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Resumo

SAMPAIO, B.F.B. Adicdo de vitamina C, AA2G, oao-tocoferol e 4&cido
docosahexaenoico ao diluidor de refrigeragdo do sémen equino. 2015. Tese -
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2015.

O objetivo da revisdo de literatura foi abordar os aspectos relacionados a
refrigeracdo, producdo de ROS e o sistema de defesa antioxidante do sémen
equino. O primeiro experimento teve por objetivo avaliar os efeitos da adicdo dos
antioxidantes hidrossoluveis vitamina C (Vit C), acido ascorbico 2-glicosideo (AA2G)
e do antioxidante lipossoluvel a-tocoferol (a-Toh) ao diluidor, isoladamente e em
associacao, sobre as variaveis seminais do espermatozoide equino submetido a
refrigeracdo por 72 horas. Na andlise da peroxidacdo lipidica o grupo controle
apresentou 2.506,2 + 796,4 ng de MDA x 108 espermatozoides, valor que foi
significativamente superior aos grupos tratados com os antioxidantes. Os valores
médios de motilidade e vigor no grupo AA2G foram, respectivamente, 68,4 + 18,1%
e 3,7 = 0,7, significativamente superiores aos descritos no grupo controle que
apresentou 62,1 + 16,2% e 3,4 + 0,7. O segundo experimento avaliou os efeitos da
adicdo do acido docosahexaenoico (DHA) e do antioxidante lipossoluvel a-tocoferol
(a-Toh) ao diluidor, isoladamente e em associacao, sobre as variaveis seminais do
espermatozoide equino submetido a refrigeracdo por 72 horas. Nao foi observada
diferenca significativa na motilidade e vigor entre o grupo controle e 0s grupos
tratados com DHA e a-Toh isoladamente, no entanto, a associacdo dos dois
compostos resultou em diminuicdo dessas varidveis espermaticas. Na analise da
peroxidacéo lipidica o grupo controle apresentou 2.506,2 + 796,4 ng de MDA x 108
espermatozoides, valor que foi significativamente superior aos grupos tratados com
o DHA e com a a-Toh. Com esta tese de doutorado foi possivel concluir que os
antioxidantes testados foram eficazes em proteger a célula espermatica frente a
peroxidacdo lipidica e que o AA2G pode ter uma dupla funcdo, agindo como
antioxidante e como substrato energético para o espermatozoide. Além disso o DHA,
apesar de ser um acido graxo poli-insaturado com alta susceptibilidade a

peroxidacéo, possui um efeito paradoxal no espermatozoide equino, protegendo-o



contra a peroxidacgéo lipidica. Desta forma o AA2G e o DHA se mostram compostos

promissor para o0 uso nas biotécnicas reprodutivas da espécie equina.

Palavras-chave: antioxidantes, espermatozoide, garanhao, lipideos, PUFA



Abstract

SAMPAIO, B.F.B. Addition of vitamin C, AA2G, a-tocopherol and docosahexaenoic
acid to the cooling extender of equine semen. 2015. Tese - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2015.

The objective of this review was to address the issues related to cooling, production
of ROS and the antioxidant defense system of equine semen.

The first experiment aimed to evaluate the effects of adding the water-soluble
antioxidant vitamin C (Vit C), ascorbic acid 2-glucoside (AA2G) and fat-soluble
antioxidant a-tocopherol (a-Toh) to the extender, singly and in combination, on
seminal variables of equine sperm submitted to cooling for 72 hours. In the analysis
of lipid peroxidation the control group had 2506.2 + 796.4 ng of MDA x 108 sperm,
value that was significantly higher than the groups treated with antioxidants. The
average values of motility and vigor in AA2G group were, respectively, 68.4 + 18.1%
and 3.7 = 0.7, significantly higher than those described in the control group with 62.1
+ 16.2% and 3 4 £ 0.7. It was concluded that the antioxidants protected the sperm
cell to lipid peroxidation and the AA2G may have a dual role, acting as an antioxidant
and as an energy substrate for the sperm. The second experiment evaluated the
effects of adding docosahexaenoic acid (DHA) and fat-soluble antioxidant a-
tocopherol (a-Toh) to the extender, singly and in combination, on seminal variables of
equine sperm submitted to cooling for 72 hours. There was no significant difference
in motility and vigor between the control group and the groups treated with DHA and
a-Toh alone, however the association of the two compounds resulted in decreasing
of these sperm variables. The analysis of lipid peroxidation the control group showed
2506.2 + 796.4 ng of MDA x 108 sperm, a value which was significantly higher than
the groups treated with DHA and the a-Toh, showing that DHA, although a
polyunsaturated fatty acid with high susceptibility to peroxidation, exerted an
antioxidant effect, protecting the plasma membrane against the deleterious effects of

oxidative stress.

Keywords: antioxidants, lipids, PUFA, spermatozoa, stallion
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O uso de biotécnicas como a inseminacao artificial (IA) e a transferéncia de
embrides tornou-se rotineiro na industria equina brasileira que, apesar de ter pouco
mais da metade do rebanho dos EUA, é a lider mundial em producéo de embrides
(Alvarenga, 2010). Nessas biotécnicas € comum a utilizacdo do sémen refrigerado.

Devido a alguns entraves observados na IA com sémen congelado, como o
maior custo por prenhez e a baixa resisténcia do espermatozoide equino ao
processo de congelacdo (Murphy et al., 2014), o sémen refrigerado vem sendo
amplamente utilizado nas ultimas décadas. Este método é aceito pela maioria das
associacles de raca e, embora haja um decréscimo da motilidade apds 48 h de
armazenamento a 5°C, ndo ha diferenca para a taxa de prenhez obtida com o
sémen armazenado por 24 h (Shore et al., 1998). O uso do sémen refrigerado tem
como vantagens eliminar o custo com o transporte dos animais, permitir o envio de
uma amostra de sémen previamente analisada, possibilitar o fracionamento do
ejaculado, aumentando o numero de éguas inseminadas por garanhdo (Graham,
2011; Squires et al., 1999).



A exposicdo da célula espermética as baixas temperaturas leva a
modificagfes na organiza¢do da membrana plasmatica (Hammerstedt et al., 1990), o
gue pode causar o choque térmico pelo frio, resultando em queda da motilidade
espermatica (Moran et al., 1992).

A presenca de &cidos graxos poli-insaturados (poliunsaturated fatty acids —
PUFA) na membrana favorece a sua fluidez e pode beneficiar a célula durante a
refrigeracdo (Darnell et al., 1990). Porém, o alto contetdo de PUFAs na membrana
plasmatica (MP) do espermatozoide torna-o vulneravel as mudancas peroxidativas.

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (reactive oxigen species - ROS) é
consequéncia do metabolismo oxidativo. Na maioria das espécies, a queda da
fertilidade estd associada ao estresse oxidativo (EO) que ocorre durante a
estocagem seminal, mesmo a baixas temperaturas. Essa diminuigdo da temperatura,
por sua vez, visa a reducédo do metabolismo e, com isso, 0 aumento da longevidade
espermatica (Maxwell e Stojanov, 1996).

Tentando reduzir as injurias provocadas pelas ROS, pesquisadores buscam
formas de manter o equilibrio da composi¢cdo do meio diluidor em que se encontram
0s espermatozoides através da adicdo de substancias antioxidantes. Alguns testes
foram realizados com vitamina C, catalase (Aurich et al., 1997; Ball et al., 2001),
vitamina E, trolox (analogo hidrossoluvel da vitamina E), albumina sérica bovina (Ball
et al., 2001), superoxido dismutase, glutationa reduzida (Baumber et al., 2005), acido
ascorbico 2-glicosideo (AA2G), que é uma forma mais estavel do ascorbato
(Yoshimoto et al., 2008; Jenkins et al., 2011), hipotaurina e cisteina (Memon et al.,
2012).

A associacao entre PUFAs e antioxidantes parece ser uma opc¢ao viavel para
aumentar a fluidez da membrana plasmatica, com a concomitante protecdo ao
ataque das ROS as duplas ligacbes desses lipideos. Assim, a presente revisédo
aborda os fatores relacionados a refrigeracdo e adicdo de antioxidantes ao meio

diluidor do sémen equino.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Refrigeracdo do Sémen Equino



A 1A com sémen refrigerado é uma das técnicas mais usadas na rotina
reprodutiva da espécie equina, e o Brasil é o segundo pais no mundo que mais
utiliza essa biotecnologia (Papa et al., 2005). Apesar dos beneficios obtidos com o
uso do sémen refrigerado, alguns garanhdes nao apresentam bons resultados de
fertlidade com a utlizacdo dessa técnica, sendo classificados como “maus
resfriadores” (Brinsko et al., 2000).

Um dos fatores que interfere no sucesso das biotécnicas de conservacao
espermatica é a propor¢dao molar de colesterol em relacdo a de fosfolipideos (FFL)
da MP, que nos equinos é de 0,36, valor intermediario aos encontrados em suinos,
de 0,26 e bovinos 0,45 (Parks e Lynch, 1992). O colesterol possui um efeito
estabilizador na MP e reduz a temperatura na qual os FFL passam pela transicao de
fase, ou seja, do estado liquido cristalino para o estado gel (Graham e Foote, 1987;
Kirk et al., 2001). A composicéo lipidica do espermatozoide apresenta diferenca
entre individuos da mesma espécie, o0 que pode explicar a variacdo do
comportamento desta célula frente a refrigeracdo, além disso, o aumento da
proporcao colesterol:FFL confere maior resisténcia ao espermatozoide refrigerado
(Hartwig et al., 2014).

O plasma seminal também pode alterar a resisténcia espermatica ao
resfriamento. Altas concentracbes de plasma seminal podem ser deletérias ao
sémen resfriado, no entanto, a remocéo total do plasma nao resulta em maior
longevidade seminal (Jasko et al., 1992), embora possa contribuir para a
estabilizacdo da membrana e mostrar-se benéfica para garanhfes subférteis
(Barrier-Battut et al., 2013). A manutencdo de uma pequena fracdo (5 a 20%) do
plasma seminal parece proteger a célula espermatica contra os danos provocados
pelas ROS, e sua funcdo antioxidante pode ser ampliada pela interacdo com os
componentes do diluidor (Kankofer et al., 2005).

A diluicdo do sémen visa proporcionar um ambiente favoravel para o
armazenamento e transporte, evitando a proliferacdo de microrganismos nocivos,
aumentando a longevidade espermatica, fornecendo nutrientes e eletrdlitos,
protegendo contra as substancias toxicas produzidas durante o armazenamento e
diminuindo as alteracbes espermaticas causadas pela reducdo da temperatura
(Pickett e Amann, 1987). Visto que o excesso de plasma seminal é deletério ao
espermatozoide equino, a concentragdo final apés o acréscimo do diluidor deve

estar entre 25 a 50 milhdes de espermatozoides/mL. Amostras com concentragéo



superior a 50 milhdes de espermatozoides/mL apresentam reducdo da motilidade
progressiva (Varner et al., 1987).

De forma geral, os contéineres comerciais para transporte de sémen equino
sdo fabricados para conservar a temperatura a 15°C por até 24 h ou a 5°C por no
maximo 48 h. Os garanhdes devem ter o sémen submetido a testes em ambas as
temperaturas, visto que alguns animais apresentam fertilidade superior quando
estocado a 15°C, enquanto para outros a temperatura de 5°C se mostra mais
eficiente (Batellier et al., 2001). Além das diferencas individuais, algumas racas,
como o0 Mangalarga Marchador, podem demonstrar maior sensibilidade a
refrigeracdo (Farras et al., 2014).

Para reduzir os efeitos nocivos causados pelo choque térmico pelo frio, o
sémen deve ser submetido a uma taxa de resfriamento que minimize esse estresse.
Dentre as lesbes que o resfriamento pode causar estdo a queda da motilidade
espermatica, movimento anormal do espermatozoide e lesdo das membranas e de
outros componentes celulares (Aurich, 2005).

A faixa de temperatura em que o espermatozoide se torna mais sensivel
durante o processo de refrigeracao esta entre 19 e 8°C. Nesse intervalo a curva de
refrigeracdo deve ser lenta, buscando causar menos danos a MP (Moran et al.,
1992). Curvas de resfriamento mais rapidas que -0,9°C/min (Varner et al., 1988) e
mais lentas que -0,05°C/min (Douglas-Hamilton et al., 1984) prejudicam a motilidade
espermatica. Kayser et al. (1992) ndo encontraram diferenca significativa entre as
taxas de refrigeracao de -0,05 e -0,012°C/min, mas a taxa de -0,3°C/min resultou em
gueda de motilidade e prejuizo na cinética espermatica. A taxa de refrigeracéo lenta
parece proporcionar mais tempo para a reorganizacdo dos lipideos da membrana
plasmatica, desta forma, os autores recomendam uma taxa de refrigeracdo de
0,05°C/min entre as temperaturas de 19 e 8°C (Squires et al., 1999). Os fabricantes
de contéineres de transporte do sémen equino refrigerado buscam respeitar essas
taxas de refrigeracdo (Farras et al., 2008), que podem ser encontradas tanto em
equipamentos que necessitam de alto investimento, como naqueles de menor custo
e maior simplicidade (Nunes et al., 2008).

Os reprodutores da espécie equina sdo escolhidos principalmente pelos
resultados obtidos em competices, 0 que pode acarretar na disseminacdo de
material genético de animais que nao apresentam bom desempenho reprodutivo.

Com isso, ha o surgimento de algumas estratégias para melhorar os resultados dos



garanhdes “maus refrigeradores”, como a suplementacéo, tanto in vivo quanto in
vitro, com lipideos e antioxidantes (Brinsko et al., 2005; Cocchia et al., 2011; Contri
et al., 2011; Hartwig et al.,, 2014), buscando modificar a composicdo da MP do
espermatozoide e/ou proporcionar um ambiente menos propenso ao EO, resultando

em maior resisténcia as baixas temperaturas.

2.2 Membrana Plasmatica

A MP é a estrutura que define os limites celulares e se apresenta na forma de
um mosaico fluido, composto por lipideos e proteinas que sdo organizados através
de forcas ndo covalentes de caracteristicas hidrofilicas ou hidrofébicas (Singer e
Nicolson, 1972). As principais classes lipidicas que fazem parte da membrana s&o
os FFL, glicolipideos e o colesterol. Essas moléculas arranjam-se formando uma
dupla camada que ndo possui geometria fixa, demonstrando ser uma estrutura
dotada de fluidez (Quinn, 1989), com espessura média de 50 A e caracteristica
semipermeavel (Mclintosh, 1999). Devido a esse perfil, os componentes da
membrana podem se movimentar lateralmente com certa liberdade no mesmo
folheto, porém, alguns fatores podem interferir em sua organizacéao lipidica, como o
citoesqueleto (Quinn, 1989) ou, no caso da célula espermatica, fendmenos
fisiolégicos como a capacitacdo espermatica e a reacdo do acrossomo (Flesch e
Gadella, 2000).

Durante a vida do espermatozoide ocorrem mudancas tanto na forma quanto
na composicdo da MP. Durante o transito epididimario ocorre a maturacédo da célula
espermatica em que, além de modificacGes estruturais, como a translocacao e perda
da gota citoplasmatica, ocorre também a modificacdo da composicao lipidica e
proteica das membranas (Varner e Johnson, 2007).

Os componentes mais abundantes na bicamada lipidica sdo os FFL que
possuem um grupamento polar (hidrofilico) composto por um aminoéacido, um fosfato
e um glicerol ligado a dois &cidos graxos (AG), formando uma cauda dupla de
hidrocarbonetos de caracteristica hidrofébica (Quinn, 1989). Por esse motivo, 0s
lipideos agregam-se direcionando as caudas para o interior da bicamada, deixando
a regido polar voltada para os meios extracelular e citosolico (Singer e Nicolson,
1972).



As espécies de FFL diferem entre si tanto na composicdo da cabeca polar
guanto no tipo de AG que compde a porcdo apolar. O FFL mais encontrado na MP é
aquele que possui a amina colina ligada ao grupo fosfato — fosfatidilcolina, mas a
célula espermética também possui fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol e esfingomielina em sua composi¢cao (Parks e Linch, 1992). As
moléculas maiores, em sua maioria, localizam-se no folheto externo da bicamada
lipidica, dando o aspecto convexo a MP, enquanto que a fosfatidilserina e a
fostatidiletanolamina tém predilecdo pelo folheto interno (Martin e Pagano, 1987). A
esfingomielina, por sua vez, tem menor atragcdo por outro FFL, mostrando afinidade
pelas proteinas da MP (Quinn, 1989).

As proteinas representam cerca de 50% do peso da MP e sdo denominadas
de integrais quando essenciais para a estrutura da MP, podendo funcionar também
COmo canais ou receptores para outras moléculas, ou de periféricas quando estéo
associadas a membrana, mas podem ser facilmente removidas (Amann e Graham,
2011).

Tanto a porcdo polar dos FFL quanto as proteinas podem se apresentar
ligadas a carboidratos, o que aumenta a complexidade dos receptores celulares e,
por apresentar carga negativa, favorece a interacdo com outras proteinas presentes
no plasma seminal (Hammerstedt et al., 1990). A composicdo do glicocalix pode
modificar-se de acordo com as caracteristicas do meio onde o espermatozoide se
encontra (Amann e Graham, 2011).

Quando a cauda dos FFL é formada por dois acidos graxos saturados, tende
a proporcionar maior rigidez e organizacdo a MP. Uma maior flexibilidade pode ser
obtida quando a cauda do FFL possui um acido graxo monoinsaturado
(monounsaturated fatty acid - MUFA) ou um PUFA (Stillwell e Wassall, 2003).

Os lipideos da membrana podem apresentar trés tipos de organizacdo a
temperatura fisioldgica: 1) bicamada lipidica no estado liquido cristalino; 2) bicamada
lipidica em estado gel e, 3) fase hexagonal tipo Il, considerada uma camada simples
(Quinn, 1989). Os FFL com AG saturados em sua composicdo apresentam a
transicdo de fase em temperaturas mais elevadas, no entanto, a presenca de uma
insaturacdo na cauda hidrocarbonada de um dos AG diminui a temperatura da
transicdo de fase (Chapman et al., 1967). O fato de ndo haver uma distribuicédo
organizada desses FFL faz com que a membrana se apresente, na maior parte de

sua extensao, na forma liquida cristalina a temperatura fisiolégica (Quinn, 1989).



A membrana do espermatozoide possui pelo menos trés areas com
caracteristicas conformacionais especificas, que se encontram na regido do colo, no
annulus e longitudinalmente a peca principal. A regido pds-acrossomal também é
uma regido mais estavel, visto que se mostra menos susceptivel a vesiculacdes
guando ocorre a reac¢ao do acrossomo (Amann e Graham, 2011).

O colesterol € de grande importancia para a estabilizacdo da MP do
espermatozoide (Mocé et al., 2010). Encontra-se entre as caudas dos FFL que
compdem a bicamada lipidica e reduz a formacdo da fase hexagonal do tipo Il por
FFL através de seu efeito condensador, diminuindo a area ocupada por moléculas
que apresentam essa tendéncia, como a fosfatidiletanolamina. Além disso, o
colesterol apresenta maior afinidade pelos fosfolipideos que contém AG saturados e
menor afinidade por aqueles insaturados (Wassal e Stillwell, 2008). Essa predilecéo
forma dominios na MP, denominados de rafts, responsaveis por modular alguns
eventos celulares, e fazer interacdo entre proteinas e lipideos (Pike, 2006). O
colesterol pode ser encontrado em altas concentracoes na membrana plasméatica
com valores superiores a 25 mol%, porém, nas membranas de organelas
citoplasmaticas como as mitocondrias essa concentracao pode ser inferior a 5 mol%
(MclIntosh, 1999).

2.3 Metabolismo Espermatico

Durante a espermatogénese ha a perda de varias organelas e de grande
parte do citoplasma, mantendo as estruturas necessarias para a motilidade e a
interagcdo com o gameta feminino. Ocorre, também, o remodelamento da cromatina
nos estagios finais da espermiogénese, que da o formato caracteristico da cabeca
do espermatozoide, fazendo dele uma célula altamente especializada, com a funcéo
de fecundar o ovécito (Varner e Johnson, 2007).

A motilidade auxilia o espermatozoide no transito pelo trato genital feminino, e
€ essencial para que esta célula se desprenda das criptas do epitélio do istmo do
oviduto, atinja o local de fecundacdo e penetre a zona pelucida. O movimento
flagelar € gerado pela enzima dineina ATPase, que desfosforila a molécula de ATP e
atua sobre os pares de microtibulos externos do axonema, causando a

movimentacgdo caracteristica da cauda do espermatozoide (Turner, 2003).



Para a geracdo de ATP o espermatozoide utiliza as vias glicolitica e da
fosforilacdo oxidativa (OXIPHOS - Volpe et al.,, 2009). O fato de a célula
espermatica ter poucas organelas faz com que 90% de sua fonte de energia venha
do meio extracelular. O espermatozoide consegue metabolizar monossacarideos
como glicose e frutose, apesar de o espermatozoide equino usar a frutose de forma
limitada. Outros carboidratos mais complexos ndo sao utilizados como fonte de
energia. Além disso, alguns AG e aminoacidos podem ser metabolizados para a
geracdo de ATP (Amann e Graham, 2011).

Os glicidios podem atravessar a MP de forma passiva, porém esse
mecanismo € lento e pouco eficaz. Algumas proteinas conhecidas como
transportadoras de glicose (glucose transporters — GLUT) facilitam a interiorizacéo
de hexoses, sem a necessidade de gasto energético. Ja foram descritos 14 tipos de
GLUT, divididas nas classes |, Il e Ill, e, além de estarem relacionadas com a
motilidade espermatica, participam de outros eventos que necessitam de energia,
como a capacitacdo e a reacdo do acrossomo (Bucci et al., 2011). Nos equinos
foram descritas GLUT-1, 2, 3, 4 e 5 (Varner et al., 2014).

As mitocOndrias sdo a principal fonte de ATP e, no espermatozoide,
encontram-se na peca intermediaria (Pefia et al., 2009), em uma disposicéo
espiralada, apresentando aproximadamente 50 giros (Amann e Graham, 2011). A
mitocondria possui duas membranas: a membrana mitocondrial interna e a
membrana mitocondrial externa, havendo um pequeno espaco entre elas. De todo o
ATP gerado, cerca de 60% ¢€ utilizado como energia para forca motriz, enquanto que
0 restante é usado nos processos de fosforilacdo e desfosforilacdo dos substratos
(Hammerstedt et al., 1988).

As vias da OXIPHOS e da glicélise ocorrem em subcompartimentos distintos.
Enquanto a OXIPHOS ocorre nas cristas da membrana mitocondrial interna, a
glicélise ocorre nas fibras externas densas do flagelo, que apresentam uma série de
enzimas glicoliticas (Ferramosca e Zara, 2014). Mesmo tendo a possibilidade de
utilizar tanto o metabolismo anaerébio quanto o aerdbio, 0 espermatozoide equino
tem maior predilecdo pela utilizacdo da via aerébia (Varner et al., 2014), que € mais
eficaz quanto a quantidade de ATP gerado (Storey, 2008), mas também produz uma
série de metabdlitos que resultam na peroxidacdo da MP se o sistema antioxidante

nao for capaz de neutralizar esse efeito (Varner et al., 2014).



Para que seja utilizada pelo espermatozoide, a glicose deve ser fosforilada
pela enzima fosfohexoisomerase, transformando-se em glicose 6-fosfato (G-6P). A
G-6P entra no metabolismo glicolitico gerando piruvato e duas moléculas de ATP. O
piruvato pode ser convertido em lactato extracelular ou pode participar do ciclo de
Krebs, fazendo o uso da via da OXIPHOS, que também resulta na producdo de
lactato, mas gera 36 moléculas de ATP, além da formacdo da molécula de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH — Pefia et al., 2009). A NADPH
participa da geracdo da primeira ROS, através da doacdo de um elétron para o
complexo | da matriz mitocondrial. Esse elétron percorre os complexos Il, 1l e 1V,
sendo transferido para uma molécula de Oz, gerando o anion superéxido (O2) com
oxidagdo da NADPH, transformando-a em NADP e protons de hidrogénio (H*). O H*
gerado é aproveitado pela enzima ATP sintase (complexo V) da matriz mitocondrial,
gerando ATP (Green et al., 2004; Ferramosca e Zara, 2014).

2.4 Plasma Seminal

O plasma seminal é composto por uma mistura complexa de secrecdes
provenientes dos testiculos, epididimos e das glandulas acessorias e, na espécie
equina, o espermatozoide vem diluido em grande volume deste liquido (Jobim et al.,
2005). Possui uma série de compostos organicos e inorganicos em seu meio,
porém, ainda ndo se sabe a completa composicdo nem todas as funcbes das
substancias nele encontradas. Age, por exemplo, como um meio protetor, evitando a
ligacdo de neutrofilos as células espermaticas viaveis através de algumas proteinas
e proteases (Troedsson et al., 2005), atua, também, como bactericida, neutraliza
alguns metabdlitos espermaticos e fornece suporte nutricional ao espermatozoide no
trato genital feminino (Pesch et al., 2006). E responsavel pela modulacdo de alguns
fenbmenos, como a resposta inflamatéria do trato genital feminino frente ao
ejaculado (Troedsson et al., 2005) e capacitacdo espermatica (Elzanaty et al., 2002;
Pesch et al., 2006)

Existe uma alta concentracdo de proteinas no plasma seminal incluindo
enzimas, hormonios, fatores de crescimento, fatores de ligacdo e imunoglobulinas
(Frazer e Bucci, 1996). As proteinas mais abundantes no plasma seminal sdo as

denominadas HSP-1 e HSP-2 (horse seminal protein), representando até 80% do
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total das proteinas encontradas no plasma seminal de equinos e que tém como
caracteristica a capacidade de ligacdo a heparina (Ekhlasi-Hundrieser et al., 2005).
Porém, existe variacao individual entre os componentes do plasma seminal e essa
diferenca pode comprometer a fertilidade do garanh&o, principalmente quando
submetido as biotécnicas de conservacédo seminal (Aurich et al., 1997).

Um estudo utilizando eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida
buscou correlacionar proteinas seminais com a fertilidade de garanhfes. Foram
descritas 18 proteinas, sendo que 14 delas eram comuns a todos os garanhdes. Foi
encontrada correlacdo (r = 0,706; p < 0,05) entre a proteina HSP-1 e fertilidade, por
outro lado, as proteinas HSP-2, HSP-3 e HSP-4 correlacionaram-se negativamente
com fertilidade (r = - 0,762; - 0,730 e - 0,775, respectivamente; p < 0,05; Brandon et
al., 1999).

O mesmo tipo de andlise foi utilizado para verificar a correlagdo das
proteinas do plasma seminal e a resposta a congelabilidade em garanhdes. Foram
identificados 25 tipos de proteinas, e, da mesma forma, nem todos os animais
apresentavam todas as proteinas encontradas. Os garanhfes que possuiam boa
resisténcia a congelacdo mostraram maiores quantidades das proteinas CRISP-3 e
SP-2, e 0s autores concluiram que essas proteinas podem servir como marcadores
para a resisténcia seminal frente a criopreservacao (Jobim et al., 2011).

Outros componentes presentes no plasma seminal com grande variacédo
individual sdo os macro e microelementos. S&o encontrados no plasma seminal de
garanhdes: sodio, potassio, calcio, magnésio, fosforo, cloro, cobre, ferro e zinco.
Alguns desses componentes sdo de grande importancia como, por exemplo, o cloro,
visto que varios outros cations correlacionam-se com esse anion (Pesch et al.,
2006), o célcio, que quando encontrado na forma livre e ionizada pode induzir a
reacdo do acrossoma (Yanagimachi e Usui, 1974) e zinco e cobre, que Ssao
encontrados em enzimas como a Cu-Zn-superoxido dismutase, a qual por sua vez,
esta envolvida com a protecao antioxidante (Pesch et al., 2006).

Além da superdxido dismutase existem outras substancias no plasma
seminal envolvidas com a neutralizagdo de radicais livres, tais como catalase e
glutationa peroxidase, vitamina C, vitamina E, glutationa, coenzima Q, taurina,

hipotaurina e piruvato (Ball, 2008).

2.5 Efeito da Refrigeracdo na Célula Espermatica
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2.5.1. Comportamento da membrana plasmética frente a refrigeracao

Com a diminuicdo da temperatura ocorre a desaceleracdo da movimentacao
lateral dos lipideos no folheto da MP, devido a forca de atracao de van der Walls que
deixa os AG mais proximos, iniciando, assim, a transicdo de fase entre o estado
liquido cristalino e o estado gel (Graham, 2011).

Quando a célula espermética é exposta a refrigeracdo e atinge a temperatura
de 19°C, os lipideos que apresentam a transicdo de fase com temperaturas mais
altas comecam a mudar de estado fisico. Aqueles FFL que tém como caracteristica
uma menor afinidade pelo arranjo em dupla camada lipidica e, consequentemente
associam-se com proteinas, aproximam-se, podendo alterar sua apresentacao,
resultando em modificacbes da capacidade funcional da MP. Essas associa¢cfes
lipoproteicas vao agregando cada vez mais lipideos conforme a temperatura diminui,
finalizando com toda a MP em estado gel a temperatura de 8°C (Hammerstedt et al.,
1990).

Nessa faixa de temperatura, o espermatozoide torna-se mais susceptivel ao
choque térmico pelo frio, podendo resultar na ruptura da membrana, perda de
lipideos para o meio extracelular, movimento circular e perda de motilidade
(Douglas-Hamilton et al., 1984).

A composicao da MP determina a temperatura da transicdo de fase (Darnell
et al., 1990), ou seja, uma maior quantidade de PUFAs mantém esta estrutura no
estado liquido-cristalino em temperaturas mais baixas em relacdo as membranas
com conformacdo mais rigida. A adicdo de lipideos no diluente promove a
incorporacdo destes na membrana (Nasiri et al., 2012; Towhidi e Parks, 2012) e

pode melhorar as variaveis seminais ap0s a incubacéo (Takahashi et al., 2012).

2.5.2. Efeito da refrigeracdo no metabolismo espermaético

Logo apos a ejaculacdo, o espermatozoide apresenta 100% de sua
capacidade metabolica. A temperatura ambiente, ndo ha grandes diminuicdes dessa
taxa metabolica. Consequentemente, se o sémen nédo for submetido a refrigeracéo,
ocorre a acidificacdo do meio devido a producéo de acido latico e/ou CO, e aumento
da peroxidacado lipidica, reduzindo, entdo, sua longevidade (Amann e Graham,
2011).
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Ha uma diminuicdo metabdlica de 50% a cada 10°C de reducédo da
temperatura, isso significa que o sémen mantido a 15°C utiliza cerca de 25% da sua
capacidade metabdlica, enquanto a conservacdo a 5°C reduz este gasto a
aproximadamente 8% (Squires et al., 1999). Porém, ocorre também a diminuicao da
atividade dos componentes da MP, como, por exemplo, as proteinas estruturais, o
gue pode promover a entrada deficiente de nutrientes ou remocéo inadequada de
produtos téxicos do interior da célula, principalmente se a mesma for mantida entre
as temperaturas de 0 e 2°C, resultando em perda da motilidade e viabilidade (Moran
et al., 1992; Graham, 2011).

O armazenamento por longos periodos, mesmo com a diminuicdo do
metabolismo, leva a uma maior geracédo de ROS e, sem uma protecao adequada de
antioxidantes extracelulares, pode resultar em lesdes oxidativas irreversiveis, como
danos a integridade do DNA e a funcionalidade do espermatozoide (Varner et al.,
2014). Baseado nisso, a busca de um antioxidante eficaz se faz necesséaria para

proteger os espermatozoides frente aos efeitos nocivos do EO (Varner et al., 2014).

2.6 Radicais Livres

Radicais livres sdo substancias altamente reativas e instaveis que, por
apresentarem um ou mais elétrons desemparelhados na dltima camada, tendem a
se ligar a outro elétron buscando alcancar a estabilidade. As reacGes envolvidas sao
do tipo oxirreducdo, ou seja, ao doar um elétron o composto torna-se oxidado e
recebendo um elétron torna-se reduzido (Ferreira e Matsubara, 1997).

A geracao de radicais livres tem inicio através do metabolismo oxidativo que
acontece nas mitocondrias. No processo de geracdo de energia pode ocorrer a
perda de prétons, que serdo usados para a producdo de ROS ou espécies reativas
de nitrogénio (reactive nitrogen species — RNS). Além dos radicais livres, outras
substancias reativas também podem ser formadas que, por ndo terem elétrons
desemparelhados na ultima camada, ndo sdo considerados radicais livres (Silva,
2006).

Diversas estruturas subcelulares, como proteinas e lipideos da membrana,
podem servir como substrato para producédo de radicais livres, que, apesar de terem
meia vida curta, apresentam efeitos deletérios sobre mecanismos celulares,

podendo resultar em lesdo e morte da célula (Souza e Ferreira, 2007).
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2.7 Espécies Reativas de Oxigénio

As ROS séo todos os radicais e nao radicais derivados do oxigénio. Essas
substancias participam de algumas func¢des fisioldgicas do espermatozoide, como,
por exemplo, a capacitacdo espermatica, a reacdo do acrossomo e a interacdo entre
0 espermatozoide e o ovocito (Burnaugh et al., 2007), mas, quando ultrapassam o
limiar de neutralizagdo do sistema antioxidante, no EO, causam diminuicdo de
motilidade e da viabilidade espermética (Aitken et al., 2014; Varner et al., 2014).

Em humanos, o EO esté entre as principais causas de infertilidade (Agarwal
et al., 2014; Aitken et al., 2014), porém em equinos foi encontrada uma correlacdo
negativa entre fertilidade e a porcentagem de células vivas sem dano oxidativo. Gibb
et al. (2014) compararam dois grupos de éguas cobertas por garanhdes Puro
Sangue Inglés, sendo o primeiro grupo composto pelas gestantes apos 14 dias da
cobertura e o segundo grupo pelas que ndo conceberam. O sémen que resultou em
prenhez, e consequentemente considerado de maior fertilidade, apresentou maior
guantidade de danos celulares induzidos por ROS e menor viabilidade espermatica.
Os autores concluiram que as ROS, em niveis subclinicos, parecem ser benéficas
ao espermatozoide, mas que a presenca de antioxidantes no sémen também é
necessaria para evitar a producao excessiva do anion superoxido.

Apesar da relacdo entre a producdo de ROS e a fertilidade ainda ndo estar
totalmente elucidada, nos casos em que a célula espermatica € submetida ao
armazenamento, a presenca das ROS resulta em danos oxidativos irreversiveis,
lesdo de DNA e diminuicdo da funcionalidade espermatica devido a reducao
extracelular de antioxidantes para a protecdo contra os radicais livres e aldeidos
lipidicos (Varner et al., 2014).

Normalmente, o metabolismo aerdbio se da em quatro etapas e, em cada
uma delas, ha a reducédo de um elétron. Essas reacdes iniciam com o Oz recebendo
um elétron, transformando-se no anion superéxido (O2’) e terminam com a producao
de H>O (Figura 1; Nordberg e Arnér, 2001).
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Figura 1. Etapas do processo de redugdo do oxigénio no metabolismo oxidativo,
com a geracdo das ROS anion superéxido (O2), peroxido de hidrogénio (H202) e
radical hidroxila (OH"), resultando na producdo de agua (H20). Fonte: Nordberg e
Arnér (2001)

2.7.1 Anion superoxido

O O2 é o primeiro radical livre formado pelo metabolismo oxidativo. Possui
meia-vida curta, sendo rapidamente dismutado em peréxido de hidrogénio (H202 —
Burnaugh et al., 2007). Este anion possui pouca permeabilidade frente as
membranas, tornando-se lesivo apenas no compartimento onde € produzido.

No espermatozoide, a producéo de O deriva de uma enzima dependente de
célcio do tipo NADPH oxidase especifica dessa célula chamada NOX5 que, além de
estar presente na mitocondria, também pode ser encontrada na membrana
plasmatica, com grandes concentracbes dessa enzima na regido acrossomal
(Sabeur e Ball, 2007).

A producdo de O se da através da seguinte reacdo quimica (Nordberg e
Arnér, 2001):

NADPH oxidase
NADPH + 20, > NADP* + H" + 20,

2.7.2. Peroxido de hidrogénio

O H202 é uma molécula mais estavel que o Oy, além de ser um composto
mais permeavel, passando pelas membranas com maior facilidade (Baumber et al.,
2000). Este fato se mostra importante, pois significa que essa ROS nao se limita a
permanecer no compartimento onde foi produzida.

Por ndo possuir nenhum elétron desemparelhado, o H20, ndo € classificado

como um radical livre, porém possui grande reatividade, podendo causar danos a
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célula espermética. No espermatozoide equino, 0 estresse oxidativo causado por
essa ROS esta relacionado com a diminuicdo da motilidade e aumento da
fragmentacao do DNA (Baumber et al., 2003).

Para a geracdo de H>O2 é necesséria a acdo da enzima superdxido
dismutase (SOD), que catalisa a reagcdo quimica envolvendo o Oz e H*, gerando
H20 e O2 (Nordberg e Arnér, 2001; Silva, 2006).

SOD
207 + 2H" ——> H,0; + O,

Outra forma de gerar H>O, é através da reducdo espontanea do radical
hidroperoxil (HO2). O HO> é a forma protonada do radical superoxido e possui uma
acdo oxidante mais forte, atacando prontamente os PUFAs (Bielski et al., 1983).
Subcompartimentos celulares com maior concentracdo de protons, como 0 espaco
entre as membranas mitocondriais, favorecem a formacdo dessa ROS. A conversao

do HO2 em H20: se da conforme a seguinte reacao (Silva, 2006):

HO, + HY ——> H,O-

Além de afetar a célula esperméatica diretamente, o H>O, atua também na
formacé&o de outros compostos reativos como o acido hipocloroso (HOCI) e o radical
hidroxila (OH"; Nordberg e Arnér, 2001). O HOCI é produzido, em sua maior parte,
por neutroéfilos, sob a acdo da enzima mieloperoxidase que, por sua vez, € ativada
pelo complexo NADPH. A acdo do HOCI sobre os espermatozoides pode ser
observada em casos de inflamacéo do trato genital masculino (LeBiq et al., 2005),
atacando as duplas ligacdes dos acidos graxos insaturados ligados aos fosfolipideos
da membrana (Arnhold et al., 2001; Arnhold et al., 2002).

2.7.3. Radical hidroxila

O OH- é considerado a ROS mais lesiva aos sistemas biolégicos devido ao
seu alto poder de reatividade (Betteridge, 2000). E formado a partir do H2O; através
da reacdo de Fenton, que é catalisada por ions metalicos como Fe?* ou Cu*

geralmente ligados a proteinas ou outras moléculas (Nordberg e Arnér, 2001).



16

H,O, + Fe?* | Cu* ———> Fe®' / Cu?* + OH + OH"

A reacdo descrita por Haber e Weiss (1932) também pode acarretar na
formacé&o do radical hidroxila:

HO, + H,Op———> O, + H,0O + OH"

A peroxidacdo lipidica (LPO), depois de iniciada na presenca do OH-,
acontece como uma reacdo em cascata, necessitando da presenca do ion Fe?* (Ball
e Vo, 2002).

2.8 Peroxidacéo Lipidica

A grande quantidade de PUFAs na membrana plasméatica a torna susceptivel
a LPO, que é caracterizada por uma sequéncia de eventos bioquimicos iniciados
devido ao estresse oxidativo, resultando na formacdo de peroxidos, como, por
exemplo, o hidroperoxido lipidico, e de aldeidos citotoxicos, como o malondialdeido
(Aitken, 1995).

A LPO altera a fluidez da membrana, o que pode interferir em eventos
importantes relacionados a fecundacéo, como a reacédo do acrossomo. A diminuicao
da fluidez pode impedir a fusdo entre as membranas plasmatica e acrossomal
externa, comprometendo a liberacdo das enzimas acrossomais, prejudicar a
expressdo de receptores celulares e aumentar a permeabilidade a alguns ions
(Sanocka e Kurpisz, 2004).

Os PUFAs apresentam duplas ligac6es em sua cadeia hidrocarbonada e essa
caracteristica enfraquece a ligacdo entre o carbono e o hidrogénio do grupo metil
adjacente, tornando o hidrogénio susceptivel a captacédo por qualquer composto que
apresente um elétron desemparelhado na ultima camada, ou seja, o radical livre
busca a estabilizacédo eletrdnica, e isso é possivel através da retirada de um atomo
de hidrogénio do fosfolipideo da membrana. Até 60% dos acidos graxos da MP
podem ser danificados pela LPO (Agarwal et al., 2014).

A LPO é dividida em trés etapas: iniciagdo, propagacdo e terminacdo. A

iniciacdo é caracterizada pela retirada de um &tomo de hidrogénio da dupla ligacéo
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de um &acido graxo insaturado (LH) pelo radical hidroxila, resultando na formacgéo de

radical lipidico (L") e agua (Ferreira e Matsubara, 1997; Agarwal et al., 2014).

LH+ OH" —> L™+ H,0 (iniciacao)

A segunda etapa € a propagacdo em que o radical lipidico reage com o
oxigénio, formando o radical peroxil (LOO’), o qual atrai o hidrogénio dos outros
lipideos que ainda ndo sofreram peroxidacdo numa reacdo catalisada pelos ions
Fe?* ou Cu*. Essa reacéo resulta na formacgéo de L™ e hidroperéxido lipidico (LOOH,;

Ferreira e Matsubara, 1997).

L-+ O? —_— LOO (propagacéo)
LH+LOO ——> L-+ LOOH (propagacao)

A estabilizacdo acontece na fase de terminacé&o, quando o LOO" liga-se a um

L ou a outro LOO" formando uma cadeia de dois lipideos unidos pelo oxigénio:

LOO + L- —> LOOL
LOO+LOO" —> LOOL +0,

O hidroperoxido lipidico pode ser convertido em alcoxila e peroxila. A reacao
também se da na presenca de ions metalicos, originando esses radicais livres que
possuem alta reatividade e iniciam novas ramificacfes na cadeia de reacdes da LPO
(Agarwal et al.,, 2014). No final, essas reacdes resultam na producdo de
malondialdeido, que pode ser mensurado para a verificagdo do grau de peroxidacao
sofrido pelo espermatozoide, além de outro composto chamado 4-hidroxinonenal,

formado por lipoproteinas de baixa densidade (Sanocka e Kurpisz, 2004).

2.9 Acao das Espécies Reativas de Oxigénio no DNA Espermatico

A cromatina € composta pelo DNA e pelas proteinas que se ligam a dupla
hélice de acidos nucleicos e, nas células somaticas, as principais proteinas ligadas
ao DNA séo as histonas. Nos estagios finais da espermatogénese hé a substituicdo

das histonas por proteinas de transicdo e, em seguida, pelas protaminas,



18

condensando o DNA, favorecido pelas pontes dissulfidricas presentes entre as
moléculas. Essa configuracéo protege o DNA contra os danos oxidativos (Schulte et
al., 2010).

Em alguns casos, a protaminacdo da cromatina pode ocorrer de forma
incorreta ou incompleta, deixando o DNA mais susceptivel ao EO, resultando na
fragmentacao e rearranjo das ligacdes (Duru et al., 2000). Alguns testes laboratoriais
sdo capazes de detectar a fragmentacao do DNA da célula espermatica, tais como a
coloragdo pelo azul de toluidina, sondas fluorescentes como o acridine orange,
testes de TUNEL e cometa. Recentemente, foi descrito um marcador de
fragmentacdo de DNA causada por EO: 8-hidroxi-2-desoxiguanosine (80HdG -
Gonzalez-Marin et al., 2012).

A fragmentacdo do DNA aumenta quando o espermatozoide & submetido ao
resfriamento (Linfor e Meyers, 2002) e a ROS que estad mais relacionada com esse
tipo de lesdo € o H>O> (Baumber et al., 2000; Baumber et al., 2003).

A senescéncia ou a auséncia da funcdo espermatica podem levar a apoptose.
Em células somaticas a apoptose € associada a fragmentacdo do DNA devido a
liberacdo de nucleases oriundas da mitocéndria e/ou ativadas no citosol. Porém, nos
espermatozoides, o nucleo é fisicamente separado das mitocondrias, por isso,
mesmo havendo a producdo de nucleases, ndo € possivel a entrada desses
compostos no envelope nuclear, ficando retidas na peca intermediaria. Desta forma,
as substancias apoptoticas produzidas pelas mitocondrias que afetam o DNA sdo as
ROS derivadas do metabolismo oxidativo e as nucleases atuam no momento
proximo a morte celular (Koopers et al., 2011; Aitken et al., 2014).

A célula espermatica possui uma enzima incorporada a estrutura nuclear
chamada 8-oxoguanina glicosilase 1 (OGG1). Frente ao ataque das ROS, essa
enzima liga-se a 80OHdG levando a base oxidada para o meio extracelular, deixando
um sitio livre para a reparacdo nuclear. Porém, o espermatozoide ndo possui a
enzima responsavel por essa reparacdo, sendo assim, esse processo s6 pode ser
finalizado quando ocorre a fecundacdo, com o ovdcito restabelecendo a ligacdo
dissulfeto (Smith et al.,, 2013). Essa reparacdo pode ser feita até a fase de
blastocisto, sem consequéncias para o desenvolvimento embrionario ou fetal
(Gonzélez-Marin et al., 2012).

2.10 Antioxidantes
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Os antioxidantes sao substancias capazes de proteger as células e
organismos contra os efeitos deletérios causados pelo EO através da neutralizacao
das ROS, tendo a H>O como produto final. Os antioxidantes podem ser divididos em
dois grupos: enzimaticos e ndo enzimaticos (Nordberg e Arnér, 2001).

A protecdo contra o EO se da de duas formas na célula espermética, a
primeira € através da condensacdo da cromatina, ficando, desta forma,
minimamente exposta ao ataque das ROS e, a segunda linha de defesa contra os
radicais livres sdo os antioxidantes encontrados no plasma seminal, que mantém a

producdo de ROS em niveis fisiologicos (Agarwal et al., 2014).

2.10.1 Antioxidantes enzimaticos

Os antioxidantes enzimaticos fazem parte do primeiro sistema de defesa que
atua contra o excesso de ROS. Fazem parte desse grupo a superoxido dismutase, a
catalase e o sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase (Nordberg e Arnér,
2001; Agarwal et al., 2014).

2.10.1.1 Superoxido dismutase

A SOD possui trés isoformas: Cu/Zn-SOD encontrada no citosol, Mn-SOD
encontrada nas mitocéndrias e Cu/Zn-SOD presente no meio extracelular.

A forma mitocondrial da SOD é encontrada em grandes quantidades nessa
organela devido a abundancia de elétrons que sdo gerados no metabolismo
oxidativo (Weisinger e Fridovich, 1973). A adicdo de SOD ao sémen equino aumenta
a fragmentacdo do DNA, devido a formacdo de H>O2 apds a neutralizagdo do Oz
(Baumber et al., 2005).

2.10.1.2 Catalase
A catalase combate o peréxido de hidrogénio e inibe a NADPH oxidase,
impedindo, entdo, a formacéo de Oz (Silva, 2006).

CAT
2H202 > 2H20 + O2

Além da reducao indireta do OH" pela inibicdo do H-O-, a catalase atua em

diferentes substancias reativas como fendis e &lcoois (Nordberg e Arnér, 2001;
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Agarwal et al., 2014). A adicdo de catalase ao diluidor de refrigeragdo nao tem efeito
significativo nas variaveis motilidade e viabilidade espermética em equinos (Ball et
al., 2001)

2.10.1.3 Glutationa peroxidase/Glutationa redutase

A glutationa peroxidase (GPx) protege 0s espermatozoides contra os efeitos
do H202, mas também atua contra hidroperoxidos lipidicos e, em ambos 0s casos
utiliza a glutationa reduzida (GSH) como substrato e apresenta a glutationa
dissulfeto e agua como resultado da reagédo quimica (Nordberg e Arnér, 2001; Silva,
2006). A adicdo de GSH, que ndo é considerado um antioxidante enzimético,
previne a fragmentacdo do DNA no sémen equino (Baumber et al., 2003).

GPx
2GSH + H,O, ——> GSSG + 2H,0

GPx
2GSH + LOOH ———> GSSG + LOH + H,O

A enzima glutationa redutase (GR) recicla o sistema convertendo a glutationa
dissulfeto (GSSG) em GSH e as reacfes que sao catalisadas pela GPx e GR séo

selénio dependentes (Nordberg e Arnér, 2001).

2.10.2 Antioxidantes ndo enzimaticos

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo a vitamina C e a GSH no meio
extracelular, vitamina E e coenzima Q nas membranas, e taurina, hipotaurina, e
piruvato, que podem ser encontrados tanto no meio extracelular quanto no meio
intracelular (Silva, 2006).

2.10.2.1 Vitamina C

A vitamina C € um composto hidrossoluvel e combate a LPO neutralizando o
Oz, OH e hidroperoxidos lipidicos (Silva, 2006), e age sinergicamente com a
vitamina E reduzindo o radical a-tocoferii em a-tocoferol (Jialal et al., 1990). E
considerado um nutriente essencial, ou seja, 0 organismo ndo consegue produzi-lo,

devendo ser obtido em alimentos ou suplementos (Rumsey e Levine, 1998).
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Esse antioxidante pode ser encontrado em sua forma reduzida, o ascorbato,
ou em sua forma oxidada, o acido desidroascorbico e, além da fungéo protetora,
pode funcionar como um pré-oxidante quando em altas concentragcdes ou na
presenca de ions metélicos como Fe e Cu, fazendo a reciclagem, tornando-os
prontos para atuarem na LPO (Ferreira e Matsubara, 1997).

Apesar de ser um potente antioxidante, a vitamica C é altamente instavel em
meios aquosos, principalmente sob condi¢cdes oxidativas como calor, luz, presenca
de ions metalicos e enzimas como a ascorbato oxidase (Ferreira e Matsubara, 1997;
Frei e Lawson, 2008; Yamamoto et al., 1990). Essa instabilidade reduz a atividade
biolégica desse antioxidante, limitando, assim, o seu uso (Han et al., 2012). A
vitamina C possui dois sitios que podem ser oxidados, o que permite a ligagdo com
mais de uma ROS por molécula de acido ascorbico (Figura 2; Takebayashi et al.,
2007a; Han et al., 2012).

L-Acido ascérbico Acido desidroascérbico

Figura 2. Sitios oxidivaveis da molécula L-acido ascérbico. Fonte: Han et al. (2012)

A adicao de vitamina C ao sémen equino refrigerado e criopreservado tem um
efeito protetor sobre a membrana plasmatica (Aurich et al., 1997; Franco et al.,
2013), porém nédo tem efeito significativo sobre a motilidade (Aurich et al., 1997; Ball
et al., 2001).

Alguns compostos foram desenvolvidos buscando proporcionar maior

estabilidade e biodisponibilidade a vitamina C, tais como: ascorbil-fosfato (Okubo et
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al., 2012), ascorbil-metil-éter (Lu et al., 1984), ascorbil-glicosideo (Yamamoto et al.,
1990), ascorbil-palmitato (Dresser et al., 2002), entre outros.

O acido ascorbico 2-glicosideo (AA2G) é um tipo de ascorbil-glicosideo, o que
significa que em sua estrutura ha uma molécula de glicose ligada ao &cido ascorbico
na posicdo 2 (Figura 3; Takebayashi et al., 2006). Essa conformacao torna o AA2G
mais estavel e faz com que a acdo deste antioxidante ocorra de forma mais lenta,
com maior eficiéncia e por mais tempo em comparacao a vitamina C (Takebayashi et
al., 2003). Além disso, 0 AA2G atua neutralizando uma ROS de forma direta ou pode
ser convertido enzimaticamente em vitamina C (Yamamoto et al., 1990, Tai et al.,
2002; Takebayashi et al., 2007a).

HOr

H OH

Figura 3. Molécula de acido ascorbico 2-glicosideo. Fonte: Han et al. (2012)

A principal utilizacdo do AA2G ¢é feita na industria de cosméticos (Huang et
al., 2013) onde promove a sintese de colageno pelos fibroblastos dermais
(Yamamoto et al., 1992) e inibe a producdo de melanina (Kumano et al., 1998), no
entanto, vem sendo testado em outras areas nas quais o controle antioxidante se
mostra importante como, por exemplo, em meios de conservacdo de 0Orgaos
transportados para transplante (Arata et al.,, 2004; Takesue et al.,, 2003), na
conservacao de sangue, para evitar a hemodlise causada por ROS (Takebayashi et
al., 2007b) e maturacdo in vitro de ovadcitos, que, apo6s a fecundacdo, mostrou
melhores resultados em comparagéao a vitamina C e ao 3-mercaptoetanol na espécie

suina (Tatemoto et al., 2001).
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O AA2G tem demonstrado bons resultados quando associado ao sémen
submetido ao armazenamento. A adicdo de AA2G ao diluidor de congelacdo de
sémen suino resultou no aumento significativo da motilidade e integridade de
membrana ap0s a descongelacdo (Yoshimoto et al., 2008). Ao fazer a
suplementacdao in vitro com AA2G do sémen submetido a sexagem, Chunmei et al.
(2012) também relataram valores significativamente superiores para motilidade e
integridade de membrana apds a passagem pelo citbmetro de fluxo.

No sémen humano submetido a congelacdo, a adicdo de AA2G mostrou
valores significativamente superiores para a variavel motilidade apés a
descongelacdo (Jekins et al., 2011). Resultados em equinos ainda ndo foram
relatados utilizando o AA2G, tanto no sémen refrigerado, quanto no criopreservado.
2.10.2.2 Vitamina E

A vitamina E € um composto lipossoluvel descoberto em 1922 por Evans e
Bishop (Niki e Traber, 2012). Existem oito formas de vitamina E, sendo elas a, 3, y €
0 tocoferdis e a, B, y e & tocotriendis. Os tocoferdis e tocotriendis apresentam
composicado semelhante, possuindo uma cadeia lateral hidrocarbonada na posicéo
dois do anel 6-cromanol. Nos tocoferdis essa cadeia hidrocarbonada é saturada,

porém, nos tocotriendis, é insaturada (Figura 4; Rizvi et al., 2014).

CHy Tocotrienol

Figura 4. Estrutura quimica das moléculas de tocoferol e tocotrienol. Fonte: Rizvi et
al. (2013)

A vitamina E é um composto essencial, derivado do acido homogentisico e é

encontrada em diversos vegetais, como a soja e o milho, podendo se acumular no
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tecido adiposo dos animais. A forma mais abundante e eficaz da vitamina E é o a-
tocoferol, e pode ser encontrado no soro e nas hemécias (Chow, 1975), bem como
no plasma seminal e na membrana plasmatica do espermatozoide (Agarwal et al.,
2003; Contri et al., 2011). O a-tocoferol tem afinidade por uma proteina carreadora
(a-tocoferol transfer protein) e, além disso, as outras formas de tocoferol possuem
metabolismo mais rapido, o que pode explicar a maior biodisponibilidade do a-
tocoferol (Rizvi et al., 2014).

Essa molécula é capaz de impedir a propagacdo da reacdo em cadeia
iniciada na LPO, neutralizando de forma eficiente os radicais peroxil, alcoxil e outros
compostos lipidicos reativos (Wayner et al., 1987). A vitamina E se liga a membrana
plasmatica através de sua cadeia hidrocarbonada e, quando encontrada nessa
posicdo confere protecdo com maior eficiéncia, evitando, assim, o ataque dos
radicais livres as duplas liga¢cdes dos acidos graxos poli-insaturados da membrana
(Tran et al., 1996). Apos a neutralizacdo o a-tocoferol se transforma em a-tocoferil,
perdendo, assim, seu efeito antioxidante. No entanto, ha um efeito sinérgico com
outras substancias, podendo fazer a reciclagem do a-tocoferil em a-tocoferol, tais
como a vitamina C (Packer et al., 1979) e a coenzima Q10 (Bowry et al., 1995).

O o-tocoferol também pode auxiliar na estabilizacdo da membrana
plasmatica, conferindo um aspecto mais organizado, além de reparar lesdes nessa
estrutura celular no tecido muscular esquelético (Howard et al., 2011).

Os efeitos antioxidantes da suplementacdo com a-tocoferol vém sendo
estudados em diversos tecidos e patologias como, por exemplo, seu uso no combate
a enxaqueca (Butum et al., 2014), problemas na mucosa gastrica (Kamisah et al.,
2014), estresse oxidativo induzido pelo exercicio (Stepanyan et al., 2014),
recuperacdo do tecido muscular (Howard et al., 2011), vérios tipos de cancer,
doencas cardiovasculares e doenca de Alzheimer (Rizvi et al., 2014).

O estudo dos efeitos do a-tocoferol nos espermatozoides é feito tanto através
da suplementacdo in vivo, quanto pela adicdo in vitro ao sémen. A ingestdo de
vitamina E melhora a qualidade seminal em humanos (Kobori et al., 2014,
Nadjarzadeh et al., 2013), touros (Velasquez-Pereira et al., 1998) e equinos (Contri
et al.,, 2011). A adicdo desse antioxidante ao diluidor de congelacdo do sémen
proporciona aumento na motilidade e viabilidade esperméatica ap6s a descongelagéo

do sémen bovino (Nasiri et al., 2012; Towidhi e Parks, 2012) e, em equinos, foi
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observada maior quantidade de espermatozoides integros e diminuicdo da
lipoperoxidacéo apos a descongelacao (Franco et al., 2013).

Ball et al. (2001) testaram a adicdo de a-tocoferol ao sémen equino
refrigerado por até 96 h e ndo observaram diferenga significativa nas variaveis
motilidade e integridade da membrana plasmatica. Por outro lado, Almeida e Ball
(2005), mesmo relatando que n&do houve melhora na motilidade espermatica,
verificaram diminuicdo da peroxidacao lipidica com a adicdo de a-tocoferol ao sémen

equino refrigerado por até 48 h.

2.11 Acido Docosahexaenoico

O &cido docosahexaenoico (docosahexaenoic acid — DHA) é um PUFA n-3
essencial que pode ser encontrado com facilidade nos 6leos de peixe, mas que
também pode ser metabolizado pelos mamiferos de forma pouco eficiente através
da elongacédo e dessaturacdo enzimatica do acido a-linolénico (Figura 5; Nakamura
e Nara, 2003). O DHA possui 22 atomos de carbono e seis duplas ligacfes na cauda
hidrocarbonada e pode ser rapidamente incorporado nas membranas celulares,
aumentando sua fluidez pela formac&do de dominios mais desordenados (Wassall e
Stillwell, 2009).
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Acido a linolénico
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Figura 5. Elongacgao e dessaturagao do acido a-linolénico para a formacéo do acido

docosahexaenoico. Adaptado de Nakamura & Nara (2003) e Simopoulos (2011)

A presenca de seis duplas ligac6es no DHA confere a essa molécula uma alta
versatilidade quanto a sua conformacdo espacial. Normalmente, os PUFAs sao
representados em uma disposicdo em forma de “U”, quando comparado ao acido
graxo saturado, apresenta uma area tridimensional maior, porém, quando
comparado a um acido graxo mono-insaturado, essa area torna-se menor devido a
disposicdo em “L” deste ultimo. No entanto, os PUFAs e, em especial o DHA, néo
possuem uma forma fixa, e essa caracteristica conformacional flexivel favorece a
fluidez da MP (Figura 6). Algumas configuracdes, como a helicoidal, possuem como
caracteristica baixa energia e maior estabilidade, porém a transicdo entre as
conformacdes ocorre em intervalos de picosegundos ou nanosegundos (Garwrisch
et al., 2003).
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Angle-iron Helicoidal Enrolada

Figura 6. Acido docosahexaenoico em diferentes conformacées espaciais. Fonte:
Garwisch et al. (2003)

Quando incorporado na MP, o DHA possui afinidade por proteinas estruturais,
podendo formar dominios ricos em DHA em torno dessas proteinas, em
contrapartida, tem pouca afinidade pelo colesterol. Dessa forma, a suplementacao
com DHA pode modificar a composicéao lipoproteica da MP, além de influenciar na
temperatura da transicdo de fase, permeabilidade, fusdo entre membranas e
inversdo dos fosfolipideos entre os folhetos da MP (flip-flop). Esse acido graxo é
inicialmente incorporado na fosfatidiletanolamina (PE) enquanto que nas outras
classes de FFL a incorporacdo € em menor quantidade, acumulando-se,
preferencialmente, no folheto interno da bicamada (Stillwell e Wassal, 2003).

O DHA foi encontrado em altas concentracbes nos espermatozoides de
bovinos (Neil e Masters, 1972) e, em primatas, foi relatado que a cauda contém 99%
do DHA presente no espermatozoide e que a maior quantidade de PUFAs nesta
regido estad provavelmente relacionada com a necessidade de maior fluidez e

flexibilidade, devido ao movimento flagelar (Connor et al., 1998).



28

Em seres humanos o DHA vem sendo estudado no tratamento de diversos
tipos de céancer (Hull, 2011), doenca de Alzheimer (Grimm et al., 2013), problemas
cardiovasculares (Yagi et al., 2014) e seus efeitos no sistema nervoso, visto que €
um tecido que também possui elevadas concentracdes desse PUFA (El-Ansary e Al-
Ayadhi, 2014). Além dos beneficios encontrados nessas patologias, a
suplementacdo com DHA aumenta a qualidade seminal em humanos (Safarinejad et
al., 2010), suinos (Mitre et al., 2004), equinos (Harris et al., 2005), camundongos
(Roqueta-Rivera et al., 2010) e bovinos (Gholami et al., 2010).

A adicdao in vitro de 6leo de peixe, rico em DHA, ao diluidor de congelacao de
sémen suino, resultou em valores superiores das variaveis motilidade e integridade
das membranas plasmatica e acrossomais, apos a descongelacdo (Kaeoket et al.,
2010). Os autores concluiram que a incorporacdo do DHA na MP do espermatozoide
aumentou a fluidez, e essa caracteristica torna o espermatozoide mais tolerante a
criopreservagao.

Nasiri et al. (2012) e Towhidi e Parks (2012) testaram a adicdo de DHA
isoladamente ou em conjunto com vitamina E ao diluidor de congelacdo de sémen
bovino e, em ambos os trabalhos, foi relatada a incorporacédo deste AG na MP do
espermatozoide apos o periodo de incubacéo de 30 minutos a 37°C e melhora da
gualidade seminal pos-descongelacdo no caso da associacdo desses compostos.
Os valores superiores de motilidade e integridade da MP podem ter sido devidos a
incorporacdo do DHA, aumentando a flexibilidade da MP e protegendo dos efeitos
deletérios da congelacdo (Nasiri et al., 2012). A associacdo de um PUFA com um
antioxidante se mostra importante devido a susceptibilidade ao ataque das ROS nas
duplas ligacdes do DHA (Towhidi e Parks, 2012).

2.12 Consideracdes Finais

Com base no exposto, observa-se que a maior fluidez da membrana
plasmatica do espermatozoide beneficia as caracteristicas do sémen submetido a
preservacao, porém, pode tornar essa célula mais susceptivel ao estresse oxidativo.
A producdo excessiva de ROS pode resultar em danos irreversiveis a membrana
plasmatica e fragmentacdo do DNA, comprometendo o sucesso da refrigeracdo do
sémen equino. Apesar de o sémen refrigerado ser amplamente comercializado,

ainda existem alguns animais que ndo apresentam bons resultados com essa
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biotécnica. A adicdo de acidos graxos poli-insaturados e antioxidantes ao diluidor de
sémen esta entre as linhas de pesquisa que buscam aumentar a longevidade do
sémen refrigerado, no entanto, os resultados obtidos até 0 momento demonstram
gue ainda sao necessarios mais estudos buscando diferentes antioxidantes e/ou a
associacdo de mais de uma substancia com o intuito de proteger contra o choque
térmico pelo frio e o estresse oxidativo, favorecendo, assim, a viabilidade da célula
espermatica por periodos mais prolongados.
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CAPITULO 2

Adicao de vitamina C, 4cido ascorbico 2-glicosideo e a-tocoferol ao diluidor de

refrigeracdo do sémen equino
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!Doutorando do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Fundacgao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
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Resumo: O objetivo do presente experimento foi avaliar os efeitos da adicdo dos
antioxidantes hidrossoluveis vitamina C (Vit C), acido ascorbico 2-glicosideo (AA2G)
e do antioxidante lipossoluvel a-tocoferol (a-Toh) ao diluidor, isoladamente e em
associacao, sobre as variaveis seminais do espermatozoide equino submetido a
refrigeracdo por 72 horas. Foram utilizados dois ejaculados de dez garanhdes e
avaliados quanto a motilidade, vigor, integridade da membrana plasmatica,
fragmentacdo da cromatina, atividade mitocondrial e peroxidacao lipidica, de acordo
com o0s seguintes tratamentos: C — controle; Vit C — 0,65 mg/ml de vitamina C; AA2G
— 200 pM de acido ascorbico 2-glicosideo; a-Toh — 2 yM de a-tocoferol; Vit C/a-Toh
— 0,65 mg/ml de vitamina C associado a 2 uM de a-tocoferol; AA2G/a-Toh — 200 puM
de acido ascorbico 2-glicosideo associado a 2 uM de a-tocoferol. Na analise da
peroxidacéo lipidica o grupo controle apresentou 2.506,2 + 796,4 ng de MDA x 108
espermatozoides, valor que foi significativamente superior aos grupos tratados com
os antioxidantes. Os valores médios de motilidade e vigor no grupo AA2G foram,
respectivamente, 68,4 + 18,1% e 3,7 £ 0,7, significativamente superiores ao
observado no grupo controle que apresentou 62,1 + 16,2% e 3,4 + 0,7. Foi possivel
concluir que os antioxidantes protegeram a célula espermatica frente a peroxidagao
lipidica e que o AA2G pode ter uma dupla fungéo, agindo como antioxidante e como

substrato energético para o espermatozoide.

Palavras-chave: antioxidante, espermatozoide, garanh&o, lipoperoxidagao
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INTRODUCAO

A inseminacao artificial (I1A) com sémen refrigerado é amplamente utilizada na
espécie equina e se mostra como uma das biotécnicas mais importantes na
reproducédo desses animais. O uso da IA diminui a difusdo de doencas sexualmente
transmissiveis e permite a troca de material genético entre criatérios. No entanto, o
sémen refrigerado a 5°C apresenta resultados de fertilidade satisfatorios quando
utilizado no periodo de até 48 h apds a colheita e o processamento (Aurich et al.,
1997).

Buscando aumentar a longevidade do sémen refrigerado, algumas estratégias
vém sendo utilizadas, como a modificacao dos diluidores e a adi¢cdo de antioxidantes
ao sémen com o intuito de manter a integridade das membranas plasméatica e
acrossomais, prevenir contra os efeitos deletérios do estresse oxidativo e preservar
a motilidade espermatica, no entanto, os resultados obtidos se mostram variaveis
guanto a seus efeitos (Ball et al., 2001; Almeida e Ball, 2005).

A producéo de espécies reativas de oxigénio (reactive oxigen species - ROS)
€ uma consequéncia do metabolismo oxidativo e esta fisiologicamente envolvida nos
processos de hiperativacdo e capacitacdo espermatica, bem como na reacao do
acrossomo e interacao entre o espermatozoide e o ovocito (Burnaugh et al., 2007).
Porém, quando a producdo de ROS supera a capacidade de neutralizacdo do
sistema antioxidante e ultrapassa os limites fisioldgicos, ocorre o estresse oxidativo
(EO). Esse fendbmeno pode resultar em diminuicdo da motilidade, lesdes na
membrana plasmatica (MP) e fragmentacdo do DNA, e por consequéncia leva a
gueda da fertilidade (Agarwal et al., 2014; Aitken et al., 2014; Varner et al., 2014).

O peroxido de hidrogénio (H202) € uma molécula capaz de atravessar as
membranas celulares, sendo a principal ROS relacionada com a diminuicdo da
motilidade e fragmentacdo do DNA em equinos (Baumber et al., 2000). O radical
hidroxila (OH?) é uma ROS altamente reativa, sendo extremamente lesiva aos
sistemas biologicos (Betteridge, 2000). E responsavel por iniciar a reacdo em cadeia
da peroxidacao lipidica (LPO) que resulta na producédo de hidroperéxidos lipidicos,
diminuicdo da fluidez da MP, impedindo a expressao de receptores celulares
(Sanocka e Kurpisz, 2004), podendo interferir no sucesso da fecundacao.

O plasma seminal (PS) dos equinos é rico em antioxidantes (Ball et al., 2001),
no entanto, a diluicdo do sémen no processo de resfriamento pode diminuir o efeito

protetor desse sistema de defesa. A vitamina C (acido ascorbico - Vit C) e o a-
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tocoferol (a-Toh) sdo encontradas no plasma seminal. A Vit C € uma molécula
hidrossollvel que atua neutralizando o anion superéxido (O2), OH" e hidroperdxidos
lipidicos, protegendo contra o inicio da LPO. Além disso, é capaz de regenerar a a-
Toh, reduzindo o radical a-tocoferii em a-tocoferol. A a-Toh é um antioxidante
lipossoluvel capaz de proteger contra os efeitos da LPO, neutralizando o OH" e os
hidroperoxidos lipidicos (Jialal et al., 1990).

A Vit C é uma molécula instavel, que pode ser rapidamente oxidada, o que
leva a perda da funcédo antioxidante (Ferreira e Matsubara, 1997; Frei e Lawson,
2008). Uma forma mais estavel da Vit C, chamada &cido ascorbico 2-glicosideo
(AA2G), foi testada no sémen de suinos e humanos submetidos & congelagéo e
resultou em aumento significativo nas variaveis motilidade e integridade de
membrana apos a descongelacao (Yoshimoto et al., 2008; Jenkins et al., 2011).

Ainda existem poucos relatos na literatura sobre os efeitos do AA2G no
espermatozoide de mamiferos e, aparentemente, ainda ndo existem relatos sobre a
acao do AA2G no sémen equino. O objetivo do presente experimento foi avaliar os
efeitos da adicdo ao diluidor dos antioxidantes hidrossolaveis Vit C, AA2G e do
antioxidante lipossoluvel a-Toh, isoladamente e em associacdo, sobre as variaveis

do sémen equino submetido a refrigeracéo por 72 horas.

MATERIAL E METODOS

Colheita e Transporte do Sémen

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia da Reproducéo
Animal da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Fundacédo
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (20° 26' 34" S; 54° 38' 47" W), durante
o periodo de estacdo de monta.

Foram utilizados dois ejaculados de dez garanhdes adultos de fertilidade
comprovada, com idades entre 6 e 17 anos. Somente ejaculados que apresentaram
motilidade = 70% e vigor = 3 apds a colheita foram submetidos a refrigeracao.

Para a colheita de sémen foi utilizada a vagina artificial modelo Botucatu
(Botupharma®, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil), mantida a uma temperatura entre 42 e
45°C e as colheitas foram realizadas com auxilio de manequim ou de uma fémea em

estro.
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ApoOs a colheita do sémen e avaliagdo das caracteristicas seminais, uma
aliguota contendo 1,4 x 10° espermatozoides foi diluida em meio de centrifugacéo a
base de leite desnatado (Equimix®, Nutricell, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) a uma
concentracdo de 50 x 10° espermatozoides/mL. O transporte até o laboratério foi
feito em contéiner a 15°C (Max-Sémen®; EHG Agrofarma, Mogi-Mirim, Sdo Paulo,

Brasil) em intervalo maximo de 1 hora apds a colheita.

Processamento do Sémen e Grupos Experimentais

O sémen foi submetido a centrifugacdo a 600 G por 10 minutos para a
remocao do plasma seminal e do diluente. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspendido com o mesmo diluente, a uma concentragdo de 50 x 10°
espermatozoides/mL. O volume final foi fracionado em sete aliquotas contendo 200
x 106 espermatozoides, as quais foram adicionados os antioxidantes e o etanol.

Os antioxidantes foram adicionados ao sémen diluido de acordo com os
seguintes grupos experimentais: C — controle; Vit C — 0,65 mg/mL de vitamina C;
AA2G — 200 pM de acido ascorbico 2-glicosideo; a-Toh — 2 uM de a-tocoferol; Vit
C/a-Toh — 0,65 mg/ml de vitamina C associado a 2 uM de a-tocoferol; AA2G/a-Toh —
200 puM de acido ascorbico 2-glicosideo associado a 2 uM de a-tocoferol, e; EtOH —
100 pl de etanol, utilizado como controle positivo do solvente do a-Toh.

As amostras foram estocadas a temperatura de 5°C em contéiner isotérmico
(CP; Nunes et al., 2008). O sémen foi mantido sob refrigeracdo por 72 horas. Em
intervalos de 24 horas os gelos reciclaveis foram substituidos e as amostras de

sémen retiradas para as analises laboratoriais.

Avaliacdo Seminal

As avaliacGes seminais foram realizadas antes da refrigeracédo a 5°C e adicéo
dos antioxidantes (M-0) e as 24 (M-24), 48 (M-48) e 72 (M-72) horas de refrigeracao.
Foram retirados 600 pL de cada tratamento, em cada momento e mantidos em
banho-maria a 37°C por 10 minutos. A seguir eram realizadas as analises de
motilidade subjetiva, vigor, integridade da membrana plasmatica, fragmentacédo da

cromatina, atividade mitocondrial e peroxidacéo lipidica.
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Motilidade e Vigor Espermatico

A avaliacdo da motilidade e vigor foi do “tipo cega”, feita pelo mesmo técnico,
depositando-se 10 pL de sémen entre lamina e laminula, sob a microscopia de
campo claro, mantidas a 37°C sobre mesa aquecedora (WTA, Cravinhos, Sao Paulo,
Brasil) nas objetivas de 10 e 40x. O resultado foi expresso em percentagem
conforme a proporcéo total de espermatozoides mdveis e o vigor segundo escala
padronizada de zero a cinco (0-5).

Concentracdo Espermética

A concentracdo foi estimada ap6s a colheita do sémen e antes da
refrigeracdo, usando-se uma taxa de diluicdo de 1:100, em Camara de Neubauer. A
contagem foi realizada sob a microscopia de campo claro, com objetiva de 40x,

sendo os valores expressos em x 10® espermatozoides/mL.

Integridade da Membrana Plasmaética

A integridade da membrana plasmatica (IMP) foi analisada pela técnica
descrita por Harrison e Vickers (1990), em preparacdes umidas coradas pela
associacao das sondas fluorescentes diacetato de 6-carboxifluoresceina (CFDA) e
iodeto de propidio (PI). A IMP foi avaliada sob a microscopia de epifluorescéncia
(Axioskop, Zeiss, Alemanha), usando filtro com excitacdo de 492 nm e emisséo de
517 nm, com objetiva de 40x, sendo contadas 200 células e classificadas quanto ao
padrao de coloracdo em duas categorias: integros - célula corada em verde em toda
sua extensdo e; lesados - nucleo corado em vermelho ou nucleo corado em

vermelho e o acrossomo em verde.

Atividade Mitocondrial

A atividade mitocondrial foi avaliada empregando-se a coloragdo com 3,3’-
diaminobenzidina (DAB), segundo técnica de Hrudka (1987), incubando-se 20 pL de
sémen + 20 pL do corante, por uma hora em banho-maria a 37°C. A seguir fazia-se
o esfregaco, fixando-o em formol a 10% por 10 minutos. As laminas foram
analisadas em microscopia de contraste de fase, com aumento de 1000x. Foram
contadas 200 células e classificadas de acordo com o grau de coloracdo da peca
intermediaria, em quatro classes: DAB | - peca intermediaria totalmente corada,

indicando alta atividade mitocondrial; DAB Il - = 50% da pega intermediaria corada,
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indicando média a alta atividade mitocondrial; DAB 1l - peca intermediaria < 50%
corada, indicando baixa atividade mitocondrial e; DAB IV - auséncia de coloracao da
peca intermediaria, portanto, sem atividade mitocondrial.

Fragmentag&o da Cromatina

Para a analise da ocorréncia de fragmentacéo da cromatina foi utilizado o azul
de toluidina (ATOL), conforme técnica descrita por Belleti et al. (2004). Estendia-se o
esfregaco com 25 L de sémen e, apds estarem secas, as laminas foram fixadas por
um minuto em solucdo de etanol e acido acético (3:1), posteriormente em etanol
70% por trés minutos e, entdo, hidrolisadas por 20 minutos em acido cloridrico a 4
mMol. Apos a hidrolise, as laminas foram lavadas com &gua deionizada e a
secagem feita a temperatura ambiente.

As amostras foram avaliadas sob a microscopia de campo claro, em aumento
de 1.250x. Para a leitura foram depositados 20 uL de solugcdo de azul de toluidina a
0,025% em tampao Mcllvaine entre lamina e laminula. Foi feita a contagem de 500
células por lamina, considerando-se duas categorias: cromatina fragmentada -
cabeca espermatica corada em violeta ou azul escuro e; cromatina integra — cabeca

espermatica corada em azul claro.

Peroxidacao Lipidica

O nivel de LPO foi mensurado de forma indireta pela técnica do TBARS (Nichi
et al.,, 2007), que consiste na mensuracdo de espécies reativas ao &acido
tiobarbitdrico, induzida com vitamina C e ferro. A leitura foi feita por
espectrofotometria, em comprimento de onda de 532 nm e o0s resultados
comparados com uma curva padrdo, previamente estabelecida, de malondialdeido
(MDA). A concentracdo do TBARS foi determinada utilizando-se um coeficiente de
extincdo molar do malondialdeido (1,56 x10° x M mlt), e expressa em nanogramas

de MDA por 1x108 espermatozoides.

Anédlise Estatistica

O delineamento experimental foi em parcelas subdivididas, considerando-se a
adicdo da Vit C, AA2G, a-Toh e suas associacbes como tratamento e 0S momentos
de avaliacAo como subparcelas. Para comparar as varidveis dependentes

(motilidade/vigor, integridade da membrana plasmatica, fragmentacdo da cromatina,
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atividade mitocondrial e lipoperoxidagdo) empregou-se a analise de variancia, pelo
procedimento GLM do Programa Estatistico SAS (2001), considerando-se os efeitos
fixos de tratamento e momentos de avaliacdo seminal. As médias foram comparadas
pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de significancia. As varidveis expressas em
porcentagem foram transformadas em arco seno (x/100) como sugerido por
Sampaio (2007).

RESULTADOS

Os valores médios encontrados no M-0 foram: motilidade - 78,0 + 4,1%; vigor
- 3,6 £ 0,5; espermatozoides integros - 73,1 + 15,9%; DAB | - 38,3 + 17,1%; DNA
fragmentado - 3,9 +1,6% e peroxidacdo lipidica - 1.543,5 + 1.295,2 ng de MDA/108
espermatozoides.

Foi encontrada reducao significativa dos valores das variaveis motilidade,
vigor, integros e DAB | em funcdo do tempo de armazenamento. Os valores médios
(+ desvio padréo) obtidos nos momentos M-24, M-48 e M-72 sédo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Variaveis do sémen equino (n = 20) acrescido de antioxidantes e
submetido a refrigeracédo a 5°C por 72 h em funcédo dos momentos avaliados

. - Tempo de Refrigeracéo (horas
Variaveis Espermaticas P geracao ( )

M-24 M-48 M-72
Motilidade (%) 69,2 + 13,72 57,7 £19,6° 50,8 + 22,0¢
Vigor (0-5) 3,5+0,72 3,1+0,8° 2,8 +0,9¢
integros (%) 33,4+12,62 27,2 £10,7° 24,0 + 9,5¢
DNA Fragmentado (%) 42+1.4 45+1.4 45+1.4
DAB I* (%) 23,2 +13,32 13,4 +8,7° 8,7+6,1°¢
TBARS (ng
MDA/108sptz) 2.120,9 £ 746,7 2.067,6 £ 828,4 2.107,3 £859,0

* DAB | = alta atividade mitocondrial de acordo com as classes do teste de 3-3’-diaminobenzidina;
TBARS = espécies reativas ao 4cido tiobarbitarico; MDA = malondialdeido; sptz = espermatozoide

**|_ etras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre médias pelo teste
de Duncan (p<0,05)
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N&o foi observado efeito significativo da interagcdo entre tratamentos e
momentos. Para a varidvel motilidade nédo houve diferenca entre os grupos AA2G e
a-Toh, no entanto, quando comparado com 0Ss outros tratamentos o AA2G
apresentou superioridade. Por outro lado, a Vit C isolada ou em associagdo com o a-
Toh apresentou os menores valores de motilidade (Tabela 2). O AA2G também
proporcionou um aumento significativo do vigor espermatico em comparacao aos
demais tratamentos e, da mesma forma, a Vit C isolada ou em associa¢cado com a a-
Toh promoveu sua diminuicéo.

Todos os antioxidantes testados reduziram a peroxidagcdo lipidica, nao
apresentando diferenca significativa entre os tratamentos, porém com valores

significativamente inferiores aos grupos Controle e EtOH.
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Tabela 2. Variaveis avaliadas no sémen equino diluido (n = 20) acrescido de antioxidantes e submetido a refrigeracdo a 5°C por 72

h
Variaveis Tratamentos
C* EtOH Vit C AA2G a-Toh VitC/a-Toh AA2G /a-Toh

Mot (%)*  62,1+16,25 581 +8,6 50,4 + 22,7° 68,4+181% 650+17,7® 519=%215% 587+ 20,15
Vigor (1-5) 3,4+0,7° 3,2+0,6° 2,5+0,9° 3,7+0,72 3,4+0,7° 2,7+0,8° 3,2+0,8
int (%) 30,3 +13,0 25,9 +10,3 29,8 +12,7 29,2 +11,1 28,6 +11,0 27,5+12,3 26,2 +10,6
Frag (%) 46+15 47+1,3 45+1,5 43+1,4 43+1,3 42 +1,4 4,4+1,3
DAB | (%) 16,3 + 13,2 13,2 +12,4 15,2 + 11,7 16,6 + 12,1 16,4 + 10,4 13,5 + 10,9 14,3+9,8

2.506,2 + 2.636.5 + . 1957,9+ 1.890,8 + 1.869,4 + 1813,5 +
TBARS*** 796,42 1.100,32 2.0158 +622.,8 598,9° 7495 677,1° 624,8°

*Mot = Motilidade; int = integros; Frag = DNA fragmentado; DAB | = alta atividade mitocondrial de acordo com as classes do teste de 3,3’- diaminobenzidina;
TBARS = Espécies reativas ao acido tiobarbitlrico

**C = Controle; EtOH = 100 pul de etanol, controle positivo do solvente do a-tocoferol; Vit C = 0,65 mg/mL de vitamina C; AA2G = 200 uM de acido ascérbico
2-glicosideo; a-Toh = 2 uM de a-tocoferol; Vit C/ a-Toh = 0,65 mg/mL de vitamina C + 2 uM de a-tocoferol; AA2G/ a-Toh = 200 uM de &cido ascérbico 2-
glicosideo + 2 uM de a-tocoferol

***Unidade do TBARS = ng de malondialdeido / 108 espermatozoides

*++*|_ etras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre médias pelo teste de Duncan (p<0,05)
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DISCUSSAO

A Vit. C é considerada o antioxidante extracelular mais importante (Rose e
Bode, 1993), no entanto, € um composto instadvel em condi¢cdes oxidativas ou na
presenca de ions metélicos, sendo rapidamente inativada (Ferreira e Matsubara,
1997; Frei e Lawson, 2008). Apesar de atuar contra as ROS e evitar a peroxidacéo
lipidica, Aurich et al. (1997) e Ball et al. (2001) ndo encontraram aumento
significativo da motilidade com a adicdo de 0,45 mg/mL de &cido ascoOrbico ao
sémen equino refrigerado por 96 h, porém essa concentracdo de Vit. C mostrou
resultados superiores quanto a integridade da membrana plasmatica (Aurich et al.,
1997). No presente experimento, a adigdo de 0,65 mg/mL de Vit. C isolada ou em
associacdo com a-Toh, resultou em diminuicdo da motilidade e vigor espermaticos,
mas nao alterou a integridade da MP. Concentracfes mais altas de Vit. C, como 0,9
mg/mL tém efeito deletério sobre a motilidade e a integridade da MP (Aurich et al.,
1997), portanto, é possivel que a dose testada neste experimento esteja proxima do
limite toxico para o espermatozoide, devido a diminuicdo da motilidade e vigor
espermatico.

O AA2G é uma forma mais estavel da Vit. C, composta por uma molécula de
glicose unida ao carbono 2 da molécula de acido ascoérbico, formando uma ligacéao
do tipo O-glicosideo (Takebayashi et al., 2006) que o torna mais resistente a
degradacéao térmica ou oxidativa (Yamamoto et al., 1990), além de proporcionar uma
acao mais lenta e mais longa em comparacédo a Vit. C (Takebayashi et al., 2003).

A adicdo de AA2G na concentracdo de 200 uM ao diluidor de refrigeracao
aumentou a motilidade e o vigor do espermatozoide equino. Resultados
semelhantes foram observados no sémen congelado de suinos, em que utilizando a
concentracdo de 200 uM de AA2G, apresentou resultados superiores na motilidade
e integridade de membrana apds a descongelacdo (Yoshimoto et al., 2008). No
presente trabalho, o0 AA2G nao diferiu significativamente dos outros tratamentos na
analise da integridade de membrana, no entanto, a congelacdo submete a célula
espermatica a situacfes mais extremas que 0 processo de refrigeracao, talvez por
isso o efeito protetor do AA2G tenha sido evidenciado no experimento de Yoshimoto
et al. (2008) e ndo neste.

Em humanos a adicdo de 100 pM de AA2G ao diluidor de congelacéo

também resultou em aumento significativo da motilidade (Jenkins et al., 2011). O
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AA2G pode contribuir com alguns eventos celulares fisioldgicos quando hidrolisado
enzimaticamente (Yamamoto et al., 1990) e, sob a agdo da a-glicosidase ou
esterases podem ser gerados dois compostos distintos: acido ascorbico e glicose
(Fujinami et al., 2001). Desta forma, o AA2G teria uma dupla fungéo, atuando como
um antioxidante mais estavel que a Vit. C e como fonte de energia para o
espermatozoide. A hidrolizacdo do AA2G, liberando moléculas de glicose, talvez
possa explicar os melhores resultados observados para a motilidade e vigor, visto
gue o espermatozoide equino possui esterases (Salazar et al., 2000).

Existem dois mecanismos de transporte para a incorporacdo celular da
vitamina C em mamiferos: através de proteinas identificadas como sodium vitamin C
transporters (SVCT), que fazem a incorporacdo da forma reduzida do &cido
ascorbico, e pela acdo das proteinas transportadoras de glicose (glucose
transporters — GLUT), que auxiliam no transporte da forma oxidada da Vit. C, o acido
desidroascorbico (Nualart et al., 2014). Embora existam cinco tipos de GLUT
descritas no sémen equino (Varner et al., 2014), o mecanismo de incorporacédo da
Vit. C e do AA2G ainda nao esta totalmente elucidado. Caso o AA2G passe pelo
processo de hidrélise enzimatica, as moléculas de glicose liberadas podem ser
transportadas pelas GLUTs e, entdo, fosforiladas em glicose 6-fosfato pela enzima
fosfohexoisomerase (Pefia et al., 2009), entrando, assim no metabolismo glicolitico
de geracao de energia.

A adicdo de 2 pM de a-Toh ndo alterou significativamente as variaveis
motilidade, vigor, integridade de membrana e fragmentacdo da cromatina. Os
resultados obtidos neste estudo foram semelhantes ao relatado por Ball et al. (2001)
para a mesma concentracdo de a-Toh. Almeida e Ball (2005), testando 5 pM de a-
tocoferol, também ndo encontraram diferenca significativa para a motilidade.

Os antioxidantes testados néo tiveram efeito sobre a integridade da MP nem
diminuiram os niveis de fragmentacdo da cromatina. De acordo com Linfor e Meyers
(2002), a refrigeracdo aumenta a fragmentacdo do DNA do espermatozoide, porém
neste experimento esse fato ndo foi observado. Os valores obtidos na classe de
DNA fragmentado foram inferiores aos descritos por Morrel et al. (2008), que
relataram média de 11,6% usando a sonda fluorescente acridine orange, mas foram
préximos aos descritos por Naves et al. (2004), que obtiveram no sémen fresco
6,2% de fragmentados pela técnica do azul de toluidina e 3,3% para o acridine

orange, com correlacao significativa (r = 0,55) entre as técnicas. O estresse oxidativo
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esta entre as principais causas da fragmentagcdo do DNA e essas anormalidades
podem resultar em infertilidade (Agarwal e Said, 2003). De acordo com Evenson e
Jost (2000), o potencial de fertilidade em garanhdes € considerado baixo quando a
taxa de fragmentacdo de DNA é superior a 30%, e é alto quando a fragmentacao é
inferior a 15%. Love (2005), em um levantamento relacionando a fragmentagéo de
DNA com a fertilidade de garanhdes, relatou que os animais com alta fertilidade
apresentavam taxa de prenhez por ciclo estral de 82% e 12% de fragmentacéo de
DNA pelo teste do acridine orange, enquanto que os animais com baixa fertilidade
tinham 39% de taxa de prenhez por ciclo estral e 25% de espermatozoides com
DNA fragmentado.

O teste do DAB permite a avaliagdo da quantidade de citocromo C presente
na peca intermediaria do espermatozoide, que por sua vez esta relacionado com o
metabolismo aerobico desta célula (Hrudka, 1987). Na analise da atividade
mitocondrial em funcéo do tempo de armazenamento, pode-se notar que houve uma
diminuicdo da categoria DAB |, que reflete 0 gasto energético nesse periodo. Na
comparacao entre os tratamentos, ndo foi observada diferenca significativa na
categoria DAB I. Yoshimoto et al. (2008) relataram aumento da concentracdo de
ATP no espermatozoide suino apos a descongelacdo de amostras suplementadas in
vitro com AA2G. O metabolismo glicolitico e da fosforilacdo oxidativa (OXIPHOS)
ocorrem em compartimentos diferentes, enquanto a OXIPHOS acontece nas
mitocondrias, a glicolise se da nas fibras externas densas do flagelo através de uma
série de enzimas glicoliticas (Ferramosca e Zara, 2014). No entanto, grande parte da
geracao de energia vem da OXIPHOS no caso do espermatozoide equino (Gibb et
al., 2014). Desta forma, pode-se supor que o AA2G contribuiu para a geracado de
energia através do metabolismo glicolitico, agindo em concomitancia com a
OXIPHOS, tendo em vista que houve aumento da motilidade, mas nao houve
diferenca na atividade mitocondrial.

Os antioxidantes testados foram eficazes em prevenir a LPO e néo diferiram
entre si quanto ao grau de protecdo contra as ROS. De fato, a protecdo antioxidante
da Vit. C, AA2G e a-Toh sobre o espermatozoide de mamiferos ja havia sido
observada isoladamente (Almeida e Ball, 2005; Yoshimoto et al., 2008; Franco et al.,
2013). Porém, a hipdtese de que a associacdo entre a Vit. C/ a-Toh e AA2G/ a-Toh
pudesse proporcionar melhores resultados ao sémen refrigerado nédo se confirmou,

visto que, com excec¢do da analise da peroxidacéo lipidica, ndo houve beneficio para



55

as outras variadveis analisadas neste experimento. No entanto, diferente de outras
espécies domésticas, nos equinos foi observada correlagdo positiva entre a
peroxidacgéao lipidica e a fertilidade. Os autores concluiram que o nivel mais elevado
de estresse oxidativo seria consequéncia de uma maior atividade mitocondrial
observada no sémen de melhor qualidade e, no caso do sémen submetido a
preservacao, esse pode ser um fator prejudicial ao espermatozoide (Gibb et al.,
2014).

Conclui-se, com este experimento, que 0s antioxidantes testados diminuiram
a lipoperoxidacao da célula espermatica equina submetida a refrigeracédo a 5°C por
72 h. Além disso, o AA2G proporcionou aumento da motilidade espermatica durante
o periodo de armazenamento. Recomenda-se mais estudos buscando avaliar os
efeitos da adicdo de AA2G em associacdo com outros antioxidantes, bem como
explorar seu comportamento frente a congelacdo do sémen equino e seus

resultados sobre a fertilidade.
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CAPITULO 3

Efeito do 4cido docosahexaenoico e a-tocoferol no sémen equino submetido a

refrigeragdo por 72 horas

Breno Fernandes Barreto Sampaio', Carmem Estefania Serra Neto Zlccari?

!Doutorando no Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Fundacgao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

2Profa. Dra. da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Fundacgdo Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul

Resumo: O objetivo do presente experimento foi avaliar os efeitos da adicdo do
acido docosahexaenoico (DHA) e do antioxidante lipossoluvel a-tocoferol (a-Toh) ao
diluidor, isoladamente e em associacdo, sobre as variaveis seminais do
espermatozoide equino submetido a refrigeracéo por 72 horas. Foram utilizados dois
ejaculados de dez garanhdes e avaliados quanto a motilidade, vigor, integridade da
membrana plasmatica, fragmentacdo da cromatina, atividade mitocondrial e
peroxidacéo lipidica de acordo com os seguintes tratamentos: C — controle; DHA —
10 ng/mL de acido docosahexaenoico; a-Toh — 2 yM de a-tocoferol; DHA/a-Toh — 10
ng/mL de acido docosahexaenoico associado a 2 uM de a-tocoferol; EtOH 40 — 40
pL de etanol, Etho 100 — 100 pL de etanol, e; EtOH 140 — 140 pL de etanol. Nao foi
observada diferenca significativa na motilidade e vigor entre o grupo controle e os
grupos tratados com DHA e a-Toh isoladamente, no entanto a associacdo dos dois
compostos resultou em diminuicdo dessas varidveis espermaticas. Na analise da
peroxidacéo lipidica o grupo controle apresentou 2.506,2 + 796,4 ng de MDA x 108
espermatozoides, valor que foi significativamente superior aos grupos tratados com
o DHA e com o a-Toh. Conclui-se que o a-Toh foi eficaz em reduzir a peroxidacéo
lipidica do espermatozoide equino submetido a refrigeracéo e que o DHA, apesar de
ser um acido graxo poli-insaturado com alta susceptibilidade a peroxidacdo, também

exerceu um efeito antioxidante.

Palavras-chave: antioxidante, DHA, espermatozoide, garanhdo, vitamina E
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INTRODUCAO

Algumas biotécnicas da reproducdo vém sendo utilizadas com frequéncia
pelos criadores de equinos, e, dentre as mais comuns, pode-se incluir a inseminacao
artifical (IA) com sémen refrigerado. Normalmente, o armazenamento a 5°C permite
o0 uso do material genético em até 48 horas, sem quedas drasticas da fertilidade
(Aurich, 2008).

Durante o processo de refrigeragdo seminal ocorre a transicdo de fase dos
lipideos da membrana plasmatica (MP) entre 19 e 8°C, passando do estado liquido
cristalino para o estado gel. Nesse periodo ocorre alteracdo da organizacdo dos
componentes da MP, bem como diminuicdo da sua fluidez, o que torna o
espermatozoide mais susceptivel ao choque téermico pelo frio e a ruptura da MP,
comprometendo a funcdo da célula espermatica (Amman e Pickett, 1987; Aurich,
2005).

A composicao lipidica da MP determina a temperatura em que ocorre a
transicdo de fase, sendo que a maior quantidade de acidos graxos poli-insaturados
(polyunsaturated fatty acids — PUFA) e o grau de insaturagcdo proporcionam maior
fluidez, mantendo essa estrutura no estado liquido-cristalino em temperaturas mais
baixas quando comparada as membranas com conformacgédo mais rigida (Giraud et
al., 2000).

O acido docosahexaenoico (docosahexaenoic acid — DHA) possui 22 atomos
de carbono e seis duplas ligacbes em sua cauda hidrocarbonada, o que permite alta
versatilidade a sua apresentacdo espacial, permitindo modifica-la a intervalos de
picosegundos ou nanosegundos. Essa propriedade favorece a fluidez da MP
(Garwrisch et al., 2003). Os espermatozoides de mamiferos possuem uma alta
concentracdo de DHA (Neil e Masters, 1972; Castellini et al., 2000), principalmente
na regido da cauda, onde ha a necessidade de maior flexibilidade da MP devido ao
movimento flagelar (Connor et al., 1998).

A adicdo de DHA no diluente promove sua incorporacdo na MP do
espermatozoide (Nasiri et al., 2012; Towhidi e Parks, 2012) e o aumento de PUFAs
na MP pode contribuir com a motilidade do espermatozoide submetido ao
armazenamento (Takahashi et al.,, 2012). No entanto, as duplas ligacbes
encontradas nos PUFAs os tornam susceptiveis a peroxidacao lipidica, iniciada

principalmente pelo radical hidroxila, levando a uma reacdo em cascata (Ball e Vo,
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2002) que altera a fluidez da MP, podendo comprometer eventos fisiolégicos
relacionados a fecundacéao, como, por exemplo, a reacdo do acrossomo (Sanocka e
Kurpisz, 2004).

O plasma seminal possui substancias relacionadas com a protecao
antioxidante como a catalase, glutationa reduzida, glutationa peroxidase, vitamina C,
a-tocoferol (a-Toh), coenzima Q, taurina, hipotaurina e piruvato (Ball, 2008), porém,
a diluicdo do sémen diminui a concentracdo disponivel desses antioxidantes (Nasiri
et al., 2012), reduzindo, assim, a protecdo contra os efeitos nocivos do estresse
oxidativo.

O a-Toh pode ser incorporado a MP e tem a capacidade de estabiliza-la,
conferindo um aspecto mais organizado (Howard et al., 2011), além de protegé-la
contra o ataque dos radicais livres as duplas ligacdes dos PUFAs (Tran et al., 1996).
A adicdo de a-Toh ao sémen equino refrigerado resultou na diminui¢do dos niveis de
peroxidagéo lipidica (Almeida e Ball, 2005) e, sua associagdo com DHA melhorou a
motilidade e a viabilidade espermatica do sémen bovino criopreservado (Nasiri et al.,
2012; Thowidi e Parks, 2012).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da adicdo ao diluidor do
acido docosahexaenoico e do a-tocoferol, isoladamente e em associacéo, sobre as

variaveis do sémen equino submetido a refrigeracdo por 72 horas.

MATERIAL E METODOS

Colheita e Transporte do Sémen

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da Reproducéo
Animal da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Fundacédo
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (20° 26' 34" S; 54° 38' 47" W), durante
0 periodo de estacdo de monta.

Foram utilizados dois ejaculados de dez garanhdes adultos de fertilidade
comprovada, com idades entre 6 e 17 anos. Somente ejaculados que apresentaram
motilidade = 70% e vigor = 3 apés a colheita foram submetidos a refrigeracéao.

Para a colheita de sémen foi utilizada a vagina artificial modelo Botucatu
(Botupharma®, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil), mantida a uma temperatura entre 42 e
45°C e as colheitas foram realizadas com auxilio de manequim ou de uma fémea em

estro.
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ApoOs a colheita do sémen e avaliagdo das caracteristicas seminais, uma
aliquota contendo 1,4 x 10° de espermatozoides foi diluida em meio de centrifugacéo
a base de leite desnatado (Equimix®, Nutricell, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) a uma
concentracdo de 50 x 10° espermatozoides/mL. O transporte até o laboratério foi
feito em contéiner a 15°C (Max-Sémen®; EHG Agrofarma, Mogi-Mirim, Sdo Paulo,

Brasil) em intervalo maximo de 1 hora apds a colheita.

Processamento do Sémen e Grupos Experimentais

O sémen foi submetido a centrifugacdo a 600 G por 10 minutos para a
remocao do plasma seminal e do diluente. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspendido com o mesmo diluente, a uma concentragdo de 50 x 10°
espermatozoides/mL. O volume final foi fracionado em sete aliquotas contendo 200
x 106 espermatozoides, as quais foram adicionados os antioxidantes e o etanol.

Os reagentes foram adicionados ao sémen diluido de acordo com os
seguintes grupos experimentais: C — controle; DHA — 10 ng/mL de acido
docosahexaenoico; a-Toh — 2 yM de a-tocoferol; DHA/a-Toh — 10 ng/mL de acido
docosahexaenoico associado a 2 UM de a-tocoferol; EtOH 40 — 40 uL de etanal,
EtOH 100- 100 pL de etanol, e; EtOH 140 — 140 pL de etanol. Os grupos em que
foram adicionados os diferentes volumes de etanol correspondem ao controle
positivo do solvente do DHA, do a-Toh e da associacdo dos dois compostos,
respectivamente.

As amostras foram estocadas a temperatura de 5°C em contéiner isotérmico
(CP; Nunes et al., 2008). O sémen foi mantido sob refrigeracdo por 72 horas. Em
intervalos de 24 horas os gelos reciclaveis eram substituidos e as amostras de

sémen retiradas para as analises laboratoriais.

Avaliacdo Seminal

As avaliacbes seminais foram realizadas antes da refrigeracdo e adicdo dos
antioxidantes (M-0) e as 24 (M-24), 48 (M-48) e 72 (M-72) horas de refrigeracéo.
Foram retirados 600 pL de cada tratamento, em cada momento e mantidos em
banho-maria a 37°C por 10 minutos. A seguir eram realizadas as analises de
motilidade subjetiva, vigor, integridade de membrana plasmatica, fragmentacéo de
cromatina, atividade mitocondrial e peroxidacao lipidica.

Motilidade e Vigor Espermatico
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A avaliacdo da motilidade e vigor foi do “tipo cega”’ e feita pelo mesmo
técnico, depositando-se 10 pL de sémen entre lamina e laminula, sob a microscopia
de campo claro, mantidas a 37°C sobre mesa aquecedora (WTA, Cravinhos, Sao
Paulo, Brasil) nas objetivas de 10 e 40x. O resultado foi expresso em percentagem
conforme a proporgdo total de espermatozoides moveis e o vigor segundo escala

padronizada de zero a cinco (0-5).

Concentracdo Espermética

A concentracdo foi estimada apos a colheita de sémen e antes da
refrigeracdo, usando-se uma taxa de diluicdo de 1:100, em Camara de Neubauer. A
contagem foi realizada sob a microscopia de campo claro, com objetiva de 40x,

sendo os valores expressos em x 10° espermatozoides/mL.

Integridade da Membrana Plasmatica

A integridade da membrana plasmatica (IMP) foi analisada pela técnica
descrita por Harrison e Vickers (1990), em preparacdes umidas coradas pela
associacao das sondas fluorescentes diacetato de 6-carboxifluoresceina (CFDA) e
iodeto de propidio (PI). A IMP foi avaliada sob a microscopia de epifluorescéncia
(Axioskop, Zeiss, Alemanha), usando filtro com excitacdo de 492 nm e emissao de
517 nm, com objetiva de 40x, sendo contadas 200 células e classificadas quanto ao
padrao de coloracdo em duas categorias: integros - célula corada em verde em toda
sua extensdo e; lesados - nucleo corado em vermelho ou nucleo corado em

vermelho e o acrossomo em verde.

Atividade Mitocondrial

A atividade mitocondrial foi avaliada empregando-se a coloragdo com 3,3’-
diaminobenzidina (DAB), segundo técnica de Hrudka (1987), incubando-se 20 pL de
sémen + 20 pL do corante, por uma hora em banho-maria a 37°C. A seguir fazia-se
o esfregaco, fixando-o em formol a 10% por 10 minutos. As laminas foram
analisadas em microscopia de contraste de fase, com aumento de 1000x. Foram
contadas 200 células e classificadas de acordo com o grau de coloracdo da peca
intermediaria, em quatro classes: DAB | - peca intermediaria totalmente corada,
indicando alta atividade mitocondrial; DAB Il - = 50% da pega intermediaria corada,

indicando média a alta atividade mitocondrial; DAB 1l - peca intermediaria < 50%
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corada, indicando baixa atividade mitocondrial e; DAB IV - auséncia de coloracao da

peca intermediaria, portanto, sem atividade mitocondrial.

Fragmentag&o da Cromatina

Para a analise da ocorréncia de fragmentacéo da cromatina foi utilizado o azul
de toluidina (ATOL), conforme técnica descrita por Belleti et al. (2004). Estendia-se 0
esfregaco com 25 pL de sémen e, apds estarem secas, as laminas foram fixadas por
um minuto em solucdo de etanol e acido acético (3:1), posteriormente em etanol
70% por trés minutos e, entdo, hidrolisadas por 20 minutos em &cido cloridrico a 4
mMol. Apos a hidrolise, as laminas foram lavadas com &gua deionizada e a
secagem feita a temperatura ambiente.

As amostras foram avaliadas sob a microscopia de campo claro, em aumento
de 1.250x. Para a leitura foram depositados 20 uL de solucédo de azul de toluidina a
0,025% em tampao Mcllvaine entre lamina e laminula. Foi feita a contagem de 500
células por lamina, considerando-se duas categorias: cromatina fragmentada -
cabeca espermatica corada em violeta ou azul escuro e; cromatina integra — cabeca

espermatica corada em azul claro.

Peroxidacao Lipidica

O nivel de LPO foi mensurado de forma indireta pela técnica do TBARS (Nichi
et al.,, 2007), que consiste na mensuracdo de espécies reativas ao acido
tiobarbitdrico, induzida com vitamina C e ferro. A leitura foi feita por
espectrofotometria, em comprimento de onda de 532 nm e o0s resultados
comparados com uma curva padrdo, previamente estabelecida, de malondialdeido
(MDA). A concentracdo do TBARS foi determinada utilizando-se um coeficiente de
extincdo molar do malondialdeido (1,56 x10° x M mL1), e expressa em nanogramas

de MDA por 1x108 de espermatozoides.

Anédlise Estatistica

O delineamento experimental foi em parcelas subdivididas, considerando-se a
adicdo de DHA, a-Toh e a associacdo dos dois compostos como tratamento e 0s
momentos de avaliacdo como subparcelas. Para comparar as variaveis dependentes
(motilidade/vigor, integridade da membrana plasmatica, fragmentacdo da cromatina,

atividade mitocondrial e lipoperoxidagdo) empregou-se a analise de variancia, pelo
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procedimento GLM do Programa Estatistico SAS (2001), considerando-se os efeitos
fixos de tratamento e momentos de avaliacdo seminal. As médias foram comparadas
pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de significancia. As varidveis expressas em
porcentagem foram transformadas em arco seno (x/100) como sugerido por
Sampaio (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios obtidos no M-0 para as variaveis analisadas
apresentaram-se da seguinte maneira: motilidade - 78,0 £ 4,1%; vigor - 3,6 £ 0,5;
espermatozoides integros - 73,1 + 15,9%; DAB | - 38,3 + 17,1%%; DNA fragmentado
- 3,9 +1,6%; e peroxidacdo lipidica - 1.543,5 + 1.295,2 ng de MDA/108
espermatozoides. Nao foi observado efeito significativo da interacdo entre
tratamentos e momentos.

As variaveis motilidade, vigor e DAB | apresentaram diminuicdo progressiva
em funcdo do tempo de armazenamento. A integridade da membrana plasmatica
nao diferiu entre os momentos M-48 e M-72, sendo inferiores ao M-24 e houve
aumento da fragmentacdo do DNA no M-72 em relagcdo ao M-24. Por outro lado, a
peroxidacéo lipidica ndo aumentou durante o periodo de armazenamento (Tabela 1).

As amostras de sémen tratadas com DHA e a-Toh nédo apresentaram melhora
nas variaveis motilidade e vigor (Tabela 2). Os resultados da adigado de a-Toh estédo
de acordo com os descritos por Ball et al. (2001) e Almeida e Ball (2005), que
também n&o encontraram diferenca entre o grupo controle e 0s grupos
suplementados com a-Toh. Porém, no sémen humano de baixa qualidade, a adicao
in vitro de a-Toh resulta em maior motilidade, provavelmente devido a neutralizacao
das espécies reativas de oxigénio (reactive oxigen species — ROS) produzidas em

excesso pelos espermatozoides com alteracdes morfoldgicas (Keshtgar et al., 2012).
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Tabela 1. Variaveis do sémen equino (n = 20) acrescido de antioxidantes e
submetido a refrigeracdo a 5°C por 72 h em fungdo dos momentos avaliados

Tempo de Refrigeragéo (horas)

Variaveis Espermaticas

M-24 M-48 M-72
Motilidade (%) 69,0 + 13,1%" 57,8 +17,8P 52,6 + 20,0°
Vigor (1-5) 3,6 0,62 3,2+0,7° 2,9+0,7°
integros (%) 32,0 + 11,22 26,0 + 9,5° 23,6+ 9,0
DNA Fragmentado (%) 43+1,42 4,5+ 1,2 47+1,3°
DAB I* (%) 23,1 + 14,62 13,7 £8,8P 8,6 + 6,4
TBARS (ng MDA/108 sptz) 2.280,4 + 841,8 2.178,8 + 904,4 2.285,9 + 914,1

* DAB | = alta atividade mitocondrial de acordo com as classes do teste de 3,3’- diaminobenzidina;
TBARS = Espécies reativas ao acido tiobarbitirico; MDA = malondialdeido; sptz = espermatozoide
**|_etras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre médias pelo teste
de Duncan (p<0,05)

A adicdo de DHA ao meio promove a incorporacdo deste PUFA nas
membranas celulares (Wassal e Stillwell, 2009), alterando sua composi¢cao atraves
do aumento da propor¢cdo n-3:n-6 (Towhidi e Parks, 2012), bem como de
PUFAs:acidos graxos saturados (Nasiri et al., 2012). Essa incorporacdo aumenta a
fluidez da MP e pode contribuir com a motilidade espermatica (Connor et al., 1998).
A adicdo de DHA ao sémen suino submetido a congelacdo resultou em maior
motilidade, e os autores atribuiram a incorporacdo do DHA a membrana, auxiliando
na transicao de fase entre o estado liquido cristalino e o estado gel (Kaeoket et al.,
2010). Em equinos, o uso de nutracéutico rico em DHA modificou a composicéao da
MP dos espermatozoides, o que resultou em menor queda da motilidade no sémen
refrigerado por 48 horas, além disso, em garanhdes com baixa motilidade pré-
refrigeracdo (<40%), esse efeito foi observado as 24 horas de refrigeracdo. No
entanto, neste experimento, a adi¢do in vitro de DHA n&o resultou em melhora da
motilidade. Vale ressaltar que os animais utilizados no presente experimento eram
todos de fertilidade comprovada, o que pode explicar a auséncia dos efeitos

benéficos da a-Toh e do DHA sobre a motilidade espermatica.
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Tabela 2. Variaveis avaliadas no sémen equino diluido (n = 20) acrescido de antioxidantes e submetido a refrigeracdo a 5°C por 72

horas
Variaveis Tratamentos

C** DHA a-Toh DHA/ a-Toh Etoh 40 Etoh 100 Etoh 140
Mot (%)* 62,1 + 16,28 62,2 + 18,72 65,0+ 17,78 55,6 +18,7¢ 65,75+ 15,22 58,1 + 8,6 52,3 + 20,1¢
Vigor (1-5) 3,4+0,7%® 3,4+0,7® 3,4+0,78 3,0+0,6¢° 3,5+0,6% 3,2 + 0,6 2,8+0,74
int (%) 30,3 +13,02 27,2 +9,18bc 28,6 + 11,02 26,4 + 10,4%c 283+ 11,7 25,9 + 10,30 23,4 + 8,6°
Frag (%) 4,6 +1,5% 43+1,22 43+1,32 41+1,12 4,6 +1,3% 4,7 +1,3% 49+1,4b
DAB | (%) 16,3+ 13,2 159+12,7 16,4+ 10,4 15,6 + 13,0 14,1 + 10,9 13,2+12,4 143+12,2

1.821,1 + 2.636,5 + 25996 +
b a a ! _ 1 1

TBARS* 2.506,2 + 796,4° 2.036,0 + 687,08 1.890,8 +749,5 627,08 1.100,3 893.9b

*Mot = Motilidade; int = integros; Frag = DNA fragmentado; DAB | = alta atividade mitocondrial de acordo com as classes do teste de 3,3’- diaminobenzidina;
TBARS = Espécies reativas ao acido tiobarbiturico

**C = Controle; DHA = acido docosahexaenoico 10 ng/mL; a-Toh = a-tocoferol 2 uM; DHA/ a-Toh = associacao entre acido docosahexaenoico 10 ng/mL e a-
tocoferol 2 uM; EtOH 40 = 40 uL de etanol, controle positivo do solvente do acido docosahexaenoico; EtOH 100 = 100 pL de etanol, controle positivo do
solvente do a-tocoferol; EtOH 140 = 140 pL de etanol, volume correspondente ao controle positivo do solvente do 4cido docosahexaenoico e do a-tocoferol
***Unidade do TBARS = ng de malondialdeido / 108 espermatozoides

*++*|_ etras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre médias pelo teste de Duncan (p<0,05)
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A associacdo entre DHA e a-Toh no sémen bovino congelado resultou em
aumento da motilidade e da viabilidade esperméaticas (Nasiri et al., 2012; Towhidi e
Parks, 2012), porém, neste experimento, essa combina¢do resultou em diminuicdo
da motilidade e vigor. O mesmo fato foi observado no grupo controle positivo do
etanol no volume correspondente a associacdo dos dois reagentes (EtOH 140), o
que permite supor que o efeito téxico do etanol superou o possivel beneficio que a
associagao entre a a-Toh e o DHA poderiam proporcionar a motilidade do sémen
submetido a refrigeracédo por 72 horas.

A adicdo de a-Toh, DHA ou a combinacdo dos dois compostos nao foram
eficazes em conferir maior protecdo a MP. Ball et al. (2001) também néo relataram
maior protecdo a integridade de membrana do sémen equino acrescido de a-Toh
apos a refrigeracdo por 72 horas, porém no sémen suino foi observado aumento
significativo da viabilidade espermatica em amostras suplementadas com a-Toh e
armazenadas a 19°C por cinco dias (Cerolini et al., 2000). A adicdo de DHA ao
sémen suino congelado promoveu aumento da preservacdo da integridade de
membrana (Kaeoket et al., 2010), porém o mesmo nao foi observado no sémen
bovino quando o DHA foi utilizado isoladamente (Nasiri et al., 2012; Towhidi e Parks,
2012).

A refrigeracdo seminal aumenta a fragmentacdo do DNA (Linfor e Meyers,
2002), fato que foi observado no presente experimento entre 48 e 72 horas de
armazenamento a 5°C. Porém, mesmo com o0 aumento da fragmentacéo, as médias
encontradas em todos os momentos analisados enquadram-se na categoria dos
animais com alta fertilidade segundo a classificacdo de Evenson e Jost (2000), em
gue os animais com menos de 15% de fragmentacdo do DNA sao de alta fertilidade,
e a de Love (2005) onde a média de fragmentacdo do DNA dos garanhdes com alta
fertilidade é de 12%. Em ambas as classificacdes o teste utilizado para avaliar a
fragmentacdo do DNA foi o acridine orange, que possui correlacdo significativa (r =
0,55) com o teste do azul de toluidina (Naves et al., 2004) utilizado neste
experimento.

O teste do DAB avalia a atividade mitocondrial através da quantificacdo do
citocromo C presente na peca intermediaria (Hrudka, 1987). Este teste ndo detectou
diferenca significativa entre os tratamentos, porém apresentou diminuicdo da classe

DAB | em fungéo do tempo, refletindo o gasto energético durante o armazenamento.
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No sémen congelado de garanhfes, a adicdo de a-Toh ndo alterou a atividade
mitocondrial (Baumber et al., 2005; Franco et al., 2013).

O a-Toh pode ser encontrado tanto no plasma seminal quanto na MP do
espermatozoide (Agarwal et al., 2003) e tem a capacidade de neutralizar a reacao
em cadeia iniciada pela peroxidacao lipidica, combatendo radicais peroxil e alcoxil
(Wayner et al.,, 1987). Neste experimento, a adicdo de a-Toh ao diluidor de
refrigeracdo do sémen equino reduziu a peroxidagdo lipidica, confirmando os
resultados obtidos por Almeida e Ball (2005) com sémen refrigerado de garanhdes,
de Franco et al. (2013) com sémen congelado de garanhdes e de Cerolini et al.
(2000) com sémen suino. O estresse oxidativo, além de aumentar a fragmentagéo
do DNA (Agarwal e Said, 2003), pode alterar a fluidez da MP, resultando em
descréscimo da motilidade e da viabilidade espermatica, podendo, até mesmo,
causar capacitacao prematura do espermatozoide (Franco et al., 2013). No entanto,
foi observada correlacdo entre a quantidade de ROS e fertilidade no sémen fresco
de equinos. Os autores consideram que o espermatozoide de garanhdes tem como
caracteristica “viver rapido e morrer jovem”, gerando, assim maior nivel de estresse
oxidativo, porém, no sémen submetido a preservacdo, o acumulo de metabdlitos no
meio pode ser prejudicial ao espermatozoide (Gibb et al., 2014).

A adicdo de DHA ao sémen equino causou um efeito inesperado quanto a
peroxidacéo lipidica. O fato de este acido graxo possuir seis duplas ligagdes o torna
mais susceptivel ao ataque das ROS, no entanto, foi observada uma diminuicdo dos
valores de TBARS, que mede o nivel de peroxidacao lipidica. Além disso, nao foi
observada diferenca entre os grupos suplementados com a-Toh, DHA e a
associacao entre a-Toh e DHA.

De fato, o DHA pode atuar como pré-oxidante ou como antioxidante (Yavin,
2006). Alguns testes envolvendo administracédo intra-amnidtica de DHA, em ratos,
mostram diminuicdo da peroxidacdo lipidica no sistema nervoso central dos
neonatos tratados (Green et al., 2001a; Green et al., 2001b). O mecanismo pelo qual
o DHA promove protecdo antioxidante ndo estd esclarecido, porém, os autores
levantam algumas hipoteses sobre como esse PUFA poderia agir contra os efeitos
nocivos das ROS: a) as ROS podem ter certa preferéncia por alguns PUFAs como,
por exemplo, 0s n-6; b) quando o DHA é adicionado ao meio, sua incorporacdo a
membrana plasmatica se faz preferencialmente pela fosfatidiletanolamina (Stiwell e

Wassall, 2003), fosfolipideo que pode ser classificado como um plasmalogénio por
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possuir uma ligacao éter-vinilica no carbono 1 do glicerol. Os plasmalogénios podem
apresentar alta atividade antioxidante e estdo presentes em grandes concentracoes
nos espermatozoides (Sindelar et al., 1999) e; c) outro fosfolipideo que possui
grande afinidade pelo DHA é a fosfatidilserina e, quando se apresentam juntos,
podem ter um efeito atrativo para os ions ferro, reduzindo sua atividade na reacéo
de Fenton, diminuindo, entdo, a peroxidacéo lipidica (Yoshida et al., 1991; Green et
al., 2001b).

A hipétese deste experimento de que a associacdo entre a-Toh e DHA
pudesse melhorar as caracteristicas seminais durante a refrigeracdo, através do
aumento da fluidez da membrana proporcionada pela incorporacdo do DHA junto a
protecdo antioxidante do a-Toh, ndo se confirmou. Dois fatores podem estar
relacionados a essa auséncia de resposta: a utilizacdo de garanhdes com sémen de
alta qualidade e o efeito toxico do etanol, utilizado como solvente do DHA e do o-
Toh.

Desta forma, pode-se concluir que a adicdo de a-Toh e DHA diluido em etanol
isoladamente nao resultou em beneficio para as variaveis seminais motilidade, vigor,
fragmentacdo do DNA e atividade mitocondrial e, a associacdo desses compostos
resultou em diminuicdo da motilidade e vigor do sémen equino submetido a
refrigeracdo por 72 horas. Além disso, foi observada diminuicdo dos niveis de
peroxidacdo lipidica nos grupos tratados com a-Toh, DHA e a associacdo a-
Toh/DHA, o que sugere que o DHA pode ter um efeito antioxidante paradoxal para o
espermatozoide. Novas pesquisas devem ser realizadas buscando elucidar os
efeitos do DHA sobre a fertilidade, sua utilizacdo em animais que apresentam baixo
potencial reprodutivo e o teste de outros solventes organicos para a diluicdo do
DHA.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos conduzidos nesta tese de doutorado permitiram fazer a
comparacao de um antioxidante que ainda ndo havia sido testado em equinos, 0
AA2G, com a vitamina C e o a-tocoferol, que possuem eficacia comprovada contra a
liperoxidacdo. Os resultados obtidos mostraram que o AA2G protege o
espermatozoide equino contra a lipoperoxidacdo de maneira semelhante aos outros
antioxidantes e, além disso, mostrou efeito positivo na motilidade e vigor
espermatico, com resultados superiores apos o0 armazenamento a 5°C por 72 horas.
No experimento realizado com DHA foi possivel observar que esse acido graxo poli-
insaturado apresentou um efeito paradoxal, pois apesar de possuir seis
insaturacdes, 0 que teoricamente aumentaria os niveis de lipoperoxidacao, resultou
em sua diminuicdo, com efeito antioxidante semelhante ao do a-tocoferol. Neste
sentido, o AA2G e o DHA se apresentam como compostos promissores para
inclusdo nos meios diluidores do sémen equino. Novos estudos devem ser
conduzidos buscando o ajuste da concentracdo ideal, para testar os efeitos no
sémen congelado, avaliar a resposta no ejaculado de garanhdes com baixo

desempenho reprodutivo e se hé interferéncia na fertilidade.



