UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE MESTRADO

GLUTATIONA REDUZIDA E CENTRIFUGACAO EM _
GRADIENTE DE UNICA CAMADA NA LIPOPEROXIDACAO
DO SEMEN EQUINO CRIOPRESERVADO

Erika Saltiva Cruz Bender

CAMPO GRANDE, MS
2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE MESTRADO

GLUTATIONA REDUZIDA E CENTRIFUGACAO EM _
GRADIENTE DE UNICA CAMADA NA LIPOPEROXIDACAO

DO SEMEN EQUINO CRIOPRESERVADO
Reduced glutathione and single layer centrifugation gradient on
lipoperoxidation of cryopreserved equine sperm

Erika Saltiva Cruz Bender

Orientadora: Profa. Dra. Carmem Estefania Serra Net o0 ZUccatri
Co-Orientador: Prof. Dr. Marcilio Nichi

Dissertagcéo apresentada a Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, como
requisito & obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncia Animal.

Area de concentragdo: Producdo Animal.

CAMPO GRANDE, MS 2014



Certificado de aprovagéo

ERIKA SALTIVA CRUZ BENDER

GLUTATIONA REDUZIDA E CENTRIFU@ACAO EM GRADIENTE DE UNICA CAMADA NA
LIPOPEROXIDAGAO DO SEMEN EQUINO CRIOPRESERVADO

Reduced glutathione and single layer centrifugation gradient on lipoperoxidation of cryopreserved
equine sperm

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, como requisito a
obtencao do titulo de mestra em Ciéncia Animal.

Area de concentragdo: Produgéo Animal.

Aprovado (a) em: 14/02/2014

BANCA EXAMINADORA:

nfa-Serra Neto Zlccari
) (Orlentador

Doutora C ",

Doutor Jose on Bezerra Sereno

EMB \K’ rados

Doutora Managnes Lenz Souza

UFMS



A Deus, por sua grande bondade em me
proporcionar a oportunidade de contribuir para o
avanco da ciéncia e, por colocar em meu caminho
valorosas pessoas, meus pais Fernando e
Rosangela e meu esposo Gesian.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me dado a vida e colocar em meu caminho mais esta
oportunidade de desenvolvimento moral, intelectual e espiritual.

Aos meus pais, Fernando e Rosangela, que deram tudo de si, ndo medindo
esforcos e por vezes até abdicando de seus proprios anseios para proporcionarem
solidos alicerces ao meu desenvolvimento intelectual, me fornecendo ferramentas
fundamentais para atingir mais esta conquista.

Ao meu companheiro de todos os dias, Gesian, pelo apoio, sempre me
encorajando para que eu possa alcancar meus objetivos, compreensdo nos
momentos de auséncia e ansiedade e pelo amor e carinho que recebo a cada dia,
me passando tranquilidade e um querer de dias melhores. Cumprindo com nossa
promessa, de fazer dos nossos sonhos realidade, para que assim nossa realidade
seja sempre um sonho.

A Profa. Dra. Carmem Estefania Serra Neto Zuccari, por cumprir com
exceléncia a fungcdo de orientadora, com incontaveis licbes académicas e por seu
incansavel esforco em transmitir principios éticos e morais. Reconhe¢co que o
resultado do seu trabalho vai além da orientacdo para a obtencdo do titulo
académico em si, resultando também em uma boa formacédo profissional, que
poderei levar por toda a vida. Pela oportunidade, confianga e amizade. Minha
gratidao.

Ao Prof. Dr. Marcilio Nichi, por compartilhar seu conhecimento, que foi de
grande valia para a execucdo deste trabalho. Pela disposicdo que sempre
demonstrou, auxiliando quando foi preciso.

Ao doutorando Breno Fernandes Barreto Sampaio, um amigo que ganhei na
pos-graduacdo, meus sinceros agradecimentos pelo agradavel convivio, pela troca
de conhecimentos, pelo apoio e principalmente pela participacao ativa na execucao
das diversas etapas do experimento, o que foi imprescindivel para a finalizacado
satisfatoria deste trabalho.

Aos hoje Médicos Veterinarios Edjalma e Leticia, pela alegria e pelo auxilio na
etapa laboratorial.

A Profa. Dra. Eliane Vianna da Costa e Silva, pelo apoio, sugestdes e
disposicéo em auxiliar quando foi preciso.



A Profa. Dra. Maria Inés Lenz de Souza, pelas sugestbes na elaboracio desta
dissertagao.

Aos professores do Programa de Pds-Graduagcdo em Ciéncia Animal, que de
uma forma ou de outra contribuiram para a minha formacao.

A Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (FAMEZ/UFMS), pela oportunidade.

Aos Criadores que disponibilizaram seus garanhdes para que fosse possivel a
obtencdo de amostras para este trabalho, ndo esquecendo também, dos Médicos
Veterinarios que intermediaram os contatos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ),
pela concesséo da bolsa de mestrado.

A todos que ndo foram mencionados, mas que de alguma forma contribuiram

e me incentivaram no decorrer do curso, minha sincera gratidao.



Se alguém varre as ruas para viver, deve varré-
las como Michelangelo pintava, como Beethoven
compunha, como Shakespeare escrevia.

Martin Luther King



RESUMO

BENDER, E.S.C. Glutationa reduzida e centrifugacdo em gradiente de Unica camada
na lipoperoxidacdo do sémen equino criopreservado. 2014. 69f. Dissertacdo -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014.

Os objetivos do experimento foram avaliar o efeito antioxidante da glutationa
reduzida adicionada ao sémen equino pré-congelagdo, nas concentracdes de 3 mM,
5 mM e 7 mM, e da centrifugacdo em gradiente de Unica camada, apdés a
descongelacéo, utilizando as formulagdes comerciais Androcoll-E® e Equipure™,
sobre os niveis de lipoperoxidagdo. Os ejaculados (n=19) foram congelados em
diluente a base de gema de ovo (Botucrio®). Foram avaliadas as variaveis
espermaticas: motilidade, vigor, morfologia, viabilidade/status acrossomal, atividade
mitocondrial, nivel de lipoperoxidacdo e taxa de recuperacdo espermatica pos-
centrifugacdo. As meédias dos tratamentos foram comparadas pelos testes de
Kruskall-Wallis, Bonferroni, Duncan e t de Student, de acordo com o0 comportamento
dos dados, e analisada a associacdo da lipoperoxidacdo com as demais variaveis,
pela estimativa dos coeficientes de correlacdo de Spearman, em nivel de 5% de
significancia. Quando comparados aos valores pdés-colheita, a glutationa reduzida
nas concentragbes de 3 mM e 5 mM apresentou, apds a descongelacdo, um efeito
protetor contra a lipoperoxidacdo (710,2; 636,3 vs. 565,7 ng/10® espermatozoides;
P>0,05), no entanto, a concentragdo de 7 mM mostrou-se tdxica, com menores
meédias (P<0,05) de motilidade (23% vs. 60%), vigor (1,3 vs. 2,8) e aumento da
lipoperoxidacdo (704,5 vs. 565,7 ng/10® espermatozoides; P<0,05). Apds a
centrifugacdo em gradiente de Unica camada, as amostras apresentaram maiores
niveis de lipoperoxidagédo (P<0,05), independente do gradiente utilizado. Conclui-se

que, nas concentracdes de 3 mM e 5 mM, a glutationa reduzida apresentou efeito



antioxidante durante a criopreservacdo, sendo a concentracdo de 7 mM toxica ao
sémen equino. A centrifugacdo em gradiente de Unica camada induziu a
lipoperoxidacdo do sémen, ndo sendo observada acao antioxidante da glutationa

reduzida durante este procedimento.

Palavras-chave: Androcoll-E; antioxidante; EquiPure; espermatozoide; estresse

oxidativo; ROS



ABSTRACT

BENDER, E.S.C. Reduced glutathione and single layer centrifugation gradient on
lipoperoxidation of cryopreserved equine sperm. 2014. 69f. Dissertation - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2014.

The aims of the experiment were to evaluate the antioxidant effect of reduced
glutathione added to equine semen before freezing, in the concentration of 3 mM, 5
mM and 7 mM, and submitted to single layer centrifugation gradient, after thawing, on
lipid peroxidation, when used two commercial formulations: Androcoll-E ™ and
Equipure ™. The ejaculates (n=19) were frozen in egg yolk extender (Botucrio®). The
sperm variables evaluated were: motility, vigor, morphology, viability and acrosome
status, mitochondrial activity, lipid peroxidation and rate of sperm recovery after
centrifugation. The treatment means were compared by the Kruskal-Wallis test,
Bonferroni, Duncan and Student t tests, according to the data behavior, and analyzed
the association of lipid peroxidation with the other variables, by the estimated
coefficients of Spearman correlation, at the 5% level of significance. The reduced
glutathione at 3 mM and 5 mM presented, after thawing, a protective effect against
the lipoperoxidation (710.2; 636,3 vs. 565.7 ng / 10 sperm; P> 0.05), however, 7 mM
concentration was found to be toxic, with lower means (P < 0.05) motility (23 % vs.
60 %) and vigor (1.3 vs. 2.8), and increased lipid peroxidation (704.5 vs. 565.7 ng /
10® sperm, P < 0.05) when compared to harvest values. After gradient centrifugation
single layer samples had higher levels of lipid peroxidation (P <0.05), regardless of
the gradient used. It is concluded that the concentrations of 3 mM and 5 mM,
reduced glutathione showed antioxidant effect during cryopreservation, the

concentration of 7 mM seems to be toxic to equine semen. The single layer



centrifugation gradient induced lipid peroxidation of the semen, no antioxidant action

of reduced glutathione during this procedure was observed.

Keywords: Androcoll-E; antioxidant; EquiPure; oxidative stress; ROS; sperm
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1 INTRODUCAO

As biotecnologias da reproducdo animal tém se mostrado, na atualidade,
fundamentais para o0 progresso genético dos sistemas de producdo animal,
incluindo-se nesse contexto a reproducdo equina, que vem adotando de forma
crescente o0 uso das biotécnicas de multiplicacdo animal na rotina dos haras.

A preservacdo do sémen equino, pela refrigeragcdo e congelagdo, vem
reduzindo fronteiras, possibilitando que uma égua possa ser inseminada com o
sémen de um garanhdo alojado a longa distancia. A criopreservacdo ainda
possibilita o armazenamento do sémen por periodo indeterminado, podendo assim
ser utilizado no caso do garanhao encontrar-se enfermo ou apresentar infertilidade
adquirida e até mesmo apOs seu o6bito. No entanto, 0os espermatozoides sofrem
injurias durante o processo de criopreservacédo, como 0s estresses térmico, osmaotico
e oxidativo, o que resulta em lesdes na estrutura fisica e/ou comprometimento do
metabolismo celular (Moran et al., 1992; Cormier et al., 1997; Pommer et al., 2002;
Silva et al., 2011; Macias-Garcia et al., 2012).

Durante os procedimentos de manipulacdo do ejaculado ha aumento da
concentracdo de célcio intracelular, da geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e reducdo da capacidade antioxidante decorrente da remocgao do plasma
seminal. Tais eventos levam o0s espermatozoides a um estresse oxidativo
exacerbado e a capacitacdo prematura, tendo como consequéncia a reducdo da
longevidade do sémen (Cormier et al., 1997; Neild et al., 2003; Neild et al., 2005).

Essas informagfes suscitam a realizagdo de pesquisas que busquem
estratégias para reduzir estes danos, visando obter uma melhor qualidade seminal, a
qual ira se refletir em maior taxa de fertilidade.

Doses de sémen de garanhfes apresentando motilidade pds-descongelacéo
abaixo de 30%, podem ser submetidas a centrifugagcdo em gradiente de Unica
camada, para a selecdo de uma maior populacdo de espermatozoides viaveis
(Morrell et al., 2009a; Morrell et al., 2010; Stoll et al., 2010; Morrell et al., 2011;
Crespo et al., 2013; Stoll et al., 2013).
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O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito antioxidante da glutationa
reduzida (GSH), adicionada ao sémen equino pré-congelacdo, sobre os niveis de
lipoperoxidacdo pés-descongelacdo e selecdo espermatica pela centrifugacdo em

gradientes de Unica camada.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criopreservacao e seus Danos a Célula Espermati ca

Durante o processo de congelacdo e descongelacdo a célula espermatica
sofre injarias, sendo de grande importancia o conhecimento dos mecanismos
envolvidos, para que sejam definidos protocolos mais adequados, procurando-se
obter maior proporcdo de células estrutural e funcionalmente integras apos a
descongelacao.

Na fase, de resfriamento do sémen a temperatura € reduzida a 5C. Nesta
fase a célula espermatica sofre o primeiro estresse térmico, momento em que, a
membrana plasméatica que se encontra em estado fluido cristalino, passa para o
estado gel, devido ao rearranjo das caudas hidrocarbonadas dos fosfolipidios das
cadeias poli-insaturadas, evento denominado de transicdo de fase (Hammerstedt et
al., 1990).

Moran et al. (1992) demonstraram que a faixa de temperatura em que 0
espermatozoide equino é mais sensivel ao choque térmico pelo frio esta entre 19C
e 8C. O resfriamento deve ser feito de forma lenta para reduzir alteracdes
irreversiveis nas caracteristicas seminais, como rapido declinio da motilidade,
presenca de movimento circular ou retrégado, lesbes na membrana plasmatica e
acrossomo, reducao do metabolismo e perda de componentes intracelulares. Estas
alteracbes devem-se a velocidade em que ocorre a transicdo de fase (Graham,
2011a).

Os diluentes de congelacdo podem apresentar diferentes composicoes, fato
gue pode influenciar a taxa de resfriamento a ser utilizada. No sémen equino taxas
de -10C/min. e -60C/min. sdo adotadas com sucesso , dependendo do diluente de
criopreservacéao (Graham, 2011b).

Existem duas classes de crioprotetores, 0s ndo penetrantes e 0s penetrantes.

Os nao penetrantes incluem os acucares (lactose, rafinose, sucrose), lipoproteinas
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(ovo, leite, soro) e outras macromoléculas (metilcelulose, alcool polivinilico,
polivinilpirrolidona). A principal funcdo desses crioprotetores é criar um meio
extracelular hiperosmoético que ira induzir a desidratacdo das células (Graham,
2011b). Dentre os penetrantes, o mais utilizado € o glicerol, além do dimetil
sulféxido, metil formamida e etileno glicol, os quais atuam por substituir a agua no
meio intracelular, o que reduz o ponto de congelacdo. Além disso, aumentam 0s
canais de agua entre os cristais de gelo extracelular e, com isso, 0 espaco
disponivel para a permanéncia das células, e reduzem a concentracdo de sais na
solugcéao nao congelada (Squires et al., 2004; Graham, 2011Db).

Durante o processo de criopreservagao, com a redugao da temperatura (-5C
—-10C), inicia-se a formacdao de gelo extracelular, o que resulta em um aumento da
hipertonicidade do meio. Este fato leva a perda de agua pelas células espermaticas,
buscando o equilibrio osmético, fazendo com que a mesma se desidrate, 0 que evita
a formacéo do gelo intracelular. No entanto, a taxa de congelacdo deve ser lenta o
suficiente para evitar a geracdo de gelo, e rapida o suficiente para evitar a
desidratacéo excessiva da célula (Pommer et al., 2002; Correa et al., 2007; Morris et
al., 2007).

O principio da formacdo de gelo intracelular é aceito para a criopreservagao
do sémen de diferentes espécies; no entanto, Morris et al. (2007) ndo observaram
evidéncias deste evento apds adotarem uma taxa rapida de congelacdo (300 e
3.000C / minuto) em sémen equino.

Durante a descongelagdo, o meio extracelular € hipotbnico em relacdo ao
espermatozoide, fazendo com que haja influxo de agua na célula, podendo dobrar o
seu volume inicial. Para reduzir este efeito, a taxa de descongelacdo devera ser
diretamente proporcional a taxa de congelacdo utilizada (Hammerstedt et al., 1990;
Graham, 2011b).

O processo de descongelacdo parece ser mais prejudicial a célula
espermatica quando comparado ao de congelacdo. Em um estudo de Pommer et al.
(2002), espermatozoides submetidos ao meio hipertdnico apresentaram membrana
plasmatica intacta e preservaram suas mitocondrias; no entanto, houve reducao
marcante da preservacao dessas caracteristicas quando os espermatozoides foram
submetidos ao meio hipotbnico. Embora seja possivel a maioria das células
retornarem ao seu volume inicial, elas ndo sao capazes de recuperar a motilidade e

0 potencial de membrana mitocondrial.
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Em analise ultraestrutural do espermatozoide equino, Silva et al. (2011)
observaram alteracfes poOs-descongelacdo, como a fusdo entre as membranas
acrossomal e plasmatica, aumento de volume, ruptura da membrana plasmatica da
regido da cabeca e perda da mesma na peca intermediaria, além de desorganizacao
estrutural e vacuolizagdo mitocondrial. As mudangas de osmolaridade sdo mais
deletérias para a membrana mitocondrial que para a membrana plasmatica, e
podem gerar um estresse oxidativo no espermatozoide equino, pelo aumento da
geracdo de anion superoxido (O;; Burnaugh et al., 2010, Macias-Garcia et al.,
2012). Esse estresse oxidativo leva a lipoperoxidacao, que pode resultar em reducéo
da motilidade (Ball, 2011), promover a capacitacdo prematura (Neild et al., 2003),
causar a fragmentacdo do DNA (Baumber et al., 2003), além de induzir a apoptose
(Bejarano et al., 2008; Ortega-Ferrusola et al., 2009), levando ao envelhecimento

prematuro dos espermatozoides pés-descongelacgéo.

2.2 Espécies Reativas de Oxigénio

Os espermatozoides, como todas as células, vivem sob as condi¢cbes
aerdbicas. O oxigénio (O2) é necesséario para manter a vida, mas os produtos do
metabolismo oxidativo podem ser potencialmente téxicos, devido a formacdo de
ROS, que, por sua vez, podem modificar a funcéo e viabilidade celulares (Baumber
et al., 2000). Com isso, estes catabdlitos devem ser continuamente inativados para
ter-se apenas a concentracdo necessaria para manter uma funcao fisiolégica normal
do espermatozoide (Agarwal et al., 2003).

As ROS tém tendéncia para reacdo em cadeia; uma molécula carreando um
elétron pode reagir com outra e gerar uma molécula contendo um elétron
desemparelhado, formando assim os chamados radicais livres (Sies, 1993). Entre as
ROS que possuem maior importancia estdo o anion superéxido (O;), o peroxido de
hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (OH") (Baumber et al., 2000; Bilodeau et al,
2001; Burnaugh et al., 2007; Burnaugh et al., 2010). O H,O, € uma das excecodes
dentre as ROS, nao sendo um radical livre.

Dois mecanismos parecem estar envolvidos na producdo de ROS no sémen
de mamiferos. O primeiro compreende um sistema enzimatico na membrana
plasmatica que utiliza o NADPH como substrato e, o segundo, relativo a perda de

elétron na cadeia de transporte de elétrons da mitocondria, sendo esta a principal
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fonte geradora de ROS (Ball et al., 2001; Koppers et al., 2008; Ortega-Ferrusola et
al.,, 2009; Pefia et al., 2011). O O, parece ser a primeira ROS gerada pelo
espermatozoide e, atraves da reducdo do O, molecular, este reage de forma rapida
e espontanea ou é catalisado pela superéxido dismutase (SOD), formando o H,0O, ,e
se este ndo for quebrado em agua pela glutationa peroxidase (GPx) ou catalase, é
transformado pela reacdo de Fenton, catalisada por ions ferro (Fe®*) ou cobre (Cu?"),
em OH" (Ball et al., 2001; Burnaugh et al., 2007; Ott et al., 2007; Pefia et al., 2011).

O O é pouco reativo e ndao possui a habilidade de atravessar membranas,
agindo apenas no local onde é produzido. JA o H,O, é altamente reativo, tém
capacidade de atravessar membranas e possui vida longa. A producgéo deste radical
ocasiona diminuicdo da producdo de energia (ATP), resultando na queda da
motilidade espermatica (Armstrong et al., 1999; Baumber et al., 2000), porém nao
afeta a viabilidade (Baumber et al., 2000; Bilodeau et al., 2001), além disso, é
considerado extremamente deletério, pois participa da formagédo do OH’, este sendo
considerado a ROS mais reativa e nociva para os sistemas biolégicos (Nordberg e
Arnér, 2001).

O OH ¢é capaz de reagir com as biomoléculas, desencadeando a
lipoperoxidacdo através da retirada de um atomo de hidrogénio dos acidos graxos
poli-insaturados (polyunsaturated fatty acids — PUFAS) da membrana plasmatica,
podendo resultar na ruptura da mesma. Além disso, quando este radical é produzido
proximo ao DNA, pode provocar mudancas purinicas e pirimidinicas e,
consequentemente, a mutacdo ou inativacdo do DNA (Ferreira e Matsubara, 1997;
Nordberg e Arnér, 2001).

A reducdo da motilidade espermatica pode ocorrer antes mesmo de serem
detectados sinais de lipoperoxidacdo. Baumber et al. (2000) sugerem que a
motilidade ¢é afetada pela acdo das ROS independente da ocorréncia da
lipoperoxidacdo. A via de acdo, provavelmente, se deve a alteracdo na funcao
mitocondrial, sendo um indicador de estresse oxidativo (Baumber et al., 2003).

A geracdo de ROS € significativamente maior na presenca de
espermatozoides ndo vidveis, com danos causados pela criopreservacdo ou
morfologicamente anormais, particularmente as patologias como gota citoplasmatica
proximal ou anormalidades na peca intermediaria (Ball et al., 2001).

Dano a mitocondria espermatica parece ser uma importante alteracdo que

ocorre no espermatozoide durante a criopreservacdo. Frequentemente apresenta,
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apos a descongelacdo, um edema da peca intermedidria de moderado a alto,
sugerindo que a mitocdndria sofre os efeitos deletérios desse processo. Estas
alteracdes podem desencadear um metabolismo oxidativo anormal, com geracéo de
ROS e inducédo de apoptose (Ball, 2008). Bejarano et al. (2008) observaram que o
aumento da geracao de H,O, mitocondrial estimula a ativagéo das caspases 3e 9 e
a externalizacdo da fosfatidilserina, os quais sao tipicos sinais do processo de

apoptose.

2.3 Lipoperoxidacgéo

A producdo excessiva de ROS gera 0 estresse oxidativo, que leva a uma
reagcdo na membrana plasmatica denominada lipoperoxidacdo. Os espermatozoides
sdo particularmente susceptiveis por causa da alta concentragcdo de PUFAs
presentes na membrana (Baumber et al., 2000).

Os PUFAs sao necessarios para dar fluidez a membrana plasmatica, sendo
importantes para a motilidade e viabilidade dos espermatozoides, assim como para
a fusdo entre membranas durante o processo de fecundacdo, mas durante a
lipoperoxidacdo h& perda de PUFAs (Baumber et al., 2000; Macias-Garcia et al.,
2011). Os danos ocorrem principalmente na peca intermediaria, sendo menos
evidentes na cabeca e cauda do espermatozoide (Ortega-Ferrusola et al., 2009).
Este estresse oxidativo é resultado de um desequilibrio nas concentracdes de
antioxidantes (agentes redutores) e de radicais livres (agente oxidantes),
normalmente ocorrendo quando da producéo excessiva de ROS.

As ROS nédo sao suficientes para iniciar a lipoperoxidacéo, pois, para isto,
normalmente é necessario um metal de transicdo catalisador (principalmente o Fe®";
Ball e Vo, 2002). Uma vez iniciada a lipoperoxidacdo, pode haver alteracdo na
fluidez da membrana plasmatica, a qual pode afetar a capacidade de fusdo das
membranas espermaticas, durante a reacao acrossomal (Ball, 2011).

O plasma seminal equino possui em sua composi¢cdo uma proteina ferro
ligante denominada lactoferrina (Inagaki et al., 2002). Esta proteina pode estar
relacionada com uma importante funcdo na reducédo do ferro disponivel, reduzindo a

lipoperoxidacao (Halliwell e Gutteridge, 1986; Ball, 2011).
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Apbés a descongelacdo foram observadas correlacdes significativas entre
lipoperoxidacado e viabilidade espermatica (r=-0,789; P<0,001) e, lipoperoxidagéo e
potencial de membrana mitocondrial (r=-0,689, P<0,001; Ortega-Ferrusola et al.,
2009). Os autores sugerem que a susceptibilidade a lipoperoxidacédo pode explicar a
diferenca de crioresisténcia entre o sémen de garanhfes e, também, entre
ejaculados de um mesmo garanhé&o.

Os produtos citotoxicos da lipoperoxidacdo, como o radical peroxil, o
malondialdeido e 4-hidroxinonenol podem, ainda, provocar peroxidacdo do DNA,
sendo um importante mecanismo na perda da integridade do mesmo (Baumber et
al., 2003).

Para mensuracédo da lipoperoxidacdo no sémen vém sendo utilizadas duas
técnicas laboratoriais. Uma delas € a quantificacdo de espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), que envolve a mensuragdo da concentracdo de
malondialdeido (Dominguez-Rebolledo et al., 2010), um produto final da
lipoperoxidacdo (Baumber et al., 2000). Uma segunda técnica, BODIPY 581/591 Cg,,
utiliza um analogo de acidos graxos que possui propriedades fluorescentes,
mudando da cor vermelha para a verde, frente a oxidacdo induzida pelos radicais
livres. Este teste também permite avaliar as regiées do espermatozoide onde ocorre
a lipoperoxidacao (Dominguez-Rebolledo et al., 2010).

2.4 Antioxidantes

Para que o estresse oxidativo e, consequentemente, a lipoperoxidagdo nao
ocorram, as ROS liberadas devem ser constantemente inativadas. Para isto existem
0s antioxidantes que podem prevenir, interceptar ou reparar a acdo dos oxidantes,
protegendo a célula e o organismo dos efeitos nocivos da producdo excessiva de
ROS (Agarwal et al., 2003)

Os antioxidantes, normalmente, sédo divididos em dois grandes grupos,
enzimaticos e nao enzimaticos. Entre os enzimaticos sdo exemplos a catalase, a
GPx, a glutationa redutase (GR) e SOD; entre 0s ndo-enzimaticos, que sé&o
compostos com baixo peso molecular, estdo as vitaminas C e E, GSH, ubiquinonas,
taurina, hipotaurina, acido Urico, acido alfa-lipoico, entre outros (Ferreira e
Matsubara, 1997; Norberg e Arnér, 2001).
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O reduzido citoplasma do espermatozoide compromete a agdo antioxidante
intracelular, pela menor quantidade destes agentes no citoplasma comparado a
outras células do organismo, e isto resulta em uma maior vulnerabilidade da célula
espermatica a acdo das ROS. Esta caracteristica € compensada pelo plasma
seminal que é rico em antioxidantes. No entanto, durante o processo de congelacéo
grande parte deste plasma é removida, fazendo com que o sémen congelado torne-
se mais sensivel ao estresse oxidativo, quando comparado ao sémen refrigerado
(Gadea et al., 2004; Kankofer et al., 2005; Neild et al., 2005).

A centrifugacdo convencional, utilizada para a retirada do plasma seminal
equino, também causa danos mecéanicos a membrana plasmatica, o que pode
induzir a producdo de ROS e causar lipoperoxidacdo, sendo o tempo de
centrifugacé&o mais critico que a forga centrifuga utilizada (Shekarriz et al., 1995).

A célula espermatica, ao contrario do plasma seminal, possui pequena
quantidade de antioxidantes, dentre estes a GSH (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) € a
mais importante, sendo um tripeptideo, encontrado em todas as células,
desempenhando uma importante funcdo de defesa intracelular contra o estresse
oxidativo (Meister, 1994; Ferreira e Matsubara, 1997).

2.5 Glutationa Reduzida

A GSH é o tiol mais abundante no meio intracelular e sua capacidade
redutora é determinada pelo grupamento sulfidrila (-SH), presente na cisteina. Pode
atuar como transportadora e reservatério de cisteina e participar da detoxicacdo de
agentes quimicos e da eliminacdo de produtos da lipoperoxidacdo. A principal
funcdo da GSH é servir como um cofator para a GPx, que catalisa a reducéao de
H202 e hidroperéxidos toxicos. A forma oxidada da glutationa (GSSG) é regenerada
in vivo pela GR e NADPH (Meister, 1994; Ferreira e Matsubara et al., 1997; Bilodeau
et al., 2001) (Figura 1).

O processo de congelacao esta associado com a reducéo de grande parte da
GSH citoplasmatica (Bilodeau et al., 2000; Gadea et al., 2004; Gadea et al., 2007),
chegando a 80% em bovinos (Bilodeau et al., 2000), razdo esta para que 0 sémen
congelado esteja mais susceptivel ao estresse oxidativo.

Estudos vém sendo desenvolvidos com a adicdo de antioxidantes no diluidor

de congelacao, inclusive a GSH, tentando buscar o equilibrio entre as ROS e
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agentes redutores (Sinha et al., 1996; Camara et al., 2011; Silva et al., 2011). Estes
estudos tornam-se ainda mais importantes frente aos protocolos em que se faz a
retirada do plasma seminal durante o processo de criopreservacdo, quando €
removida grande parte dos antioxidantes seminais, como no caso do sémen equino
e suino (Baumber et al., 2005; Gadea et al., 2005a).

2 H0,
or
2 ROCH 2 G35H 2 NADPH
"‘ """"""" N
GPx I Sistema Shunt !
: Hexose Monofosfato 1
\ _—— _7 _________ ,I
2 ROH 2 355G 2 NADP*
2 H.O

Figura 1. Ciclo redox da glutationa (Adaptado de Bilodeau et al., 2001)

Baumber et al. (2003) encontraram efeito protetor da adicdo de GSH (10 mM)
sobre a integridade do DNA de espermatozoide equino exposto a um sistema de
geracdo de ROS (xantina-xantina oxidase), avaliado por meio do ensaio Cometa.

Quando a GSH foi adicionada ao meio diluidor para refrigeracdo, nao foi
observado efeito significativo sobre a qualidade seminal (suino — Gadea et al.,
2005a; ovino - Bucak e Tekin, 2007; Camara et al., 2011), diferindo do que vem
sendo observado quando o sémen é submetido a congelacdo (Sinha et al., 1996;
Gadea et al., 2005a; Silva et al., 2011).

Sinha et al. (1996) adicionaram GSH (2 e 5 mM) ao diluente de congelacao de
sémen caprino e observaram maior motilidade progressiva e integridade do
acrossoma quando o antioxidante foi utilizado na concentragéo de 5 mM.

Gadea et al. (2005a), congelando sémen suino, observaram melhor
motilidade espermatica e dos parametros relacionados a velocidade, maior
proporcdo de espermatozoides viaveis e ndo capacitados, e menor propor¢do de
células com mudancas nos grupos sulfidrila na membrana lipoproteica apos
descongelacédo, quando ao diluente foi adicionada GSH pré-congelacao. Este efeito
protetor da GSH mostrou ser dose-dependente, sendo significativamente maior

quando foi utilizado 1 mM, comparado com 5 mM.



24

Frente as informagfes apresentadas, espera-se um efeito antioxidante com a
adicdo de GSH exdégena quando ha producdo exacerbada de ROS ou quando o0s
niveis endodgenos estdo reduzidos, como ocorre durante a criopreservacao de
espermatozoides.

Em contraste, Baumber et al. (2005) testaram a adicdo de GSH (10 mM) no
diluente de criopreservagdo do sémen equino, ndo observando diferenca
significativa quando comparado ao controle.

Da mesma forma, Camara et al. (2011) ndo obtiveram efeito antioxidante
significativo quando a GSH (0,5, 1,0 e 2,0 mM) foi adicionada ao diluente para
congelacdo de sémen ovino. Os autores levantaram a hipotese de que o diluente
TRIS, formulado com gema de ovo in natura, teria tido uma significativa capacidade
antioxidante, devido as lipoproteinas da gema do ovo, as quais sdo capazes de
prevenir a oxidacao dos PUFAs (Sakanaka et al., 2004).

Por outro lado, Silva et al. (2011) criopreservando sémen ovino em meio TRIS
suplementado com GSH, observaram efeito protetor, mas empregando
concentracbes mais elevadas, de 2 e 5 mM. As amostras apresentaram maior
proporcdo de células com acrossoma integro (P<0,05), sendo esta caracteristica
semelhante com a propor¢cdo obtida a avaliacdo do sémen fresco. Também foi
testada a concentragdo de 7 mM, contudo, ao invés do efeito protetor, esta levou a
menores valores de integridade acrossomal e mitocondrial (P<0,05), com
consequente reducdo da motilidade total (P<0,05), demonstrando assim que o efeito
da GSH parece ser dose-dependente.

Algumas pesquisas relatam um efeito protetor significativo da GSH quando
esta é adicionada ao sémen poés-descongelacdo. De fato, os resultados obtidos
indicaram menor numero de espermatozoides com capacitacdo espermatica
prematura, preservagao da condensacdo da cromatina, alta taxa de penetracao de
ovocito (in vitro), além da reducéo das concentracdes de ROS (suino — Gadea et al.,
2005b; bovino — Gadea et al., 2007).

Como se pode constatar, o ajuste da concentracdo ideal de GSH, nas
diferentes espécies, é um fator importantissimo, pois na dependéncia das doses
utilizadas, as mesmas podem nao apresentar efeito ou mesmo serem toxicas, ou,
mostrarem-se efetivamente protetoras para as células, sendo esta a acao
antioxidante desejada. O efeito antioxidante da GSH exdgena sobre o sémen

criopreservado ainda esta pouco elucidado, e sdo escassos 0s relatos para a
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espécie equina. Portanto, ainda sdo necessarios maiores estudos para determinar
qual a concentracéo ideal a ser acrescida no diluente de criopreservacao do sémen

equino.

2.6 Centrifugacdo em Gradiente de Unica Camada

Atualmente, tem sido estudada uma substancia coloidal composta de silica
revestida por glicidoxipropiltrimetoxissilano (silano), como gradiente de densidade
para centrifugacdo do sémen equino, tendo como exemplos as formulagcbes do
Androcoll-E® (Minitub, Tiefenbach, Germany) e EquiPure™ (Nidacon, International
AB, Molndal, Sweden).

A centrifugacdo do sémen nestes gradientes tem resultado em uma maior
proporcdo de espermatozoides morfologicamente normais, com integridade das
membranas plasmatica e acrossomais e da cromatina, com alto potencial de
membrana mitocondrial, associadas a uma maior motilidade espermatica (Morrell et
al., 2009a; Morrell et al., 2010; Stoll et al., 2010; Morrell et al., 2011; Crespo et al.,
2013; Stoll et al.,, 2013), inclusive quando comparado ao sémen fresco nao
centrifugado. O mecanismo de selecdo da-se pela diferenca de densidade entre
células integras e lesadas (Morrell et al., 2010).

A principio a técnica de selecdo espermatica empregava gradiente de
densidade descontinuo. Macpherson et al. (2002), utilizando o EquiPure™ (40:80%),
encontraram maior propor¢do de espermatozoides morfologicamente normais no
pellet do que na fracdo coloidal. Os gametas com defeitos espermaticos dos tipos
cabeca isolada, contorno anormal da cabeca, gota citoplasmatica proximal, defeitos
da peca intermediaria, células imaturas, cauda dobrada e cauda enrolada, ficaram
retidos na por¢éo coloide. Posteriormente, constatou-se que o gradiente descontinuo
ndo diferia significativamente daquele de Unica camada mais concentrada, com a
vantagem deste ser de mais rapida e facil execucdo (Morrell et al., 2009b -
Androcoll-E®; Gutiérrez-Cepeda et al., 2011 - EquiPure™).

A taxa de recuperacdo de espermatozoides depende da qualidade do
ejaculado submetido a centrifugacdo (Morrell et al., 2009c). Morrell et al. (2011),
utilizando a formulacdo comercial Androcoll-E®, verificaram correlacdo significativa
entre a taxa de recuperacdo espermatica e morfologia normal (r=0,64), bem como

com a taxa de fragmentacdo do DNA (r=-0,54), no entanto, a correlacdo com
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motilidade progressiva, embora de média intensidade (r=0,42), ndo mostrou-se
significativa. Comparando o uso da centrifugacdo em gradiente de Unica camada
nos momentos pré-congelacdo e pos-descongelacdo do sémen, foi obtida uma
populacdo espermatica com valores superiores de motilidade, de espermatozoides
normais e com acrossomo integro, quando a técnica foi aplicada ao sémen pos-
descongelacdo (Mancill et al., 2010). Esse fato deveu-se a remocdo dos
espermatozoides que ja estavam lesados antes da congelacdo, bem como daqueles
que sofreram lesd@o durante o processo de criopreservacao. Ortega-Ferrusola et al.
(2011) acreditam que a centrifugacdo no Androcoll-E® pode reduzir a inducéo ao
estresse oxidativo, pois a centrifugacdo em Unica camada remove espermatozoides
com excesso de citoplasma residual (Johannisson et al., 2009), assim, reduzindo
grande parte da fonte produtora de ROS.

Macias-Garcia et al. (2012) avaliaram a producédo de ROS apds submeterem
sémen equino refrigerado (5°C), armazenado por 24 horas, a centrifugacdo em
gradiente de Gnica camada utilizando o Androcoll-E®, e observaram que a proporcao
de espermatozoides vivos produzindo O, foi maior apds a centrifugacdo. Tal fato
pode ter sido causado pela remocdo do plasma seminal ou pela selecdo de uma
subpopulacdo de espermatozoides vivos com maior atividade metabdlica que seriam
mais capazes de produzir niveis fisiolégicos de ROS. Este aumento de O, enddégeno
nao apresentou efeitos deletérios, ndo sendo observada diferenca (P>0,05), quando
comparado ao controle, em relacdo a integridade da membrana plasmatica e
atividade mitocondrial.

Os efeitos da selecdo espermatica, pela centrifugacdo em gradiente de Unica
camada, sobre a lipoperoxidacdo do sémen de garanhfes, ainda precisam ser
avaliados, quando se empregam as formulacées comerciais Androcoll-E® e
EquiPure™.

Cerny et al. (2012) testaram a fertilidade do sémen centrifugado em
EquiPure™. O nimero de espermatozoides com motilidade progressiva na dose
inseminante do grupo controle foi maior (171 x 10°vs. 59 x 10°% P<0,05), mas a
proporcao de células méveis foi superior nas amostras submetidas a centrifugacéo

(41,6% vs. 67,7%; P<0,05), no entanto, as taxas de prenhez nao diferiram (60%).
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RESUMO

Os objetivos do experimento foram avaliar o efeito antioxidante da glutationa
reduzida adicionada ao sémen equino pré-congelagdo, nas concentracdes de 3 mM,
5 mM e 7 mM, e da centrifugacdo em gradiente de Unica camada, apdés a
descongelacéo, utilizando as formulagdes comerciais Androcoll-E® e Equipure™,
sobre os niveis de lipoperoxidagdo. Os ejaculados (n=19) foram congelados em
diluente a base de gema de ovo (Botucrio®). Foram avaliadas as variaveis

espermaticas: motilidade, vigor, morfologia, viabilidade/status acrossomal, atividade
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mitocondrial, nivel de lipoperoxidacdo e taxa de recuperacdo espermatica pos-
centrifugacdo. As meédias dos tratamentos foram comparadas pelos testes de
Kruskall-Wallis, Bonferroni, Duncan e t de Student, de acordo com o comportamento
dos dados, e analisada a associacao da lipoperoxidacdo com as demais variaveis,
pela estimativa dos coeficientes de correlacdo de Spearman, em nivel de 5% de
significancia. Quando comparados aos valores pds-colheita, a glutationa reduzida
nas concentracdes de 3 mM e 5 mM apresentou, apds a descongelacdo, um efeito
protetor contra a lipoperoxidacdo (710,2; 636,3 vs. 565,7 ng/10® espermatozoides;
P>0,05), no entanto, a concentragdo de 7 mM mostrou-se toxica, com menores
médias (P<0,05) de motilidade (23% vs. 60%), vigor (1,3 vs. 2,8) e aumento da
lipoperoxidacdo (704,5 vs. 565,7 ng/10® espermatozoides; P<0,05). Apds a
centrifugacdo em gradiente de Unica camada, as amostras apresentaram maiores
niveis de lipoperoxidacao (P<0,05), independente do gradiente utilizado. Conclui-se
que, nas concentracdes de 3 mM e 5 mM, a glutationa reduzida apresentou efeito
antioxidante durante a criopreservacao, sendo a concentragdo de 7 mM toxica ao
sémen equino. A centrifugacdo em gradiente de Unica camada induziu a
lipoperoxidacdo do sémen, ndo sendo observada acao antioxidante da glutationa
reduzida durante este procedimento.

Palavras-chave: Androcoll-E, antioxidante, EquiPure, espermatozoide, estresse

oxidativo, ROS

1 Introducéo
As biotecnologias da reproducéo animal tém se mostrado, na atualidade,

fundamentais para o progresso genético dos sistemas de producdo animal,
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incluindo-se nesse contexto a reproducdo equina, que vem adotando de forma
crescente o0 uso das biotécnicas de multiplicacdo animal na rotina dos haras.

A preservacdo do sémen equino, pela refrigeracdo e congelacdo, vem
reduzindo fronteiras, possibilitando que uma égua possa ser inseminada com o
sémen de um garanhdo alojado a longa distancia. A criopreservacdo ainda
possibilita o armazenamento do sémen por periodo indeterminado, podendo assim
ser utilizado no caso do garanhdo encontrar-se enfermo ou apresentar infertilidade
adquirida e até mesmo apos seu oObito.

No que se refere a criopreservacdo, durante os procedimentos de
manipulacdo do ejaculado ha aumento da concentracdo de calcio intracelular, da
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e reducdo da capacidade
antioxidante decorrente da remocdo do plasma seminal. Tais eventos levam os
espermatozoides a um estresse oxidativo exacerbado e, com isso, a capacitacado
prematura, tendo como consequéncia uma reducdo da sua longevidade (Ball et al.,
2001; Neild et al., 2005, 2003).

Essas informagfes suscitam a realizagdo de pesquisas que busquem
estratégias para reduzir estes danos, visando obter melhor qualidade seminal, a qual
ird se refletir em maior taxa de fertilidade.

O plasma seminal é rico em antioxidantes, sendo exemplos a catalase,
glutationa peroxidase (GPXx), glutationa redutase (GR), superdxido dismutase (SOD),
glutationa reduzida (GSH), urato, acido ascorbico, vitamina E, taurina, hipotaurina,
piruvato, carotenoides e ubiquinonas (Gadea et al., 2004; Kankofer et al., 2005;
Neild et al., 2005). A célula espermatica, ao contrario do plasma seminal, possui
pequena quantidade de antioxidantes, e dentre estes a GSH (L-y-glutamil-L-

cisteinilglicina) € a mais importante, sendo um tripeptideo, encontrado em todas as
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células (Meister, 1994). O efeito antioxidante da GSH exdgena sobre o sémen
criopreservado ainda esta pouco elucidado, e sdo escassos 0s relatos para a
espécie equina. Ainda ndo esta definida qual a concentracdo ideal a ser acrescida
no diluente de criopreservacao do sémen equino.

Doses de sémen de garanhfes apresentando motilidade pds-descongelacéo
abaixo de 30%, podem ser submetidas a centrifugacdo em gradiente de Unica
camada, para a selecdo de uma maior populacdo de espermatozoides viaveis
(Morrell et al., 2009a; Morrell et al., 2010; Stoll et al., 2010; Morrell et al., 2011;
Crespo et al., 2013; Stoll et al., 2013).

Os efeitos da selecao espermatica, pela centrifugacdo em gradiente de Unica
camada, sobre a lipoperoxidacdo do sémen de garanhdes, ainda precisam ser
avaliados, em especial quando se empregam as formulagcdes comerciais Androcoll-
E® e Equipure™.

O objetivo do presente experimento foi avaliar o efeito antioxidante da GSH,
adicionada ao sémen equino pré-congelacdo, sobre os niveis de lipoperoxidacdo
pés-descongelacdo e selecdo espermatica pela centrifugagcdo em gradientes de

Unica camada.

2 Material e Métodos
2.1 Local do Experimento

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia da
Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (FAMEZ/UFMS), Campo Grande/MS,
Brasil.

2.2 Animais
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Foram utilizados 10 garanhdes adultos da raca Quarto de Milha, de fertilidade
comprovada, alojados em propriedades localizadas nas proximidades de Campo
Grande/MS, Brasil, sendo colhidos dois ejaculados de cada reprodutor. Foram
adotados como critérios para utilizacdo dos ejaculados, um minimo de 70% para
motilidade, 3 para o vigor e 70% de espermatozoides com morfologia normal pos-
colheita.

2.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi um fatorial 4 x 2 (glutationa x gradiente de

Gnica camada). Foram testadas trés concentracdes de glutationa reduzida, e dois

gradientes de Unica camada (Fig. 1).

EJACULADO (n=19)

DILUICAO EM EQUIMIX® (50 x 10°
espermatozoides / mL)

CENTRIFUGAGAO CONVENCIONAL

RESSUSPENSAO COM BOTUCRIO®

CONTROLE 3 mM GSH 5mM GSH 7 mM GSH

CONGELACAO
|
DESCONGELACAO

| ]
CENTRIFUGACAO ANDROCOLL-E CENTRIFUGACAO EQUIPURE

Figura 1. Fluxograma do protocolo experimental para avaliacdo dos efeitos da adicao da glutationa
reduzida (GSH) ao diluente de congelacéo e da centrifugacdo em gradiente de densidade
de Unica camada sobre o nivel de lipoperoxidacédo no sémen equino
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2.4 Colheita e transporte do sémen

O sémen foi colhido com auxilio de manequim, através de vagina artificial
modelo Botucatu® (Botupharma Biotecnologia Animal, Botucatu/SP, Brasil), revestida
internamente com mucosas de latex e plastica descartavel, sendo esta acoplada a
um copo coletor, e equilibrada para que, no momento da colheita, sua temperatura
interna se apresentasse a aproximadamente 45°C. Apos a colheita o0 sémen foi
filtrado, para separacédo da fracdo gel, e diluido em meio a base de leite desnatado
para obtencdo de uma concentracdo de 50 x 10° espermatozoides/mL. Para o
transporte até o laboratério, o material foi acondicionado em container (CP; Nunes et
al., 2008) a uma temperatura de 5C.
2.5 Processamento do sémen
2.5.1 Congelagéo e descongelacao

O sémen diluido foi submetido a centrifugacdo em tubos conicos de 15 mL a
600 G por 10 minutos. O pellet foi ressuspendido em Botucrio® (Botupharma
Biotecnologia Animal Botucatu/SP, Brasil), para a obtencdo de uma concentracao
final de 200 x 10° espermatozoides/mL. O volume final foi fracionado em quatro
aliquotas contendo 500 x 10° espermatozoides, as quais foi acrescida a glutationa
reduzida, sendo constituidos os seguintes tratamentos: C — controle, sem glutationa,;
GSH 3 -3 mMde GSH; GSH5-5mM de GSH e GSH 7 — 7 mM de GSH. O sémen
foi envasado em palhetas de 0,5 mL, lacradas com alcool polivinilico. O processo de
congelacao foi realizado adotando-se um periodo de 20 minutos de refrigeracdo a
5°C, seguidos por 20 minutos de exposicdo ao vapor de nitrogénio liquido e
subsequente imersdo no mesmo. Apds este procedimento, as palhetas foram
acondicionadas em raques e armazenadas em botijio criogénico a -196°C. A

descongelacéo utilizou-se banho-maria a 37°C por 30 segundos.
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2.5.2 Centrifugagdo em gradiente de densidade de Unica camada

ApoOs a descongelacdo amostras de cada tratamento foram submetidas a
centrifugacdo com rotor de eixo mével (Centrifuga de Bancada Baby® - FANEM
LTDA., Guarulhos/SP, Brasil) em dois gradientes de densidade: ADC — Androcoll®
Equine (Androcoll-E; Minutiilb GMbH, Tiefenbach, Germany); EQP — EquiPure™
(Nidacon, International AB, Molndal, Sweden). A centrifugagcdo com ADC foi
realizada em tubos cénicos de 15 mL, sendo depositados 1.600 pyL do gradiente ao
fundo e, sobre estes, 800 uL de sémen, utilizando-se uma forca centrifuga de 400 G
por 20 minutos. A centrifugacdo com EQP foi realizada em tubos cénicos de 15 mL,
sendo depositados 800 uL de gradiente ao fundo e, sobre estes, 800 yL de sémen,
com for¢ca centrifuga de 400 G por 30 minutos. Em ambos os gradientes o

sobrenadante foi removido por aspiracéo e o pellet ressuspendido em Botucrio®.

2.5.3 Avaliagcédo seminal

Apods a colheita do sémen avaliaram-se as variaveis: volume (mL), motilidade
(%) / vigor (escore 0 — 5), concentracdo (x10°/ mL), morfologia espermatica (%),
viabilidade e status acrossomal (Didion et al., 1989), atividade mitocondrial (Hrudka,
1987) e susceptibilidade ao estresse oxidativo, pela avaliagdo do nivel de
lipoperoxidacdo (Nichi et al., 2007). Apdés a descongelacdo e centrifugacdo, a
excec¢do do volume, as demais variaveis foram analisadas. As avaliagbes do sémen
foram efetuadas nos momentos pdés-colheita (PC), pos-descongelacdo (PD) e pos-

centrifugacéo (PCT).

2.5.4 Motilidade e vigor espermaticos
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A avaliacdo subjetiva da motilidade foi feita através de microscopia de
contraste de fase com objetiva de 40x, com uma gota de sémen depositada entre
lamina e laminula pré-aquecidas a 37°C. A estimativa da motilidade foi feita pela
determinacao da proporcédo de espermatozoides moveis (0 a 100%) e, para o vigor,
foi considerada a intensidade do movimento espermatico, atribuindo-se um escore

de 0 (auséncia de movimento) a 5 (movimentos intensos).

2.5.5 Concentragcdo espermatica

Para a estimativa da concentracdo espermatica, 5 pL de sémen foram
depositados em 95 uL de agua e a contagem feita com Camara de Neubauer,
através de microscopia de campo claro, com objetiva de 40x. O nimero médio de
espermatozoides obtido, pela contagem de cinco quadrados em cada reticulo, foi
multiplicado por 1 x 10° o que resultou na determinacdo da concentracdo de

espermatozoides / mL.

2.5.6 Morfologia espermatica

Amostras de sémen destinadas a avaliacdo morfolégica foram conservadas
em solucdo de formol-salina-tamponada. Analisou-se 200 células/lamina, em
preparacdes umidas, sob microscopia de contraste de fase, em aumento de 1.000x.
As patologias espermaticas foram classificadas de acordo com o proposto por Blom

(1973) citado por Barth e Oko (1989), e os resultados expressos em percentagem.

2.5.7 Viabilidade e status acrossomal
Para a avaliacao simultanea da viabilidade e status acrossomal foi empregada

a técnica da dupla coloragdo descrita por Didion et al. (1989), que utiliza os corantes
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trypan blue / Giemsa. O trypan blue € um corante vital que detecta espermatozoides
mortos, com membrana lesada, corando-os em azul, enquanto os integros nao se
coram. Ja o Giemsa indica a presenca ou auséncia do acrossomo, corando de rosa
0S acrossomos intactos. Em eppendorf foram co-incubados 20 pL de trypan blue
(Sigma Aldrich do Brasil) e 20 uL de sémen, a 37°C em termobloco ( Accublock™,
Labnet International, Inc.), por 15 minutos. Apds, foi feito o esfregaco, sendo a
lamina seca sobre placa aquecedora a 37C e, entdo, fixada em metanol por 5
minutos. As laminas foram lavadas com agua deionizada e ap0s estarem secas
eram imersas, overnight, em solugdo corante de Giemsa (Merck Brasil), preparada
em cubeta plastica com 27 mL de agua deionizada acrescidos de 3 mL da solucéo
estoque de Giemsa. ApOs este periodo as laminas eram lavadas com agua
deionizada e secas a temperatura ambiente para posterior leitura. Foram avaliadas
200 células por lamina, em microscopio de campo claro, no aumento de 100x sob a
imersdo. Os espermatozoides foram classificados em: vivos — acrossomo corado em
rosa pelo Giemsa e regido pés-acrossomal ndo corada; mortos — acrossomo corado
em rosa pelo Giemsa e regido pés-acrossomal corada em azul pelo trypan blue;
reacao de acrossomo verdadeira (RAV) — acrossomo e regido pos-acrossomal nao

corados e; reacdo de acrossomo falsa (RAF) — acrossomo n&o corado e regiao pos-

acrossomal corada em azul pelo trypan blue.

2.5.8 Atividade mitocondrial

Para a determinacdo da atividade mitocondrial foi empregada a técnica
descrita por Hrudka (1987), que se baseia na oxidacdo da 3,3’-diaminobenzidina
4,4'tetraaminobiphenyl (DAB) pelo Complexo Citocromo C, resultando na

polimerizacdo e deposicdo do DAB nas mitocondrias da peca intermediaria. Em
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eppendorf foram armazenados, ao abrigo da luz, 10 pL da solugéo de DAB (1 mg/mL
em tampéo fosfato salina - PBS), acrescidos de 10 pL de sémen e, incubados a
37T em termobloco por 60 minutos. Apos, foi feito o esfregaco e as laminas secas a
temperatura ambiente, com posterior fixacdo em formol a 10% por 10 minutos.
Através da microscopia de contraste de fase, em aumento de 100x sob a imerséo,
as células foram classificadas, de acordo com a extensdo da coloracdo da bainha
mitocondrial, em: DAB | — 100% corada, alta atividade mitocondrial; DAB Il - > 50%
corada, predominancia de areas ativas; DAB Il - < 50% corada, predominancia de

areas inativas, e DAB IV — 0% corada, sem atividade mitocondrial.

2.5.9 Lipoperoxidacgéo

A avaliacdo foi feita de forma indireta, através da mensuracdo da
concentracdo de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), de acordo com
Nichi et al. (2007). Foi determinada a concentragdo espermatica em cada momento
da avaliacdo, considerando-se um minimo de 5 x 10°. Uma aliquota de 400 uL de
sémen, acondicionada em eppendorf, foi lavada em PBS, sendo para tanto
adicionados 1.600 uL deste e efetuada a centrifugagdo a 800 G por 10 minutos, a
seguir o sobrenadante era descartado. O processo de lavagem foi realizado duas
vezes e, ao final, o pellet resultante ressuspendido em 400 uyL de PBS. A
peroxidacao lipidica foi induzida pela adicdo de sulfato de ferro (100 pL, 4 mM) e
acido ascérbico (100 pL, 20 mM) aos 400 uL da amostra, a qual era, entéo,
homogeneizada e incubada a 37°C por 90 minutos, em termobloco. Apds a
incubacéo, foram acrescidos 1.200 pyL de acido tricloroacético a 10% (TCA) para,
entdo, submeter a centrifugagdo a 14.100 G por 10 minutos, com a finalidade de

separar as proteinas precipitadas. Na sequéncia, o sobrenadante (800 uL) foi
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retirado por aspiracéo, acondicionado em criotubos e mantido a -20C para posterior
analise. A amostra foi descongelada a temperatura ambiente e, a uma aliquota de
800 pL foram acrescidos 800 pL de acido tiobarbiturico a 1% (TBA), com incubacéo
a 90C - 100C durante 15 minutos, em banho-maria ( FANEM LTDA.,
Guarulhos/SP, Brasil). Apos ser resfriada em banho de gelo (0°C), com a finalidade
de promover a interrupcdo da reacao termo dependente, a leitura das amostras foi
realizada através de espectrofotometria, em comprimento de onda de 532 nm e os
resultados comparados com uma curva padrdo, previamente estabelecida, de
malondialdeido (MDA). A concentracdo do TBARS foi determinada utilizando um
coeficiente de extingdo molar do MDA (1,56 x 10° x M/mL), e expressa em
nanogramas de MDA por 10® de espermatozoides (ng/10® sptz).
2.6 Andlise Estatistica

O delineamento experimental foi em parcelas subdivididas, considerando a
adicéo de glutationa reduzida em suas diferentes concentragdes como tratamento e
0s momentos de avaliagcdo como subparcelas. Para comparar as variaveis que nao
apresentaram normalidade (motilidade, vigor, morfologia espermatica, viabilidade
/status acrossomal e atividade mitocondrial) foi usada a analise ndo paramétrica. As
médias dos tratamentos (C, GSH 3, GSH 5 e GSH 7) e das centrifugac6es (ADC e
EQP) foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis, através do procedimento
NPAR1IWAY do Programa Estatistico SAS (2001) e, as médias dos momentos pelo
teste de Bonferroni, utilizando o procedimento GLM do Programa Estatistico SAS
(2001), ambos em nivel de 5% de significancia. Para comparar as variaveis que
apresentaram normalidade (taxa de recuperacédo e lipoperoxidacdo) foi usada a
analise de variancia, pelo procedimento GLM do Programa Estatistico SAS (2001). A

variavel lipoperoxidagéao foi transformada em logio. As médias dos tratamentos e dos
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momentos (pés-colheita, pds-descongelacdo e poés-centrifugacdo — ADC ou EQP)
foram comparadas pelo teste de Duncan e, as médias das centrifugacdes (ADC e
EQP) pelo teste t de Student, ambos em nivel de 5% de significAncia. Para andlise
da associacdo entre a lipoperoxidacdo e as demais variaveis, foram estimados os
coeficientes de correlacdo de Spearman, pelo procedimento CORR do Programa

Estatistico SAS (2001), considerando-se nivel de 5% de significancia.

3 Resultados

A adicdo da GSH, nas concentracbes de 3 mM e 5 mM, nado teve efeito
significativo sobre as variaveis motilidade e vigor, no entanto, para a concentracao
de 7 mM detectou-se uma reducao (P<0,05) desses valores (Tab. 1).

As variaveis morfologia espermatica, viabilidade/status acrossomal e atividade
mitocondrial ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos. Contudo,
ao se considerar os momentos em que foram feitas as avaliagbes, apds a
centrifugacdo nos gradientes, os valores das classes de Vviabilidade/status
acrossomal e atividade mitocondrial diferiram (P<0,05) daqueles obtidos para o
sémen fresco (Tab. 2; Tab. 3).

Quando comparadas as alteragcbes morfolégicas presentes no sémen pos-
descongelacdo e apd6s a centrifugacdo nos gradientes, observou-se menor
proporcdo de células apresentando gota citoplasmatica proximal (ADC — 1,07%;
EQP — 0,94% vs. 2,57%; P<0,05), anormalidades da peca intermediaria (ADC —
1,65%; EQP — 1,63% vs. 2,62%; P<0,05), cauda dobrada (ADC — 0,99%; EQP —
0,97% vs. 2,35%; P<0,05) e enrolada (ADC — 0,23%; EQP — 0,14% vs. 0,58%;
P<0,05) em ambos os gradientes e, cauda fortemente enrolada quando utilizado o

EQP (0,46% vs. 0,92%; P<0,05). No entanto, houve um aumento da frequéncia de
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cabeca isolada normal (ADC — 6,77%; EQP — 9,00% vs. 3,62%; P<0,05) e auséncia
de diferenca estatistica quanto ao total de espermatozoides morfologicamente

normais (ADC — 76,64%; EQP — 75,18% vs. 73,39%; P>0,05).

Tabela 1. Médias (+ desvio padrao) das variaveis do sémen criopreservado de garanhdes da raca
Quarto de Milha (n=19), de acordo com as concentracBes de glutationa reduzida
adicionadas ao diluidor de congelacéo

Variaveis seminais Tratamentos
Classes Controle GSH 3 mM GSH 5 mM GSH 7 mM
Motilidade (%) 72,2 +10,1% 71,3+12,8% 67,3 + 15,4% 52,1 + 26,0
Vigor (0-5) 3,1+0,5° 3,0+0,6° 2,9+0,7% 2,6 +1,0°
Vivo 59,2 +17,9 59,9 + 15,9 59,5 + 15,4 59,9 + 15,5
Trypan blue / Morto 21,3+9,9 21,8+9,5 223+8,9 23,2+9,3
Giemsa (%) RAV 0,9+1,2 07+1,1 07+1,1 0,8+1,1
RAF 18,7+ 11,0 17,6 + 12,4 17,6 +11,1 16,2 + 10,9
| 451 + 18,7 42,9+2172 41,7 20,3 38,8 +21,1
Il 249+12,9 242 +12,2 26,7 +11,7 25,8+ 12,7
0 t 1 1 ’ 1 1 1 1
DAB (%) 1l 9,2+7,3 9,5+8,0 8,9+8,1 10,3+09,3
\Y; 20,9 + 16,5 23,4+ 19,4 22,7 +20,1 25,2 + 20,1
Recuperagao 38,3 + 15,6"° 44,3 + 15,3 40,9 + 13,6™® 355+ 21,1°

espermatica (%g

TBARS [ng / 10 1.2185+1.0344 1.0044+782,9 1.016,7+814,1 1.2904+1.1266
espermatozoides]

2P etras mindsculas diferentes na linha indicam diferenca significativa entre médias pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)

A B etras maitsculas diferentes na linha indicam diferenca significativa entre médias pelo teste de Duncan (P<0,05)

GSH - glutationa reduzida; DAB — 3,3'-diaminobenzidina; TBARS — espécies reativas ao acido tiobarbiturico; RAV — reacédo do
acrossomo verdadeira; RAF — reacéo do acrossomo falsa

Os niveis de lipoperoxidacdo nao diferiram (P>0,05) entre as concentracfes
de GSH testadas e o grupo controle (Tab. 1). Dentre os momentos avaliados, a
lipoperoxidacao foi significativamente maior apos a descongelacéo e a passagem do
sémen em ambos o0s gradientes de Unica camada (Tab. 2; Tab. 3).

Considerando os resultados da interagdo entre tratamentos x momentos, a
motilidade e o vigor pos-descongelacdo foram inferiores (P<0,05) aos valores
obtidos para o sémen fresco. Nos grupos controle, GSH 3 e GSH 5 a motilidade
pos-centrifugacdo mostrou-se significativamente maior que a observada apos a

descongelacéo, nao diferindo do pds-colheita (P>0,05; Tab. 4; Tab. 5). Para o grupo
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GSH 7, a motilidade, ap6s a centrifugacdo nos gradientes, resultou em valores
superiores (P<0,05) aqueles pods-descongelacdo, embora inferiores (P<0,05) aos
obtidos ap6s a colheita do sémen. Para a variavel vigor, considerando o0s
tratamentos com glutationa reduzida, ap0s a passagem pelos gradientes, seus
resultados foram superiores aos observados poés-descongelacdo (P<0,05; Tab. 4;
Tab. 5), sendo iguais aqueles apresentados apos a colheita do sémen, com excecéo
do grupo GSH 7 que teve valores superiores (P<0,05) ao pds-descongelacéo, no

entanto, inferiores ao pés-colheita (P<0,05).

Tabela 2. Médias (+ desvio padrdo) das variaveis do sémen criopreservado de garanhées da raca
Quarto de Milha (n=19), nos diferentes momentos de avaliacao, utilizando a centrifugacao
com Androcoll-E®

Variaveis seminais Momentos
) . ) ~ Pos-centrifugacéo
Classes P&s-colheita Pos-descongelacéo Androc oII-E(g
Motilidade (%) 73,7 +4,9° 46,8 +19,3° 68,9 + 16,2%
Vigor (0-5) 3,4+0,5% 2,1+0,9° 3,0+0,4"
Vivo 77,4 +9,4° 51,1+12,4° 54,3 +12,7°
Trypan blue / Giemsa Morto 15,2 + 9,62 26,7 +8,8° 24,7 +7,9°
(%) RAV 0,2+0,4% 0,8+1,2° 1,1+1,4°
RAF 7,3+6,7° 22,4 +10,7° 19,9+9,7°
| 65,3 +12,6% 29,6 +14,7° 37,7+ 16,52
I 19,2 +10,6% 22,3+10,3% 30,3+12,3
0 L 1 1 L L 1
DAB (%) 1 3,8+1,5° 9,0+7,0° 11,7 +8,3°
(Y, 11,7 £12,22 39,0 +17,7° 20,3+17,7°
Recuperacao
espermatica (%) 426+16,5
8
TBARS [ng / 10 568,5 + 565,9" 731,3 + 557,7° 1.440,6 + 946,0°

espermatozoides]

&P etras mindsculas diferentes na linha indicam diferenca significativa entre médias pelo teste de Bonferroni (P<0,05)

A BC | etras maitisculas diferentes na linha indicam diferenca significativa entre médias pelo teste de Duncan (P<0,05)

DAB - 3,3'-diaminobenzidina; TBARS — espécies reativas ao acido tiobarbitirico; RAV — reacdo do acrossomo verdadeira; RAF —
reacdo do acrossomo falsa

Ao se comparar com os valores observados no sémen descongelado, apds a
centrifugacédo houve reducdo de células apresentando gota citoplasmatica proximal
nos tratamentos controle (3,13% vs. 0,97%; P<0,05) e GSH 3 (2,18% vs. 0,92%;

P<0,05) quando utilizado o ADC e, nos tratamentos GSH 3 (2,18% vs. 0,92%;
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P<0,05), GSH 5 (2,58% vs. 1,00%; P<0,05) e GSH 7 (2,39% vs. 0,95%; P<0,05),
quando usado o EQP. No entanto, houve aumento da proporcdo de cabeca isolada
normal (P<0,05) em todos os tratamentos apO0s a centrifugacdo em ambos 0s
gradientes (ADC e EQP; controle — 6,47%, 8,50%; GSH 3 — 6,82%, 7,79%; GSH 5 —
6,26%, 7,79%; GSH 7 — 7,53%, 11,89%, respectivamente), quando comparado ao
sémen fresco (1,47%). A taxa de recuperacdo espermatica apresentou correlacéo
positiva (P<0,05) com a morfologia normal pés-descongelacdo (ADC - r=0,26; EQP —

r=0,32).

Tabela 3. Médias (+ desvio padrdo) das variaveis do sémen criopreservado de garanhdes da raga
Quarto de Milha (n=19), nos diferentes momentos de avaliacdo, utilizando a centrifugacéo
com EquiPureTM

Variaveis seminais Momentos
. . . . Pés-centrifugacao
Classes P6s-colheita Pos-descongelagéo EquiPur eng
Motilidade (%) 73,7 +4,9% 46,8 +19,3° 73,4 +17,1%
Vigor (0-5) 3,4+0,5° 2,1+0,9° 3,0+0,5°
Vivo 77,4 £9,4° 51,1 +12,4° 55,7 +13,4°
Trypan blue / Giemsa  Morto 15,2 +9,6% 26,7 +8,8" 23,0 +7,4°
(%) RAV 0,2+0,4° 08+1,2° 09+1,2°
RAF 7,3+6,7° 22,4 +10,7" 20,4 +11,0°
| 65,3 + 12,6° 29,6 +14,7° 35,8 +16,3"
[ 19,2 + 10,6° 22,3+10,3% 29,8 +12,5"
DAB 0/ 1 1 1 t 1 t
(%) 11 3,8+1,5% 9,0+ 7,0b 13,4+9,8°
v 11,7 + 12,22 39,0 +17,7° 21,1 + 17,1b
Recuperacao
espermatica (%g 37.0+16,7
TBARS [ng/ 10 568,5 +565,9°  731,3 +557,7° 1.789,6 + 1.061,2°

espermatozoides]

&P etras mindsculas diferentes na linha indicam diferenca significativa entre médias pelo teste de Bonferroni (P<0,05)

A B Letras mailsculas diferentes na linha indicam diferenca significativa entre médias pelo teste de Duncan (P<0,05)

DAB - 3,3'-diaminobenzidina; TBARS — espécies reativas ao acido tiobarbitirico; RAV — reacdo do acrossomo verdadeira; RAF —
reacdo do acrossomo falsa

Na avaliagdo da viabilidade/status acrossomal, todos 0s momentos
apresentaram um numero menor de espermatozoides vivos (P<0,05) e maior

proporcao de RAF (P<0,05), quando comparados ao momento PC (Tab. 4; Tab. 5).
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Tabela 4. Médias ajustadas (+ desvio padrdo) das variaveis motilidade, vigor e viabilidade e status

acrossomal (Trypan Blue / Giemsa - TBG) do sémen criopreservado de garanhdes da raca
Quarto de Milha (n=19), considerando a interacdo entre os tratamentos e 0s momentos de
avaliacao, utilizando a centrifugacdo com Androcoll-E®

Variaveis seminais Momentos Tratamentos
Controle GSH3 mM GSH5 mM GSH7mM
PC 73,7 +5,0" 73,7 +5,0" 73,7 £5,0" 73,7 £5,0"
Motilidade (%) PD 61,1+11,0°® 558+13,9°®  453+135°% 253+16,1°C
ADC 74,2 +6,1%4 74,7 + 7,04 73,7 +7,6°" 53,2 + 24,58
PC 3,4+0,5" 3,4+0,5" 3,4+0,5" 3,4+0,5"
Vigor (0-5) PD 2,7+0,5%8 25+0,8%° 21+0,8"8 1,2+0,7°¢
ADC 3,1+0,2" 3,1+0,3" 3,0+0,0" 2,8+0,7°
PC 78,2 +9,2" 78,2 +9,2* 78,2 +9,2* 78,2 +9,2*
Vivo PD 51,8 +13,1° 50,0 + 14,1° 49,8 +12,4° 52,9 + 10,48
ADC 54,2 +13,4° 56,9 + 13,0° 54,2 +11,9° 51,7 +12,9°
PC 12,4 +7,6% 12,4 +7,6" 12,4 +7,6" 12,4 +7,6"
Mortos PD 24,9+9,7° 26,3 +8,8°% 253+9,7% 26,2 +7,6°
ADC 249 +85%8  2114+75%48 24,7 + 6,48 28,1+8,1"8
TBG (%)
PC 0,1+0,2" 0,1+0,2% 0,1+0,2 0,1+0,2"
RAV PD 1,2+1,4° 0,8 +0,8"® 08+1,4 0,5+0,8"®
ADC 1,3+1,4° 1,2+1,8° 0,9+1,4 1,0 +0,9°
PC 9,4+7,6" 9,4 +7,6" 9,4 +7,6" 9,4 +7,6"
RAF PD 22,1+9,7° 22,8 +13,4° 24,2 +92° 20,4 + 10,6
ADC 19,7 +7,3° 20,8 +11,6° 20,2 +10,8° 19,2 + 9,28

2P| atras minGsculas diferentes na linha indicam diferenca significativa entre médias pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
A B.C | etras mailsculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre médias pelo teste Bonferroni (P<0,05)
GSH — glutationa reduzida; PC — pés-colheita; PD — pés-descongelacéo; ADC - pés-Androcoll-E®

No que se refere a atividade mitocondrial, houve aumento significativo do
namero de células da classe DAB Ill ap6s a descongelacdo, nos tratamentos
controle e GSH 3, ja para a classe DAB IV foi observado aumento de sua proporcéo
(P<0,05) em todos os tratamentos (Fig. 2). Os dados referentes a classe de alta
atividade mitocondrial, apdés a centrifugacdo, diferiram (P<0,05) dos valores
apresentados pos-colheita, no entanto a classe de inatividade mitocondrial foi
semelhante, em ambos o0s gradientes. Comparando com 0 momento pos-
descongelacdo os grupos GSH 3 e GSH 5, apdés a passagem pelos gradientes,

apresentaram maior (P<0,05) proporcao de células DAB | (Fig. 2; Fig. 3). Para a taxa
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de recuperacao espermatica ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e

os gradientes (ADC e EQP; Tab. 6).

Tabela 5. Médias ajustadas (+ desvio padrdo) das variaveis motilidade, vigor e viabilidade e status
acrossomal (Trypan Blue / Giemsa - TBG) do sémen criopreservado de garanhdes da raca
Quarto de Milha (n=19), considerando a interacdo entre os tratamentos e 0s momentos de
avaliacdo, utilizando a centrifugacdo com EquiPure"

Variaveis seminais Momentos Tratamentos
Controle GSH 3 GSH5 GSH 7
PC 73,7 +5,0" 73,7 +5,0" 73,7 +5,0" 73,7 +5,0"
Motilidade (%) PD 61,1+11,0°® 558+139%% 453+135°% 253+16,1°C
EQP 80,0 + 6,74 81,1+6,6*" 76,3+6,0°*  56,3+259°°
PC 3,4+0,5" 3,4+0,5" 3,4+0,5" 3,4+0,5"
Vigor (0-5) PD 2,7+0,5%8 2,5+0,8%° 2,1+0,8"8 1,2+0,7°¢
EQP 3,2+0,4" 3,1+0,3" 3,1+0,3" 2,8+0,7°
PC 78,2 +9,2* 78,2 +9,2" 78,2 +9,2" 78,2 +9,2*
Vivo PD 51,8 +13,1° 50,0 + 14,1 49,8 +12,4° 52,9 + 10,4°
EQP 52,6 + 15,8° 55,6 + 12,28 56,8 +11,7° 58,0 + 13,9°
PC 12,4 +7,6" 12,4 +7,6% 12,4 +7,6% 12,4 +7,6"
Mortos PD 24,9 +9,7° 26,3 +8,8° 253+9,78 26,2 +7,6°
EQP 23,0 +8,6° 23,7 +8,8° 22,9+5,8% 22,2 +6,7°®
TBG (%)
PC 0,1+0,2% 0,1+0,2 0,1+0,2 0,1+0,2"
RAV PD 1,2+1,4° 0,8+0,8 0,8+1,4 0,5+0,8"°
EQP 0,9+1,0"® 0,6+0,9 0,8+0,9 12+1,6°
PC 9,4 +7,6" 9,4+7,6" 9,4+7,6" 9,4 +7,6"
RAF PD 221+9,7°% 228 +13,4° 24,2 +9,2° 20,4 + 10,6
EQP 23,5 +12,9° 20,2 +10,6° 19,4 + 9,4° 18,6 +11,3°

2P etras mindsculas diferentes na linha indicam diferenca significativa entre médias pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
AB.€| etras mailisculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre médias pelo teste de Bonferroni (P<0,05)
GSH — glutationa reduzida; PC — pés-colheita; PD — pés-descongelacéo; EQP - pés-EquiPure™

Diferencas significativas entre os gradientes ADC ou EQP, respectivamente,
foram observadas para motilidade nos tratamentos controle (74,2% vs. 80%) e GSH
3 (74,7% vs. 81,1%); cauda dobrada com gota distal no tratamento controle (0,13%
vs. 0,00%); cauda enrolada no tratamento GSH 5 (0,29% vs. 0,53%); mortos no
tratamento GSH 7 (28,1% vs. 22,2%) e; células com alta atividade mitocondrial no

grupo controle (43,5% vs. 34,2%).



50

DAB | DAB I

100 100
a0
80
70
60
50
40
30
20
10

o
o
] o
o

apPC
aPD
BADC

apPCc
BPD
BADC

Células coradas %
Células coradas %

Controle GSH3 GSHS5 GSHY

DAB Il DAB IV

100 100
a0
80
70
60 BPC
20 BPD

40
30 BADC

apPCc
BPD
BADC

Células coradas %
Células coradas %

Controle GSH3 GSHS5 GSHY c

Figura 2. Proporcdo média de espermatozoides de acordo com as classes referentes a atividade
mitocondrial (A; B; C e D) do sémen criopreservado de garanhdes da raca Quarto de Milha
(n=19), considerando a interacdo entre os tratamentos e os momentos de avaliacao,
utilizando centrifugacdo com Androcoll-E®. Letras mintsculas indicam diferenca
significativa entre momentos pelo teste de Bonferroni (P<0,05); DAB | — 100% corada, alta
atividade mitocondrial; DAB 1l - > 50% corada, predominancia de areas ativas; DAB Il - <
50% corada, predominancia de areas inativas, e DAB IV — 0% corada, sem atividade
mitocondrial; GSH — glutationa reduzida; PC — p6s-colheita; PD — pds-descongelagdo; ADC
- pés-Androcoll-E®

Quanto a lipoperoxidacdo, os grupos GSH 3 e GSH 5 ndo apresentaram
aumento de seus niveis (P>0,05) ap0s a descongelacdo, ao contrario dos grupos
controle e GSH 7, quando houve aumento da concentracdo de TBARS (Fig. 4;
P<0,05). Os valores de TBARS néao diferiram entre os gradientes, para todos o0s
tratamentos. Os niveis de lipoperoxidacdo foram superiores (P<0,05) aos
apresentados pos-colheita e pds-descongelacéo, para todos os tratamentos, apos a

selecdo espermatica em ambos o0s gradientes. Os menores niveis de



51

lipoperoxidacdo foram obtidos para o sémen fresco. Os valores mais altos de

TBARS foram detectados ap0s a passagem nos gradientes (Fig. 4).
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Figura 3. Proporcdo média de espermatozoides de acordo com as classes referentes a atividade

mitocondrial (A; B; C e D) do sémen criopreservado de garanhdes da raca Quarto de Milha
(n=19), considerando a interacdo entre os tratamentos e os momentos de avaliacéo,
utilizando centrifugacdo com EquiPure™. Letras minGsculas indicam diferenca significativa
entre momentos pelo teste de Bonferroni (P<0,05); DAB | — 100% corada, alta atividade
mitocondrial; DAB 1l - > 50% corada, predominancia de areas ativas; DAB lll - < 50%
corada, predominancia de areas inativas, e DAB IV — 0% corada, sem atividade
mitocondrial; GSH — glutationa reduzida; PC — pos-colheita; PD — pos-descongelacao; EQP
— p6s-EquiPure™

Tabela 6. Médias ajustadas (+ desvio padrdo) das taxas de recuperacdo espermatica (%) apds
centrifugacdo em gradiente de Unica camada do sémen criopreservado de garanhdes da
raca Quarto de Milha (n=19), considerando a interacdo entre os tratamentos e o0s
gradientes de Unica camada

. Taxa de Recuperacdo Espermaética (%)
Gradientes Controle GSH3 mM GSH5mM GSH7mM

Androcoll-E® 40,8 £16,1 46,7 £16,7 425+11,6 40,2 £20,9

EquiPure™ 35,8 +15,2 42,0+13,8 39,2+15,6 30,9 £ 20,8

Médias na linha comparadas pelo teste de Duncan (P>0,05)
Médias na coluna comparadas pelo teste t de Student (P>0,05)
GSH - glutationa reduzida
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Figura 4. Médias ajustadas da variavel lipoperoxidagao do sémen criopreservado de garanhdes da
raca Quarto de Milha (n=19), considerando a interacdo entre os tratamentos e 0s
momentos de avaliacdo, de acordo com o gradiente de centrifugacdo utilizado (A -
Androcoll-E®; B - EquiPure™). Letras minGsculas indicam diferenca significativa entre
momentos pelo teste de Duncan (P<0,05); GSH — glutationa reduzida; PC — pds-colheita;
PD - pés-descongelacdo; ADC - pés-Androcoll-E®; EQP - pés-EquiPure™

O nivel de lipoperoxidacdo apos a centrifugacdo do sémen nos gradientes
apresentou correlacéo significativa com células apresentando cabeca isolada normal
(ADC - r=0,38; EQP - r=0,31; P<0,05). Apos a centrifugacdo com ADC a
lipoperoxidacao foi correlacionada com a presenca de gota citoplasmatica proximal
(r=0,30; P<0,05) e total de gota citoplasmatica (r=0,31; P<0,05), enquanto para o
EQP houve associacdo com gota citoplasmatica distal (r=0,26; P<0,05). Nao foi
observada correlagéo entre motilidade, viabilidade e alta atividade mitocondrial e os
niveis de lipoperoxidacdo, em nenhum dos momentos avaliados.

4 Discusséao

No presente experimento as concentragcdes 3 mM e 5 mM de GSH, embora
sem diferenca significativa entre os tratamentos, mostraram acao antioxidante
durante o processo de criopreservacao, apresentando, ap0s a descongelacao,

valores de lipoperoxidacdo semelhantes ao pds-colheita. Isto ndo ocorreu no grupo
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controle e GSH 7 que apresentaram aumento desta variavel. No entanto, este efeito
protetor ndo foi observado para as varidveis motilidade, vigor, viabilidade/status
acrossomal e atividade mitocondrial, diferindo do esperado.

A gqueda da motilidade é o primeiro sinal de uma producéo excessiva de ROS
e/ou da reducéo da capacidade antioxidante, que é acompanhada por alteracéo da
funcdo mitocondrial e, isto ocorre antes mesmo de serem detectados sinais de
lipoperoxidacdo (Armstrong et al.,1999; Baumber et al., 2003a, 2000). Além disso, a
lipoperoxidacdo causa a perda de acidos graxos poli-insaturados (polyunsaturated
fatty acids — PUFAS) presentes na membrana (Ferreira e Matsubara, 1997; Halliwell
e Gutteridge, 1986), que sao importantes para a motilidade e viabilidade
espermaticas (Baumber et al., 2000).

Esperava-se um menor nivel de lipoperoxidagdo, induzida pela
criopreservacdo, nas amostras acrescidas de GSH, preservando, desta forma, uma
maior motilidade, atividade mitocondrial e viabilidade, o que nao foi observado no
presente trabalho. Isto sugere que a reducdo nos valores destas variaveis apos a
descongelacdo esteja relacionada, principalmente, as lesdes induzidas pelo préprio
processo de criopreservacdo, predominantemente causados pelo estresse osmaotico
(Hammerstedt et al., 1990; Pommer et al., 2002).

Segundo Ortega-Ferrusola et al. (2009), um aumento da lipoperoxidacéo pés-
descongelacdo, aparentemente, ndo é suficiente por si s para apresentar sinais
evidentes de lesbes induzidas pela criopreservacdo, mas pode desencadear
alteracdes semelhantes a apoptose, as quais podem resultar em criodanos subletais
nos espermatozoides vivos, levando ao envelhecimento precoce dos mesmos e

consequente reducdo da sua vida util apés a descongelacdo. Estes danos subletais
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podem ter ocorrido no presente experimento, no entanto, ndo foi possivel sua
deteccao através das analises laboratoriais empregadas.

Camara et al. (2011) nédo observaram efeito antioxidante da GSH (0,5, 1,0 e
2,0 mM) adicionada ao diluente de congelacdo de sémen ovino, realizando as
avaliacdes durante o periodo de equilibrio do protocolo de congelacédo. Os autores
levantaram a hipotese de que o diluente TRIS, formulado com gema de ovo in
natura, teria tido uma significativa capacidade antioxidante, devido as lipoproteinas
da gema do ovo, as quais sdo capazes de prevenir a oxidacdo dos PUFAs
(Sakanaka et al.,, 2004). No presente experimento o diluente utilizado também
apresenta gema de ovo em sua formulagéo, portanto, uma hipotese que nao pode
ser descartada.

Talvez o diluente a base de gema de ovo possa ter mascarado os resultados,
nao detectando-se diferenca significativa do grupo GSH 3, que poderia resultar em
maior motilidade e atividade mitocondrial, comparado ao controle. No entanto, a
motilidade pds-descongelagdo do GSH 5 foi significativamente menor, comparada
ao controle e ao GSH 3, sugerindo algum efeito deletério desta concentracao.

Pesquisas sobre os efeitos da adicdo da GSH ao sémen de mamiferos
mostraram que sua acao € dose-dependente, ou seja, pode ndo apresentar efeito,
ser toxica, ou, mostrar-se efetivamente protetora para as células, sendo esta a acado
antioxidante desejada (Gadea et al., 2007, 2005; Silva et al., 2011; Sinha et al.,
1996).

Evidenciando este efeito, Sinha et al. (1996) testaram as concentragdes 2 e 5
mM, adicionadas no diluente de congelacdo de sémen caprino, e observaram menor
anormalidade de acrossomo poés-descongelacdo quando tratado com GSH (8,62%;

6,97%, respectivamente, vs. 10,10%; P<0,05); no entanto, este efeito foi
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significativamente menor quando usada a concentracdo de 5 mM. Gadea et al.
(2005) acrescentando 1 e 5 mM de GSH no diluente de congelacdo de sémen suino,
observaram maior motilidade pos-descongelacdo para o tratamento com 1 mM
(37,50% vs. 26,11%; P<0,05). No presente experimento, também foi observado um
efeito dose dependente da GSH, portanto, este € um aspecto que requer maiores
estudos avaliando diferentes concentracdes, até se determinar qual proporcionara a
maior acao protetora possivel.

As ROS devem ser continuamente inativadas para se ter apenas a
concentracdo necessaria para manter uma funcdo fisiologica normal do
espermatozoide (Agarwal et al., 2003), ou seja, a dose de antioxidante utilizada deve
ser suficiente para inativar apenas as ROS geradas em excesso, levando em
consideracao que a baixa concentracdo destas é importante para a fisiologia normal
da célula, como por exemplo na inducéo da capacitacao (Ball et al., 2001; Baumber
et al., 2003b; Burnaugh et al., 2007).

Levando em consideracdo a dose-dependéncia da agcdo da GSH, quando
utilizada a concentracdo de 7 mM, foi observada uma acgédo toxica, apresentando
menores valores de motilidade e vigor (P<0,05) apdés a descongelacdo, quando
comparado aos demais tratamentos e aumento da lipoperoxidagdo, comparado ao
sémen fresco. Este efeito também foi observado por Silva et al. (2011) para a
mesma concentracdo (7 mM), no sémen ovino, apresentando menor motilidade pos-
descongelacéo (42,38%; P<0,05) quando comparado ao grupo controle (69,01%) e
ao tratamento de 5 mM (55,45%), no entanto, o0 mesmo nao diferiu (P>0,05) da
concentracdo de 2 mM de GSH (49,45%). Os autores também observaram menor
namero de células com acrossomo integro e baixo potencial de membrana

mitocondrial no tratamento com 7 mM. Este efeito toxico leva a supor que se deve
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trabalhar com doses de GSH abaixo de 7 mM para o sémen equino e ovino,
buscando-se atingir o efeito antioxidante desejado.

Por outro lado, Baumber et al. (2005) ndo observaram efeito toxico, apos a
descongelacéo, testando 10 mM em sémen equino. Isto pode ter ocorrido devido as
diferencas na metodologia, como a raca dos garanhdes (Puro Sangue Inglés e
Arabe) e a composicdo do diluente de criopreservacdo, o INRA 82 com adi¢éo de
2,5% de glicerol. O INRA 82 é um diluente a base de leite, enquanto o Botucrio®,
utilizado no presente experimento, tem como base a gema de ovo. No experimento
de Silva et al. (2011) foi usado um diluente a base de gema de ovo (TRIS), o que
leva a crer que, talvez, o efeito toxico ndo seja resultado apenas da acdo da GSH, e
sim de alguma reacéo entre os constituintes dos diluentes.

A GSH pode agir diretamente sobre as ROS, mas sua principal funcdo é
servir como substrato para a GPx, que catalisa a reducéao de peréxido de hidrogénio
e hidroperoxidos toxicos (Bilodeau et al., 2001; Meister, 1994). Como na espécie
equina o plasma seminal é descartado ao final do processo de centrifugacéo, talvez
se faca necessaria a associacdo da GSH com a GPx, quando da adicdo ao diluente,
potencializando sua agdo antioxidante. Durante o0s procedimentos de
criopreservacdo do sémen suino também é feita a remo¢do do plasma seminal.
Gadea et al. (2004) testando a adigdo, pré-congelacédo, da GSH (5 mM) ao sémen
suino ndo detectaram efeito antioxidante significativo. Baumber et al. (2003a)
encontraram efeito significativo adicionando GSH (10 mM) ao sémen equino fresco,
ainda com o plasma seminal presente, mas Baumber et al. (2005) adicionando a
mesma dose no diluente de criopreservacéo, ndo observaram efeito significativo.

Em espécies em que ndo se fez a retirada do plasma seminal para a

congelacao, o efeito antioxidante da adicdo da GSH pré-congelacéo foi significativo
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(Silva et al., 2011 — ovino; Sinha et al., 1996 — caprino). Gadea et al. (2007) também
obtiveram resultado significativo adicionando GSH (1 e 5 mM) ap0s a descongelacao
do sémen bovino, o que corrobora a hipétese da associacdo com GPx nas espécies
em que se faz a retirada do plasma seminal no processo de criopreservacao. No
entanto, Gadea et al. (2005) observaram efeito significativo adicionando a GSH preé-
congelacéo (1 e 5 mM).

Estudos demonstraram que a centrifugacdo em gradiente de densidade
formulado com silica revestida com glicidoxipropiltrimetoxissilano (silano; Androcoll-
E®; EquiPure™), resulta em uma maior proporcdo de espermatozoides
morfologicamente normais, com integridade das membranas plasmatica e
acrossomais e da cromatina, com alto potencial de membrana mitocondrial,
associadas a uma maior motilidade espermatica (Crespo et al., 2013; Johannisson et
al., 2009; Macias-Garcia et al., 2009; Morrell et al., 2011a, 2010a, 2009; Stoll et al.,
2013; 2010). No presente experimento foi possivel observar um aumento na
motilidade e vigor (P<0,05), em todos o0s grupos experimentais, bem como de
células com alta atividade mitocondrial, nos grupos GSH 3 e GSH 5 e reducado das
células com inatividade mitocondrial (DAB 1V) (P<0,05), nos tratamentos com adicao
de GSH, e o controle quando centrifugado com o Androcoll-E®. No entanto, néo foi
observada diferenca significativa quanto a morfologia normal e viabilidade/status
acrossomal, o que era esperado, pois 0 mecanismo de sele¢cado proporcionado por
esta técnica estd relacionado a diferenca de densidade entre células integras e
lesadas (Morrell et al., 2010a).

Foi observada uma redugcdo de algumas patologias esperméticas apés a
centrifugacdo em gradiente de densidade, no entanto, 0 aumento significativo de

cabeca isolada normal pode ter levado a auséncia de diferenca estatistica no total
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de células normais. Em um estudo de Morrell et al. (2010a) a patologia cabeca
isolada normal ndo sofreu influéncia da centrifugacdo, e os autores relacionaram
este fato a uma possivel semelhanca de densidade destas a das células normais.
No entanto, no presente experimento, o aumento desta patologia apds a
centrifugacéo sugere que nao s6 estas celulas atravessam o gradiente, como pode
haver células que se destaquem de suas caudas durante o processo, em
decorréncia do estresse mecanico.

Morrell et al. (2010b), trabalhando com Androcoll-E® e Ramires-Neto et al.
(2012) com EquiPure™, também n&o encontraram diferenca significativa na
viabilidade apés a centrifugacdo. Entretanto, apos a refrigeracédo por 24 horas das
amostras centrifugadas em gradiente foi evidenciada uma maior proporcdo de
células viaveis, quando comparada ao controle (Morrell et al., 2010b — 69,2% vs.
58,8%, P<0,001; Ramires-Neto et al., 2012 — 67,7% vs. 30%; P<0,05). No entanto,
Morrell et al. (2010b) fizeram a lavagem do sémen que néo foi centrifugado em
gradiente, enquanto que Ramires-Neto et al. (2012) efetuaram apenas sua diluicdo.
Estes resultados levam a crer que, embora a selecdo de vidveis ndo tenha sido
perceptivel logo apds a passagem pelo gradiente, pode ter havido a sele¢do de
alguma caracteristica ndo avaliada que resulta em maior viabilidade apds o
armazenamento do sémen sob a refrigeragao.

A selecdo de espermatozoides com alta atividade mitocondrial (DAB I;
P<0,05) e a reducédo de células com inatividade mitocondrial (DAB IV; P<0,05) pode
ser um dos fatores responséveis pelo aumento da motilidade apds a centrifugacao
em gradiente de Unica camada, pois a mitocondria possui a funcdo de gerar ATP na
célula espermatica (Koopers et al., 2008). Macias-Garcia et al. (2009) observaram

aumento de células com alto (42,2% vs. 8,9%; P<0,05) e reducdo de células com
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baixo potencial de membrana mitocondrial (15,6% vs. 58,9 %; P<0,05) apds a
centrifugacdo do sémen congelado em Androcoll-E®. No entanto, no experimento de
Macias-Garcia et al. (2012), este efeito ndo foi significativo (P>0,05) apos a
centrifugacéo do sémen refrigerado, no mesmo gradiente.

Apesar da menor motilidade e vigor do sémen pos-descongelacdo, quando
acrescido de 7 mM de GSH, a taxa de recuperacdo espermatica, entre 0s
tratamentos, nao diferiu (P>0,05). Esperava-se obter uma menor viabilidade
espermatica e atividade mitocondrial apos a descongelacéo, o que néo ocorreu, fato
que pode, possivelmente, justificar a auséncia de diferenca na taxa de recuperacgao.

Na comparacdo entre os gradientes constatou-se uma maior motilidade
(P>0,05) nas amostras centrifugadas com EquiPure™, nos tratamentos controle e
GSH 3. No entanto, o Adrocoll-E® apresentou maior proporcdo de células com alta
atividade mitocondrial (P>0,05), no grupo controle. Pelo conjunto de variaveis
analisadas, ndo houve superioridade, quanto a selecdo espermética, entre 0s
gradientes utilizados.

Houve inducédo da lipoperoxidacdo pela centrifugacdo em gradiente de Unica
camada. A concentracdo de TBARS duplicou na maioria dos tratamentos, chegando
a triplicar no tratamento GSH 7, apés centrifugacdo no EquiPure™. Nenhuma das
concentracbes testadas de GSH mostrou-se eficaz em proteger contra a
lipoperoxidacdo induzida pelo estresse causado pela centrifugacédo. Pode-se supor
que apos o processo de centrifugacdo haja uma nova reducdo da capacidade
antioxidante, pois o0s espermatozoides sao separados do diluente em que se

encontravam. Além disso, houve aumento significativo de espermatozoides com

cabeca isolada normal, que apresentou correlagao positiva com a lipoperoxidacao.
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A retencdo da gota citoplasmatica tém sido associada ao aumento da
producdo de ROS (Aziz et al., 2004; Ball et al., 2001; Nichi et al., 2007), contudo,
qguando da presenca da gota citoplasmatica proximal, em espermatozoides da cauda
do epididimo de bovinos, esta mostrou-se positivamente correlacionada (r=0,42;
P<0,05) a lipoperoxidacdo, ao contrario da gota citoplasmatica distal (r=-0,63;
P<0,05; Nichi et al.,, 2007). No presente experimento observou-se reducdo de
espermatozoides com gota citoplasmatica proximal ap0s a centrifugacédo, sendo
correlacionada positivamente com a lipoperoxidacdo apenas apds a centrifugacéo
em Androcol-E®, enquanto a gota citoplasmatica distal correlacionou-se
positivamente ap6s passagem pelo EquiPure™, provavelmente por esta ser
considerada patoldgica no ejaculado, diferindo do sémen epididimario (Barth e Oko,
1989). A baixa frequéncia de gota citoplasmatica do presente experimento,
comparada ao encontrado nos estudos citados, pode ter levado a uma reducao de
sua influéncia sobre a lipoperoxidagao.

Macias-Garcia et al. (2012) observaram uma maior proporcdo de
espermatozoides produzindo o anion superoxido (42,4% vs. 21,9%; P<0,05) apos
submeter o sémen equino refrigerado & centrifugacdo em Androcoll-E®. Uma
hipotese levantada pelos autores foi a ocorréncia da selecdo de uma subpopulacéo
de espermatozoides vivos e com maior atividade metabdlica, que seriam mais
competentes em produzir niveis fisiologicos de ROS, mas sem qualquer efeito
deletério. No entanto, os niveis de ROS produzidos no presente experimento foram
suficientes para aumentar a lipoperoxidacdo, o que pode ter sido resultado da
producdo excessiva de ROS e/ou reducéo da capacidade antioxidante, gerando um

estresse oxidativo exacerbado (Baumber et al., 2000; Neild et al., 2005, 2003).
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Células com cabeca isolada normal, a analise de viablidade/status
acrossomal, com a coloragdo trypan blue / Giemsa, apresentam-se como células
mortas. Apesar de no presente experimento nao ter sido observada uma correlacao
entre viabilidade e lipoperoxidacdo, Ortega-Ferrusola et al. (2009) obtiveram uma
correlacdo inversamente proporcional, de alta intensidade (r=-0,79; P<0,001), o que
pode sugerir que a presenca de células mortas induz o aumento da lipoperoxidacéo.

Ja Ortega-Ferrusola et al. (2011) ndo encontraram diferenca significativa para
0s niveis de lipoperoxidacédo, ao centrifugarem o sémen equino fresco no gradiente
Androcoll-E®, avaliado através da técnica de BODIPY Ci;. Morrell et al. (2013)
observaram reducdo do nimero de espermatozoides vivos (16% vs. 23%; P<0,01) e
mortos (30% vs. 32%; P<0,01) produzindo anion superdxido e de gametas vivos
produzindo perdxido de hidrogénio (0,3% vs. 1,0%; P<0,01), apGs centrifugacdo do
sémen equino refrigerado em Androcoll-E®, o que levaria & uma reducdo da
lipoperoxidacao.

No que se refere a fertiidade a campo, estudos ndo observaram diferenca
significativa quanto a taxa de prenhez do sémen submetido ou ndo a centrifugacdo
em gradiente de Unica camada, apesar da melhora de sua qualidade (Cerny et al.,
2012), mesmo para garanhdes “problema” (Morrell et al., 2011b). Frente a esses
resultados pode-se supor que, 0 aumento da lipoperoxidacdo ap6s a passagem dos
espermatozoides pelos gradientes, conforme detectado no presente trabalho, parece
nao ter efeito negativo sobre a fertilidade in vivo.

Em resumo, a concentragdo de 3 mM de GSH apresentou efeito protetor
contra a lipoperoxidagdo durante a criopreservacdo e, maior motilidade pos-
descongelacdo, quando comparada as demais concentracdes testadas. No entanto,

esta dose ainda ndo pode ser considerada ideal. Para se atingir uma maxima
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protecdo, sem que sejam afetados os niveis fisiologicos de ROS, novos estudos sao
necessarios. Aléem disso, pesquisas precisam ser conduzidas para avaliar o efeito da
GSH frente a diferentes composic¢des de diluentes, bem como sua associacdo com a
glutationa peroxidase. A passagem dos espermatozoides pelo gradiente de Unica
camada induziu a lipoperoxidacéo, e a GSH ndo se mostrou eficaz contra os efeitos
deste estresse, possivelmente pela reducdo da sua capacidade antioxidante, ao

serem as células separadas do diluente durante a centrifugacao.

5 Conclusbes

Nas concentracdes de 3 mM e 5 mM, a glutationa reduzida apresentou efeito
antioxidante apos a descongelacao, enquanto a de 7 mM mostrou-se toxica para o
sémen equino. A centrifugacdo em gradiente de Unica camada induziu a
lipoperoxidacdo do sémen, ndo sendo observada acdo antioxidante da glutationa

reduzida durante este processo.
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