos a membrana plasmatica provocados pelas ROS, nédo
interferindo na producéo de ATP intracelular e no potencial mitocondrial.

Castelo Branco (2018) obteve dados semelhantes em relacdo a taxa de integridade da
membrana plasmatica, ao suplementar o diluidor com concentracdes as de 50 uM e 100 uM de
acido oleico na espécie bovina. Contradizendo estes dados, Hashem et al. (2017) observaram
efeitos protetores na viabilidade do espermatozoide ovino e na integridade da membrana
plasmatica apos suplementacdo do diluidor com acido oleico.

No que se refere a analise da integridade acrossomal, foi observado que o tratamento
com 50 uM de é&cido oleico diferiu estatisticamente (p < 0,05) dos demais tratamentos,
indicando que essa concentracdo de acido oleico ndo apresenta o efeito antioxidante esperado,
e sim, efeitos citotoxicos, prejudicando a sobrevivéncia espermatica. Sampaio et al. (2015),
verificaram que as concentragdes de 37 uM e 74 uM de acido oleico-linoleico e B-sitosterol ndo
foram eficazes na preservacdo da integridade da membrana acrossomal e ndo alteraram a
atividade mitocondrial durante a criopreservacédo de espermatozoides bovinos e equinos. Ja foi
especulado que altas concentracfes de antioxidantes podem aumentar, acima do desejado, a
fluidez da membrana plasmatica, fazendo com que os espermatozoides se tornem mais
propensos a danos acrossomais (SHOAE; ZAMIRI, 2008).

Outra importante avaliacdo é a dinamica da motilidade fornecida pelo sistema CASA,
com informacBes Uteis para a determinacdo da qualidade seminal antes e depois da
criopreservacdo (BATISSACO et al., 2020), no qual foi observado que a motilidade total (MT)
dos tratamentos com 0,5 uM e 5 pM de acido oleico apresentaram valores maiores e diferentes

estatisticamente do tratamento com 50 uM de acido oleico (Tabela 4). Hashem et al., (2017)
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também observaram que as concentracfes de 0,5 e 1 mM de &cido oleico aumentaram a
motilidade total, a progressiva e a curvilinea de sémen de carneiro, durante armazenamento a
4°C até 72 horas. Ja Castelo Branco (2018), mostrou que diferentes concentracbes de acido
oleico (50 uM e 100 pM) ndo influenciaram os parametros cinéticos observados no CASA.
Pode ser que essas concentracdes do acido oleico tenham melhorado a MT espermética em
razdo da sua capacidade de sequestrar as ROS, evitando altera¢Bes nas proteinas, lipidios e
acidos nucleicos (MA, 2010), que levariam a danos nas mitocéndrias e, consequentemente,
diminuicdo da motilidade espermaética.

Ja 0 método espectrofotométrico do TBARS, permite a avaliacdo da lipoperoxidacao
através da quantificagdo do malondialdeido (MDA). Nesta analise (Figura 1), ndo foi observada
diferenca estatistica (p > 0,05) em relacdo a producdo de malondialdeido (MDA) entre os
tratamentos analisados, ou seja, 0 acido oleico ndo interferiu na taxa de peroxidacdo lipidica
durante a técnica de criopreservagéo.

Em relacdo a quantificacdo da concentracao de glutationa reduzida (Figura 2), observou-
se que os valores de GSH néo apresentaram diferenca entre os tratamentos (p > 0,05), no
entanto, é relevante que houve um crescimento na atividade da enzima GSH ao adicionar acido
oleico ao diluidor, mostrando que o &cido oleico pode ter contribuido para protecéo das células
ao estimular da acé@o desta enzima, que esté associada a outras enzimas, tais como a glutationa
redutase e a glutationa peroxidase, no mecanismo profilatico as ROS.

Contradizendo os dados encontrados, Castelo Branco (2018), verificou, ap6s a
suplementacdo de 100 uM de acido oleico ao meio diluidor, durante a criopreservagdo com
sémen bovino, um aumento proporcional tanto nos niveis de MDA quanto na atividade de GSH.
Isso leva ao entendimento de que algumas concentracdes podem alterar a composicéo lipidica
do meio e da membrana plasmatica, induzindo a peroxidacao lipidica, e consequente aumento
na producdo de MDA. Fato ndo observado nesta pesquisa, porventura, devido as concentracfes
utilizadas, demonstrando que sdo necessarias mais pesquisas quanto a concentracao ideal destes
antioxidantes e sua possivel utilizacdo para protecdo da membrana dos espermatozoides

caprinos criopreservados.
Concluséao
Conclui-se que a adicdo de &cido oleico ao diluidor preservou a qualidade morfolégica

espermatica apds a criopreservacdo e a suplementacdo de 0,5 e 5 uM de &cido oleico

melhoraram a motilidade total do sémen caprino pos-criopreservado.
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5 CONCLUSAO

Pesquisas envolvendo &cidos graxos com a funcdo antioxidante tém sido bastante
realizadas nos Ultimos anos, tendo em vista seus possiveis beneficios sobre a qualidade seminal
pos-criopreservacao. Assim, estes beneficios precisam ser esclarecidos, principalmente por se
tratar de sémen caprino, com particularidades ja descritas.

Isto posto, os resultados da suplementacdo do diluidor TRIS-gema com acido
araquidénico e &cido oleico validam o potencial antioxidante destes acidos graxos, sendo
indispensavel a realizacdo de mais pesquisas buscando uma avaliacdo precisa da concentracdo
ideal e seus efeitos antioxidantes, com intuito de melhorar a qualidade seminal pés-

criopreservacdo na espécie caprina.
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