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1. INTRODUCAO

O efetivo bovino brasileiro estd estimado em 205.260.154 cabecas, estando a
regido Nordeste com 13,8% desse total, 28,3 milhdes de cabecas, onde o efetivo de
animais da raca Nelore (Bos indicus) se destaca sobre as demais (IBGE, 2009).

Assim, o Brasil possui um dos maiores rebanhos bovinos comerciais do mundo,
destacando-se ndo somente pelo tamanho, mas pelo potencial de crescimento. O que
propicia maior taxa de exportacdo de carne. Um dos principais motivos para esta
crescente difusdo, é a disponibilidade de recursos naturais associados com incrementos
de conhecimentos nutricionais e genéticos aliados ao manejo, possibilitando 0 emprego
de biotecnologias aplicadas a reproducéo animal, como a Inseminacédo Artificial (1A) e a
criopreservacao espermatica.

Com a evolucdo da aplicacdo das principais biotecnologias, é importante
ressaltar o papel da IA, sendo a primeira biotecnologia adotada nos sistemas de
producdo animal brasileiro, visando a disseminacdo do material de alto valor genético
de touros para diversas regides do Brasil (Renesto, 2004).

Porém, para que ocorra uma resposta melhor da 1A, vérios estudos vem sendo
direcionados a criopreservacdo espermatica, por ser caracterizada como um processo de
grande estresse celular, devido a diluicdo do sémen, comumente utilizada, promover a
reducdo da concentracdo de antioxidantes e hormonios, resultando no desequilibrio
entre oxidantes, antioxidantes e hormonios, e, consequentemente, no estresse celular e
diminuicdo da motilidade, impondo aos espermatozoides condi¢Oes extremamente
desfavoravel a manutencdo de sua viabilidade (Bilodeau et al., 2000).

O grande fator que influencia o processo de criopreservacao € o plasma seminal,
por ser um fluido com papel essencial para as funcbes espermaticas in vivo, desde a
ejaculacao ate a fecundacédo (Kraus et al., 2005). Dentre os hormonios presentes neste
meio, destacam-se o fator de crescimento semelhante & insulina do tipo 1 (IGF-1), por
apresentar papel primordial na estrutura e motilidade espermatica, favorecendo a

fecundacdo (Ahima et al., 2000; Tena-Sempere e Barreiro, 2002).



As fungdes testiculares do IGF-1 parecem ser servidas pela sua producéo local,
sem uma contribui¢do endocrina. O IGF-1 testicular tem um papel determinante no
desenvolvimento e diferenciacdo das células de Leydig e das células germinativas, a
falta dessa substancia nos testiculos pode induzir infertilidade, uma vez que atua tanto
na preservacao da membrana plasmatica da célula espermatica, como na sua motilidade
(Gnessi et al., 1997).

Outros constituintes do plasma seminal que possuem grande relevancia séo os
antioxidantes, como a glutationa, que tem como funcdo a diminui¢cdo do aparecimento
de injurias ocasionadas aos espermatozoides com a formacdo da peroxidacdo lipidica
das membranas (Jones e Mann, 1977), causada pelo estresse oxidativo devido a
producdo excessiva de radicais livres, os quais estdo associados com o declinio da
fertilidade do sémen, ap6s o periodo de estocagem (Maxwell e Watson, 1996).
Segundo Neagu et al. (2010) o uso de sémen associado a adi¢do de antioxidantes podem
inibir ou diminuir a producdo de radicais livres oriundos de reagOes oxidativas,
promovendo um aumento da viabilidade espermatica.

Buscando melhora na preservacdo da integridade celular, a associacdo de
componentes antioxidantes e hormonios tem sido utilizada nos meios de congelamento
de sémen de vérias espécies inclusive, a bovina, no intuito de reduzir essas alteracoes
causadas a membrana dos espermatozoides (Beconi et al., 1993)

Assim, faz-se necessario delinear experimentos que permitam estudar, numa
mesma condicao, os mecanismos bioldgicos envolvidos na criopreservacdo espermatica
com antioxidantes associados com horménios, de modo a aplica-los de maneira racional
objetivando alcancar melhor desempenho nos programas reprodutivos, contribuindo

com o desenvolvimento tecnoldgico regional e mundial.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criopreservacao espermatica

A criobiologia consiste de uma das etapas dos estudos biologicos que estuda os
efeitos que as baixas temperaturas exercem sobre 0s tecidos, células e organismos vivos
(Silva e Guerra, 2011). Assim, com o avanco dos estudos nesta area, desenvolveu-se
técnicas de criopreservacdo, que consiste em uma tecnologia que preserva células,
tecidos ou embrides a temperaturas abaixo do ponto de congelacao da agua, tendo como
principal fungdo manter a viabilidade das células por tempo indeterminado e preservar
sua composicéo (Pegg, 2002).
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Desta forma, a criopreservacdo espermatica, além de possibilitar sua utilizacéo
por periodo prolongado e suspender o metabolismo esperméatico mantendo o potencial
fecundante dos espermatozoides, tem sido amplamente utilizada para aumentar o
potencial reprodutivo de touros de alto valor genético, sendo ferramenta imprescindivel
em programas de inseminacéo artificial, transferéncia e producao in vitro de embrides.
Onde o uso do sémen congelado permite rapido avango genético dos rebanhos
comerciais, permitindo a escolha de reprodutores que melhor atendam as necessidades
de producdo (Amann; Pickett, 1987; Castelo et al., 2008; Leite et al., 2011).

Apesar de ser um procedimento rotineiro nas centrais de congelamento de sémen
e na industria da inseminacdo artificial, a criopreservacdo ainda é uma técnica que
promove grande quantidade de estresse celular, induzindo modificagdes na membrana
plasmatica dos espermatozoides, 0s quais causam uma reducdo da motilidade e
viabilidade espermatica, impondo condicGes extremamente desfavoraveis a manutengédo
de sua viabilidade, associada a uma elevada perda de células espermaticas que nao
resistem ao processo, resultando em uma diminuicdo do potencial de fertilidade das
células (Purdy, 2006; Bucak et al., 2010).

No processo de criopreservacdo as células espermaticas passam por etapas de
resfriamento, congelacdo e descongelacdo que sdo capazes de promover varios tipos de
danos celulares que comprometem a fertilidade quando comparado com sémen a fresco.
Além desses fatores, outros também afetam a viabilidade do sémen congelado como os
constituintes do diluidor e a interacdo com o0s crioprotetores, as taxas de congelamento,
descongelamento e formas de armazenamento (Watson, 2000; Lui Z., 1998; Leite et al.,
2011).

O primeiro momento de estresse do espermatozoide se da durante a fase de
transicdo da membrana plasmaética do estado normal em temperatura ambiente para o
estado cristalino ou gel quando ¢é exposta a temperatura de refrigeracdo a 5 °C. Quando
o resfriamento é realizado de uma forma muito répida, entre 30 °C e 0 °C, algumas
células sdo induzidas a um estresse letal chamado de choque frio, sendo mais critico
guando sdo expostas na faixa de temperatura de 2 a 12 °C (Watson, 1995; Gonzalez,
2004).

O choque frio ou choque térmico é observado quando os espermatozoides se
encontram com movimentos circulares, alteracdes ou diminuicdo da motilidade
espermatica, decréscimo da producdo de energia, reducdo da taxa de glicose e

respiracdo celular, tendo perdas de moléculas e ions para 0 meio extracelular devido o
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aumento da permeabilidade da membrana. Todas essas alteragcdes sdo originadas devido
aos danos ocorridos na membrana espermatica que, bioquimicamente, sdo diferentes.
Pois, podem apresentar particularidades que influenciam na fluidez da membrana como
a quantidade de colesterol e o grau de saturacdo dos acidos graxos presentes na
membrana, mas 0s constituintes estruturais sdo iguais para todas as especies. Porém, o
choque frio pode variar de acordo com o grau de maturacdo dos espermatozoides,
variacdo de cada individuo, ejaculado, espécie e quantidade de plasma seminal (Amann
e Pickett, 1987;Cottorello, 2002; Gonzalez, 2004; Celeghini, 2005).

Outro ponto critico da criopreservacao é a formacéo dos cristais de gelo que vai
ocorrer de acordo com a velocidade de refrigeracdo, onde a 4gua se move através da
membrana plasmatica do meio intracelular que é isotdnico para o meio extracelular que
se encontra mais concentrado. Assim, se a agua ndo sair da célula e for se unir com a
fase congelada do meio extracelular ela ird congelar formando os cristais de gelo no
meio intracelular (Soares e Guerra, 2009). Quando o resfriamento é realizado de forma
répida os cristais sdo formados na parte interna e as celulas na maioria dos casos se
tornam osmoticamente inativadas ou lesadas devido a desorganizacdo da membrana
(Denvireddy et al., 2002).

Ja quando o resfriamento é realizado de forma muito lenta ocorre o
congelamento da &gua no meio extracelular com um rapido aumento da concentracéo de
solutos que promove uma perda rapida da agua do meio intracelular para 0 meio
extracelular levando a célula a se desidratar e a ocorrer a desnaturacdo das
macromoléculas que levam a perda da sua integridade da membrana (Mazur, 1985;
Holt, 2000). Desta forma, é necessario o uso de curvas adequadas de congelacdo de
sémen para cada espécie onde deve ser lento o suficiente para ndo provocar a formacéo
de cristais de gelo no meio intracelular e a0 mesmo tempo réapida para evitar &
exposicao das células as altas concentracfes de solutos por um tempo muito prolongado
(Squires, 1999; Chaveiro et al., 2006).

Por outro lado, o descongelamento vai ser realizado de acordo com a taxa de
congelamento que foi realizada. Pois, 0s espermatozoides necessitam de curvas
adequadas para serem descongeladas a fim de ndo causar danos letais as células. Neste
caso, se a congelacdo foi realizada de forma rapida e a descongelacdo de forma lenta
pode ocorrer uma lesdo mecanica da membrana, pois o gelo intracelular pode ser

recristalizado em cristais menores. Ja se a congelacédo foi lenta e a descongelacéo rapida

12



& agua do meio extracelular vai entrar de uma forma muito rapida no meio intracelular

causando um rompimento da membrana celular (Squires et al., 1999; Leite et al., 2011).

2.2 Acao dos diluidores sobre a criopreservacao

Para que o sémen possa ser conservado, ele deve ser devidamente diluido,
podendo ter sua durabilidade estendida e ser transportado. Assim, a composi¢do do
diluidor € de extrema importancia para os espermatozoides sobreviverem ao processo de
criopreservacao, pois 0 mesmo tem a funcdo de proteger a membrana plasmatica do
espermatozoide contra o choque térmico e as injurias mecanicas causadas pela
manipulacdo, além de possuir a funcéo de fornecer nutrientes e estabilizar o pH do meio
(Verstegen et al., 2005; Chaveiro et al., 2006).

Portanto, para 0 espermatozoide manter sua capacidade de fecundar o gameta
feminino ap6s o processo de congelacdo e descongelacdo é necessario que as suas
caracteristicas sejam preservados, como: manter o metabolismo para producdo de
energia, a motilidade progressiva, a preservacdo das enzimas localizadas na regido do
acrossoma e as proteinas da membrana plasmatica, que sdo importantes na estruturacdo
da membrana. Assim, o diluidor deve possuir algumas caracteristicas essenciais como
ser atoxico, apresentar substancias idnicas e ndo idnicas para manter a osmolaridade,
baixo custo, uma fonte lipoproteica de alto peso molecular para proteger contra o
choque térmico como os crioprotetores e outros aditivos como antioxidantes, hormonios
e antibidticos (Amann; Pickett, 1987; Vishwanath e Shannon, 2000; Aisen 2008).

Os crioprotetores sdo substancias que tem a fungdo de fornecer energia as
células espermaticas, evitar a formacdo de cristais de gelo causados pela reducdo da
temperatura, reduzir o estresse osmatico através da reposicdo da agua necessaria para
reorganizar o volume celular com auxilio de interagbes com ions e macromoléculas
mantendo e, assim, um ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula espermaética
(Medeiros, 2002; Purdy, 2006).

Desta forma, algumas substancias foram estudadas nos diluidores com o intuito
de diminuir os danos causados durante a criopreservacdo. Apesar do mecanismo de agéo
ndo esta totalmente elucidado, acredita-se que estes agentes sejam responsaveis por
reduzir o ponto de congelamento da solucdo, na qual é determinado com a diminuicao
da temperatura (Soares e Guerra, 2009). Além disso, alguns crioprotetores podem
possuir fatores tdxicos aos espermatozoides, onde em elevadas quantidades pode

interferir na capacidade fecundante do gameta, se tornando improprio para 0s
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espermatozoides. Entretanto, proprio para outros tipos de células (Graham, 1996;
Watson, 2000).

Os crioprotetores podem ser divididos em duas categorias, sendo eles:
penetrantes ou ndo penetrantes. Essa classificacdo vai ocorrer de acordo com o local de
atuacdo deles, podendo ser na regido intra ou extracelular (Sztein, 2001; Celeghini,
2005).

Crioprotetores penetrantes sdo moléculas pequenas que conseguem atravessar a
membrana plasmatica dos espermatozoides atuando tanto no meio intra como
extracelular, desidratando a célula espermatica devido o efluxo de agua intracelular para
equilibrar o meio extracelular (Silva e Guerra, 2009). Assim, eles permanecem tanto na
membrana quanto no citoplasma promovendo a desidratagdo celular por meio do seu
efeito osmotico, onde penetram na membrana através da difusdo passiva (Purdy, 2006).
Dentre os crioprotetores penetrantes ha o glicerol, o dimetil sulfoxido, o etileno glicol, o
propileno glicol, assim como as suas associagdes (Silva e Guerra, 2009).

Na década de 50 o uso do glicerol comecou a se destacar frente aos demais
crioprotetores penetrantes, onde comecou a ser usado na criopreservacdo de células e
microrganismos. Devido a seu efeito osmdtico, o glicerol atua diretamente na
membrana plasmaética, havendo evidéncias de que se liga a fosfolipideos conseguindo
reduzir a fluidez da membrana através de interacbes com as ligacGes proteicas e
glicoproteinas da membrana (Parks e Graham, 1992). Assim, ele pode ser utilizado na
criopreservacao de sémen bovino tanto no momento da diluicdo inicial, quando ja esta
em uma fracdo Unica com o diluidor, sendo adicionado a temperatura ambiente, quanto
adicionado de forma fracionada apos a refrigeracdo, na temperatura de 5 °C (Kumar et
al., 2003).

Ja os crioprotetores ndo penetrantes, sao moléculas grandes que ndo tem a
capacidade de atravessar a membrana plasmatica atuando no meio extracelular, sendo
eficientes na protecéo da célula espermatica durante o processo de congelacdo, sem que
para isso necessitem penetrar no seu interior. Essas substancias possuem proteinas,
lipideos e macromoléculas que podem ser encontradas no leite, na gema de ovo,
acucares, amidas e polimeros sintéticos (Graham, 1995; Borges et al., 2011).

Dentre os crioprotetores ndo penetrantes, a gema de ovo se destaca por ser o
agente com boas respostas para protecdo do espermatozoide contra o choque frio,
mantendo a fertilidade dessas células ap6s o congelamento e descongelamento, além de

suas funcbes espermaticas (Bergeron et al.,, 2004). Entretanto, apesar do seu uso
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continuo nos diluidores, 0 mecanismo de acdo na protecao dos espermatozoides nao esta
totalmente elucidado (Holt, 2000).

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL), presentes na gema de ovo, tem agdo
na superficie da membrana plasmatica dos espermatozoides através de interacdes com
os fosfolipidios, promovendo alteragdes na membrana para que ela ndo tenha rupturas
durante o processo de criopreservacdo (Moussa et al., 2002; Farstard, 1996). Apesar da
importancia desse crioprotetor, a gema de ovo consiste de um material bioldgico capaz
de veicular microrganismos, dependendo da sua origem (Farstad, 2009). Assim, estudos
com outros crioprotetores vem sendo usados para substituir a gema de ovo, como
lecitinas de soja (Hiwasa et al, 2009), adicdo de trealose, glicina (Valente et al., 2010) e
leite (Bergeron et al., 2007). Embora os resultados muitas vezes sejam inferiores aos

encontrados com o uso da gema de ovo no meio diluidor (Silva e Guerra, 2011).

2.3 Espécies Reativas ao Oxigénio (ROS) e estresse oxidativo

Os primeiros relatos sobre estresse oxidativo se deram em 1943, por Jon
MacLeod, onde ao incubar os espermatozoides de seres humanos em condi¢des de alta
tensdo de oxigénio, foi observado que a motilidade espermatica foi diminuindo,
podendo ser revertido com a adicdo da catalase. Assim, estes resultados levaram a
conclusBes que os espermatozoides de mamiferos tém a capacidade de gerar perdxido
de hidrogénio, podendo prejudicar a motilidade dos espermatozoides (Aitken et al.,
2012). Alguns anos depois, em 1946, as primeiras informacdes em espermatozoides
bovinos foram publicadas onde foram confirmados os efeitos que a catalase e a
peroxidase exercem sobre a manutencdo da motilidade. Levando os autores a
concluirem que o peréxido de hidrogénio possui efeitos citotoxicos capaz de alterar o
metabolismo e motilidade dos espermatozoides (Tosic e Walton, 1950).

O oxigénio ¢ uma molécula de grande importancia para a sobrevivéncia e
metabolismo de diversas células, porém pode possuir efeitos toxicos de acordo com o
tipo de reacdo que sofre. Assim, as reagdes produzidas naturalmente no organismo
através do proprio metabolismo como os subprodutos oriundo da respiracao e a sintese
de estruturas mais complexas, podem gerar as espécies reativas de oxigénio (ROS) onde
temos os radicais livres mais encontrados como o anion superoxido (O;), radical
hidroxila (OH"), e 0 metabolito peroxido de hidrogénio (H,0;) (Iwasaki; Gagnon, 1992;
Chan et al., 1999; Borges et al., 2011).
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Os radicais O, sdo formados da adicdo de um elétron nas moléculas de
oxigénio. Por ser um radical produzido principalmente na membrana mitocondrial, tem
como seu campo de acdo o local onde foi produzido, agindo pouco sobre as membranas
lipidicas. Durante o processo de respiracdo celular ocorre a producdo desse radical, além
das reacGes com flavoenzimas, lipoxigenases e cicloxigenases (Nordberg e Arnér,
2001).

J& o radical OH" é formado a partir das reagdes de Fenton, onde o peroxido de
hidrogénio é catalisado por fons ferro ou cobre (Fe™ ou Cu®) dando origem ao radical
hidroxila que é um dos radicais mais reativos em sistemas bioldgicos provocando a
peroxidacdo lipidica nas membranas. O H?0? é considerado um metabélito do oxigénio,
gerado a partir da acdo do superoxido dismutase sobre o O, sendo extremamente
deletério por ter a facilidade de atravessar as membranas biologicas (Ferreira e
Masubara, 1997; Nordberg e Arnér, 2001).

As ROS exercem tanto funcGes fisioldgicas como patoldgicas nas células
espermaticas. Essa atuagdo esta associada tanto ao momento em que ela foi produzida,
guanto a concentragdo, ao tempo que essas células foram expostas, associados a fatores
extracelulares, como: temperatura e ambiente (Besalsky, 2002). Desta forma, as ROS,
quando em concentragdes reduzidas, sdo importantes para o controle e sinalizagdo do
crescimento celular, ao ataque de patdgenos invasores, sintese enzimatica de processos
bioativos e detoxificacdo de substancias estranhas (Soares e Guerra, 2009; Borges et al.,
2011).

Nos machos, desde as primeiras fases do desenvolvimento das células
germinativas quando ja sdo capazes de produzir pequenas quantidades de ROS, elas
estdo envolvidas na condensacdo da cromatina dos espermatozoides, adaptando o
nacleo das células germinativas por inducdo da apoptose ou pela proliferacdo das
espermatogonias (Fisher e Aitken, 1997; Aitken, 1999). Nos espermatozoides maduros,
as ROS véo atuar diretamente na fertilidade, sendo responsaveis pelos processos de
capacitacdo espermatica, hiperativacdo, reacdo acrossémica, estabilidade da bainha
mitocondrial, motilidade espermatica bem como a ligacdo espermaética a zona peldcida
(Soares e Guerra, 2009; Borges et al., 2011; Jedrzejowska et al., 2012).

Quanto aos mecanismos bioquimicos de producdo das ROS ainda ndo estdo
totalmente elucidados. Porém, relatos de Aitken (1995), informam que em
espermatozoides humanos uma das principais fontes de producdo do O, € através da

nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato NADPH, estando envolvida no ciclo da
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NADPH-oxidase, demonstrando que 0s espermatozoides humanos possuem uma
variedade de sistemas de transporte de elétrons, estando localizados na superficie celular
podendo ser removidos facilmente pela atividade das enzimas NADPH (Aitken, 2003).
Entretanto, De Lamirande e Lamothe (2009), avaliando as células espermaticas
humanas através da técnica de imuno blotting, ndo encontraram relacao entre a NADPH
oxidase e a producéo de O

Sabeur e Ball (2006), ao tentar identificar qual reagdo é responsavel pela
producdo dos anions de superdxido em espermatozoides equinos, encontraram que a
geracdo do O, aumentou significamente quando tinha a presenca da NADPH-oxidase
do que com sua auséncia.

Outra hipétese referente a producdo de ROS estd relacionada a diaforese
espermatica presente na peca intermediaria associada a cadeia respiratoria dos
espermatozoides. Como 0s espermatozoides precisam de um fornecimento constante de
energia para manter sua motilidade, a regido da peca intermedidria é rica em
mitocdndrias onde as NADH oxido-redutase dependente agem. A producdo de ROS é,
significamente, aumentada em mitocondrias disfuncionais, que por sua vez afetam a
funcdo mitocondrial em espermatozoides (Evenson et a., 1982). Assim, pode existir
uma relacdo mutuamente interligada onde ROS causa danos na membrana mitocondrial
e a danificada causa aumento da producdo de ROS (Agarwal e Prabakaran, 2005).

Plante et al. (1994), observaram que pouca parte das ROS produzidas durante o
processo de respiracdo realizado nas mitocondrias através da NADPH-oxido redutase
dependente é liberado para fora das células ou seja para regido extracelular ao contrario
do que é produzido pela NADPH-oxidase que € produzida para regido extracelular.

No ejaculado, diversas alteracdes presentes, podem influenciar na producao de
ROS. Dentre as alteracdes temos espermatozoides com morfologias alteradas,
principalmente quando apresentam citoplasma residual, indicando que possui
imaturidade e reduzido potencial de fertilidade, tendo assim a capacidade de produzir
maiores quantidades de ROS do que espermatozoides com estrutura normal (Gomez et
al., 1996; Aziz et al., 2004). Além disso, h4 também diferenca entre as quantidades de
ROS produzidos de acordo com o estagio de espermatozoides produzidos (Henkel e
Schill, 1998).

Nichi et al. (2007), ao realizarem experimento com espermatozoide de bovinos
coletados direto do epididimo e submetidos a dois métodos de conservagéo, constataram

gue o0s espermatozoides com gota citoplasmatica proximal apresentaram maior
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producdo de ROS e foram mais susceptiveis ao estresse oxidativo do que os com gotas
citoplasmaticas distais. Segundo Misro et al. (2004), seres humanos que apresentam
muitos espermatozoides anormais produz concentragdes moderadamente elevadas de
H.0,, causando imobilizacdo dos espermatozoides, principalmente pela deplecdo de
ATP intracelular com diminuicdo da fosforilacdo das proteinas do axonema, além de
induzir a peroxidacéo lipidica e resultar em morte celular.

Outra fonte de ROS, sdo os espermatozoides mortos ou imaveis e 0s leucocitos
sendo estes as principais fontes de ROS, segundo Garrido et al. (2004). Os leucocitos
em condi¢cbes fisiologicas produzem até 1000 vezes mais ROS do que os
espermatozoides. Esta producdo elevada estd relacionada a um importante papel no
mecanismo de defesa das células contra infecgbes e inflamagdes. Onde leucdcitos
ativados tem a capacidade de infiltrar no 6rgdo afetado secretando grandes quantidades
de ROS que levam a eliminacdo de agentes infecciosos.

No entanto, este desequilibrio de oxidantes e antioxidantes pode danificar as
células. O numero de leucdcitos presentes no sémen pode influenciar na quantidade de
ROS presente, podendo causar problemas aos espermatozoides. Em seres humanos a
grande quantidade de infiltracdo leucocitaria pode esta relacionada ao estresse oxidativo
no trato reprodutivo masculino (Aitken et al., 2012).

Baumber et al. (2002), ao adicionarem neutrdfilos ativados ao sémen de equinos,
observaram que quanto maior a quantidade de neutrofilos presentes, maior a quantidade
de ROS produzido e menor a motilidade espermatica. Assim, determinaram que a
quantidade de 5x10° neutréfilos ativados/mL é o suficiente pra ter uma producio
excessiva de H,0; e reduzir a motilidade dos espermatozoides equinos in vitro.

Ja quando a quantidade de ROS produzida é superior as necessidades das células
ocorre a geracao do estresse oxidativo (Aitken, 1995), que é causado pelo desequilibrio
entre a producdo dos chamados ROS e a acdo protetora do sistema antioxidante,
responsavel por sua neutralizacdo e remocdo. Um excesso de ROS provoca uma
resposta patoldgica que conduz a lesdo de células e tecidos. Os espermatozoides sao
particularmente suscetiveis aos efeitos nocivos do ROS, porgue 0s seus componentes da
membrana celular contém grande quantidade de &cido graxos poli-insaturados
(Walczak-Jedrzejowska et al., 2013).

Esses acidos podem ser oxidados através de reacdes de peroxidacdo lipidica
onde o citoplasma das células possui pequenas concentracfes de enzimas que

neutralizam as ROS. Assim, a oxidacdo dos lipideos € um processo que conduz a perda
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da integridade da membrana, um aumento da sua permeabilidade, inativacdo das
enzimas celulares, danos no DNA estrutural e apoptose celular (Henkel e Schill, 1998;
Sanocka-Maciejewska, 2005; Shuppe et al., 2008).

A lipoperoxidacdo € dividida em etapas onde se inicia quando qualquer ROS ¢
capaz de retirar um atomo de hidrogénio de um grupo metileno (-CH»-). E termina
quando os radicais lipidicos e peroxila propagam-se até destruirem a si préprios
(Hallwell e Gutteridge, 1999). Assim, por ser um processo fisiopatoldgico importante,
resultando em uma série de acbes degradativas, afetam a organizacdo e a funcdo de
componentes celulares (Zabludovsky et al., 1999). Uma forma eficaz de avaliar o efeito
da peroxidacdo lipidica no espermatozoide € atraves do método espectrofotométrico
com ac¢do do &cido tiobarbitdrico (TBA). Dessa forma, € possivel medir a concentracdo
dos produtos oriundos da peroxidacdo dos lipidios que nesse caso € o malonaldeido
(MDA\) ou substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (Lapenna et al., 2001;
Sanocka e Kurpisz, 2004). Tavalani et al. (2005), trabalhando com espermatozoides e
plasma seminal de seres humanos astenozoospérmicos e normozoospérmicos,
determinaram o nivel de peroxidacdo lipidica através do MDA. Onde em pacientes
astenozoospérmicos apresentaram uma alta concentracdo de MDA, quando comparado
Com 0s que apresentavam caracteristicas normais.

Em bovinos, foi observada uma associagdo entre os TBARS e a motilidade
espermatica. Onde os espermatozoides que sofreram maior reacdo de peroxidagdo
lipidica apresentaram menor motilidade, maior concentracdo de TBARS e menor
capacidade de ocorrer a reacdo acrossomal quando induzida. Assim, é demonstrado que
espermatozoides com as membranas integras associadas com menor peroxidacdo
lipidica tem maior facilidade de ocorrer a reacdo acrossomal devido a preservacdo da
sua regularidade funcional (Beorlegui et al., 1997; Maia e Bicudo, 2009).

Apesar dos espermatozoides bovinos ndo sofrerem a peroxidacao lipidica com
facilidade quando comprado com o ser humano ou garanhdo, o sémen congelado e
descongelado se torna mais susceptivel a peroxidacéo lipidica do que o sémen in natura
(Trinchero et al., 1990). Maia (2006), ao avaliar o sémen de ovinos criopreservados com
antioxidantes e sem antioxidantes, encontrou ap0s a criopreservagdo uma grande
quantidade de radicais livres (O,; H,O, e OH"), demonstrado que o processo induz a
producéo de ROS. Em equinos, Neid et a. (2002), ao avaliarem a membrana celular dos

espermatozoides frescos, refrigerados e congelados, observaram um aumento da
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peroxidacdo lipidica ap6s o processo de criopreservacdo, quando comparado com 0
refrigerado.

No processo de criopreservacao as alteracfes de temperatura, além da exposicdo
das células ao oxigénio presente, associado a manipulacdo, podem induzir um aumento
na producdo de ROS com uma diminuicdo das defesas realizadas pelos antioxidantes.
Assim, quanto maior for & manipulacdo dos espermatozoides maior serdo 0s danos
oxidativos que podem ocorrer (Maia, 2003; Soares e Guerra, 2009).

No sémen refrigerado a 5 °C um dos principais fatores que induz uma
diminuicdo da motilidade e da viabilidade espermatica € o estresse oxidativo que ocorre
mesmo com uma diminui¢do do metabolismo celular, pois a producdo de ROS continua
e promove uma queda da viabilidade do sémen refrigerado (Coian et al., 2010;
Krzyzosiak et al., 2001).

2.4 Antioxidantes

Como a criopreservacdo espermatica causa um aumento da producdo de ROS,
assim como o processo de capacitacdo espermatico aumenta a permeabilidade da
membrana acelerando a geracdo de ROS, os antioxidantes vém sendo estudados ao
longo tempo com o objetivo de melhorar os indices de fertilidade visando & manutencéo
da integridade dos espermatozoides submetidos ao processo de refrigeracdo e
congelacdo através da reducdo das injdrias causadas pelo estresse oxidativo (Silva e
Guerra, 2011).

Durante as fases finais de diferenciacdo dos espermatozoides, a maior parte do
citoplasma residual é perdido junto com uma grande quantidade de antioxidantes
enddgenos que neutralizam o efeito prejudicial das ROS (Bansal e Bilaspuri, 2011).
Desta forma, a principal fonte de antioxidantes esta localizada no plasma seminal, pois
existem evidéncias que sem o plasma seminal 0s espermatozoides estdo mais sujeitos ao
estresse oxidativo (Aitken e Curry, 2011).

A prévia diluicdo do sémen para 0s processos de criopreservacdo promove uma
diminuicdo da concentracdo dos antioxidantes presentes no plasma seminal ocasionando
um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes. Desta forma, estudos recentes
demonstram que a suplementacéo dos diluidores com antioxidantes tem mostrado bons
resultados na manutencdo da motilidade espermatica e na integridade da membrana
ap6s a descongelacdo em bovinos, caprinos, ovinos, cdes e na qualidade dos

espermatozoides humanos (Bucak et al., 2010). Porém, a suplementagdo dos
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espermatozoides com antioxidante no momento da fertilizacdo in vitro prejudicou a
qualidade dos espermatozoides bovinos, a formacdo de pronlcleos normais e o
desenvolvimento para o estagio de blastocisto (Gongalves et al., 2010).

Estudos demonstram que os antioxidantes sdo responsaveis por proteger oS
espermatozoides conta as ROS produzidas por espermatozoides anormais e normais ou
por leucdcitos presentes no sémen. Tendo assim, a funcdo de prevenir a fragmentagao
do DNA, melhorar a qualidade do sémen em seres humanos fumantes, reduzir os efeitos
da criopreservacdo, evitar que ocorra a peroxidacao lipidica e reduzir as alteracdes na
composicao das membranas.

Com esse intuito, o sistema antioxidante pode ser classificado em enzimaticos,
como: a glutationa peroxidase (GSH- Px), glutationa redutase (GSH-Rd), catalase e
superdxido desmutase (SOD). E os ndo enzimaticos, como: glutationa reduzida (GSH),
acido ascorbico, vitamina E e A, carotenoides, coenzima Q-10, zinco, selénio e cobre
(Agarwal et al., 2004; Wolski JK., 2011). Assim, a célula espermatica possui duas
linhas de defesa contra as ROS, sendo uma como detoxificadora do agente causador da
oxirreducdo evitando a lesdo celular onde temos GSH, SOD, catalase, GSH-Px, e
vitamina E. Ja a outra forma de defesa consiste em reparar as lesdes ocorridas onde
temos o antioxidante acido ascérbico (vitamina C), GSH-Rd, GSH-Px e vitamina E,
sendo pertencente a estrutura da membrana celular (Ferreira e Matsubara, 1997).

Assim, quanto aos antioxidantes enzimaticos, segundo Walczak-Jedrzejowska et
al. (2013), o principal sistema de enzimas antioxidantes é chamado de triade, onde tem
0 SOD, catalase e GSH-Px.

A SOD ¢é uma enzima que elimina os anions superoxido, dismutando em
oxigénio e H,0,, tanto no meio intracelular quanto extracelular (Nishikimi e Machlin,
1975). Na forma intracelular pode esta de duas formas, sendo na forma de SOD de
cobre-zinco localizada, principalmente, no citoplasma contendo cobre e zinco no centro
ativo ou 0 SOD de manganés, que esta localizado principalmente na matriz mitocondrial
com manganés no seu centro ativo. Na forma extracelular atua com os polissacaridios
de superficie, podendo estd na forma livre. Para a SOD agir contra H,O,, deve ser
conjugada com a catalase ou GSH-Px (Walczak-Jedrzejowska et al. 2013). Além disso,
ela impede a hiperativagdo prematura e capacitacdo induzida por radicais superéxido
antes da ejaculacdo (Lamirande e Gagnon, 1995).

A catalase corresponde a uma enzima oxirredutora que decompde o H,O, em

duas moléculas de dgua e uma de oxigénio. O H,0, é altamente toxico para a célula,
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uma vez que é o principal precursor da formacédo de radicais OH™ (Ortega et al., 2003;
Barreiros et al., 2006). Além disso, estd relacionado com a capacitacdo espermatica
induzida por 6xido nitrico, que consiste em um mecanismo complexo usando peroxido
de hidrogénio (Lamirande e Gagnon, 1997).

Outro antioxidante enzimatico é o sistema GSH-Px e GSH-Rd, sendo a
peroxidase responsavel por atuar sobre o H,O, dando origem a duas moléculas de agua
e uma de glutationa oxidada. J& a GSH-Rd converte a glutationa oxidada junto com uma
molécula de hidrogénio na presenca da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatada
(NADPH) em duas moléculas de GSH e NADP (Christophersen, 1968; Silva e Guerra,
2011).

Os antioxidantes ndo enzimaticos como o0s carotenoides, &cido ascorbico,
cisteina, vitamina E, taurina, trealose, hipotaurina e glutationa também exercem
importantes fun¢bes como os carotenodides que sdo compostos organicos sollveis em
gordura, sendo precursores da vitamina A. Estes sdo responsaveis por manter a
integridade das membranas celulares, além de regular a proliferacdo celular como
durante a espermatogénese (Hogarth e Griswold, 2010).

A vitamina C ou é&cido ascorbico € uma substancia solivel em agua, com
importante capacidade antioxidante, onde no plasma seminal de seres humanos possui
concentracdo 10 vezes maior do que no plasma sanguineo (Lewis et al., 1997).

A vitamina E (a-tocoferol) € um composto quimico orgénico solivel em gordura
localizado principalmente na membrana celular onde sua atividade antioxidante esta
relacionada a captura de radicais de SO e hidroxilas livres. Assim, ela previne a célula
espermatica contra danos, diminuindo a producdo de ROS (Walczak-Jedrzejowska et al.
2013). Dentro do leque de agentes antioxidantes ndo enzimaticos, ainda ha a cisteina,
que € um &cido de baixo peso molecular precursor da glutationa onde adentra a
membrana celular facilmente, melhorando a biossintese de GSH intracelular tanto in
vivo quanto in vitro. Além disso, protege os lipidios da membrana e proteinas devido as
suas propriedades de eliminacdo dos radicais indiretos (Uysay e Bucak, 2007). Com
relacdo & trealose e a taurina, segundo Reddy et al. (2010), quando adicionaram essas
substancias sulfuradas aos espermatozoides de bubalinos, observaram que ocorreu uma
protecdo contras as ROS, ap0s a criopreservacao.

Ressalva-se que os efeitos dos antioxidantes quando usados nos diluidores
podem variar de acordo com a quantidade colocada, além da quantidade de ROS

presente que precisa ser inativado. Assim, 0s antioxidantes como a vitamina E podem
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apresentar o efeito antioxidante ou se em quantidades superiores podem estimular a

oxidacéo (Valenca e Guerra, 2007).

2.5 Glutationa

A glutationa é um antioxidante, tiol ndo proteico, hidrossolivel, que contem
enxofre e por consequéncia é o mais abundante no meio intracelular das células de
mamiferos. Uma das suas fungdes esta relacionada a capacidade de reconstrucdo de
grupos tiol (-SH) em proteinas, que podem ser eliminados durante o estresse oxidativo.
Além disso, também possui a funcdo de proteger as membranas celulares a partir da
oxidacdo de lipidios impedindo a formacdo de oxigénio livre, participa na transducédo de
sinais, na expressdo génica e na apoptose. Assim, um déficit desse antioxidante leva a
instabilidade da peca intermediaria dos espermatozoides, 0 que resulta em um distarbio
na motilidade (Lenzi et al., 1994; Tew, 2001; Silva e Guerra, 2011).

Funciona como um cofator para a glutationa peroxidase na reducdo de
substancias toxicas como H,O, e outros hidroperoxidos. A cisteina € o precursor da
glutationa intracelular, onde a sintese de GSH em condi¢bes in vitro pode ser
prejudicada por causa da deficiéncia de cisteinas nos meios de comunicacéo, devido a
sua elevada instabilidade e auto-oxirreducdo (Bucak et al., 2008).

Em condigBes normais, mais de 95 % da GSH presente nas células esta na forma
reduzida. Nas células, sua concentracdo pode variar de 1 a 8mM, sendo que a
quantidade no sistema reprodutivo masculino pode variar de acordo com a espécie onde
nos espermatozoides bovinos estd numa concentracdo de 556pmol/mg e no plasma
seminal 17pmol/mg (Bilodeau et al., 2000; Silva e Guerra, 2011). Apesar de geralmente
a maior concentracdo de GSH se encontrar nos espermatozoides e ndo no plasma
seminal, em suinos a concentracdo no plasma seminal é superior ao encontrado nos
espermatozoides, segundo Strzezek et al. (2002). Desta forma, a quantidade de GSH
presente no plasma seminal esta diretamente ligado a fertilidade dos animais, pois
concentragOes baixas podem esta ligado a quadros de subfertilidade ou de animais
inférteis (Raijmakers et al., 2003).

Em suinos Gadea et al. (2004), analisando a concentracdo de GSH no plasma
seminal no ejaculado e depois que ele foi submetido a criopreservacéo, observaram que
ocorreu uma reducéo de 32% de GSH ap0s a criopreservacdo. Ja no sémen de bovinos
foi observado uma reducdo de 78% da concentracdo de GSH, ap0s a criopreservagao
(Bilodeau et al., 2000).
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Stradaioli et al. (2007), ao avaliarem a concentracdo de GSH nos diluidores a
base de gema de ovo e sem produtos de origem animal, observaram uma diminuicao da
concentracdo de GSH para o diluente a base de gema de ovo. Assim, o diluidor sem
produtos de origem animal manteve os niveis do peptideo ap6s a diluicao, resfriamento
e criopreservacdo do sémen (p<0,05). Foi encontrada uma concentracdo de 450uM de
GSH comparado com 40 uM de GSH no diluidor a base de gema de ovo.

Desta forma, a sugestdo foi que a adicdo exdgena de GSH para a realizacéo da
criopreservacdo poderia compensar a diminuicdo durante o congelamento (Silva e
Guerra, 2011). Gadea et al. (2005), ao adicionarem 1mM e 5mM, observaram uma
tendéncia, dependente da dose, para melhorar a fungéo dos espermatozoides e aumentar
a sua capacidade de fecundar. Porém, eles citam que a adicdo exdgena de GSH s6 tem
efeitos benéficos quando os niveis de GSH enddgenos estdo abaixo dos niveis normais
do sémen.

Soares et al. (2011), visando avaliar o efeito da GSH no sémen de caprinos
criopreservados com diluidor a base de leite desnatado, acrescentaram 2mM, 5mM e
7mM/ml de GSH no diluidor. Apés a criopreservacdo foi avaliado a integridade das
membranas e 0 potencial da membrana mitocondrial onde foi observado que as
diferentes concentragdes de GSH adicionadas ao diluidor ndo conseguiu preservar a
integridade dos espermatozoides. Assim como, Silva et al. (2012), ao trabalharem com a
concentracdo de 5mM de GSH no diluidor a base de leite desnatado submetido a
diferentes periodos de estabilizacdo, observaram que a adicdo ndo interferiu na
qualidade dos espermatozoides de caprinos submetidos ao processo de criopreservagdo
com diferentes tempos de estabilizacdo. J& Soares et al. (2009), ao trabalharem com
sémen de caprino, observaram que a melhor resposta se deu quando adicionaram a
concentracdo de 2mM de GSH.

No entanto, Cémara et al. (2009), trabalhando com sémen de carneiros,
submetendo-o a criopreservacdo com diluidor acrescentado de 0,5; 1,0 e 2,0mM, néo
encontraram diferenca nas andlises da cinética espermatica, quando comparado com 0
grupo controle. Onde foi justificado que os seus efeitos ndo foram encontrados devido a
acdo do diluidor que era a base de gema de ovo, pois 0 mesmo tem uma varia¢do quanto
aos seus componentes e ao seu papel como antioxidante.

Em bovinos foi observado que os tiois GSH/GSH-Px e GSH-Rd nas
concentragdes acima de 0,5mM foram capazes de manter a motilidade dos

espermatozoides diluidos e criopreservados no diluidor TRIS. Apds o descongelamento
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foram incubados durante 6 horas a 38,5 °C em CO; na auséncia de uma fonte externa de
estresse oxidativo, conseguindo manter a motilidade (Bilodeau et al., 2001).

Tunce et al. (2010), ao realizarem avaliagbes no sémen de bovinos
criopreservados com diluidores acrescidos de GSH (0,5 e 2,0mM) e cisteina (5 e
10mM), observaram que a morfologia pds descongelamento, motilidade progressiva
bem como as outras caracteristicas da motilidade espermatica ndo tiveram diferenca
significativa em comparagcdo com o grupo controle. Ao avaliar a taxa de gestacdo de
233 vacas inseminadas com as amostras congeladas com os antioxidantes foi observado
que ndo ocorreu diferenca entre a taxa de gestacdo dos diferentes grupos (GSH com 0,5
e 2,0mM/ Cisteina com 5 e 10mM).

J& Sariozkan et al. (2009), ao avaliarem o efeito da GSH com a concentracao de
2mM no sémen de bovinos da raca Holandés, criopreservados com diluidor Bioxcell,
observaram melhora nas caracteristicas seminais quando compararam com 0 grupo
controle. Porém, na taxa de gestacdo dos animais inseminados com GSH n&o obtiveram
diferenca significativa (p<0,05) quando comparado com controle.

Song et al. (2012), trabalhando com sémen de bufalos criopreservado com
0,75mM de GSH, realizaram FIV, obtendo boa qualidade de desenvolvimento
embrionario, além de melhorar a qualidade espermaética. Assim, sugeriram que 0 USO
desse antioxidante nessa concentracdo pode ter elevado potencial de aplicagédo
comercial para bubalinos. Ja Ansari et al. (2011), observaram que quando o sémen de
bufalos foi submetido a refrigeracdo a 5 °C na concentracao de 0,5 e 1,0mM de GSH,
foi possivel manter a motilidade, viabilidade e integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides.

Em equinos foi demonstrado que a concentracdo de 2,5mM de GSH adicionado
ao diluidor para realizacdo da criopreservacao melhorou as caracteristicas espermaticas

qguando comparado com as concentracdes de 5,0; 7,5 e 10mM (Oliveira et al., 2011).

2.6 Fator de crescimento semelhante a insulina do tipo — 1 (IGF-1)

Os fatores de crescimento consistem em peptideos caracterizados por possuir
alto peso molecular langado na circulagdo sanguinea de mamiferos através do figado ou
pela producéo local realizada por varios tecidos. Devido o seu alto peso € necessario
que uma proteina carreadora, chamada de Insulin-like Growth Factor Binding Protein

(IGFBP1-6), transporte os IGFs para diversas regides do corpo, sendo assim,
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responsaveis por regular a biodisponibilidade ligando aos receptores (Flores et al., 1998;
Bartke, 2000).

O IGF-1 é um importante regulador das fungdes reprodutivas como na
diferenciacdo celular da espermatogénese, motilidade espermaética e indicativo de
fertilidade tanto em machos como em fémeas (Severaju et al., 2010).

Os efeitos do IGF-1sobre a funcdo reprodutiva nas fémeas tem sido estudadas
extensivamente, podendo esta associado com a nutri¢do e a sua relagdo com a idade ao
primeiro parto, taxa de concepcdo ao primeiro servico e ao desenvolvimento
embrionario pré-implantacdo (Velasquez et al., 2008). Porém, os possiveis efeitos que o
horménio possui na reprodugdo dos machos ainda é limitado (Henricks et al., 1998;
Selvaraju et al., 2009). Desta forma, os fatores desempenham um papel importante no
controle paracrino, autdcrino e enddcrino de diversos tecidos.

Nos testiculos, o IGF-1 é produzido a partir das células de Sertoli e Leydig, sob
o controle de FSH e LH, respectivamente (Spiteri-Grech et al., 1992; Lin, 1995;
Lejeune et al., 1996). Podendo estimular a esteroidogénese por aumentar a densidade de
receptores para gonodotropinas e a expressdo de enzimas importantes para esse
metabolismo (Spiteri-Greech e Nieschlag, 1993). Além disso, ele autorregula a
producdo de testosterona e possui funcdes semelhantes a da insulina onde é responsavel
pela captacdo de glicose e ativacdo da sintese proteica (Ruckebusch; Phaneuf; Dunlop,
1991; Wang e Hardy, 2004).

Em suinos e outros animais existem estudos que demonstra que o efeito do IGF-
1 estd relacionado a multiplicacdo e diferenciacdo das células responsaveis pela
producdo de testosterona. Assim, esta diretamente associado as células de Leydig, a
producdo de testosterona, aumentando o nimero de receptores de LH e hCG nas células
(Le Roy et al., 1999; Gelber et al., 1992).

Esta substancia atua como um ativador do metabolismo espermatico onde esta
envolvido no movimento celular (motilidade e intensidade de movimento), aumentando
0 metabolismo de hidratos de carbono e, consequentemente, a capacidade de
fecundacdo dos espermatozoides (Selvaraju et al., 2009). Contudo, o metabolismo da
energia celular esté relacionado com a geracdo de maior quantidade de radicais livres, 0
que poderia afetar a qualidade do sémen e a capacidade fecundante dos espermatozoides
(O'Flaherty et al., 1997).

Alguns estudos tém demonstrado que o IGF-1 esta presente no plasma seminal,

enquanto que os receptores correspondentes foram detectados em espermatozoides de
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suinos (Hirai et al., 2001) e coelhos (Minelli et al., 2011). Também tem sido
demonstrado que, imediatamente ap6s a adi¢do desse hormdnio no sémen, a qualidade
do esperma é melhorada em equinos (MacPherson et al., 2002), bdfalo (Selvaraju et al.,
2009) e suinos (Silva et al., 2011).

Brito et al. (2007) avaliaram o efeito da nutricdo de touros associando as
concentracdes de IGF-1 ao desenvolvimento sexual e relataram que com a diminuigéo
da concentragdo do IGF-1 ocorreu uma queda na concentracdo de testosterona. Também
demonstraram que existem fortes associacfes positivas entre a concentracdo de IGF-1 e
0 tamanho dos testiculos, sugerindo que o fator de crescimento pode ter efeitos
mitogénicos diretos sobre esse 6rgdo. Portando, este horménio pode regular ndo s6 a
esteroidogénese testicular, mas também a proliferacdo celular em determinada fase de
vida do animal.

Henricks et al. (1998), observando a presenca de IGF-1 no plasma seminal de
bovinos e sua relagdo com a motilidade dos espermatozoides, relataram que a
concentragdo de IGF-1 no plasma seminal de bovinos pode variar entre touros e
ejaculados, mas a concentracdo média encontrada foi de 116,29 ng/mL. Além disso,
demonstraram que ao adicionar 100ng/mL de IGF-1 e avaliar a porcentagem de
espermatozoides moveis e a velocidade em linha reta, foram superiores quando
comparados com o controle. Levando a concluir que o IGF estimula a motilidade
espermatica podendo esté envolvido no processo de fecundacgdo na espécie bovina.

O mesmo foi encontrado em bubalinos, onde ao avaliarem a adicdo de
100ng/mL de IGF-1 ao sémen criopreservado, observaram que a adicdo do fator de
crescimento proporcionou um aumento da velocidade retilinea e da motilidade dos
espermatozoides, além de ter aumentado o numero de espermatozoides com integridade
de membrana ap6s 30 e 60 minutos de incubacdo e promovido uma diminuicdo da
peroxidacao lipidica nos grupos com 90 e 120 minutos de incubacdo a 37 °C quando
comparados com o grupo controle (Selvaraju et al., 2009).

J& em ovinos, Padilha et al. (2012), ao avaliarem diferentes concentragcfes de
IGF-1, observaram que os tratamentos com 100 e 250ng/mL de IGF-1 foram superiores
ao controle com relagdo a motilidade e viabilidade espermética apds uma hora do
descongelamento. Porém, ndo teve diferenca na integridade acrossomal e da membrana
plasmatica, alem da taxa de gestacao.

Uma vez que o receptor de IGF possui atividade tirosina quinase e seu ligante

estad presente no plasma seminal, o sistema IGF-I pode estar envolvido no sinal de
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transudacdo, conduzindo ao aumento da motilidade, a capacitacdo espermatica e
exocitose acrossomica (Gupta, 2005).

A associacdo da concentracdo plasmética de IGF-1 no sémen com a motilidade
e a morfologia dos espermatozoides, sugere que o IGF-I possa desempenhar um papel

crucial na funcao espermatica (Macpherson et al., 2002).

3. HIPOTESE
A adicdo de Glutationa e IGF-1 no meio diluidor para congelacdo de sémen
bovino propicia maior qualidade, metabdlica e estrutural, das células espermaticas apds

0 descongelamento, aumentando a taxa de concepcao.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar a taxa de concepcédo, as condi¢cbes metabolica e estrutural das células
espermaticas bovinas apds a congelacdo, utilizando meios diluidores acrescidos de IGF-

1 e Glutationa.

4.2 Objetivos especificos

1- Avaliar a membrana plasmaética e acrossomal ap0s a criopreservacao;

2- Auvaliar a condicdo metabdlica da célula espermatica;

3- Verificar se concentragdes elevadas de Glutationa no meio diluidor € lesivo as
células espermaticas;

4- Determinar se o acréscimo de Glutationa e/ou IGF-1 no meio extensor de
congelacdo aumenta a taxa de células espermaticas ndo capacitadas apds o
descongelamento;

5- Auvaliar o efeito do antioxidante Glutationa reduzida, por meio dos testes
funcionais e computadorizados;

6- Verificar se concentragOes elevadas de IGF-1 no meio diluidor favorece a
motilidade da célula espermatica apds a criopreservacao;

7- Determinar se o acréscimo de Glutationa e/ou IGF-1 no meio de congelacdo

aumenta a taxa de gestacéo.
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5. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do
Acre, sob nimero de registro: 23107.009836/2015-71.

5.1 Local

A primeira etapa do estudo foi realizada em uma fazenda de gado de corte da
raca Nelore no municipio de Grajad, localizada a -03° 40" 00" de latitude e -45° 22' 48"
de longitude, tendo clima tropical imido. As anlises laboratoriais, apds execucdo da
primeira etapa, foram realizadas nos laboratorios de Reprodugdo Animal do Curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranh&o e da Universidade de S&o
Paulo.

A taxa de concepgéo, determinada pelas inseminagOes artificiais utilizando as
partidas de sémen congeladas por tratamento, foi realizada na propriedade rural

supracitada.

5.2 Animais

Foram utilizados seis touros Nelores, com peso e idade média de 500 kg e 30
meses, respectivamente. Classificados como aptos a reproducdo, segundo CBRA
(1998). Todos os animais alocados no experimento passaram por exame androlégico
previamente, sendo o ejaculado subdividido entre os tratamentos, blocando o efeito
individual de cada unidade experimental sobre os tratamentos. sendo que todos 0s
animais passaram por uma repeticdo totalizando, assim ,12 ejaculados.

Para a avaliacdo da fertilidade do sémen foram utilizadas 240 novilhas, sendo
que os animais foram distribuidos igualmente entre os tratamentos, blocando a categoria
utilizada. Os animais passaram por avaliagdo ginecoldgica, por meio de
ultrassonografia, antes de serem alocados no experimento. Apds 45 dias da inseminacgéo
todos os animais passaram por nova avaliacdo ultrassonogréfica para diagnostico de

prenhez.

5.3 Delineamento experimental

Foi utilizado o meio diluidor TRIS, a base de gema de ovo, sendo dividido em
quatro tratamentos: T1 - controle, TII - meio acrescido com Glutationa (2mM/mL), TIlI
- IGF-1 (100ng/mL), TIV - Glutationa (ImM/ml) + IGF-1 (50ng/ml).
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Para cada tratamento foram congeladas 30 palhetas de sémen por ejaculado,
sendo utilizadas 10 palhetas para a inseminacgdo e 20 para as avaliacbes morfoldgicas e

funcionais.

5.4 Coleta e analise do sémen preé-criopreservacao

As coletas de sémen dos touros foram realizadas por eletroejaculacdo, sendo
realizada higienizacdo do prepulcio antes de cada coleta, externamente com agua e
internamente com solucao fisiologica, para evitar possiveis contaminacoes.

Logo apos a coleta, foram realizadas as analises fisicas e morfologicas de rotina.
Cada ejaculado foi avaliado quanto ao volume, concentracdo, motilidade, vigor e
morfologia espermética. Todo material utilizado na coleta e avaliacdo do sémen foi
mantido aquecido a 37 °C, para evitar choque térmico e alteracGes das caracteristicas do
sémen.

No momento da coleta o tubo coletor foi revestido por um recipiente de isopor
envolvido com papel aluminio, para evitar o choque térmico. O volume foi avaliado
pela leitura direta no tubo de coleta graduado. A concentracdo foi avaliada coletando-se
uma amostra do sémen e diluindo-se na proporcao 1:100, em uma solucdo de formol-
salina tamponada e a contagem foi realizada por meio da cédmara de Neubauer
utilizando-se microscopia éptica com aumento de 400 vezes.

A motilidade e vigor foram avaliados subjetivamente, por meio de duplo cego
(avaliacdo independente de dois avaliadores sem comunicacdo prévia), logo apos a
coleta, em preparacdo de uma gota de sémen entre lamina e laminula (pré-aquecidas, a
37 °C), por meio de microscopia Optica, em aumento de 100x; a motilidade foi expressa
em porcentagem de espermatozoides moveis; enquanto que o vigor, que se refere a
velocidade progressiva das células em movimento, foi classificada em escores de 1 a 5,
sendo o escore 1 0 mais lento e o escore 5 correspondendo ao mais rapido movimento
progressivo uniforme.

Para a avaliacdo da morfologia espermatica uma aliquota do ejaculado foi
diluida em formol-salina tamponada, previamente aquecido (37 °C), para fixacdo e
avaliado posteriormente, em laboratério, por meio de prepara¢cbes Umidas, sob
microscopia de contraste de fase (Microscépio Nikon Eclipse 50i), com aumento de
1000x, contando-se 200 ceélulas.
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5.5 Criopreservacado do sémen

Apos a avaliagdo da motilidade e vigor das amostras de sémen, o ejaculado de
cada touro foi dividido em quatro aliquotas (tratamentos) de mesmo volume, em tubos
conicos de 15 mL, e foram diluidas, utilizando-se para cada uma delas um tipo de
horménio ou antioxidante, IGF-1 e/ou Glutationa. A diluicdo foi realizada em banho
maria & temperatura de 36 °C, atingindo uma concentraco de 100 x 10° sptzs/mL e 0s
tubos foram identificados quanto ao horménio utilizado. O diluidor TRIS (fracdo Unica;
Anexo 01) foi previamente preparado no laboratorio do setor de Reproducao animal da
EV-UEMA, utilizando equipamento esterilizado e agua destilada deionizada, depois foi
mantido em freezer a—15 °C, até 0 momento da utilizagao.

Em seguida, os tubos contendo as seis aliquotas diluidas de sémen foram
colocadas em recipiente plastico com agua a 34 °C até atingir a temperatura ambiente
(25 °C), para, entdo, as aliquotas serem envasadas em palhetas de 0,25 mL (25x10°
sptzs/palheta), previamente identificadas quanto aos tratamentos, sendo vedadas com
alcool polivinilico.

Para o resfriamento e congelamento do sémen foi utilizado sistema programavel
de criopreservacdo de sémen portéatil (modelo TK-3000®) composto por um aparelho
programavel, equipado com um porta-palhetas de ago-inox, um tubo de resfriamento e
uma caixa térmica para nitrogénio liquido.

Para o resfriamento as palhetas foram colocadas no porta-palhetas, o qual foi
adicionado ao tubo de resfriamento, permanecendo até alcancar 5 °C. O aparelho foi
programado para realizar o resfriamento apartir da temperatura ambiente e seguindo
uma curva de resfriamento (P2S2) de 0,5 °C/min até 5 °C, com duracdo em torno de 120
min. Ao final de cada tempo de equilibrio, o porta-palhetas foi removido para a caixa
térmica contendo nitrogénio liquido (nivel de 7 cm), na qual foi realizado a curva de
congelamento (P2S2) com uma taxa de -20 °C/min de 5 °C até -120 °C.

Ap0s atingir esta temperatura (-120 °C) as palhetas foram removidas do porta-
palhetas e imersas no nitrogénio liquido. Por fim, as palhetas foram colocadas em racks
identificadas pelo nome do touro e tratamento e entdo armazenadas em botij6es
criogénicos contendo nitrogénio liquido (-196 °C), até 0 momento de realizacdo das
analises pds-descongelamento. Assim, sendo estabelecidos quatro tratamentos.

Neste experimento foi criopreservado apenas dois ejaculados por touro, e apenas
0s ejaculados que apresentaram motilidade igual ou superior a 70% de motilidade total e

vigor minimo de 3 (escala de 1-5), blocando o efeito do touro.

31



5.6 Analise do sémen pds-criopreservacao

Para cada andlise realizada pds-descongelamento foram utilizadas duas palhetas
de cada tratamento, buscando-se assim, retirar o efeito de palheta. As palhetas foram
descongeladas em banho maria a 37 °C por 30 segundos. Apds o descongelamento o
sémen foi colocado em um microtubo de 1,5 mL (tipo Eppendorf), homogeneizado e
avaliados quanto aos pardmetros de motilidade e vigor visual (avaliados por
microscopia optica). Além disso, foram submetidos ao teste de termoresisténcia rapido,
reacao acrossomal e eosina-nigrosina.

O TTR foi realizado por meio da manutencdo de uma aliquota seminal mantida
em banho maria a 45 °C por 30 minutos, sendo a motilidade espermatica avaliada a cada
10 minutos, a partir do momento 0.

O teste de reacdo acrossomal foi feito por meio do corante Giemsa-Azul de
tripan, onde as células com acrossoma corado foram contabilizadas como integras. Para
tal, o giemsa comercial, na concentragdo de 0,8 % foi diluido em &gua destilada em 1:1,
para ser utilizado diretamente sob esfregaco na lamina, apds incubacdo com o azul de
tripan, deixando por um periodo de 6 horas. O azul de tripan utilizado foi na
concentragédo de 0,2 %, e incubado em banho-maria por 15 minutos.

O corante vital, eosina-nigrosina, foi utilizado para a contagem das células vivas,
coradas em branco, onde as coradas em vermelho foram tidas como mortas. O
percentual obtido serviu como base para as avaliagbes subjetivas de motilidade,

aceitando-se um erro de 10% entre as avaliacdes, subjetivas e pelo corante.

5.6.1 Analise da morfologia espermatica

Para a andlise de morfologia espermatica, aliquotas do sémen pds-
descongelamento, de cada tratamento, foram retiradas para analise posterior, e
adicionadas a 0,5 mL de solucdo formol-salina tamponada, previamente aquecida a 37
°C, e em seguida, refrigeradas até o0 momento da analise.

Foi utilizada a técnica de preparagdes umidas, com contagem de 200 celulas, em
aumento de 1.000x, sob microscopia de contraste diferencial interferencial (DIC). As
porcentagens das diversas anormalidades morfoldgicas foram agrupadas e classificadas

em defeitos maiores e defeitos menores.
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5.6.2 Analises da integridade das membranas plasmatica e acrossomal, funcao
mitocondrial e estresse oxidativo

As avaliagbes foram realizadas na Universidade de Sdo Paulo, campus
Pirassununga. Para esta analise foram colocados em um microtubo 150 puL da amostra
do sémen diluido em meio TALPsperm, na concentracdio  de
20 x 10° espermatozoides/mL, adicionados 3 pL de PI (0,5 mg/mL em DPBS), 6 pL de
JC-1 (153 mM em DMSO) e 50 pL de FITC-PSA (100 pg/mL em DPBS). As amostras
foram incubada por 8 minutos a 37 °C. Apds a incubagdo uma gota (7 pL) desta foi
utilizada para o preparo da camara umida, entre lamina e laminula (pré-aquecidas a
37°C) e a leitura foi realizada sob microscopia de epifluorescéncia (Microscopio de
Epifluorescéncia marca Nikon, Modelo Eclipse 80i) em um filtro triplo (D/F/R,
C58420) apresentando os conjuntos UV-2E/C (excitacdo 340-380 nm e emissdo 435-
485 nm), B-2E/C (excita¢do 465-495 nm e emissdo 515-555 nm) e G-2E/C (excitacdo
540-525 nm e emissdao 605-655 nm), com aumento de 1.000 x. As células foram
classificadas em oito categorias de acordo com a fluorescéncia emitida por cada sonda,
conforme os descrito por Celeghini et al. (2008).

O estresse oxidativo foi avaliado através da sonda fluorescente CellROX ™
Reagente Deep Red. A partir da diluicdo do sémen no meio TALP sperm, foi aliquotado
50 L e acrescido 1 pL de H3342 e 2 uL de CellROX. A amostra foi incubada por 30
minutos a 37 °C. Ap6s a incubacéo foi centrifugado por 5 minutos a 2000 rpm e uma
gota (4 uL) desta foi utilizada para o preparo da cdmara umida, entre lamina e laminula
(pré-aquecidas a 37 °C), sendo que a leitura foi realizada sob microscopia de
epifluorescéncia (Microscépio de Epifluorescéncia marca Nikon, Modelo Eclipse 80i)
em um filtro triplo (D/F/R, C58420) apresentando os conjuntos UV-2E/C (excitacdo
340-380 nm e emissao 435-485 nm), B-2E/C (excitacdo 465-495 nm e emissdo 515-555
nm) e G-2E/C (excitagdo 540-525 nm e emisséo 605-655 nm), com aumento de 1.000 x.

5.7 Avaliacao da fertilidade do sémen: inseminacéo e taxa de concepgao

Apbs as analises laboratoriais da qualidade do sémen, foi realizada a
inseminagdo com as amostras congeladas de cada tratamento. Os animais alocados no
experimento passaram por avaliacdo do trato reprodutivo por meio de ultrassonografia
(Chison D600Vet) para serem distribuidos dentro de cada tratamento. Animais que

apresentaram alguma anomalia foram descartados.
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Foram utilizados 60 animais por tratamento, perfazendo um total de 240
novilhas inseminadas, em tempo fixo (IATF), segundo o protocolo exposto abaixo
(Grafico 01).

D10

DO 6h (18h)

* * IATF

| 48h | |

Implante de P4 Retirada do P4 D10

2mL de BE 2mL de PGF2a (6h)
0,4mL de ECP 2mL GnRH

1,5 de eCG

Gréfico 01: Protocolo para inseminacgdo artificial em tempo fixo. P4: progesterona; BE: benzoato de estradiol;
PGF2a: prostaglandina F2-alfa; ECP: cipionato de estradiol; eCG: gonadotropina coridnica equina; GnRH: horménio
liberador de gonadotropina.

O diagnostico de gestacdo foi realizado 45 dias ap6s a insmeinagdo com auxilio da
avaliagdo ultrassonografica (Mindray DP 2200 vet ).

5.8 Anélise Estatistica

O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso, sendo cada touro um bloco. A
varidvel TTRr enquadrou-se em blocos ao acaso com parcela subdividida. Utilizou-se o
programa BioEstat 5.0 para comparacdo das médias encontradas. As variaveis
paramétricas foram avaliadas pela ANOVA, comparando-se as médias pelo teste de
Tukey, e as variaveis ndo paramétricas pelo teste de Friedman, com significancia de 5%.
As respostas dicotbmicas foram avaliadas por tabela de contingéncia, através do teste do
Qui-quadrado. Todas as varidveis passaram pelos testes de normalidade de Shapiro-
Wilk e Lilliefors.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analises prepliminares

Com relacdo aos dados referentes ao exame imediato apds a coleta do ejaculado
dos animais alocados no experimento, observa-se na Tabela 01 os dados de: motilidade,

turbilhonamento, vigor e concentracdo espermatica.
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Tabela 01. Anélise subjetiva inicial do sémen dos touros Nelore alocados no experimento.

TO1 T02 TO3 TO4 TOS TO6 TO7 TO8 TO09 Ti10 Ti1 Ti2

Motilidade 9 80 8 8 9 80 8 8 70 90 80 70
Turbilhonamento 3 3 3 2 3 2 3 3 2 3 3 3

Vigor 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Concentragao | \2» 35 g40 480 1280 740 1770 515 440 1135 500 600
(x10° sptz/mL)

Volume 8 8 95 85 8 9 7,5 9 9 7 8 12

Os touros alocados no experimento apresentaram boas caracteristicas
espermaticas de acordo com os critérios pré-estabelecidos. Conforme Pacheco et al.
(2007), em estudo comparativo entre o perimetro escrotal, as caracteristicas seminais e a
idade, observaram que animais com a idade média de 30 meses apresentaram boas
carcteristicas espermaticas, semelhante aos aqui apresentados, estando esses valores
dentro do padrdo determinado pelo CBRA (1998), o que demonstraou variacao entre a

qualidade espermatica dos diferentes touros, resposta esta, oriunda da individualidade.

6.2 Analises ap0s a criopreservacao
a. Motilidade e Vigor espermatico
Apos a criopreservacdo, quando avaliou-se a motilidade e o vigor de forma
subjetiva, observou-se que ndo ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos
(Tabela 02).

Tabela 02: Motilidade e vigor ap6s a criopreservagdo.

Caracteristicas Controle GSH IGF-1 GSH+IGF-1
Motilidade 379+7.21 43,33 £ 8,61 42,08 £ 9,15 40 £ 9,77
Vigor 233 +0,49 2,58 +0,51 2,58+0,51 2,5+0,52

Né&o houve diferenca entre os tratamentos (P>0,05) pelo teste de Friedman.

O tratamento com IGF-1 na concentragdo de 100ng/mL n&o apresentou
diferenca significativa (p>0,05) quando comparado com o0s demais tratamentos,
diferente do que se esperava, uma vez que o IGF-1 é um fator de crescimento que esta

associado ao aumento na motilidade espermatica. Pois, apesar dessa concentracao esta
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de acordo com as condicGes fisiologicas onde Henricks et al. (1998), observando a
concentra¢do de IGF-1 no plasma seminal de bovinos, concluiram que ocorre uma
grande variacdo na concentragdo desse fator de crescimento, podendo variar de acordo
com o animal, alimentacéo e ejaculado, obtiveram uma média de 116,29ng/mL de IGF-
1, citando que 0 hormdnio esta relacionado com o estimulo da motilidade espermaética.

A resposta do presente estudo vai de encontro aos valores encontrados por
Selvaraju et al. (2009), que ao avaliarem o efeito da adi¢do de 100ng/ml de IGF-1 ao
sémen de bubalinos, observaram aumento da velocidade retilinea e da motilidade
espermatica. O mesmo foi encontrado por Padilha et al. (2012) que ao avaliarem o
efeito do fator de crescimento ao sémen de ovinos, observaram que a concentragéo de
100ng/mL, apresentaram valores de motilidade e viabilidade espermatica superiores ao
controle.

Esses dados demonstram que a quantidade de IGF-1 presente no diluidor usado
na criopreservacdo ndo aumentou a motilidade espermaética, podendo ser justificada pela
sua acdo ser semelhante a da insulina, onde possui a funcdo de capturar os nutrientes
presentes no diluidor, aminoacidos e acgucares, facilitando, assim, a passagem para a
regido interna das células. Com esse aumento de nutrientes no meio intracelular
promovido pelo IGF-1, pode tornar o aproveitamento da energia de uma forma mais
rapida, favorecendo a liberagdo de uma grande quantidade radicais livres, resultando na
morte celular. Isso justifica o fato de ndo ter aumentado a motilidade espermatica apds a
criopreservacao e ter sido encontrado uma grande quantidade de células com elevado
estresse oxidativo.

Apesar das afirmacbes de Henricks et al. (1998) informarem que em bovinos
existe em média 1000 receptores para IGF-1 nas células espermaticas, outro ponto a ser
considerado é que, se a quantidade dos receptores para esse hormdnio, presentes na
membrana da célula espermatica dos bovinos alocados no experimento, foi
numericamente pequeno, isso pode ter promovido nenhuma influéncia do IGF-1 na
motilidade e/ou viabilidade espermatica. Assim, segundo Vickers et al. (1999), se a
concentracdo de receptores nos espermatozoides ndo for equivalente a quantidade de
IGF-1 presente no plasma seminal ou diluidor, ndo vai ocorrer nenhuma melhoria na
motilidade espermatica.

Ja quando se observa o efeito da GSH reduzida na motilidade e vigor
espermatico, a mesma ndo apresentou diferenca frente aos demais tratamentos. Esses

valores sdo semelhantes aos encontrados por Silva et al. (2012) que ao trabalharem com
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a concentracdo de 5mM de GSH no diluidor para caprinos a base de leite, observaram
que a adi¢do ndo interferiu na motilidade dos espermatozoides submetidos ao processo
de criopreservagdo. Assim como 0s encontrados por Tunce et al. (2010), que ao
realizarem avaliacbes no sémen de bovinos com GSH nas concentracGes de 0,5 e
2,0mM, observaram que ndo interferiram na morfologia pos criopreservacdo, bem como
na motilidade espermatica quando comparado com o grupo controle.

Porém, vdo de encontro aos encontrados por Soares et al. (2009) que ao
adicionar 2mM de GSH ao sémen de caprinos observaram melhora na resposta da
viabilidade espermatica.

Sariozkan et al. (2009), também encontraram melhora na motilidade
espermatica quando adicionaram 2mM de GSH ao sémen de bovinos da raga Holandés
e comparoaram ao grupo que tinha BSA. Assim como aos encontrados por Oliveira et
al. (2011), que ao adicionarem 2,5mM de GSH ao sémen de equinos, observaram um
aumento da motilidade quando comparado com as concentra¢cdes de 5mM, 7,5mM e
10mM. Essa variacdo de resultados pode esté relacionada aos tipos de diluidores usados

e a concentracdo do antioxidante.

b. Morfologia

Quanto as caracteristicas morfologicas, os percentuais de defeitos maiores e
menores apos a criopreservacdo foram superiores em todos os tratamentos quando
comparados aos encontrados na avaliacdo do sémen fresco. Porém, quando comparados

entre os tratamentos ndo foi observado diferenca significativa (Tabela 03).

Tabela 03: Defeitos maiores e menores ap0s a criopreservagao.

Defeitos Controle GSH IGF-1 GSH+IGF-1
Maiores 7,29+1,81 6,15+ 1,87 6,75+ 1,98 6,83+ 1,51
Menores 3,45+1,68 2,95+0,75 3+0,97 2,87 +0,52

Né&o houve diferenca entre os tratamentos (P>0,05) pelo teste de Friedman.

Os defeitos maiores e menores encontrados no sémen a fresco foram de
55+1,16% e 3,25+1,28%, respectivamente. Quando comparados com os defeitos
apresentados ap0s a criopreservacdo, sendo os defeitos maiores de 7,29 = 181 e

menores de 3,45 £ 1,68. Observa-se que as patologias maiores encontradas no sémen
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apos a criopreservacdo foram mais elevadas do que no sémen a fresco, porém néo
obteve diferenga significativa.

Apesar de ser um procedimento rotineiro nas centrais de congelamento de sémen
e na industria da inseminacdo artificial, a criopreservacdo ainda é uma tecnica que
promove grande quantidade de estresse celular, induzindo modificac6es na morfologia
dos espermatozoides, os quais causam uma reducdo da motilidade e viabilidade
espermatica, impondo condicBGes extremamente desfavoraveis a manutencdo de sua
viabilidade (Purdy, 2006; Bucak et al., 2010).

Nichi et al. (2007), demonstraram que espermatozoides bovinos com gota
citoplasmatica proximal apresentam uma maior producdo de ROS, sendo mais
susceptivel ao estresse oxidativo do que os com gotas citoplasmaticas distais.

Quando se avalia 0 uso da GSH no diluidor e o fato de néo ter diferenca quando
comparado com os demais tratamentos, observa-se que esse antioxidante possui a
finalidade de diminuir as injurias que as ROS podem provocar nos espermatozoides,
sendo que uma das consequéncias do aumento no estresse oxidativo é a elevada
quantidade de patologias espermaticas. Assim, a GSH manteve as morfologias sob
controle.

Ansari et al. (2011), também observaram que o uso do antioxidante no sémen de
bafalos conseguiu manter a morfologia espermatica sob controle, assim como a
motilidade e viabilidade espermatica.

Ja o IGF-1 existem relatos que a adicdo desse hormdnio no sémen promove uma
melhora na qualidade espermatica de equinos (MacPherson et al., 2002), bufalos
(Selvaraju et al., 2009) e suinos (Silva et al., 2011). Onde a morfologia espermatica é
preservada, sugerindo assim que o IGF-1 possui funcdo crucial na funcdo espermaética

dessas espécies.

c. Teste de termorresisténcia rapido

Apos a descongelacéo, as células espermaticas criopreservadas em Tris-Gema,
dentro de cada tratamento (T1: controle, T2: GSH, T3: IGF-1 e T4: associado), quando
avaliadas entre si, ndo apresentaram diferenga significativa (P>0,05) quando foram

submetidas ao teste de termorresisténcia rapido (Tabela 04).
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Tabela 04: Avalia¢do da motilidade no momento 0’, 10°, 20’ ¢ 30’ do TTRr entre os tratamentos.

Momento TTRr Controle GSH IGF-1 GSH+IGF-1
0 40,8 £ 8,48 40,8 + 10,64 41,25+ 11,10 39,16 +7,92
10° 395+7,21 42,0+7.21 42,5+10,11 40,41 + 10,10
20° 30,4 £ 15,44 29,16 £ 12,76 35,0 +£ 13,48 32,08 £ 13,72
30' 12,9+ 16,84 18,33 + 18,50 20,41 £ 15,29 18,33+ 18,38

N&o houve diferenca entre os tratamentos (P>0,05) pelo teste de Friedman.

Esses dados se assemelham aos encontros por Peixoto et al. (2008) que ao
trabalhar com sémen de cdes, observaram que o diluidor com GSH e Trolox néo
interferiu na motilidade quando comparado com o controle durante o teste de TTR lento
por 60 minutos.

No entanto, quando se avaliou a manutencdo da viabilidade espermética dentro
dos tratamentos, compararam-se 0s tempos iniciais e finais do TTR, observando-se que
0 grupo controle, IGF-1 e associacdo tiveram diferenca significativa (P<0,05) dentro do
tempo, tendo uma diminuicdo da motilidade. Esses valores condizem com o0s
encontrados por Pursel et al. (1972) que observaram que no decorrer do tempo de
incubacdo ocorre diminuicdo da porcentagem de espermatozoides mdveis em bovinos.

Porém, ao avaliar a glutationa, constatou-se que houve homogeneidade da
motilidade dentro do periodo analisado, tendendo a preservar a motilidade por mais
tempo, ndo tendo diferenga entre 0 momento inicial e final (P>0,05) (Tabela 05).

Tabela 05: Avaliacdo da motilidade nos quatro momentos do TTRr dentro de cada tratamento.

Momento TTRr Controle GSH IGF-1 GSH+IGF-1
0 40,8 + 8,48° 40,8 + 10,64 41,25+ 11,10° 39,16 + 7,92°
30 12,9 + 16,84° 18,33 + 18,50 20,41 + 15,29° 18,33 + 18,38°

Letras diferentes na mesma coluna diferem (P<0,05) pelo teste de Friedman.

Esses dados se assemelham aos encontrados por Bilodeau et al. (2001), que ao
avaliar o sémen de bovinos criopreservados acrescidos com 0,5mM de GSH e
incubados por seis horas a 38,5 °C, foi possivel manter a motilidade dos
espermatozoides quando ndo teve uma fonte externa de estresse oxidativo (H,0,)

adicionada ao diluidor. J& Tunce et al. (2010), ao realizarem avaliagbes com sémen de
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bovinos criopreservados com diluidores acrescidos de GSH (0,5 e 2,0mM), observaram
que a motilidade progressiva ndo teve diferenga quando comparado com 0 grupo
controle.

Um fato que pode esta associado ao efeito da glutationa no diluidor a base de
gema de ovo € que apesar da gema de ovo possuir boas propriedades antioxidantes elas
podem ser destruidas durante o processo de preparacdo, manipulacdo e armazenamento
do extensor. Apesar da gema de ovo ser um constituinte que estd na concentracdo de
20% do diluidor e por possuir lipoproteinas que tem propriedades antioxidantes. Elas
possuem poucos antioxidantes enzimaticos e 0s ndo enzimaticos sdo oxidados e nao
regenerados (Wilson et al., 1992; Yamamoto et al., 1994). Devido a isso, a adigdo da
glutationa foi benéfica na manutencdo da motilidade dentro do tempo estabelecido.

d. Avaliacdo das membranas
Quanto aos percentuais de membrana plasmética e acrossomal intacatas
demonstrados pela associacdo de sondas fluorescentes é possivel verificar que nédo

ocorreu diferenca significativa entre os diferentes tratamentos (Tabela 06).

Tabela 06: Quantidade de espermatozoides com membrana acrossomal e plasmatica intacta.

Caracteristicas Controle GSH IGF-1 GSH+IGF-1
Pl 13,79+ 7,77 14,95+ 8,01 14,95+ 11,53 11,37+£7,6

Al 40,87 + 15,15 43,79 + 16,26 44,70 + 25,45 40,04 + 13,37

PIAI 13,58 + 7,47 14,66 + 7,85 14,87 £11,38 14,29 + 10,76

Néo houve diferenca entre os tratamentos (P>0,05) pelo teste de Tukey.

A integridade da membrana é essencial para comunicacdo entre células, onde a
membrana intacta tem a funcéo de regular o transporte de ions pela membrana através
de diferentes receptores (Jeyendran et al., 1984; Van der Vem et al., 1986).

Nota-se que a porcentagem de células com membrana pasmatica integra em
todos os tratamentos foi baixa, assim como a de acrossoma intacto. Quando se avalia 0s
espermatozoides com membrana plasmatica integra e acrossoma € possivel observar que
uma pequena quantidade de espermatozoides estdo aptos a realizacdo da fecundacéo.
Visto que, para a célula espermatica ser capaz de realizar suas funcdes e chegar ao local

da fecundacéo é necessario que as membranas espermaticas estejam integras.
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Assim, ficou constatado que a GSH e o IGF-1 nas concentracdes usadas nédo
conseguiram melhorar a qualidade da membrana acrossomal e plasmatica. Esses
resultados podem indicar que a GSH por ser um antioxidante importante na manutencao
das membranas celulares onde impede a formacdo de oxigénio livre e, assim,
diminuindo os radicais livres no meio intracelular ndo possui efeito positivo, com
relacdo a integridade das membranas, quando adicionado na concentracdo de 2mM.

Isso provavelmente se deu devido a uma diminuicdo da concentragdo desse
antioxidante durante o processo de criopreservacdo. Segundo Bilodeau et al. (2000),
apos a criopreservacdo do sémen bovino ocorre uma diminuicdo de 78% da
concentracdo de GSH. Além disso, tem sido demonstrado que dependendo da
concentracdo do GSH ele pode causar danos aos espermatozoides bovinos, por alterar a
osmolaridade celular, fragilizar a membrana plasmatica e causar ruptura nessa estrutura
(Bilodeua et al., 2001).

O mesmo foi observado por Stradaioli et al. (2007), que observaram que nos
diluidores para bovinos a base de gema de ovo ocorre uma diminui¢cdo na concentragdo
de GSH quando comparado com 0s sem produtos de origem animal.

Esses dados sdo semelhantes aos encontrados por Soares et al. (2011), que ao
avaliar as concentragbes de 2mM, 5mM e 7mM/mL de GSH no diluidor, contataram
que as diferentes concentracdoes nao conseguiram preservar a integridade da membrana
dos espermatozoides de caprinos. O mesmo foi encontrado por Silva et al. (2012), ao
trabalhar com 5mM de GSH no diluidor a base de leite observaram que a adi¢do nédo
interferiu na qualidade dos espermatozoides caprinos submetidos ao processo de
criopreservacao.

Ja Sariozkan et al. (2009), ao trabalharem com bovinos da raca Holandés
adicionaram ao diluidor 2mM de GSH e ap6s a criopreservacdo observaram uma
manutencdo na qualidade das membranas espermaticas quando comparado com o grupo
controle. Poréem, ao avaliarem a taxa de gestacdo na concentracdo usada de GSH néo
obteve diferenca significativa comparado com grupo controle.

Quando se refere ao IGF-1, observou-se que ndo promoveu melhora na
manutenc¢do da integridade das membranas espermaticas. Esses dados sdo contrérios aos
encontrados por Brito et al (2007) que observaram uma correlacdo positiva entre a
concentracdo de IGF-1 e a manutencéo da integridade das membranas. Porem, Selvaraju
et al. (2010) ao trabalharem com sémen de bufalos e acrescentar 100ng/mL de IGF-1 ao

diluidor e testar a integridade do acrossoma em diferentes periodos de incubacéo,
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observaram o horménio ndo promoveu efeito na integridade do acrosséma dos
espermatozoides quando foram comparados com o grupo controle, onde esse parametro
pode ser til para predizer a capacidade fertilizante dos espermatozoides. Porém, citou
que a funcionalidade da membrana plasmatica foi mantida. Além disso, demonstraram a
importancia do papel antioxidante deste hormonio, pois ele promoveu uma reducao da
lipoperoxidag&o lipidica.

Padilha et al. (2012) ao avaliarem diferentes concentracdes de IGF-1 no sémen
de ovinos, observaram que as concentra¢des de 100 e 250 ng/mL néo influenciaram na
integridade acrossomal e da membrana plasmatica dos espermatozoides ovinos quando

comparados com o grupo controle, assim como, na taxa de gestacao das ovelhas.

e. Estresse oxidativo

Quanto se analisou 0 estresse oxidativo com auxilio da sonda CellRox Deep
Red, responsavel por avaliar a quantidade de ROS, como hidroxido e peroxido de
hidrogénio, presentes nas células espermaticas, com e sem estresse, observou-se que 0
IGF-1 apresentou diferenca significativa (P>0,05), pois apresentou uma maior
guantidade de células com estresse oxidativo, quando comparado com os demais

tratamentos (Tabela 07).

Tabela 07: Espermatozoides com e sem estresse oxidativo nos diferentes tratamentos.

N Estresse Oxidativo
CONDICAO SEM CoM
CONTROLE 85.46 + 9,97 14.54 + 10,08

GLUTATIONA 82.79 + 19,84 17.21+19,217
IGF 63.63 + 24,10 36.38 +24,10°
ASSOCIACAO 75.96 + 20,26 24.04 + 20,26

Letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste Exato de Fisher (P<0,05)

Esses dados enfatizam os comentados por Severaju et al. (2009), onde
informaram que o IGF-1 é responsavel por ser um ativador do metabolismo espermatico
onde estd envolvido no aumento da motilidade espermaética e, por consequéncia, no
aumento do metabolismo de hidratos de carbono.

O’Flaherty et al. (1997) afirmaram que o aumento no metabolismo de energia
das células espermaéticas estad relacionado com a geracdo de maior quantidade de
radicais livres, podendo afetar a qualidade espermatica e a sua capacidade fecundante.
Pois, as rea¢bes produzidas naturalmente no organismo através do proprio metabolismo

como os subprodutos oriundo da respiracdo e a sintese de estruturas mais complexas,
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podem gerar as espécies reativas de oxigénio (ROS), onde se tem os radicais livres mais
encontrados, como: o anion superoxido (O), radical hidroxila (OH") e o metabdlito
peroxido de hidrogénio (H,0O,) (Iwasaki; Gagnon, 1992; Chan et al., 1999; Borges et al.,
2011)

Porém, Selveraju et al. (2009) afirmaram que quando o IGF-1 foi adicionado ao
sémen de bufalos e submetidos ao teste do MDA, observaram correlagdo direta com a
reducdo dos niveis de peroxidacdo lipidica. Esses dados estdo de acordo com as
afirmatidas de Alvarez e Storey, (1982), onde informaram que grupos com IGF-1
podem promover uma melhora na motilidade de espermatozoides apds a
criopreservacao devido a reducdo na peroxidacéo lipidica.

O IGF-1, além de possuir fungdes relacionadas a motilidade também foi citado
possuir funcbes na capacitacdo espermatica, onde em seres humanos com diferentes
quadros de infertilidade, o IGF-1 adicionado ao sémen em programas de fertilizacéo in
vitro auxiliou na capacitacdo espermatica (Sanchez — Luengo et al., 2005). Desta forma,
uma vez que o receptor de IGF possui atividade tirosina quinase e seu ligante esta
presente no plasma seminal, o sistema IGF-1 pode estar envolvido no sinal de
transudacdo, conduzindo ao aumento da motilidade, a capacitacdo espermatica e
exocitose acrossdomica (Gupta, 2005).

Assim, no momento em que se realizam 0s processos de capacitagdo
espermatica, hiperativacdo, reacdo acrossdmica, alteracdo no metabolismo espermatico
e motilidade espermatica ocorre uma producdo de ROS que véo atuar também nesses
processos (Soares e Guerra, 2009; Borges et al., 2011; Walczak-Jedrzejowska et al.
2013). Desta forma, como o IGF-1 é um horménio que estimula a hiperativacdo, a
motilidade espermaética e esta envolvido na reacdo acrossémica auxiliando no processo
de ligacdo dos espermatozoides a zona pelucida ele promove uma maior liberacdo de
ROS nos espermatozoides causando o aparecimento do estresse oxidativo.

Como a sonda utilizada avalia a quantidade de hidroxido e peroxido de
hidrogénio presente na amostra (Alves, 2015). Esses radicais sdo 0s principais
subprodutos do aumento do metabolismo espermético induzido pelo fator de
crescimento.

Ja a GSH, observa-se que 82,79% das células espermaticas ndo apresentaram
estresse oxidativo, isso demonstra que apesar de nédo ter tido diferenca significativa

guando comparada com o controle, a GSH conseguiu manter as ROS sobe controle.
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Gadea et al. (2005), ao trabalharem com GSH na concentracdo de 1mM e 5mM,
observaram que a adicdo exdgena desse antioxidante so tem efeito quando os niveis de
GSH enddgenos estdo abaixo dos niveis normais.

Os dados encontrados por Soares et al. (2011) vdo de encontro aos resultados
obtidos, pois trabalhando com sémen de caprinos criopreservados com diluidor a base
de leite desnatado, demonstrou que a adi¢cdo de 2mM de GSH provocou danos subletais
aos espermatozoides devido a exposi¢do espermaética ao O, resultando em aumento da
producdo de ROS. Assim, concluiram que a adi¢do de GSH, nas concentracGes usadas,
ndo foi adequada para inativar ROS como O, e OH".

Ansari et al. (2011), trabalhando com sémen de bufalos refrigerado a 5 °C,
observaram que a adicdo de glutationa na concentracdo de 0,5 e 1,0mM foi possivel
manter 0s niveis de estresse, mantendo também a viabilidade espermatica. J& Tunce et
al. (2010), observaram no sémen bovino que os diluidores acrescidos de GSH (0,5 e
2,0mM), néo tiveram diferenca significativa com relacdo ao estresse oxidativo quando

comparado com o grupo controle.

f. Taxa de Gestagao
Ao realizar o diagnostico de gestacdo nas 240 novilhas com 45 dias da
inseminacao, observou-se que apos a inseminacdo a taxa de gestacao por tratamento nao

diferiram (P>0,05). Onde a média entre os tratamentos foi de 40% (Grafico 02).
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Grafico 02: Diagnostico de gestacdo nos diferentes tratamentos:

Esses dados sdo contrérios aos obtidos por Sinha et al. (1996) quando
trabalharam com sémen de caprinos com a concentracdo 2 e 5mM de GSH, observando
maior motilidade, integridade do acrossoma e taxas de concepg¢do, quando comparados
com o grupo controle. Assim como, Song et al. (2012), que ao trabalhar com sémen de
bafalos com 0,75mM de GSH na FIV, conseguiram uma boa qualidade de
desenvolvimento embrionario quando comparado com os demais grupos. Além de
melhorar a qualidade espermatica.

Porém, os dados sdo semelhantes aos observados por Sariozkan et al. (2009) que
ao avaliarem a concentracdo 2mM de GSH criopreservados com diluidor Bioxcell nos
espermatozoides de bovinos, concluiram que apesar de ter mantido as caracteristicas
seminais, a taxa de gestacdo dos animais inseminados com GSH ndo obteve diferenca
significativa (P<0,05), quando comparado com grupo controle.

Tunce et al. (2010), ao realizarem avaliagbes no sémen de bovinos
criopreservados com diluidores acrescidos de GSH (0,5 e 2,0mM) e cisteina (5 e
10mM), observaram que a taxa de gestacdo de 233 vacas inseminadas com as amostras
congeladas com os antioxidantes nao apresentaram diferenca entre os diferentes grupos
(GSH com 0,5 e 2,0mM/ Cisteina com 5 e 10mM).

A adicdo de GSH ao diluidor submetido aos processos de congelamento e
descongelamento de sémen é esperado uma melhora na qualidade e na capacidade de
fecundacdo dos espermatozoides como foi demonstrado por Gadea et al. (2004), uma
vez que a adicdo de GSH ajuda a manter a motilidade espermaética (Foote et al., 2002;
Funahashi Sano, 2005) e a proteger contra danos oxidativos (Alvarez e Storey, 1989).
Porém, no presente estudo apesar da GSH ter mantido a motilidade e ter preservado
82% das células espermaticas contra o estresse oxidativo, ndo foi possivel obter
diferenca significativa entre as taxas de gestacOes, pois existem outros fatores que
podem ter influenciado no momento da fecundacéo.

Com relagéo ao IGF-1, Henricks et al. (1998) afirmaram que o IGF-1 presente
no plasma seminal bovino pode interagir com uma determinada regido acrossomal do
espermatozoide, onde possui receptores de IGF-1. Essa interagdo pode aumentar a

motilidade espermatica e o vigor. Assim, a presenca do fator de crescimento no trato
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reprodutivo masculino e feminino, bem como de seus receptores sugere um possivel
papel na regulacdo em eventos de pré-implantagéo.

Segundo Quetglas et al. (2001), a adi¢do de IGF-1 na maturacdo in vitro ou
cultura dos embrides néo teve efeito benéfico no desenvolvimento de embrides bovinos.
Esses dados estdo de acordo com os encontrados por Padilha et al. (2012) que avaliaram
diferentes concentragdes de IGF-1 e observaram que os tratamentos com 100 e
250ng/mL de IGF-1 foram superiores ao controle com relacdo as caracteristicas
seminais ap0s uma hora do descongelamento. Porém, ndo teve diferenca na taxa de
gestacdo dos animais quando comparado com o grupo controle.

Assim, mais estudos sdo necessarios para entender o mecanismo pelo qual o

IGF-1 sofre para predizer seu efeito sobre a fertilidade.

7. CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos, conclui-se que:

a. O IGF-1 e a associacdo ndao causaram mudangas na motilidade espermatica,
na integridade da membrana plasmatica e acrossomal;

b. O IGF-1 promoveu aumento do estresse oxidativo;

c. A GSH ndo causou mudancas na integridade da membrana plasmatica e
acrossomal, mas favoreceu na manutencdo da motilidade espermatica
durante o tempo de avaliacéo;

d. O IGF-1, a GSH e associacdo ndo promoveram diferencas na taxa de

gestacao.
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ANEXOS

ANEXO 01 - Composicédo do diluidor TRIS/GEMA a 20%

Ingredientes Quantidade
Tris (tris(hidroximetil)aminometano) 2,42 ¢
Acido citrico P.A. 1,36 g
Frutose P.A. 10¢g
Gema de ovo 20 mL
Glicerol P.A. 99,5% (Glicerina) 7 mL (7% viv)
Penicilina G potassica 0,028 g
Agua destilada deionizada q.s.p. *@.s.p. para 100 mL

(*) g.s.p. — quantidade suficiente para completar o volume de 100 mL. P.A. — Puro para Anélise
Fonte: Leite, 2008
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