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RESUMO

A resposta de espermatozoides equinos ao desafio da refrigeracdo a 12°C e incubacao
a37°C apoOs a adicdo de cisteina e glutationa em diferentes concentracdes foi avaliada em
amostras de seis garanhdes, submetidas a resfrigeragcédo a 12°C (T1), incubagéo a 37°C (T2) ou
a refrigeragdo a 12°C/12 horas seguido de incubacdo a 37°C/12 horas (T3). A viabilidade dos
espermatozoides foi avaliada pelas lesdes de DNA, a integridade do acrossoma e da viabilidade
celular. Houve efeito protetor dos antioxidantes sobre as varidveis avaliadas, com dependencia
da concentragéo e do tempo de refrigeracdo ou incubagédo. Maiores danos foram causados no
T3, sendo que a adicao de cisteina e glutationa foi eficiente em manter a integridade de DNA,
do acrossoma e a viabilidade celular.
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INTRODUGAO

A preservacao do sémen é um manejo importante na utilizacdo de biotécnicas
reprodutivas em equinos. A membrana do espermatozodide contém grandes quantidades de
acidos graxos insaturados susceptiveis a peroxidacdo, com perda da integridade da membrana e
funcdo celular, além da reducdo da motilidade espermatica. As espécies reativas ao oxigenio
(EROS) influenciam a fungdo espermatica e o desequilibrio entre produgao e degradacdo
prejudica essa célula'. O estresse oxidativo causado pelo perdxido de hidrogénio altera a funcdo
mitocondrial levando & apoptose’. Por estarem sujeitos a condicdes aerdbias o0s
espermatozdides sofrem o efeito paradoxo do oxigénio® e sdo susceptiveis as EROS por serem
deficientes em enzimas protetoras, ja que perderam grande parte do citoplasma durante a
espermiogénese. Alguns garanhdes de alto valor genético sdo conhecidos como “poor coolers”
porque a qualidade do sémen refrigerado diminui em comparacdo com o sémen fresco’. Esse
estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito da adicdo de cisteina e glutationa
sobre espermatozdides equinos mantidos sob temperatura de refrigeragao a 12°C e incubacao a
37°C mimetizando, respectivamente, as condi¢des de transporte e do meio ambiente fisioldgico
dentro do trato reprodutivo da égua durante a inseminagao artificial.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nos laboratérios do Setor de Reprodugao Animal e de Bioquimica
Celular da Universidade Federal de Goias. Semen de seis garanhdes higidos foi obtido por meio
de vagina artificial. As amostras foram diluidas na propor¢ao de uma parte de semen para uma
parte de meio contendo leite em pd desnatado, glicose, bicarbonato de sdédio e amicacina
(BOTUMIX®) e fracionadas em sete aliquotas para a adicdo de 1,0; 1,5 e 2,5mM de cisteina (C)
ou glutationa (G) e sem adicdo de antioxidantes (Controle). As aliquotas foram fracionadas em
tubos de 1,5 mL, fechadas e submetidas a um dos trés tratamentos: Refrigeragao 12°C por 12
horas (T1); Incubacao em banho-maria a 37°C por 12 horas (T2) e Resfrigeracao a 12°C/12
horas seguida por incubagdo a 37°C/12 horas (T3). Avaliagdes espermaticas foram realizadas a
cada seis horas, sendo a Hora Zero imediatamente apds a adicao dos antioxidantes ou no
semen fresco (Controle), determinando-se motilidade e vigor espermaticos’; lesdes de DNA em
esfregacos corados com laranja de acridina® e integridade do acrossoma com a sonda
fluorescente isotiocionato de fluoreceina conjugada a aglutinina de Pisum sativum (FITC-PSAY),
contando-se 200 células, assim como a viabilidade celular pela reducao de sais de tratrazolio
(MTT®), que depende da habilidade de células metabolicamente ativas em reduzir o sal de
tetrazdlio em formazan. Foi utilizado com espermatozodides equinos mostrando resultados
confidveis, em virtude da forte correlacao com a atividade mitocondrial, viabilidade do sémen e
integridade acrossomal’ ressaltando-se a alta reprodutibilidade e utilizagdo em andlises de
rotina. Sua interpretacdo depende do acumulo de granulos de formazan em torno da peca
intermedidria do espermatozdide’. As médias dos resultados obtidos em cada tratamento foram
submetidas a analise de variancia utilizando o softwarel GraphPad 5.03. As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Tabelas 1, 2 e 3 estao os resultados de lesdes do DNA, integridade do acrossoma e
do MTT nos tratamentos. A integridade do DNA espermatico é necessaria para a transmissao da
informacdo genética e quando mais de 30% dos espermatozdides apresentam lesdes no DNA a
fertilidade serd reduzida®. Maior nimero de DNA lesado foi verificado no T2 com diferenca
(P<0,05); com maior efeito positivo da glutationa. A estabilidade do DNA espermatico é
relacionada com as protaminas P1 e P2° e a ocorréncia das duas no espermatozdide equino
reduz essa estabilidade em comparacio as espécies com apenas P1°. A manipulacio do
espermatozoide para refrigeracao e congelacao aumenta a fragmentacdo do DNA e contribui
para declinio da qualidade espermatica do garanhdo e parecem ser conseqiiéncia do estresse
oxidativo’®*. No T2 houve declinio no niimero de células com acrossoma intacto com diferencas
(p<0,05) entre os momentos, sem mostrar o efeito dos antioxidantes, o que foi verificado nas
amostras refrigeradas (T1 e T3), mostrando a acdo dessas substancias sobre o acrossoma
equino armazenado sob refrigeracao, procedimento comum para transporte de semen. A reagao
acrossomal é essencial na fertilizacdo, assim como a liberacao de enzimas para a penetracao na
zona pellcida e fusao com a membrana do odcito. Os resultados mostraram que a refrigeragao
ou incubagdo por seis e 12 horas diminuiu o nimero de células com acrossoma integro. A
membrana dos espermatozodides de mamiferos apresenta alta concentracao de acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa, tornando-o susceptivel a peroxidacdo lipidica’. Os resultados
de MTT referem-se a quatro momentos de avaliagao. O efeito protetor dos antioxidantes foi
proporcional a concentracao utilizada (P<0,05), verificando-se diferencas ja quando os
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antioxidantes foram adicionados (HO), permanecendo até a H6 em
refrigeracdo, sendo que para a cisteina houve dependencia tambem da concentracdo, pois a
adicdo de 2,5 mM de cisteina ao semen foi capaz de preservar a viabilidade espermatica nesse
momento de avaliacao.

Tabela 1. MédiastEPM de espermatozdides com lesbes de DNA apos resfrigeracdo por seis/12 horas
(T1), incubacdo a 37°C por seis/12 horas (T2) e posterior incubacdo a 37 °C por seis/12 horas (T3).

T1 T2 T3
HO H6 H12 H6 H12 H18 H24
Controle 02 +0,1 36%06  62+15 11,6+2,6° 36,6 +2,77 13,8+ 1,5 166 % 1,6°
C1,0 03+0,1 10£025° 28+08 53+19 81+23° 7+15 9,0+ 1,5
C1,5 02+0,1 03+01° 26+095 68+26 85+26° 52+1,8 731,
C25 0,3+0,1 2,8+0,6 28+0,7 38+15 83%2,15" 46+15 68+24°
G1,0 0,2+0,1 3,006  1,6+05 23+1,1° 35+1,8 33+1,7° 42 +1,5°
G1,5 0,3+0,1 0,8+0,5° 0,3%02° 25+14° 3,16+2,0° 1,6+0,9° 1,5+ 0,9°
G 2,5 0,3+0,1 03+0,1° 03+03° 12+09° 33+21° 08+0,3" 1,1+0,8°

a,b letras diferentes na mesma coluna diferem (p<0,05)

Tabela 2. Médias£EPM de espermatozoides com acrossoma integro ap0s resfrigeracao por seis/12 horas
(T1), incubacdo a 37°C por seis/12 horas (T2) e posterior incubacdo a 37 °C por seis/12 horas (T3).

T1 T2 T3
HO H6 H12 H6 H12 H18 H24
Controle 150,0 +11,0 118,7+10,2 986+73 101,5+6,6 655+9,0 34,2+2,2° 301,72
Cc10 151,5+11,5 133,8+11,5 1073+8,0 109,0+6,0 823+59 708+78" 125+2,8"
C15 153,2+10,0 134,7+11,4 1052+78 1070+74 803+46 71,3+77° 122+1,3°
C25 1563+11,0 1365+11,0 1032+77 1078+6,8 825+47 705+74> 120+1,3"
G10 153,7+11,0 143,8+10,6 1033+75 1092+8,4 82,1+47 73,0+73° 14,1+2,0°
G15 1522+11,0 140,8+9,5 102,0+84 109,2+83 806+55 70,5+7,0° 140+1,7°
G25 1533+114 136,7+9,6 102,7+86 1092+87 800+54 740%71° 133+13°

a,b letras diferentes na mesma coluna diferem (p<0,05)

Tabela 3. Médias + EPM dos valores de absorbancia (570 e 690nm) obtidos no ensaio MTT apds apds
resfrigeracao por seis/12 horas (T1), incubacdo a 37°C por seis/12 horas (T2) e posterior incubacao a 37
OC por seis/12 horas (T3).

T1 T2 T3
HO H6 resfrigeracao H6 incubacao H24 incubacdo
Controle 0,751+0,03? 0,658+0,02° 0,510+0,05 0,391+0,02
Cc1,0 0,872+0,06" 0,814+0,06"° 0,559+0,05 0,434+0,03
C1,5 0,921+0,09° 0,804+0,08"° 0,580+0,06 0,443+0,05
C25 0,922+0,08" 0,962+0,05°¢ 0,589+0,04 0,434+0,04
G1,0 0,764+0,07° 0,812+0,05" 0,551+0,05 0,367+0,05
G1,5 0,900+0,02° 0,886+0,07° 0,553+0,04 0,398+0,04
G25 0,969+0,05° 0,827+0,07° 0,591+0,03 0,481+0,05
a,b letras diferentes na mesma coluna diferem (p<0,05)
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A habilidade celular em reduzir os sais de tetrazdlio esta diretamente
relacionada a atividade mitocondrial, e sendo o espermatozdide uma célula rica em
mitocondrias, essa reducdo ocorre mais rapidamente®!, e os resultados expostos podem refletir
a resposta e qualidade dos espermatozdides submetidos aos tres tratamentos'**?, e evidenciam
o efeito protetor dos antioxidantes sobre as células mantidas sob refrigeragao para transporte.

CONCLUSOES
A adicdo dos antioxidantes cisteina e glutationa ao sémen de garanhdes foi eficiente em
preservar a integridade do DNA, da membrana acrossomal e a viabilidade celular apds a
refrigeracdo para transporte e a incubacdo em temperatura e tempo semelhantes aqueles
presentes apds a inseminagao artificial com semen fresco, representado pelas amostras controle
na Hora Zero, ou refrigerado.
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