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“No comego do Génesis esta escrito que Deus criou o homem para
reinar sobre o0s passaros, 0s peixes, 0s animais domésticos e
selvagens. Levou ao homem todos os animais, para que ele tivesse
0 privilégio de dar nome a eles. Deus na sua grande sabedoria
planejara a intima relagdo entre os animais e o homem. Essa atitude
foi para o homem aprender a respeitar até o menor ser da criagdo,
porque assim, o fazendo, ninguém precisaria ensina-lo a amar seu
semelhante. Os animais tém sido utilizados pelo homem nas mais
diferentes fases da civilizacdo, como companhia, alimento, trabalho,
transporte, lazer e, ainda, criados com carater econdmico na producdo
de carne, leite, ovos e mel, e até como produtos terapéuticos para o
préprio homem. Em uma pequena troca, representando a eterna
gratiddo com os animais, a arte de cura-los, assim como a manutencao
do seu bem estar gerou uma das mais belas ciéncias: a Medicina
Veterinaria. Grandes civilizagcBes, como 0s egipcios e 0s gregos,
tinham como simbolos mitolégicos hibridos entre animais e formas
humanas, dando-lhes o conceito de sagrado. S&bios eram! Na
evolugdo da domesticacdo dos animais e na tentativa de producdo e
reproducdo, as questdes de bem estar animal ndo sdo desconsideradas
por este homem que ama 0s animais. Cabe-nos o discernimento entre
as atitudes corretas e erradas com 0s animais, e termos para com eles a
verdadeira compaixdo, pois ela estd intimamente ligada & bondade de
carater, e pode ser seguramente afirmado que quem é cruel com os

animais ndo pode ser um bom homem.”

Samia Rubielle Silva de Castro



RESUMO

O sémen bubalino sofre com o processo de congelacdo que leva ao estresse oxidativo. O
objetivo do trabalho foi desenvolver mecanismo de criopreservacao de sémen, com adicdo de
substancias antioxidantes, que permita reduzir a mortalidade espermatica e as injarias celulares,
a fim de aumentar a potencial fertilidade do sémen bubalino pds-descongelacdo. Foram
utilizados 5 touros bubalinos da raga Murrah (4-8 anos). As coletas de sémen foram realizadas
pelo método de “vagina artificial. Os ejaculados foram aliquotados para congelagdo,
configurando quatro tratamentos distintos: Grupo Controle - congelagdo com diluidor TES-
TRIS; Grupo Vitamina C - TES-TRIS associado a vitamina C (2,5 mM); Grupo Pentoxifilina -
TES-TRIS com pentoxifilina (3,5 mM); e Grupo Vitamina C + Pentoxifilina - TES-TRIS com
vitamina C (2,5 mM) e pentoxifilina (3,5 mM). Foram analisadas no sémen in natura (Fase
Pré-Congelacdo) o volume, pH, cor, aspecto, turbilhonamento, concentracdo do ejaculado,
motilidade progressiva, vigor, integridade de membrana plasmatica e morfologia espermatica.
Apdbs os processos de congelacdo-descongelacdo (Fase Pds-Descongelacdo) e apds o teste de
termo-resisténcia (Fase P6s-TTR), as analises de motilidade, vigor, integridade de membrana
plasméatica e morfologia espermatica foram realizadas. Os resultados foram analisados por
ANOVA, Teste de Tukey e as correlagdes foram calculadas pelo teste de Pearson, com uso dos
programas BioEstat 5.0 e SPSS 12. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Houve
diferenca estatistica significativa entre tratamentos para motilidade progressiva na Fase Pos-
TTR (Controle: 15,1 + 15,3%; Vitamina C: 25,6 * 16,3%; Pentoxifilina: 23,3 + 14,6 e
Vitamina C + Pentoxifilina: 28,6 + 16,2%; P<0,05). Para as demais caracteristicas
espermaticas, ndao houve diferenca estatistica significativa entre tratamentos (P>0,05). Dessa
forma, , 0 uso do antioxidante vitamina C, isolado ou associado a pentoxifilina, no sémen
bubalino, pode aumentar sua potencial fertilidade e maximizar a disseminacdo de material

genético superior.

Palavras-chave: bubalino, sémen, criopreservacdo, vitamina C, pentoxifilina, fertilidade,

reproducdo animal.



ABSTRACT

The buffalo semen suffers with the freezing process, which leads to oxidative stress. The aim of
the research was to develop mechanism of semen cryopreservation, based on the addition of
antioxidants substances, in order to decrease sperm mortality and cellular damages, to shift
buffalo semen quality after thawing and to disseminate superior genetic material. Five Murrah
buffalo bulls were used (4-8 years) and semen collections were performed with artificial vagina
method. Before freezing, ejaculates were divided into four treatments: Control Group — frozen
semen with TES-TRIS; Ascorbic Acid Group — TES-TRIS added with ascorbic acid (2.5 mM);
Pentoxifylline Group - TES-TRIS with pentoxifylline (3.5 mM); and Ascorbic Acid +
Pentoxifylline Group - TES-TRIS with ascorbic acid (2.5 mM) and pentoxifylline (3.5 mM).
Raw semen (Pre-Freezing Phase) was analyzed to volume, pH, color, aspect, mass activity,
spermatic concentration, spermatic motility, vigor, plasma membrane integrity and spermatic
morphology. After thawing (Post-Thawing Phase) and after the thermoresistance test (Post-
TTR Phase), analyses of spermatic motility, vigor, plasma membrane integrity and spermatic
morphology were realized. Results were analyzed by ANOVA, Tukey Test and correlations
were calculated by Pearson Test, using for that BioEstat 5.0 and SPSS 12 statistical softwares.
The level of significance adopted was 5%. Significant statistical difference were observed in
relation to progressive spermatic motility in Post-TTR Phase (Control: 15.1 + 15.3%; Ascorbic
Acid: 25.6 + 16.3%; Pentoxifylline: 23.3 £ 14.6 and Ascorbic Acid + Pentoxifylline: 28.6 +
16.2%; P<0.05). The other spermatic characteristics showed no significant statistical difference
between treatments (P>0.05). Thus, the use of ascorbic acid, isolate or associated to
pentoxifylline, in the buffalo semen may increase the potential fertility and the dissemination of

superior genetic material.

Key words: buffalo, semen, cryopreservation, ascorbic acid, pentoxifylline, fertility, animal

reproduction.
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1. INTRODUCAO

A criacdo de bubalinos é uma atividade econémica emergente. Essa informacao é
corroborada pelo intenso crescimento nas taxas de producdo de carne (12,4%) e leite de
bubalinos (28,3%) registrado nos dltimos 10 anos pela Organizacdo para Alimentacdo e
Agricultura das Nacbes Unidas (FAO, 2005). A espécie bubalina tem despertado interesse
crescente nos pecuaristas na Ameérica Latina, por sua comprovada rusticidade e produtividade.
O maior rebanho bubalino das Américas encontra-se no Brasil, e 0 Para possui 0 maior
contingente de bufalos do pais, que corresponde a aproximadamente 42% do rebanho
nacional. Segundo dados oficiais, o efetivo do rebanho bubalino no Para é de 336.868 mil
cabecas, cuja criacdo, abate, transformacéo e comercializacdo de produtos (carne, couro, leite
e derivados) tém gerado contribui¢do substancial para o agronegécio do pais e para o PIB do
estado (IBGE, 2009).

Entretanto, para alcancar mercados exigentes, os produtores de bubalinos necessitam
elevar o padrdo genético de seus rebanhos, a fim de ofertar carne e leite de qualidade, a precos
competitivos. Nesse contexto, o desenvolvimento e a utilizacdo das biotécnicas da reproducéao
animal surgem como eixo central para aumentar de modo exponencial a capacidade de
multiplicacdo de material genético superior e promover o melhoramento animal (OHASHI et
al., 2003).

Dentre as biotécnicas da reproducdo animal disponiveis, destaca-se a inseminacgao
artificial (1A), que potencializa a difusdo das caracteristicas genéticas paternas e propicia
grande amplitude de resultados nos programas de melhoramento animal (GARCIA et al.,
2006). Isto é possivel porque reprodutores altamente selecionados produzem espermatozéides
suficientes para inseminar milhares de fémeas por ano, diferentemente do que acontece na
monta natural (NUNES, 2004). As principais vantagens da IA sdo o melhor aproveitamento
da genética de reprodutores superiores, a obtencdo de progénies mais produtivas e
padronizadas, além da prevencdo de doencas sexualmente transmissiveis no rebanho.

Em bubalinos, a 1A é baseada no uso de sémen congelado (BARNABE et al., 1994;
RIBEIRO et al., 1994). A congelacdo de sémen ¢ um método de conservacdo que requer
conhecimento da fisiologia das células espermaticas, bem como sobre os diferentes

substratos, crioprotetores e antimicrobianos usados durante as diferentes fases do
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processamento, a fim de se obter o maior nimero possivel de células viaveis ap6s a
descongelacdo (SILVA et al., 2002). Apesar dos avancos obtidos nos ultimos anos, o
congelamento celular ainda danifica as organelas e membranas do espermatozoide, induzindo,
também, mudancas na capacitacdo espermatica e na reacdo acrossomal (GARNER et al.,
2001).

Os processos de refrigeracdo, congelacdo e descongelagdo produzem um estresse
fisico e quimico na membrana dos espermatozoides, o que reduz sua viabilidade e capacidade
fecundante. O choque pelo frio nos espermatozoides é associado com o estresse oxidativo
induzido pela geracdo de espécies de oxigénio reativas, conhecidas com ROS. Estas
representam um fator de risco, pois sdo altamente tdxicas aos espermatozoides. A peroxidacdo
lipidica causada pelas ROS ocasiona danos estruturais ao acrossoma, a cabeca e a peca
intermediéria dos espermatozoides, bem como da inicio ao processo de apoptose e induz a
fragmentacdo do DNA. Existe uma correlacdo negativa significativa entre os niveis de ROS e
a taxa de fertilizacdo in vitro (AGARWAL et al., 2005) e supde-se que 0 mesmo ocorra nos
processo de fecundacdo in vivo.

Os antioxidantes sdo a principal defesa contra o estresse oxidativo induzido por
radicais livres. Apesar da literatura cientifica moderna apresentar resultados de pesquisas com
uso de antioxidantes no sémen, o volume de informacdes que avaliem ou comparem os efeitos
do emprego de antioxidantes no sémen bubalino €, ainda, bastante limitado. Por isso, sdo
relevantes os estudos sobre melhores protocolos de congelacdo, com adicdo de substancias
antioxidantes potencialmente capazes de elevar os parametros espermaticos e a qualidade
seminal apos a criopreservacao em bubalinos.

Em virtude disso, a presente pesquisa foi baseada na hipotese de que a adicdo de
substancias quimicas antioxidativas ao sémen bubalino durante o processo de criopreservacao
é capaz de elevar os parametros de motilidade seminal, reduzir os niveis de danos estruturais e

melhorar a qualidade do sémen pos-descongelacao e apds o teste de termorresisténcia (TTR).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver mecanismo de criopreservagdo de sémen bubalino que permita reduzir a
mortalidade e as injurias causadas pela congelacédo, a fim de aumentar a potencial fertilidade
do sémen bubalino poés-descongelacéo o que possibilita maximizar a disseminacéo de material

genético superior.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o efeito de dois diferentes antioxidantes, isoladamente ou em associa¢éo,
sobre a motilidade, vigor, integridade de membrana plasméatica e morfologia dos
espermatozdéides bubalinos apds o processo de criopreservacao.

b) Determinar o efeito dos antioxidantes testados, isoladamente ou em associagéo,
sobre a motilidade, vigor, integridade de membrana plasmatica e morfologia dos
espermatozéides bubalinos apds o teste de termorresisténcia.

c) Verificar as correlagbes existentes entre as caracteristicas espermaticas

investigadas, em funcdo do uso isolado ou associado dos antioxidantes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 CRIOPRESERVACAO DO SEMEN BUBALINO

As pesquisas com sémen bubalino criopreservado foram iniciadas na india, nos anos
50, por Bhattacharya e Srivastava (1955). Apos sua publicacéo, outros trabalhos comecaram a
ser desenvolvidos em diferentes paises. Contudo, havia auséncia de um processamento
tecnoldgico adequado para a espécie, que levasse em consideracdo diluidores, tempo de
equilibrio e métodos de congelacdo, uma vez que os trabalhos se baseavam naqueles
produzidos com a espécie bovina. Ap6s o0 Simpdsio de Reproducédo e Inseminacdo promovido
pela FAO e o Governo da Suécia em Karnal, india, em 1979, avancos foram obtidos para
conservacao do sémen bubalino (BARUSELLI e VALE, 2008).

No Brasil, os primeiros trabalhos sobre processamento tecnoldgico do sémen e
inseminagdo artificial em bubalinos foram realizados na Faculdade de Ciéncias Agrarias do
Para (FCAP), hoje Universidade Federal Rural da Amazbdnia (UFRA), por Vale e
colaboradores, no final da década de 70 e inicio da década de 80. Como conseqiiéncia destes
trabalhos, esta equipe realizou em 1982, no arquipélago do Maraj0, as primeiras inseminacoes
em bufalas no Brasil, que resultaram no nascimento de quatro bezerros (RIBEIRO et al.,
1994). Na regido Sudeste do Brasil, desde os anos 80 os grupos de pesquisa de Oba e de
Barnabe vém desenvolvendo trabalhos com crioprotetores e diluidores para a criopreservacéo
de sémen em bubalinos, respectivamente, na Universidade Estadual Paulista-Botucatu, e na
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S8o Paulo (OBA et al.,
1993; BARNABE et al., 1994). Internacionalmente, estudos realizados na Italia por Zicarelli
(1994) ganharam destaque mundial.

A criopreservacdo tem como objetivo a preservacdo das células espermaticas por
longo tempo. Contudo, sdo necessarias técnicas que assegurem protecdo e viabilidade
espermatica, sendo este o principal entrave da congelacdo do sémen, com impacto sobre a
industria de inseminacgdo artificial (AHMAD et al., 1980; OHASHI, 2002). O processo de
criopreservacao danifica as organelas e membranas do espermatozoide, induzindo, também,

mudangas na morfologia, capacitacdo espermatica e reagdo acrossomal (WATSON, 1995;
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GARNER et al., 2001). Consequientemente, os protocolos de criopreservagdo visam
minimizar esses efeitos deletérios aos espermatozoides (KUMAR et al., 2003).

Entre 32,5% e 58,8% dos espermatozoides bubalinos tornam-se invidveis para a
fecundacdo apds o processo de congelacdo e descongelacdo (OBA et al., 1993). Esta
fragilidade também foi demonstrada por Silva et al. (2002), os quais verificaram que 42,5%
dos espermatozoides bubalinos tornam-se invidveis para a fecundacdo apds o processo de
congelagdo. Além da alta mortalidade de células induzidas pela criopreservagdo, outro ponto
que merece estudo é a capacidade fecundante do sémen bubalino congelado, assunto ainda
controverso. Chohan et al. (1992) descreveram que, mesmo com 0s avancos da IA com sémen
congelado de bufalo, as taxas de concepcdo para o sémen poés-descongelacdo séo de,
aproximadamente, 33%. Ja Dhami et al. (1996) relataram maiores taxas de concepgéo,
alcancando 68,1% apds uma Unica inseminagdo com uso de sémen congelado-descongelado,
com motilidade progressiva de 30% apds incubagédo por 1 hora a 37 °C.

Comparativamente, ao criopreservar sémen bovino, Borges (2008) obteve valores
médios de motilidade progressiva de 76,8% e 51,9%, vigor de 4,4 e 3,0, integridade de
membrana plasmatica de 64,8% e 48,5%, nas fases pré-congelacdo e pos-descongelacao,
respectivamente. Apds o teste de termorresisténcia (37 °C por 3 horas), obteve 34,5% de
motilidade progressiva e 2,7 de vigor, com taxa de prenhez a campo de 58,7%. Arruda et al.
(1992) observaram na espécie bovina taxa de prenhez de 60,3%, ap6s uso de sémen com 20%
ou menos de motilidade apds o teste de termorresisténcia (38 °C por 5 horas).

O desenvolvimento de técnicas adequadas para preservacdo de sémen é um dos pontos
essenciais para o avanco da reproducdo animal nas diferentes espécies e vem sendo
conseguido através da aplicacdo de biotécnicas cada vez mais modernas (PAPA et al., 2000).
Como o uso das biotécnicas da reproducdo para os bubalinos, invariavelmente, segue a
metodologia desenvolvida para bovinos (OHASHI et al., 2003), por isso, ha que se determinar
metodologias espécie-especificas, as quais devem considerar as particularidades anatémicas e
fisiolégicas dos bufalos (OBA et al., 1993). H& que se ressaltar que, quando sistemas de
inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) e de transferéncia de embrifes em tempo fixo
(TETF) séo adotados, ha necessidade do uso de sémen congelado de qualidade, e maiores
graus de danos espermaticos pos-descongelacdo podem afetar sobremaneira a fertilidade dos
lotes, trazendo prejuizos econdmicos significativos (ARRUDA et al., 2005).

Muitos fatores podem afetar a sobrevivéncia dos espermatozéides. Dentre esses, estdo

a composicdo dos meios diluentes e os crioprotetores utilizados para congelacdo do sémen
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(LIU et al., 1998; GUTHRIE et al. 2002). O meio diluente e o crioprotetor sdo utilizados para
proteger as células espermaticas dos choques térmicos e osmoéticos que ocorrem durante o
processo de criopreservacdo, o qual pode causar danos irreversiveis aos espermatozoides,
devido a formacéo de cristais de gelo intracelular, que afetam a estrutura fisico-quimica da
célula. S&o negativamente afetados pela criopreservacdo a membrana plasmatica, o
acrossoma, a motilidade progressiva e 0 metabolismo para producdo de energia, o que reduz o
tempo de sobrevivéncia dos espermatozdides no trato reprodutivo da fémea (PICKETT et al.,
1987; HAMMERSTEDT et al., 1990; WATSON, 1995; VALCARCEL et al., 1996).

A composicdo do diluidor utilizado na congelacdo de sémen de bdfalo constitui um
dos principais fatores que influenciam os resultados pos-descongelacdo (DHAMI et al., 1996).
A composicdo dos lipideos, aclcares e aminoacidos dos diluidores exerce efeito estabilizador
na membrana plasmatica, necessario para manter a integridade e o funcionamento desta
membrana apdés a descongelagdo (GOODRICH e BALDESCHWEILER, 1991). Neste
sentido, vérios diluidores tém sido testados para melhorar a baixa sobrevivéncia do
espermatozdide de touros bubalinos, mas ainda ndo existe concordancia entre os autores
guanto ao melhor diluidor para o processo de criopreservacdo, uma vez que 0s métodos
utilizados para bovinos ndo apresentam resultados satisfatorios quando aplicados para sémen
bubalino (KUMAR et al., 1994).

Em experimento realizado por Vale et al. (1984) com diluidores a base de gema-
citrato ou leite desnatado, a motilidade p6s-descongelacdo ficou préxima de 20%. Quando a
lactose foi usada, a motilidade pos-descongelacdo ficou em torno de 30%, e os melhores
resultados foram obtidos com diluidores a base de TRIS e TES, com motilidade pos-
descongelacdo variando de 50-60% para ambos. No teste de termo-resisténcia (TTR), o
melhor resultado foi obtido com diluidor & base de TES-TRIS, no qual a motilidade
espermatica apos cinco horas, de inicio do TTR, a 40°C, ainda era ao redor de 20%. Assim, a
recomendacdo de Vale et al. (1984) é que TES-TRIS deve ser o meio de eleicdo para a
congelagdo de sémen bubalino, devido a manutencdo da motilidade durante o processo de
criopreservacao e a viabilidade do sémen pos-descongelacao.

Esses dados séo corroborados pelos de Barnabe et al. (1994), que demonstraram
performance superior ap6s congelacdo-descongelacdo do sémen bubalino com uso de
diluente a base de TES-TRIS, em comparagdo com TRIS-gema. A motilidade progressiva
média inicial do sémen in natura foi de 75,0% e, apds descongelacdo com diluidor a base de

TES-TRIS, a motilidade progressiva foi de 52,5%. Apos 3 horas de incubacdo a 37 °C, a
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motilidade passou a ser de 40,0%, enquanto para 0 TRIS-gema, em iguais condicOes,
permaneceu entre 20 e 30,0%. As taxas de concepgdo do sémen congelado foram de 56,8%
para amostras com TES-TRIS e 49,3% para as congeladas com TRIS-gema. Assim, Vale et
al. (1984) e Barnabe et al. (1994) recomendam o uso do diluidor a base de TES-TRIS para
criopreservacao de sémen bubalino. Posteriormente, Rasul et al. (2000) utilizaram diluidor
TES-TRIS em sémen bubalino e observaram, apo6s a descongelacdo, valores de 59,0% de
motilidade progressiva, 41,4% de integridade de membrana plasmatica e 53,2% de

integridade de acrossoma.

3.2 ULTRA-ESTRUTURA E METABOLISMO DOS ESPERMATOZOIDES

O sémen de cada espécie animal possui caracteristicas e exigéncias metabolicas, que
determinam as condi¢des necessarias para a criopreservacdo das células. Para alguns autores,
a menor resisténcia das células espermaticas bubalinas a preservacdo pelo frio é devida a
fatores intrinsecos e a diferencas bioquimicas, quando comparado ao bovino (MISKA et al.,
1994; VALE, 2002).

Os espermatozoides sdo, normalmente, as menores células do organismo e possuem
duas regides morfoldgica e funcionalmente diferentes entre si (cauda e cabeca), que sdo
contidas por uma unica membrana plasmatica. S&o células dotadas de um forte flagelo que os
impulsiona através de um meio aquoso. Ndo possuem organelas citoplasmaticas, tais como
ribossomos, reticulo endoplasmatico ou complexo de Golgi, 0s quais sdo desnecessarios para
a tarefa de transferir seu DNA ao 6vulo. Por outro lado, os espermatozoides contém varias
mitocondrias estrategicamente localizadas para fornecer energia ao flagelo (ALBERTS,
1997).

A cabeca do espermatozdide contétm um nucleo hapléide, onde se encontra
compactado o DNA, de modo que seu volume seja minimo para o transporte. Os
cromossomos de muitos espermatozoides ndo possuem as histonas das células somaticas e sdo
condensados com proteinas simples, chamada protaminas. Na cabeca do espermatozoide
encontra-se uma vesicula secretora especializada, chamada de vesicula acrossomal ou
acrossoma. Esta vesicula contém enzimas hidroliticas que auxiliam na penetracdo do

espermatozéide no invélucro externo do ovocito (ALBERTS, 1997).
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Quando o espermatozoOide entra em contato com o0 ovOcito, ocorre a reagdo
acrossomal, quando o conteddo da vesicula é liberado por exocitose. Em alguns
espermatozdides, esta reacdo também expde ou libera proteinas especificas que ajudam na
fixacdo do espermatozoide de maneira firme ao évulo (ALBERTS, 1997). Koonjaenak et al.
(2007) observaram que touros bubalinos mantidos em central de inseminacdo artificial
apresentam baixa incidéncia (1,1%) de defeitos de acrossoma.

A cauda, ou flagelo, impulsiona o espermatozdide e auxilia na sua entrada pelo
invélucro do ovdcito. E dividida em peca intermediaria, onde estdo localizadas as
mitocondrias que envolvem o inicio do flagelo, e a peca principal (ALBERTS, 1997). A
importancia funcional das mitocéndrias na peca intermedidria estd relacionada com a
participacdo das duas principais vias metabdlicas, fosforilacdo oxidativa e glicolise, na
producdo de ATP nos espermatozéides (KAMP et al., 2003; CELEGHINI, 2005), necessario
para manter as estruturas celulares, composi¢do ibnica intracelular, e mais do que isso, a
motilidade (KAMP et al., 2003).

A cauda tem um axonema central, que se origina de um corpo basal situado proximo
ao nucleo. O axonema consiste em dois microtibulos centrais simples cercados por nove
pares de microtbulos dispostos simetricamente. O flagelo de algumas espécies, incluindo os
de mamiferos, difere dos outros flagelos por possuir, além do modelo de axonema comum de
9+2, 9 fibras extras externas e densas, compostas principalmente de queratina. Essas fibras
sdo rigidas e ndo contrateis, e seu papel na curvatura do flagelo ndo esta claro, mas sabe-se
que o movimento flagelar € causado pelo deslizamento dos pares de microtibulos adjacentes.
O movimento flagelar é alimentado por proteinas motoras chamadas dineinas, que usam a
energia da hidrélise do ATP para o deslizamento dos microtibulos (ALBERTS, 1997).

O espermatozoéide pode utilizar tanto o metabolismo aerdbico, quanto o anaerébico
para adquirir niveis de energia necessarios a motilidade. Em condi¢des normais, 0 sémen
possui pelo menos quatro substancias que podem ser utilizadas de modo direto ou indireto
como fonte de energia: frutose, sorbitol e glicerilfosforilcolina, que estdo presentes no sémen,
e o plasmalogénio, presente no espermatozoide (TURNER, 2003). Contudo, o principal
nutriente dos espermatozoides é a frutose, sintetizada a partir da glicose nas vesiculas
seminais (JONES e CONNOR, 2000).

O processo de sintese de frutose envolve a reducdo dependente da NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida) da glicose a sorbitol (redutase das

aldoses) e a oxidagéo dependente do NAD+ do sorbitol a frutose (desidrogenase do sorbitol).
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O sorbitol é o polialcool que resulta da reducdo do grupo aldeido da glicose. O fato dos
espermatozdéides consumirem frutose e do liquido seminal conter este aclcar da aos gametas
masculinos uma vantagem competitiva sobre outras células que povoam a vagina, como
fungos e bactérias, o que contribui para sua sobrevivéncia e heranca dos genes contidos nos
espermatozdides. A membrana citoplasmatica dos espermatozdides contétm GLUT5, o
transportador da frutose (JONES e CONNOR, 2000). A maior disponibilidade de frutose para
0 espermatozoide, associada a sua capacidade de consumo, estd diretamente relacionada com
maiores indices de motilidade, integridade de membrana plasmatica e fertilidade. O consumo
da frutose permite que se prolongue o periodo de incubacéo, verificado experimentalmente
em bovinos, humanos e coelhos (ABDEL-GHAFFAR et al., 1994).

Aproximadamente 90% da producdo de energia celular ocorre nas mitocéndrias por
meio do processo de fosforilacdo oxidativa. As duas importantes formas de geracdo de
adenosina trifosfato mitocondrial s&o o ciclo de Krebs e a [3-oxidagdo, que precedem a
fosforilagdo oxidativa, o maior gerador de adenosina trifosfato, por meio da cadeia de
transporte de elétrons (CAMARA e GUERRA, 2008). O ATP é gerado pelas mitocondrias
localizadas na parte anterior da cauda do espermatozdide, onde 0 mesmo € necessario
(ALBERTS, 1997). Porém, como toda a extensdo do flagelo necessita de ATP, alguns autores
sugerem que existam no espermatozdide métodos alternativos de producdo de energia que sao
independentes da fosforilacdo oxidativa mitocondrial, uma vez que o nimero de mitocondrias
espermaticas na peca intermediaria € insuficiente para que o ATP produzido por estas alcance
0s segmentos mais distais do flagelo (KAMP et al., 2003; TURNER, 2003).

Em varios mamiferos, muitas enzimas glicoliticas foram identificadas na bainha
fibrosa e peca principal: hexoquinase, lactato desidrogenase, GAPD-S gliceraldeido e 3-
fosfato desidrogenase. Os espermatozoides de mamiferos, em condicbes aerdbicas, produzem
lactato a partir de glicose. Entdo, se considera que a glicolise na peca principal, mas nédo
necessariamente a fosforilacdo oxidativa na peca intermediaria devem ser 0s pontos criticos
para uma funcdo espermética normal (KAMP et al., 2003; TURNER, 2003). Ainda assim, a
fosforilagdo oxidativa € mais eficiente do que a glicdlise para a produgio de ATP (CAMARA
e GUERRA, 2008).
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3.3 ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO (ROS) E EFEITOS DO ESTRESSE
OXIDATIVO EM ESPERMATOZOIDES

O espermatozdide ¢ uma célula aerdbia. Assim, o oxigénio torna-se um elemento
essencial para manutencdo de suas fungdes. Entretanto, este elemento pode ocasionar sérios
danos a célula espermatica, caso esteja presente em elevadas concentracGes, pela elevada
formacéo de espécies reativas ao oxigénio, conhecidas como reactive oxygen species (ROS).
O elemento oxigénio (O) e considerado um radical livre, ja que apresenta desemparelhamento
de elétrons na sua Ultima camada, o que lhe confere alta reatividade (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). As ROS incluem todos os radicais derivados do oxigénio e
encontrados em todos os sistemas bioldgicos. Entre as espécies reativas do oxigénio, as mais
importantes sdo o radical anion superéxido (O;), hidroperoxila (HO,), hidroxila (OH),
peréxido de hidrogénio (H,O;) e oOxido nitrico (NO) (SHARMA e AGARWAL, 1996;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

O radical anion superdxido (O;) é um radical livre formado a partir do oxigénio
molecular pela adi¢cdo de um elétron. Sua formacgdo ocorre espontaneamente, especialmente
em ambiente aerdbico, rico em elétrons e préximo da membrana mitocondrial através da
cadeia respiratoria. E um radical pouco reativo e ndo tem a habilidade de penetrar em
membranas lipidicas, agindo apenas no compartimento onde é produzido. E um produto
primario do sistema de formacdo das ROS, gera perdxido de hidrogénio ap0Os reacdo de
desmutase (NORDBERG e ARNER, 2001).

O peroxido de hidrogénio (H,O;) ndo é um radical livre, mas é importante devido a
sua penetracdo em membranas bioldgicas. E extremamente danoso, pois tem vida longa. Uma
vez produzido, o H,0O, é removido por um dos trés sistemas de enzimas antioxidantes, como a
catalase, a glutationa peroxidase e peroxiredutase. Age como intermediario na formacéo de
ROS, como radical hidroxila, formado pela oxidacdo de metais de transicdo, principalmente o
ferro. Armstrong et al. (1999) relataram que o perdxido de hidrogénio apresenta funcdo
deletéria em relacdo aos niveis intracelulares de ATP, resultando em diminuicdo da
motilidade dos espermatozdides, além de causar muitos outros danos devido a alta capacidade
de penetracdo em membranas bioldgicas. O H,O; inibe a atividade da glicose-6-fosfato-
desidrogenase, que controla o fluxo de glicose, que por sua vez controla a disponibilidade de
NADPH (DE LAMIRANDE e GAGNON, 1995).
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O radical hidroxila (OH") é considerado 0 mais reativo em sistemas bioldgicos,
resultando em muitos danos aos sistemas bioldgicos. E formado a partir do peroxido de
hidrogénio em uma reacdo catalisada por fons metais (Fe** ou Cu®"), geralmente ligados em
complexos protéicos como a ferritina, denominada de reacdo de Fenton (HALLIWELL,
1991). Esta reacdo ocorre através de reacdo de uma molécula de Fe’* e uma molécula de
H,0,, com producéo de OH’, ou uma molécula de OH™ e uma molécula de Fe**, que pode ser
reduzido em Fe®*, sob acdo de anion superéxido e superdxido desmutase (NORDBERG e
ARNER, 2001).

O oxido nitrico (NO") é semelhante ao anion superoxido, pois ndo reage diretamente
com a maioria das moléculas bioldgicas, apesar de seu elétron despareado. Contudo, reage
facilmente com outros radicais livres, gerando radicais menos reativos. Se produzido em
grande quantidade, juntamente com o anion superoxido, reage produzindo o peroxinitrito
(OONO), que é um elemento citotoxico (NORDBERG e ARNER, 2001).

Todas as células aerdbicas possuem substratos e enzimas capazes de neutralizar o
potencial efeito toxico das ROS, porém as defesas antioxidantes do espermatozoide sdo muito
susceptiveis ao estresse oxidativo (NAIR et al., 2006). Quando em condic¢des anaerobicas, as
células espermaéticas também tém a capacidade de gerar as ROS. A producdo de ROS no
sémen ocorre principalmente por espermatozoides imoveis e os morfoldgica e funcionalmente
anormais (RHEMREV et al., 2001; KARDIVEL et al., 2009), e, dentre estas, nas células que
possuem gotas protoplasmaticas proximais e distais. Sendo assim, acredita-se que a presenca
deste citoplasma residual aumentaria a capacidade destas células imaturas de gerarem
NADPH, que serviria como fonte de elétrons para a producdo de ROS. A excessiva geracdo
de NADPH esta relacionada com os niveis de ROS, as quais sdo geradas espontaneamente
pelos espermatozdides ap6s sua liberacdo da cauda do epididimo (GOMEZ et al., 1998;
AITKEN e BAKER, 2002).

Existem dois sistemas de producdo de ROS em nivel espermatico, um localizado na
membrana plasmatica, semelhante a NADPH oxidase (que é enzima geradora de H,0,), e
outro na peca intermediéria e integrado ao sistema respiratorio mitocondrial espermaético,
oxido-redutase dependente de NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo) (GAVELLA e
LIPOVAC, 1992; AITKEN e BAKER, 2002; MAKKER et al., 2009). Por isso, NADPH e
NADH sdo fontes geradoras de ROS (AITKEN e BAKER, 2002).

Em geral, observa-se equilibrio entre a producdo de radicais livres e de seus

inibidores. Em condicdes fisioldgicas, ou seja, em concentragdes reduzidas, as espécies
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reativas ao oxigénio mediam func¢des espermaéticas normais, como capacitagdo, hiperativacéo,
reacdo acrossomal e fusdo do espermatozdide com o ovocito. Entretanto, pode ocorrer
estresse oxidativo das células, tanto in vivo quanto in vitro, decorrente do desequilibrio entre a
producdo de ROS e acdo dos antioxidantes encontrados no sémen (SALEH e AGARWAL,
2002). A producdo elevada de espécies reativas ao oxigénio induz danos a membrana
mitocondrial, levando a modificaces patofisiologicas nos espermatozdides (CAMARA e
GUERRA, 2008; MAKKER et al., 2009).

O efeito prejudicial das ROS sobre o espermatozoide foi sugerido por Macleod (1943),
0 qual demonstrou que a exposi¢cdo do espermatozdide humano a altas concentra¢bes de
oxigénio resultou em toxicidade, com perda de sua motilidade devido a ocorréncia da
peroxidacdo lipidica (MAKKER et al., 2009). Os efeitos desta reacdo incluem perda
irreversivel de motilidade, inibicdo da respiracdo espermatica, lesées no DNA espermatico e
perda de enzimas intracelulares, interferindo na capacidade fertilizante do espermatozoide. De
fato, a motilidade espermaética é o indicador mais sensivel do estresse oxidativo, situagdo em
que ocorre a deplecdo do ATP intracelular e insuficiente fosforilacdo da proteina do axonema
(WHITE, 1993; AITKEN e BAKER, 2002; SIKKA, 2004). As ROS também produzem
extensivos danos as proteinas, modificam o citoesqueleto e causam alteracGes de mecanismos
celulares (SHARMA e AGARWAL, 1996). O citoesqueleto proporciona o suporte para as
estruturas celulares moveis especializadas, como cilios e flagelos, promovendo sua ativagao.
As ROS atuam bloqueando sua funcdo, prejudicando a locomogdo do espermatozdlide
(AITKEN e BAKER, 2002).

Em mamiferos, a membrana plasmatica dos espermatozoides é rica em &cidos graxos
poliinsaturados, sendo considerada um fator importante para a viabilidade do ejaculado
submetido aos processos de criopreservacdo (PARKS e LINCH, 1992). Entretanto, as células
espermaticas sdo altamente susceptiveis aos danos causados pelas ROS, devido a alta
quantidade desses acidos graxos poliinsaturados presentes em sua membrana plasmaética e
baixas concentracbes de enzimas antioxidantes em seu citoplasma. Assim, as membranas
espermaticas tornam-se susceptiveis a danos peroxidativos induzidos por radicais livres, que
determinam uma substancial perda de acidos graxos poliinsaturados, resultando em
conseqiente reducédo da fluidez, responsavel pela fusdo espermatozoéide-ovocito, na atividade
das enzimas reguladoras que se ligam ao célcio (Ca®") e na motilidade espermatica (JONES et
al., 1979; SIKKA, 2004; MAKKER et al., 2009). Ao relacionar a excessiva producdo de ROS

com as patologias espermaticas mais frequentemente observadas, destacam-se as seguintes
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alteracOes: cabecas anormais, defeitos de acrossoma, de peca intermedidria e de cauda,
fragmentacdo do DNA e gotas citoplasmaticas residuais na peca intermediaria (GOMEZ et
al., 1998).

Alguns procedimentos laboratoriais podem interferir na concentracdo de oxidantes
espermaticos, demonstrando que a producdo de ROS pode ser aumentada em amostras de
sémen de animais domésticos submetidas a centrifugacdo (TWIGG et al., 1998) e congelacédo
(WANG et al.,, 1997; WATSON, 2000; BALL et al., 2001). Durante o processo de
criopreservacao, observa-se reducdo irreversivel na motilidade, na integridade morfologica e
na capacidade fertilizante dos espermatozoides, resultantes do acumulo de produtos toxicos
do metabolismo celular ou pelo aumento da producdo de ROS (GUERRA et al., 2004).

Os processos de refrigeracdo, congelacdo e descongelacdo causam danos a membrana
plasmatica e ao acrossoma (HAMMERSTEDT et al., 1990; WATSON, 1995; KARDIVEL et
al., 2009), com reducdo do metabolismo espermatico para producdo de energia e da
motilidade progressiva, prejudicando o tempo de sobrevivéncia e a capacidade fecundante dos
espermatozéides no sistema reprodutor feminino (WATSON, 2000). Nair et al. (2006)
observaram que espermatozdides bubalinos submetidos ao resfriamento (4 a 8 °C)
apresentaram decréscimo de motilidade progressiva (66,1% versus 13,8%) e de integridade da
membrana plasmaética (69,6% versus 16,5%) devido a acdo das ROS e seus derivados
oxidativos. O processo de congelacdo seminal pode elevar em até cinco vezes a producgdo de
ROS, como observado em equinos (BALL et al., 2001). Maior producdo de ROS durante a
criopreservacao de espermatozoides também foi observada em bovinos (CHATTERJEE e
GAGNON, 2001).

O processo de congelacdo-descongelacdo também causa peroxidacao lipidica e danos
a membrana plasmatica, devido ao rapido aumento na utilizacdo de oxigénio pelas células
espermaticas, com maior producdo de radicais livres e lesdo ao DNA (BALL et al., 2001;
BAUMBER et al., 2003), Ainda, a descongelacdo causa reducdo da fluidez da membrana,
interferindo nas ATPases, reduzindo os niveis de ATP, cuja diminuicdo tem relacdo na
reducdo de outro mecanismo de protecdo antioxidante, o sistema glutationa peroxidase e
glutationa redutase, metabolizantes do peréxido de hidrogénio e dependente do NADPH
(CHATTERJEE e GAGNON, 2001; NORDBERG e ARNER, 2001). Consequentemente, a
reducdo na motilidade dos espermatozoides € observada (DE LAMIRANDE e GAGNON,
1995; RHEMREYV et al., 2001; GUERRA et al., 2004; MAKKER et al., 2009). Kardivel et al.

(2009) observaram que a motilidade espermatica progressiva diminuiu de 85,3% no sémen in
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natura para 57,2% ap0s a descongelacdo do sémen de bubalinos, e sugeriram que esses
resultados se devem & acdo das ROS, como principal causa de injdrias as células, com
decréscimo na motilidade, na integridade de membrana plasmatica e na atividade

mitocondrial.

3.4 UTILIZACAO DE ANTIOXIDANTES NA CRIOPRESERVACAO DE SEMEN

Os antioxidantes sdo a principal defesa contra o estresse oxidativo induzido por
radicais livres. Em tese, o efeito oxidativo gerado pelas ROS pode ser reduzido pela utilizagao
de substancias antioxidantes no plasma seminal ou adicionadas aos diluentes utilizados na
criopreservacao. Nos ultimos anos, muitas pesquisas relatam os efeitos do estresse oxidativo
sobre a célula espermatica, especialmente no sémen de humanos. Nesse contexto, alguns
pesquisadores tém adicionado substancias antioxidantes em amostras de sémen bovino
(FOOTE et al., 2002; KLINC et al., 2007), equino (SILVA et al., 2008), bubalino (SINGH et
al., 1996; NAIR et al., 2006), ovino (MAIA, 2006; MARTI et al., 2008), caprino (SINHA et
al., 1996), suino (BREZEZINSKA-SLEVBODSINSKA et al., 1995) e humano (TAYLOR,
2001; HAMMADEH et al., 2008).

Os antioxidantes tém acdo inibitdria na formacgdo de ROS e nas suas a¢des. Entretanto,
as enzimas antioxidantes intrinsecas ndo conferem total prote¢do ao plasma seminal (ZINI et
al., 2001). Ainda ndo ha consenso quanto a dosagem e ao tipo de antioxidante ideal para a
protecdo de espermatozoides nas diferentes espécies, talvez pelo fato das pesquisas utilizarem
metodologias variadas, formas diferentes de avaliacdo espermatica e diferencas na
criopreservacao do sémen quanto a espécie, a raca e aos ejaculados dos animais (SILVA et
al., 2008). Substancias como vitamina C, urato, tocoferol, pentoxifilina e vitamina E tém sido
reportadas como efetivas quanto a funcdo antioxidante, promovendo protecdo as células
espermaticas de diversas espécies (GUERRA et al., 2004; GADEA et al., 2007).

Os mecanismos de defesa antioxidante presentes no plasma seminal e na célula
espermatica incluem sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos. O sistema enzimatico
compreende enzimas como a superoxido desmutase, a glutationa redutase, a glutationa
peroxidase e a catalase. Esta Gltima atua como catalisadora na reagdo de redugdo do perdxido
de hidrogénio a agua e oxigénio molecular. Seu papel antioxidante diminui o risco de

formacgédo do radical hidroxila a partir do peroxido de hidrogénio. Os antioxidantes néo
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enzimaticos incluem a glutationa reduzida, o urato, a vitamina C, a vitamina E, a taurina, a
hipotaurina, os carotendides e ubiquinonas (Coenzima Q), o &cido uUrico e o &cido lipbico
(NORDBERG e ARNER, 2001; ROY e ATREJA, 2008).

Experimentalmente, tem-se demonstrado que 0s espermatozoides produzem
quantidades suficientes de ROS enddgeno para induzir a capacitagcdo espermatica e a reacdo
acrossomal, promovendo sua capacidade de fertilizacdo (GUERRA et al., 2004). Quando
ocorre acréscimo na producdo de ROS, principalmente dos radicais &nion superédxido (Oy) e
peréxido de hidrogénio (H,O;), a capacitacdo espermatica pode ocorrer precocemente no
espermatozdide bubalino, e a utilizacdo de antioxidantes, como a superéxido desmutase e a
catalase, podem inibir a producdo desses radicais, diminuindo os niveis de capacitacdo
espermatica precoce (ROY e ATREJA, 2008).

Esses sistemas enziméaticos podem atuar como removedores do agente oxidante, antes
que ele ocasione lesdo celular (glutationa reduzida, superéxido desmutase, catalase, glutationa
peroxidase e vitamina E) ou ainda como agentes reparadores da lesdo ja ocorrida (vitamina C,
glutationa redutase e glutationa peroxidase). A maioria destes elementos antioxidantes
encontra-se no meio intracelular, com excecdo da vitamina E, que também é constituinte
estrutural da membrana espermatica (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A glutationa peroxidase é uma enzima antioxidante que contém selénio (Se) em sua
composicao e remove radicais peroxila de varios perdxidos, aumentando, assim, a motilidade
espermatica. Da mesma maneira, a glutationa redutase regenera a glutationa reduzida de sua
forma oxidada, com fungdes ja conhecidas no nucleo do espermatozéide (GRIVEAU e LE
LANNOU, 1997). A adicdo de Vitamina E aos ejaculados tem demonstrado efeitos variados
sobre a motilidade espermatica, semelhante aquela observada na utilizacdo de seus analogos
(o-tocoferol e Trolox®) no sémen fresco de homens (DONELLY et al., 1999) e de ovinos
(UPRETI et al., 1997).

A glutationa é o maior tiol ndo protéico dentre os componentes das células dos
mamiferos, tendo vérias fungdes como, o transporte de aminodcidos, sintese protéica e de
DNA, reducdo de cadeias de dissulfito e protecdo contra estresse oxidativo. Durante o
descongelamento ocorre um aumento na formacgédo de ROS devido a um acréscimo na sintese
de superdxido, relacionado a queda nos niveis de atividade da superéxido desmutase e
reducdo dos niveis de glutationa. Esta, por sua vez, relaciona-se a uma queda de glutationa
redutase e aumento na oxidacdo da glutationa pelo peroxido de hidrogénio. A reducgdo nos

niveis de glutationa intracelular e elevacdo nos niveis de ROS podem desencadear a
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peroxidacgdo lipidica. A glutationa adicionada ao sémen descongelado poderia atuar elevando
os niveis de glutationa intracelular que iria ser utilizada pela glutationa peroxidase para

prevenir a agressdo causada pela peroxidacao lipidica (GADEA et al., 2004).

3.4.1. Vitamina C

A vitamina C é um antioxidante hidrossoltvel encontrado no liquido extracelular. E
capaz de neutralizar a acdo da hidroxila, do superoxido e dos radicais do peroxido de
hidrogénio, impedindo a aglutinacdo espermatica. A vitamina C é encontrada em quantidade
reduzida no plasma seminal de homens inférteis (AGARWAL et al., 2005).

A vitamina C atua na reducdo de moléculas oxidativas como os peroxidos, prevenindo
a elaboracdo de hidroperéxidos de lipidios nas lipoproteinas plasmaticas, protegendo as
células espermaticas de danos oxidativos. A mistura de Cu-ascorbato ou Fe-ascorbato
estimula os danos oxidativos, levando a formacdo de radicais livres que danificam o &cido
desoxirribonucléico, lipidios e proteinas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Além
disso, a vitamina C é uma das defesas efetivas contra a peroxidacao lipidica no plasma
seminal, atuando na prevencdo de danos oxidativos ao DNA. Portanto, o dano oxidativo no
DNA do espermatozéide resultaria em infertilidade e defeitos congénitos nas proles
(ALVAREZ e MORAES, 2006).

A adicdo de vitamina C (2,5 mM) ao diluidor de sémen bubalino antes da
criopreservacao foi capaz de elevar a motilidade progressiva do sémen pos-descongelacédo
(37,5% versus 46,25%) e sua viabilidade (58,12% versus 67,58%), em trabalho de Singh et al.
(1996). Ao utilizar diferentes concentrages de vitamina C em sémen bovino refrigerado,
Foote et al. (2002) observaram motilidade espermatica de 59% (2,5 mg/L) a 63% (0,5 mg/L),
ndo apresentando diferenca significativa do grupo controle, que apresentou motilidade de
63%. Segundo Borges (2003), a vitamina C ndo apresentou efeitos sobre a motilidade
espermatica do sémen bovino congelado-descongelado, quando submetido a teste de
termorresisténcia, sendo a motilidade de 56% versus 57% ao inicio da incubacdo, e de 47%
versus 50% ao final de trés horas de teste, para amostras controle ou tratadas com

antioxidantes, respectivamente.
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3.4.2 Pentoxifilina

A pentoxifilina € um derivado da metilxantina, tem a caracteristica de inibir a
adenosina ciclica 3'-5' monofosfato (AMP) fosfodiesterase. Assim, ocorre aumento nas
concentracgdes intracelulares de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e ativa a adenilciclase,
que apresentam efeitos diretos no controle flagelar do espermatozéide. Por isso, a
pentoxifilina tem sido utilizada com intuito de estimular a motilidade progressiva espermatica
e a capacidade fecundante do sémen (BUNGE, 1973; YOVICH et al., 1988). A pentoxifilina
também aumenta a fosforilacdo de tirosina na cauda espermatica, liberando energia para dar
inicio a atividade da dineina ATPase, aumentando o padrdo do batimento flagelar. O AMP
ciclico exerce um papel fundamental na cinética do espermatozoide e na reacdo acrossdmica.
Os tratamentos que elevam as concentracdes intracelulares do AMP ciclico incrementam o
padrdo de movimentacdo dos espermatozoides e podem elevar as taxas de fertilizacdo.
Também acredita-se que a pentoxifilina tenha a propriedade de inativar radicais livres
(ESTEVES et al., 2007).

Na tentativa de minimizar os efeitos provocados pelo estresse térmico causado pela
refrigeracdo do sémen equino, Goulart et al. (2004) usaram a pentoxifilina (3,6 mM) como
um indutor de funcionalidade. A pentoxifilina foi adicionada ao ejaculado diluido e resfriado
a 5°C, e melhorou a maioria dos parametros espermaticos relacionados a motilidade,
provavelmente devido ao aumento da concentracdo intracelular de nucleotideos ciclicos, em
especial da adenina monofosfato ciclica (AMPc) e da guanosina monofosfato ciclica (GMPc).
A motilidade total do sémen in natura foi de 85,9% e a motilidade progressiva de 37,8%);
ap6s 120 minutos de resfriamento a motilidade total decresceu para 32,1% e a progressiva
para 14,0%. Apo6s 30 minutos de incubagdo, o grupo tratado com pentoxifilina apresentou
motilidade total de 74,2% e progressiva de 32,8%; apés 120 minutos de resfriamento a
motilidade total foi de 41,2% e a progressiva de 20,2%. A pentoxifilina incrementou
significativamente a taxa de motilidade total em 8,2% e de motilidade progressiva em 4,7%
guando comparada ao grupo controle.

O efeito da adicdo da pentoxifilina e da vitamina C em sémen criopreservado equino
foi estudado por Marques et al. (2002). Esses autores observaram que os melhores resultados
de motilidade progressiva apos a descongelacdo foram obtidos com uso de pentoxifilina
(52,2%) ou a associacdo de pentoxifilina e vitamina C (52,7%), quando comparados ao

controle (47,7%) e ao uso isolado da vitamina C (47,5%). Ap6s 2 horas de teste de
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termorresisténcia as médias de motilidade progressiva e vigor também foram maiores para
pentoxifilina (26,2% e 2) e associacdo (26,0% e 2), quando comparados a controle (18,7% e
1,67) e vitamina C (16,2% e 1,52).

O efeito da adicdo de pentoxifilina (5 mM) na criopreservacdo de sémen humano foi
avaliado por Esteves et al. (2007), que verificaram que a adicdo do antioxidante elevou
significativamente os parametros seminais de motilidade total (40,5% versus 55,5%) e de
motilidade progressiva (35,5% versus 47%), mas ndo interferiu estatisticamente nos
resultados de integridade de membrana plasmatica (76,2% versus 74,6%) e de integridade de

acrossoma (79,2% versus 76,2%).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS, LOCAL E PERIODO DO EXPERIMENTO

Foram utilizados como doadores de sémen cinco touros bubalinos pertencentes ao
rebanho da Embrapa Amazonia Oriental (Foto 1). Os touros foram selecionados de um lote de
16 touros adultos, pré-avaliados por exame andrologico, tendo como critério a maior
qualidade espermatica apresentada. Os doadores (5,3 £ 1,8 anos e 709,5 + 35,5 Kg) foram
mantidos na Embrapa, na Unidade de Pesquisa Animal “Senador Alvaro Adolpho”, em
Belém, Para (1° 25° Sul 48° 26’ Oeste), em regime de pastejo em sistema silvipastoril, com
acesso a forragem de alta qualidade (Panicum maximum cv. Mombaca), cujos piquetes
apresentavam areas com sombreamento natural para descanso. Os animais tiveram acesso
constante a agua fresca e limpa, além de sal mineral ad libitum. Os animais foram
vermifugados e vacinados, conforme as exigéncias do Ministério da Agricultura e as
recomendacdes para bubalinos feitas por Lau (1999). O processamento seminal e as analises
laboratoriais foram realizados no Laboratorio de Reprodugdo Animal da Embrapa Amazonia
Oriental. O periodo experimental ocorreu de junho a dezembro de 2009.

Foto 1- Touro bubalino (Bubalus bubalis) doador de sémen, pertencente ao rebanho da
Embrapa Amazonia Oriental (Fonte: GARCIA, 2009).
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4.2 ASPECTOS ETICOS DO EXPERIMENTO

O experimento ndo utilizou tratamentos diretamente sobre os animais e, sim, sobre
material colhido dos individuos (sémen). Portanto, os ejaculados foram as unidades
experimentais e receberam os tratamentos pressupostos, no caso, a adicdo de substancias
antioxidantes. Como doadores de material bioldgico para pesquisa, os touros foram mantidos
dentro dos principios de boas préaticas de producdo animal (EMBRAPA, 2006), com direito
pleno as cinco liberdades animais, quais sejam: 1) Liberdade fisioldgica: animais livres de
fome, sede e desnutrigéo; 2) Liberdade ambiental: animais livres de desconforto; 3) Liberdade
sanitaria: animais livres de dor, injdria e doenca; 4) Liberdade comportamental: animais livres
para expressar um comportamento normal; e 5) Liberdade psicologica: animais livres de
medo e estresse negativo (PAIXAO, 2005). As colheitas de sémen foram realizadas por
metodologia vastamente publicada na literatura internacional, de modo seguro e indolor. O
protocolo experimental do presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais de Experimentacdo (CEPAE), da Universidade Federal do Par3,
conforme o Anexo A (Parecer CEPAE BIO 011-10).

4.3 COLHEITA, CONGELACAO E DESCONGELACAO DO SEMEN

As colheitas de sémen foram realizadas pelo método de ‘“vagina artificial”
(BHATTACHARYA, 1962). Foram colhidos seis ejaculados por touro e cada ejaculado
(n=30) foi congelado em quatro tratamentos distintos. O primeiro tratamento (grupo
Controle) compreendeu a congelagdo com diluidor TES-TRIS (VALE, 2002). O segundo
tratamento (grupo Vitamina C) correspondeu ao uso do diluidor TES-TRIS adicionado de
vitamina C (Sigma-Alderich, cdd. 33034-100G) com concentracdo de 2,5 mM, recomendado
por Singh et al. (1996). O terceiro tratamento (grupo Pentoxifilina) correspondeu ao uso do
diluidor TES-TRIS associado a pentoxifilina (Sigma-Alderich, céd. P1784-10G) com
concentracdo de 3,5 mM, de acordo com Marques et al. (2002). O quarto tratamento (grupo
Vitamina C + Pentoxifilina) compreendeu o uso do diluidor TES-TRIS associado a vitamina
C (2,5 mM) e a pentoxifilina (3,5 mM).

O sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,5 mL (30 x 10° sptz/palheta) e

congelado com uso de equipamento programavel (TK 3000®, TK Tecnologia em Congelacéo
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Ltda., Uberaba-MG). A curva de congelacdo usada foi semelhante & descrita para uso em
bovinos por Celeghini (2005). As palhetas foram acondicionadas em porta-palhetas metéalico
para resfriamento, seguindo uma curva de resfriamento de -0,25 °C/minuto até alcancar 5 °C
(aproximadamente 1 hora e 15 minutos). Ao atingir 5 °C, o tempo de equilibrio adotado foi de
3 horas. Apo0s, o porta-palhetas foi removido para uma caixa térmica contendo nitrogénio
liquido, na qual a primeira rampa negativa da curva de congelacdo foi procedida com uma
taxa de -15 °C/minuto, de 5 °C até -80 °C. Ap0s alcancar essa temperatura, a segunda rampa
negativa foi executada com taxa de -10 °C/minuto até a temperatura das amostras atingir -120
°C. A curva de congelacdo (primeira e segunda rampas) durou, em média, 7 minutos, quando
as palhetas foram removidas do porta-palhetas e imersas em nitrogénio liquido (-196 °C). As
palhetas de sémen foram organizadas em raques e armazenadas em botijdo criogénico por, no
minimo, 48 horas. Para as avalia¢fes, a descongelacdo seminal foi realizada em banho-maria

a 36 °C durante 30 segundos.

4.4 FASES EXPERIMENTAIS

As avaliagOes das amostras de sémen foram realizadas em trés diferentes fases de
processamento: Fase Pré-Congelacdo, Fase P6s-Descongelacdo e Fase Pds-TTR. A Fase Pré-
Congelacdo compreendeu as analises de sémen in natura, imediatamente ap6s a colheita. A
Fase Pds-Descongelacdo compreendeu as analises do sémen realizadas apds 0 processo de
criopreservacao e descongelacdo seminal. Ja a Fase Pés-TTR compreendeu as avaliacdes
executadas apds a descongelacdo do sémen e execuc¢do do teste de termorresisténcia.

As andlises imediatas realizadas no sémen in natura (Fase Pré-Congelacdo) foram
pertinentes as caracteristicas fisicas e morfologicas dos ejaculados (Foto 2), e
corresponderam a afericdo de volume, cor, aspecto, turbilhonamento, concentracdo do
ejaculado, motilidade progressiva, vigor, avaliacdo de integridade de membrana plasmatica e
morfologia espermatica. Ap6s 0s processos de congelagdo-descongelacdo (Fase Pds-
Descongelagdo) e teste de termorresisténcia (Fase Pos-TTR), foram realizadas as anélises de
motilidade, vigor, integridade de membrana plasmatica e morfologia espermatica.
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Foto 2- Imagem de microscopia Optica durante avaliagdo de sémen bubalino, em aumento de
100x (Fonte: Arquivo pessoal, 2009).

4.5 CARACTERISTICAS FISICAS E MORFOLOGICAS DO SEMEN

O volume do sémen obtido nas colheitas foi aferido em tubo volumétrico (em mL),
enquanto a cor e o aspecto foram avaliados em escala visual (VALE, 2002). Para avaliar o
turbilnonamento, foi usada como amostra uma gota de 20 uL de sémen em uma lamina pré-
aquecida, observada com aumento total de 40x, recebendo pontuagdo em escala de 0 a 5 (O:
ejaculado com auséncia de ondas e 5: presenca de muitas ondas espermaticas,
movimentando-se rapidamente), conforme Ohashi (2002). A concentracdo espermaética foi
feita por contagem em cémara de Neubauer sob microscopia Optica. O numero total de
espermatozdides foi dado em milhGes de células por mL (VALE, 2002).

A motilidade espermaética foi avaliada por método de microscopia Optica, com
aumento total de 100x. Cada amostra de 10 uL de sémen foi depositada sobre lamina pré-
aquecida e coberta com laminula, também aquecida. Os resultados foram expressos em
porcentagem de células com motilidade progressiva. O vigor foi avaliado na mesma lamina
em que se avaliou a motilidade, sob 0 mesmo aumento. Sua avaliacdo foi dada em escala que
variou de 0 a 5 (0: auséncia ou fraca movimentagdo espermaética até 5: forte movimentacao),
conforme Ohashi (2002).



38

Para avaliacdo da morfologia espermética, as amostras de sémen foram fixadas em
solucdo de formalina tamponada. Os defeitos estruturais dos espermatozéides foram avaliados
em gota Umida, por microscopia de contraste de fase, com aumento total de 1000x (Foto 3).
Foram contados e classificados 200 espermatozoides por amostra, sendo que o resultado foi

dado em porcentagem de defeitos menores, defeitos maiores e defeitos totais (BLOM, 1973).

Foto 3- Imagem de microscopia de contraste de fase de espermatozdides bubalinos, em
aumento de 1000x. No detalhe, espermatozdide normal (N) e espermatozéide com gota
protoplasmatica proximal (GPP) (Fonte: Arquivo pessoal, 2009).

4.6 INTEGRIDADE DE MEMBRANA PLASMATICA

A avaliacdo de espermatozoides com membrana plasmaética integra ou lesada foi
realizada conforme descrito por Galloway (1974), utilizando solucdo de eosina-nigrosina
(EN), contendo citrato de sédio, eosina a 1% e nigrosina a 5%. Uma gota de sémen foi
misturada a uma gota da solucdo corante, homogeneizada e apés um minuto foi realizado o
esfregaco. As ldminas coradas foram observadas em microscopio Optico, sob aumento total de
1000x. Foram contados e classificados 200 espermatozoides por lamina, de modo que 0s
espermatozéides corados em vermelho ou seus subtons foram classificados como tendo
membrana plasmatica lesada, enquanto os espermatozoides ndo corados foram classificados
como tendo membrana plasmatica integra.
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A integridade da membrana plasmatica dos espermatozdides também foi avaliada pelo
teste hiposmotico, conforme Rasul et al. (2000) e Barros et al. (2007). A solucdo hiposmotica
foi preparada com 0,735g de citrato de sodio e 1,351g de frutose para 100 mL de agua
destilada (pressao osmética de 190 mOsm kg™). As amostras para avaliacio foram preparadas
pela adi¢dao de 50 puL de sémen descongelado a 500 pL da solucdo hiposmdtica. As amostras
foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. Apos a incubacdo, uma amostra de 10 uL foi
examinada em microscépio de contraste de fase, sob aumento total de 1000x. Duzentos
espermatozéides foram contados e classificados, de modo que alteragdes (curvaturas) na
cauda dos espermatozoides ap6s o teste indicaram que a célula apresentava membrana
plasméatica normal, sendo esta, considerada integra do ponto de vista funcional. J& os
espermatozdides que ndo apresentaram curvatura na cauda foram considerados como tendo

membrana plasmatica lesada.

4.7 TESTE DE TERMORRESISTENCIA (TTR)

O sémen congelado-descongelado foi avaliado, ainda, apds a realizacdo do teste de
termorresisténcia intermediario. Esse teste consistiu na avaliagdo da motilidade espermatica
progressiva e do vigor espermatico, apds submisséo da amostra descongelada a 36 °C durante
30 segundos e incubacdo em banho-maria seco (Digital Dry Bath Incubator, Boekel
Scientific®, Feasterville, Estados Unidos) a 36°C, durante 3 horas, 0 que determina estresse
caldrico, conforme Severo (2009). Segundo o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal, ao
final do teste, a motilidade e o vigor espermaticos minimos devem ser de, respectivamente,
20% e 2 (CBRA, 1998).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para testar se as variaveis em estudo assumiam distribuicdo normal ou ndo, foi
aplicado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Para tal, foram elaboradas as
seguintes hipoteses ao nivel a=0,05: HO: A variavel em teste assume distribuicdo normal; H1:
A variavel em teste ndo assume distribuicdo normal. Na etapa de Pré-Congelacdo, houveram

evidéncias estatisticas suficientes para a rejeicao da hipdtese de nulidade ao nivel a=0,05,
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dado P=0,006, considerado altamente significativo. Nesta fase, apenas a variavel “vigor” nido
assumiu distribuicdo normal. Nas etapas de PoOs-Descongelacdo e Pos-TTR, as variaveis
“vigor” e “defeitos de acrossoma” nao assumiram distribuicdo normal. A normaliza¢do das
variaveis foi realizada pela transformacao [Log (x+1)] . (x+1) ou (x+1)>.

Ap06s normalizacdo das variaveis, foi realizada Analise de Variancia (ANOVA), para
comparagdes entre tratamentos. No caso do teste ser significativo, para contraste de médias
foi aplicado o Teste de Tukey e o teste t pareado, uma vez serem testes adequados para a
natureza dos dados em estudo. Para tal foram elaboradas as seguintes hipéteses ao nivel
0=0,05: HO: As médias dos tratamentos sdo iguais; H1: Pelo menos uma das médias ¢
diferente das demais.

As correlaces entre variaveis foram determinadas pelo teste de correlacdo de Pearson,
para avaliar possiveis associacOes entre elas. Para realizacdo do teste, que é feito em pares,
foram elaboradas as seguintes hipoteses ao nivel 0=0,05: HO: Nao ha associagdo entre as
variaveis; H1: Ha associagdo entre as variaveis.

Para execucdo das analises estatisticas, nos testes de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov e de correlacdo de Pearson, foi utilizado o programa estatistico SPSS 12, (BRYMAN
et al., 2005), enquanto que para as analises de variancia foi usado o programa Bioestat 5.0
(AYRES et al., 2007).



41

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DO SEMEN NA FASE PRE-
CONGELACAO

As caracteristicas fisicas e morfologicas iniciais do ejaculado, ou seja, na Fase Pré-
Congelacdo corresponderam a volume, cor, aspecto, turbilhonamento, concentracdo, pH,
motilidade progressiva, vigor, integridade de membrana plasmaética e morfologia espermética
dos 30 ejaculados submetidos a congelacao, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas fisicas e morfoldgicas iniciais de ejaculados bubalinos, na Fase Pré-
Congelacdo (n=30). Embrapa Amazo6nia Oriental, Belém, 2010.

Parametro Valor
Volume (mL) 45114
Cor branca ou branco-amarelada
Aspecto leitoso
Turbilhonamento (0-5) 4+13
Concentracéo (x 10° sptz/mL) 1.390 £ 572,2
pH 6,0 £0,72
Motilidade Progressiva (%) 77,7+6,1
Vigor (0-5) 3,8+0,6
Integridade de Membrana Plasmatica/EN (%) 85,4+8,3
Integridade de Membrana Plasmatica/HOS (%) 73,1+10,5
Defeitos Menores (%) 95+5.2
Defeitos Maiores (%) 154 +6,9
Defeitos Totais (%) 251+75

EN: técnica de eosina-nigrosina (Nair et al., 2006); HOS: teste hiposmético (Rasul et al., 2000).

Os resultados do sémen in natura estdo de acordo com as caracteristicas para sémen

bubalino descritas por Vale (2002), ap6s colheita por vagina artificial, com volume minimo

de 3 mL, vigor minimo de 3, motilidade superior a 70%, integridade de membrana plasmatica
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acima de 70% e defeitos totais ndo superiores a 30%. Os dados de motilidade progressiva
média do sémen in natura obtidos foram superiores aos de Barnabe et al. (1994), que
relataram valor de 75,0%. S&o, também, superiores aos pardmetros minimos desejaveis
recomendados pelo CBRA (1998) para sémen in natura, ou seja, motilidade progressiva de
70%, vigor 3, turbilnonamento 3 e total de espermatozdides anormais de 30%, muito embora
esses parametros sejam extrapolados da espécie bovina para bubalina. Os excelentes
indicadores observados no sémen in natura estdo relacionados, entre outros aspectos, ao rigor
experimental empregado na selecdo dos touros doadores e seus ejaculados, pois foram

selecionados com base nos critérios técnicos para a criopreservacao.

5.2 MOTILIDADE ESPERMATICA

Na Fase Pré-Congelacdo, a motilidade progressiva foi obviamente igual para todos 0s
grupos experimentais, uma vez que se tratava de amostras de sémen in natura que foram
aliquotadas para posterior tratamento com antioxidantes. JA na Fase PoOs-Descongelacgéo,
observou-se variagdo numeérica entre tratamentos (P>0,05), com motilidade progressiva de
39,5 + 23,8% (Controle), 41,9 = 22,3% (Vitamina C), 44,6 £ 19,9% (Pentoxifilina) e 46,9
19,0% (Vitamina C + Pentoxifilina), conforme o Gréfico 1.

Sémen in natura
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70,0 -
B VitaminaC

60,0 -

50,0 - Pentoxifilina
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20,0

10,0 -
0,0 T T

Pré-Congelacdo  Pos-Descongelacao P6s-TTR
(sémen in natura)

Motilidade Progressiva (%)

Tratamentos

Gréfico 1 - Motilidade progressiva (%) de sémen bubalino, com ou sem adigdo de
antioxidantes, em diferentes fases do processo de congelacdo e apds o teste de
termorresisténcia (TTR). Embrapa Amazo6nia Oriental, Belém, 2010.
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Na Fase Pos-Descongelacdo, a motilidade progressiva variou de 39,5 a 46,9%,
valores superiores aos de Singh et al. (1996), que observaram motilidade progressiva de
37,5% a 46,25%. Esses valores foram semelhantes aos de Barnabe et al. (1994), que
observaram 40,0% de motilidade ap6s a descongelacdo, mas permaneceram abaixo dos de
Vale et al. (1984), que obtiveram motilidade pos-descongelacéo variando de 50 a 60%.

O processo da criopreservacdo afeta negativamente os espermatozdides, o que
interfere no seu metabolismo energético e reduz a motilidade (PICKETT et al., 1987;
HAMMERSTEDT et al., 1990; WATSON, 1995; VALCARCEL et al., 1996). Durante a
congelacao, observa-se maior producdo de ROS (CHATTERJEE e GAGNON, 2001), reducéo
irreversivel na motilidade (KARDIVEL et al., 2009) e na capacidade fertilizante dos
espermatozdides (GUERRA et al., 2004).

A acdo das ROS pode influir negativamente nos parametros de cinética espermatica,
sendo que o peroxido de hidrogénio apresenta funcdo deletéria em relacdo aos niveis
intracelulares de ATP, resultando em diminuicdo da motilidade dos espermatozdides
(ARMSTRONG et al., 1999). As ROS também produzem extensivos danos as proteinas,
modificam o citoesqueleto e causam alteracGes de mecanismos celulares, jA& que o
citoesqueleto proporciona o suporte para as estruturas celulares méveis especializadas, como
cilios e flagelos, promovendo sua ativacdo. As ROS atuam blogueando sua funcéo,
prejudicando a locomocgao do espermatozoide (SHARMA e AGARWAL, 1996; AITKEN e
BAKER, 2002). Por isso, a adi¢do de substancias capazes de neutralizar a acdo das ROS,
pode influenciar positivamente na manutencao ou elevacdo da motilidade espermatica, como
observado no presente trabalho.

Na Fase POs-TTR, a motilidade progressiva apresentou diferenca estatistica
significativa entre tratamentos (P<0,05), conforme indicado na Tabela 2. Nesta fase, 0 grupo
Controle apresentou motilidade progressiva de 15,1%, valor abaixo do recomendado pelo
CBRA (1998), que € de 20%. Foi, também, inferior ao resultado de Vale et al. (1984), que
obtiveram motilidade espermatica proxima de 20% apds o TTR. Entretanto, ao incorporar 0s
antioxidantes, os valores de motilidade espermatica foram superiores aos recomendados pelo
CBRA.
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Tabela 2 — Motilidade progressiva (%) de sémen bubalino, com ou sem adicdo de
antioxidantes, em diferentes fases do processo de congelagcdo e incubacdo. Embrapa
Amazonia Oriental, Belém, 2010.

Tratamentos
FASES Controle Vitamina C Pentoxifilina V'tam”?"’.‘ C *
Pentoxifilina
Pré-Congelagéo (%) 77,7+6,1
Pés-Descongelagdo (%) 39,5+238a 419+223a 446+199a 46,9+19,0a
P6s-TTR (%) 15,1+153a 25,6 +£16,3b 23,3+14,6ab 28,6 +16,2b

Valores nas linhas seguidos de letras mindsculas distintas diferem entre si pelo teste ANOVA (P<0,05).

Dessa forma, evidenciou-se que a pentoxifilina apresentou uma discreta elevacdo da
motilidade espermaética. Entretanto, quando adicionou-se a vitamina C, isoladamente ou
guando associada a pentoxifilina, houve um incrementou significativo da motilidade
espermatica quando comparada ao grupo Controle. A associacdo da vitamina C a
pentoxifilina apresentou os melhores resultados sobre a motilidade espermatica, com efeito
estatistico altamente significativo quando comparado ao Controle (P<0,01). Esses resultados
sdo similares aos de Marques et al. (2002), que observaram que 0 uso da associacdo de
vitamina C a pentoxifilina foi capaz de melhorar a motilidade progressiva do sémen
criopreservado. Entretanto, esses autores ndo obtiveram resultados favoraveis quando
utilizaram somente a vitamina C, diferentemente do presente trabalho.

A vitamina C atua protegendo as células espermaticas de danos oxidativos.
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Além disso, a vitamina C é uma das defesas efetivas
contra a peroxidacdo lipidica no plasma seminal, atuando na prevencdo da reducdo da
motilidade espermética (ALVAREZ e MORAES, 2006). Esse argumento é corroborado por
Singh et al. (1996), que observaram que a adi¢do de vitamina C (2,5 mM) ao diluidor de
sémen bubalino antes da criopreservacdo foi capaz de elevar a motilidade progressiva do
sémen descongelacdo, como observado neste presente trabalho.

O incremento da motilidade nas amostras seminais tratadas com antioxidantes
pentoxifilina e vitamina C ocorreu, provavelmente, por aumento da concentracao intracelular
de nucleotideos ciclicos, principalmente do AMPc e da guanosina monofosfato ciclica
(GMPc), como sugerido por Goulart et al. (2004). Sabe-se que o0 AMPc interfere na inducéo

da motilidade do flagelo através da fosforilagdo protéica, liberando energia para iniciar a
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atividade da dineina ATPase, responsavel pela movimentagdo flagelar do espermatozdide.
Para 0 aumento do AMPc, a pentoxifilina atua inibindo a fosfodiesterase e ativando a
adenilciclase, que apresentam efeitos diretos no controle da cauda do espermatozoide. Por
isso, a pentoxifilina tem sido utilizada com intuito de estimular a motilidade progressiva
espermatica e a capacidade fecundante do sémen (BUNGE, 1973; YOVICH et al., 1988).

A importancia de se melhorar a motilidade progressiva esté relacionada ao possivel
aumento da fertilidade seminal a campo, ou seja, com obtencdo de maiores taxas de prenhez
apo6s o uso de sémen criopreservado. Isso pode aumentar a capacidade de multiplicacdo de
material genético superior e promover o melhoramento animal, a partir de material
selecionado. De fato, Dhami et al. (1996) relatam taxas de concep¢do em bubalinos com
sémen congelado-descongelado de 68,1%, ao utilizar sémen com motilidade de 30%, apds
incubacdo por 1 hora a 37 °C. Assim, o presente estudo esta de acordo com esses autores, pois
os valores obtidos ap6s incubacdo foram semelhantes. Dados de Barnabe et al. (1994)
corroboram essa afirmativa, jA& que maiores taxas de concep¢do em bubalinos estdo
relacionadas ao uso de sémen com maiores valores de motilidade progressiva, tanto na pos-
descongelacdo, quanto no P6s-TTR. Também em bovinos, Borges (2008) observou taxa de
prenhez de 58,7%, ao realizar teste de fertilidade a campo e inseminar matrizes com sémen
criopreservado que apresentara motilidade progressiva média de 51,9% apds a descongelacéo
e de 34,5% apéso TTR.

No presente trabalho, verificou-se que a motilidade espermatica progressiva
apresentou decréscimo nos valores durante as diferentes fases do experimento. A motilidade
progressiva do sémen in natura foi de 77,7% e decresceu na Fase Pos-Descongelacdo (de
39,5% a 46,9%) e na Fase POs-TTR (de 15,1 a 28,6%). Esse evento era esperado, devido ao
processamento do sémen, ja que a criopreservagdo induz a mortalidade das células e afeta
negativamente a motilidade progressiva, o que também foi verificado por Pickett et al. (1987),
Oba et al. (1993) e Silva et al. (2002).

Nair et al. (2006) sugeriram que o decréscimo de motilidade progressiva observada no
sémen bubalino resfriado é devido & acdo das ROS e seus derivados oxidativos, que causam
injarias as células espermaéticas e interferem negativamente na motilidade, bem como na agéo
das enzimas antioxidativas. De fato, os resultados do presente trabalho demonstram que a
acao dos antioxidantes incrementou a motilidade espermatica progressiva P6s-TTR, sugerindo
que os antioxidantes (vitamina C e sua associagdo a pentoxifilina) foram capazes de agir sobre

as ROS, diminuindo sua acdo negativa sobre a motilidade espermatica.
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5.3 VIGOR

Os resultados para vigor espermatico estdo demonstrados no Gréafico 2. Na Fase Pré-
Congelacdo, o vigor foi de 3,8 = 0,6. Na Fase Pos-Descongelacédo, houve diferenca numérica
entre os tratamentos (P>0,05), com valores observados de 2,4 + 0,6 (Controle), 2,6 + 0,6
(Vitamina C), 3,1 £ 0,6 (Pentoxifilina) e 3,1 £ 0,6 (Vitamina C + Pentoxifilina), sendo os
maiores valores absolutos obtidos nos grupos Pentoxifilina e Vitamina C + Pentoxifilina. Na
Fase P0s-TTR, o vigor caracterizou-se por 2,0 £ 0,2 (Controle), 2,1 + 0,3 (Vitamina C), 2,3 +
0,4 (Pentoxifilina) e 2,4 £ 0,6 (Vitamina C + Pentoxifilina), também apenas com variacao

numérica entre tratamentos (P>0,05).
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Gréfico 2 — Vigor do sémen bubalino, com ou sem adicdo de antioxidantes, em diferentes
fases do processo de congelacdo e ap6s o teste de termorresisténcia (TTR). Embrapa
Amazonia Oriental, Belém, 2010.

Os dados para vigor estdo de acordo com os padrdes do CBRA (1998) para sémen in
natura (valor recomendado: 3), ap6s a descongelacdo (valor recomendado: 3) e ap6s 0 TTR
(valor recomendado: 2), com exce¢do do observado nos grupos Controle e Vitamina C, na
Fase PoOs-Descongelacdo, que se encontram abaixo de 3. Os dados de sémen in natura
também estdo de acordo com Vale (2002), que recomenda valores para vigor acima de 3.

Os dados do presente trabalho corroboram os encontrados por Marques et al (2002),
que ap6s TTR de 2 horas observou médias maiores de vigor no sémen tratado com
antioxidantes, sugerindo que a forca de movimentacdo das células foi influenciada pela

pentoxifilina, isolada ou em associagdo com a vitamina C. O vigor aponta para a expressiva
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capacidade moével do espermatozoide, refletindo no potencial fecundante e competéncia
metabdlica, como corroborado por Alberts (1997) e Celeghini (2005).

No decorrer das fases experimentais, houve decréscimo nos valores de vigor. Esse
fator também era esperado, uma vez que a criopreservacao influi negativamente nos padrdes
de vigor espermatico, como demonstrado por Marques et al (2002). Este decréscimo na forca
do movimento pode estar relacionado com o maior consumo de substratos do meio celular,
como a frutose, o que reduz a atividade metabdlica espermética no decorrer do processo, fato
também relatado por Abdel-Ghaffar et al. (1994). Além disso, ocorre declinio no vigor em
funcdo da metabolizacdo de ATP (KAMP et al., 2003).

5.4 INTEGRIDADE DE MEMBRANA PLASMATICA

5.4.1 Avaliacdo com Técnica de Eosina-Nigrosina

A porcentagem de células com membrana integra detectada pela técnica de EN na
Fase Pré-Congelacéo foi de 85,4 + 8,3%, conforme o Gréafico 3. Na Fase Pds-Descongelacao,
os valores observados foram de 62,2 £ 15,9% para o grupo Controle, 63,5 £ 13,3% para 0
grupo Vitamina C, 57,9 £ 15,7% para grupo Pentoxifilina e 57,6 = 15,9% para Vitamina C +
Pentoxifilina (P>0,05). Na Fase Pos-TTR, a integridade de membrana foi detectada em 58,0 +
13,5% (Controle), 58,3 + 13,3% (Vitamina C), 54,0 + 14,9% (Pentoxifilina) e 51,8 + 15,5%

(Vitamina C + Pentoxifilina), sem diferenca significativa entre tratamentos (P>0,05).
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Gréfico 3 — Integridade de membrana plasmatica (%) de espermatozéides bubalinos, com ou
sem adicdo de antioxidantes, em diferentes fases do processo de congelacao e apos o teste de
termorresisténcia (TTR), avaliada pela técnica de eosina-nigrosina (EN). Embrapa Amazénia
Oriental, Belém, 2010.
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Watson (1995) e Garner et al. (2001) afirmam que o processo de criopreservagao
danifica as membranas do espermatozdide. Por isso, 0 uso dos antioxidantes tem sido testado
com intuito de reduzir as injurias causadas pela criopreservacdo. A acdo da vitamina C em
sémen bubalino congelado foi avaliada por Singh et al. (1996), os quais obtiveram
significativa preservacdo da integridade da membrana espermatica no sémen descongelado
(controle: 58,12%; vitamina C: 67,58%), com resultados superiores aos observados neste
trabalho, onde a vitamina C isoladamente elevou a porcentagem de células com membrana
plasmatica integra, mas sem apresentar diferenca estatistica significativa (controle: 62, 2%;
vitamina C: 63,5%).

A integridade de membrana plasmaética foi reduzida de 85,4% no sémen in natura para
51,8 a 58,3% na Fase Pos-TTR, o que corrobora afirmativa de Oba et al. (1993), os quais
relatam que entre 32,5% e 58,8% dos espermatozoides bubalinos tornam-se inviaveis apos o
processo de congelacdo. Identicamente, Silva et al. (2002) verificaram que a criopreservacao
inviabiliza 42,5% dos espermatozbides para a fecundagdo. Isto provavelmente esta
relacionado ao fato que as membranas espermaticas sofrem danos peroxidativos em sua
estrutura, determinando perda das fungdes espermaticas, como também relatado por outros
autores (WANG et al., 1997; WATSON, 2000; BALL et al., 2001; SIKKA, 2004).

5.4.2 Avaliacdo com Técnica do Teste Hiposmatico

A integridade de membrana plasmatica analisada pelo teste hiposmético (HOS) na
Fase Pré-Congelacdo foi de 73,1 + 10,5%, conforme Gréfico 4. Na Fase Pds-Descongelacao,
os dados apresentaram variacdo numérica entre os tratamentos (P>0,05), com 87,0 + 6,8% de
células com membranas integras para o grupo Controle, 85,3 + 7,6% para Vitamina C, 85,8 +
7,0% para Pentoxifilina e 86,7 £ 6,2% para Vitamina C + Pentoxifilina. Na Fase P0s-TTR, a
integridade de membrana caracterizou-se por valores inferiores a Fase Pds-Descongelacéo,
mas superiores a Fase Pré-Congelacao, com 80,2 £+ 9,0% (Controle), 79,0 + 10,6% (Vitamina
C), 78,6 £ 8,8% (Pentoxifilina) e 78,8 £ 9,0% (Vitamina C + Pentoxifilina).
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Gréfico 4 — Integridade de membrana plasmaética (%) de espermatozdides bubalinos, com ou
sem adicdo de antioxidantes, em diferentes fases do processo de congelacdo e apos o teste de
termorresisténcia (TTR), avaliada pelo teste hiposmoético (HOS). Embrapa Amazoénia
Oriental, Belém, 2010.

A porcentagem de células com membrana plasmatica integra analisadas pelo HOS foi
superior ao obtido por Rasul et al. (2000), que relataram 41,4% de células com integridade de
membrana plasmatica apés a descongelacdo seminal em bubalinos. Também, foi superior aos
dados obtidos por Borges (2008) com sémen bovino, tanto antes da congelacdo (64,8%),
quanto apos a descongelacdo das amostras (48,5%). Isso pode estar relacionado a selecdo dos
animais doadores no presente trabalho, que foi baseada em parametros minimos espermaticos,
0 que pode ter favorecido o uso de ejaculados com maior integridade de membrana
plasmatica.

O decréscimo dos valores de integridade de membrana plasmaética entre a Fase Pds-
Descongelacdo e a Fase P6s-TTR pode estar relacionado a acdo das ROS, como observado
também por Kardivel et al. (2009), os quais afirmam que processos de descongelacdo causam
danos a membrana plasmatica, por a¢do da peroxidacao lipidica.

Os valores de integridade de membrana observados no HOS foram numericamente
superiores aos obtidos pela técnica de EN, nas Fases Pds-Descongelacdo e Pos-TTR, mas
inferiores para o sémen in natura, com valores de 73,1% versus 85,4%, respectivamente.
Assim, presume-se que o teste hiposmotico e a técnica de coloracdo pela eosina-nigrosina

possuem capacidades distintas de diagndstico.
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A coloragdo com eosina-nigrosina depende de realizacdo de esfregaco,
homogeneizagdo perfeita entre sémen e corantes, e execucdo de procedimentos tintoriais, o
que implica em uma série de intervencdes sobre as amostras. J& o teste hiposmético é de
execucdo mais simples e rapida, apresentando menos intervencdes técnicas sobre as amostras.
Além disso, quando a célula é exposta a condi¢des hiposmoticas, ha a entrada da solucéo
através da membrana plasmética para o meio intracelular, até ocorrer o equilibrio osmético,
sendo que esse processo ocorre somente nas células que possuem a membrana plasmatica
integra (BARROS et al., 2007).

Como o teste de HOS tem como marcador uma alteracdo morfoldgica bem evidente
(curvatura da cauda espermatica) ao invés de uma caracteristica tintorial, sua precisdo pode
ser maior que a do teste de EN. Ademais, a visualizacdo celular a microscopia de contraste de
fase realizada no HOS permite maior detalhamento celular que a microscopia éptica, usada no
teste de EN. Por isso, o teste hiposmético tem sido utilizado em diversas espécies animais e é
importante para diagnosticar alteracdes de funcionalidade espermatica, as quais ndo seriam
percebidas apenas nas avaliacbes de motilidade e morfologia espermaticas (RASUL et al.,
2000; BARROS et al., 2007).

5.5 MORFOLOGIA ESPERMATICA

5.5.1 Defeitos Menores

Na Fase Pré-Congelacéo, os defeitos menores observados totalizaram 9,5 + 5,2%. Na
Fase PoOs-Descongelacdo, houve pequena reducdo numérica (P>0,05) para o sémen tratado
com vitamina C e com a associacdo da vitamina C e pentoxifilina, em relagdo ao Controle e
tratado somente com pentoxifilina. Os valores obtidos foram de 3,0 = 2,2% (Controle), 2,3 £
1,8% (Vitamina C), 2,9 £ 2,2% (Pentoxifilina) e 2,5 £ 2,2% (Vitamina C + Pentoxifilina). Na
Fase POs-TTR, os valores foram de 3,6 + 2,1% para o grupo Controle, 3,7 + 2,2% para
Vitamina C, 3,5 + 2,4% para Pentoxifilina e 3,2 + 1,6% para Vitamina C + Pentoxifilina
(P>0,05).

Os valores de defeitos menores decresceram da Fase Pré-Congelacdo para Pés-
Descongelacdo, e apresentaram pequeno acréscimo da Fase Pds-Descongelagédo para a Pos-
TTR, como observado no Gréafico 5. Observa-se que na Fase Pré-Congelacédo, os valores das

patologias menores foram mais elevados que nas demais fases. Isto possivelmente ocorreu
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porque, nas fases subseqlientes, houve incremento no nimero de patologias maiores resultante
dos processos de criopreservacdo (WATSON, 1995; GARNER et al., 2001) e incubacéo, e
como a técnica de classificacdo adotada prioriza os defeitos maiores em relacdo aos defeitos
menores, células que apresentavam defeitos das duas categorias foram computadas como

portadoras de defeito maior.
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Gréfico 5 — Frequéncia de defeitos menores (%) em espermatozoides bubalinos, com ou sem
adicdo de antioxidantes, em diferentes fases do processo de congelacdo e apds o teste de
termorresisténcia (TTR). Embrapa Amazonia Oriental, Belém, 2010.

5.5.2 Defeitos Maiores

Os defeitos maiores apresentam maior importancia, do ponto de vista da qualidade
seminal, em relacdo aos defeitos menores, de acordo com BLOM (1973). Na Fase Pré-
Congelacdo, os valores observados de defeitos maiores foram de 15,4 + 6,9%, como
demonstrado no Grafico 6. Na Fase Pds-Descongelacdo, os dados apresentaram variacdo
numérica (P>0,05) de 34,7 + 15,6% (Controle), 36,8 + 17,2% (Vitamina C), 36,3 + 18,5%
(Pentoxifilina) e 34,7 + 18,3% (Vitamina C + Pentoxifilina). Na Fase Pés-TTR, os valores
foram de 38,3 + 17,9% para o grupo Controle, 39,2 + 17,6% para Vitamina C, 38,6 £ 17,9%
para Pentoxifilina, 38,1 £ 16,1% para Vitamina C + Pentoxifilina, sem diferenca estatistica
significativa (P>0,05).

Na Fase Pds-Descongelacdo os valores de defeitos maiores apresentaram diferenca

numeérica desfavoravel aos tratamentos com Vitamina C e com Pentoxifilina, e com resultados
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numericamente iguais entre Controle e Vitamina C + Pentoxifilina. Isto provavelmente
ocorreu pela menor acdo das ROS na morfologia espermatica, promovendo protecdo celular.
Guerra et al. (2004) e Gadea et al. (2007) afirmam que a a¢do de substancias antioxidantes,
como vitamina C e pentoxifilina, promovem protecdo as células espermaticas de diversas
espécies animais. Na Fase POs-TTR, a diferenca numérica apresentada entre os grupo foi de

aproximadamente 1%, considerada pouco relevante.
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Gréafico 6 — Frequéncia de defeitos maiores (%) em espermatozdides bubalinos, com ou sem
adicdo de antioxidantes, em diferentes fases do processo de congelacdo e apds o teste de
termorresisténcia (TTR). Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém, 2010.

Durante as fases experimentais, os dados das patologias maiores apresentaram
acréscimo. Isto esta relacionado ao processamento do sémen, que causa injdrias as células
espermaticas, como afirmado por Hammerstedt et al. (1990), Watson (1995) e Kardivel et al.
(2009). Dentre os defeitos maiores, algumas anormalidades merecem ser observadas
isoladamente, pois podem interferir diretamente com a capacidade de fecundacdo ou de
movimentacdo celular, como por exemplo, os defeitos de acrossoma e de peca intermediaria.
A ocorréncia desses defeitos estd demonstrada nos Graficos 7 e 8.

Os valores de defeitos de acrossoma na Fase Pré-Congelacdo foram de 1,1 + 0,8%,
resultado igual ao percentual de defeitos de acrossoma obtido em bubalinos por Koonjaenak
et al. (2007), que foi de 1,1%. Na Fase PoOs-Descongelacdo, os dados ndo apresentaram
diferenga estatistica significativa (P>0,05), sendo de 0,4 + 0,6% (Controle), 0,4 + 0,6%
(Vitamina C), 0,5 £ 0,6% (Pentoxifilina) e 0,6 + 0,5% (Vitamina C + Pentoxifilina). Na Fase

Pbés-TTR, os valores foram de 0,7 + 0,7% para o grupo Controle, 0,6 + 0,6% para Vitamina C,
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0,7 = 0,6% para Pentoxifilina e 0,6 + 0,6% para Vitamina C + Pentoxifilina, sem diferenca
estatistica significativa (P>0,05).
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Gréfico 7 - Frequéncia de defeitos de acrossoma (%) em espermatozoides bubalinos, com ou
sem adi¢do de antioxidantes, em diferentes fases do processo de congelacao e apés o teste de
termorresisténcia (TTR). Embrapa Amazo6nia Oriental, Belém, 2010.

Dados diferentes do presente trabalho foram obtidos por Rasul et al. (2000), que
observaram 46,8% de células com acrossomas lesados ap6s a descongelacdo de sémen
bubalino, o que foi atribuido a ativacdo espermatica e sua capacitacdo. Possivelmente, um
efeito adicional dos antioxidantes foi a reducdo da acdo das ROS sobre a morfologia
espermatica, e, consequentemente, menores taxas de defeitos de acrossoma e de capacitacdo
espermatica. Esses achados estdo de acordo com os de Roy e Atreja (2008), que observaram
experimentalmente que as ROS, principalmente os radicais anion superoxido (O;) e peréxido
de hidrogénio (H,0,), sdo potentes indutores da capacitagdo espermatica no sémen bubalino,
e a acdo antioxidante pode inibir esses radicais, reduzindo a porcentagem de defeitos de
acrossoma e favorecendo a capacitagdo no momento ideal.

Os defeitos de peca intermediaria na Fase Pré-Congelacdo foram de 9,3 + 5,0%. Na
Fase Pos-Descongelagdo, os dados ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
(P>0,05), sendo de 32,3 £ 16,3% (Controle), 34,5 =+ 17,6% (Vitamina C), 34,3 + 18,8%
(Pentoxifilina) e 32,5 + 18,6% (Vitamina C + Pentoxifilina). Na Fase Pés-TTR, os valores
foram de 35,5 + 18,2% para o grupo Controle, 36,8 + 17,6% para Vitamina C, 36,0 £ 18,0%
para Pentoxifilina e 35,0 £ 16,5% para Vitamina C + Pentoxifilina, sem diferenga estatistica
significativa (P>0,05).
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Gréafico 8 — Frequéncia de defeitos de peca intermediaria (%) em espermatozéides bubalinos,
com ou sem adicdo de antioxidantes, em diferentes fases do processo de congelacéo e apds o
teste de termorresisténcia (TTR). Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém, 2010.

Os valores observados nos defeitos de peca intermedidria representaram quase
integralmente os defeitos totais presentes nos ejaculados apds a criopreservacdo. A maior
freqUéncia deste defeito pode estar relacionada a acao fisica do processo de criopreservacao,
conforme descrito por Hammerstedt et al. (1990) e Watson (1995), o que pode induzir
excessiva curvatura de pecas intermediarias, com impactos negativos sobre a motilidade.
Outro fator que pode ter aumentado a frequéncia de defeitos de peca intermediaria seria a
acdo das ROS, cuja producdo esta relacionada diretamente com patologias de acrossoma e de
peca intermediaria (GOMEZ et al., 1998). Contudo, no presente trabalho, ndo se observou
acréscimo nos defeitos de acrossoma. Deve-se observar que os espermatozéides morfolédgica
e funcionalmente anormais sdo fontes de ROS, pois 0s seus sistemas antioxidantes estdo

inativos, como descrito por Rhemrev et al. (2001).

5.5.3 Defeitos Totais

Na Fase Pré-Congelacdo, os valores de defeitos totais foram de 25,1 + 7,5%. Na Fase
Pds-Descongelacdo, houve apenas variagcdo numerica entre tratamentos (P>0,05), sendo 0s
valores obtidos de 37,7 £ 14,9% (Controle), 39,2 + 16,8% (Vitamina C), 39,2 = 18,3%
(Pentoxifilina) e 37,5 £ 17,5% (Vitamina C + Pentoxifilina). Na Fase P6s-TTR, o total de
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defeitos espermaticos observados foi de 41,8 + 17,4% (Controle), 42,9 £ 17,0% (Vitamina C),

42,1 + 18,0% (Pentoxifilina) e 41,3 = 17,5% (Vitamina C + Pentoxifilina), também sem
diferenca significativa (P>0,05), conforme o Grafico 9.
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Gréafico 9 — Frequéncia de defeitos totais (%) em espermatozoides bubalinos, com ou sem
adicdo de antioxidantes, em diferentes fases do processo de congelacdo e apds o teste de
termorresisténcia (TTR). Embrapa Amazo6nia Oriental, Belém, 2010.

Observou-se que os defeitos totais foram crescentes em decorréncia da congelacéo e
da incubacdo. Este fato pode ser explicado pelos choques térmico e osmético ocorridos
durante o processo de criopreservacdo, 0s quais podem causar danos irreversiveis aos
espermatozdides, devido a formacdo de cristais de gelo intracelular, que afetam a estrutura
fisica da célula, conforme afirmam Hammerstedt et al. (1990). A criopreservacdo também
afeta negativamente a fertilidade, pois interfere na motilidade progressiva, o que reduz o
tempo de sobrevivéncia dos espermatozdides no trato reprodutivo da fémea (PICKETT et al.,
1987; HAMMERSTEDT et al., 1990; VALCARCEL et al., 1996). Assim, apesar de néo ter
sido observado decréscimo nos defeitos espermaticos em decorréncia do uso de antioxidantes,
a preservacdo da normalidade morfolégica é importante, por ter relacdo direta com a
fertilidade, conforme também observado por Watson (2000). Além disso, outro fator que
influencia na presenca de defeitos nos espermatozdides é o efeito do acimulo de produtos
toxicos do metabolismo celular e 0 aumento da producéo de ROS, efeitos verificados também
por Rhemrev et al. (2001) e Guerra et al. (2004).
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Os valores observados para defeitos totais, independentemente do tratamento, foram
superiores aos recomendados pelo CBRA (1998), o qual define como sendo de 30% o nivel
maximo para sémen congelado bovino. Isso pode significar que o sémen bubalino apresente
uma sensibilidade maior ao choque pelo frio, como afirmam Miska et al. (1994) e Vale
(2002), para quem esta sensibilidade é devida a fatores intrinsecos e a diferencas bioguimicas,
qguando comparado ao bovino. Essa maior sensibilidade justificaria o estabelecimento pelo
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal de padrdes especificos para a avaliagcdo e

processamento do sémen bubalino.

5.6 CORRELACOES ENTRE VARIAVEIS

As correlacBes de Pearson observadas entre as caracteristicas fisicas e morfoldgicas
dos ejaculados podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3 — Correlagdes estatisticas entre caracteristicas espermaticas de sémen bubalino, com
ou sem adi¢cdo de antioxidantes, em todas as fases do processo de congelacdo e incubacao
(n=360). Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém, 2010.

Integridade de Integridade de

Motilidade Vigor ~ Membrana/  Membrana/

Progressiva

Defeitos  Defeitos Defeitos

Correlacdes . -
¢ Menores Maiores Totais

EN HOS
Motilidade 1,000 0730 0557 -0,395* 0,649%  -0,714% 0521
Progressiva
Vigor - 1,000 0,548* -0,282* -0,349*  -0,458* 0,546*
Integridade de * *
Membrana/ EN - - 1,000 -0,033 -0,065 -0,173 0,496
Integridade de
Membrana/ - - - 1,000 0,566* 0,582* -0,320*
HOS
Defeitos - - : i 1,000  -0488%  -0,258*
Menores
Deffeltos ) } - - - 1,000 0,956*
Maiores
Defeitos Totais - - - - - - 1,000

Valores calculados pelo teste de correlagéo de Pearson.
*P<0,001

Foram observadas correlagdes negativas, de baixa intensidade e ndo significativas
entre integridade de membrana/EN e os defeitos menores (r=-0,065) e entre as técnicas de

avaliacdo de integridade de membrana por coloracdo de eosina-nigrosina e pelo teste
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hiposmotico (r=-0,033). As outras varidveis apresentaram correlacdo altamente significativa
(P<0,001).

A alta correlagdo entre a motilidade progressiva e vigor era esperada (r=0,730;
P<0,001), e pode ser biologicamente explicada pela producdo de ATP mitocondrial, que
prové a energia necessaria para 0 movimento flagelar e para a forca deste movimento,
resultando em maiores taxas de motilidade e vigor (ALBERTS, 1997; KAMP et al., 2003;
CELEGHINI, 2005). Assim, quanto maior a disponibilidade de energia, maior serdo a
motilidade e o vigor do ejaculado. Em condi¢Bes normais, 0 sémen possui substancias como
fonte de energia, como a frutose, que € o principal nutriente dos espermatozoides (JONES e
CONNOR, 2000). Em condicdes adversas, como em processos de incubacdo, as células
espermaticas passam a consumir a frutose presente, e quando sua disponibilidade diminui, 0s
espermatozéides reduzem seu metabolismo, refletindo negativamente na motilidade, no vigor
e na fertilidade (ABDEL-GHAFFAR et al., 1994).

Ao correlacionar motilidade progressiva e defeitos maiores (r=-0,714), observou-se
uma correlacdo negativa e significativa (P<0,001). Esse efeito pode ser explicado porque as
patologias espermaticas impactam negativamente na qualidade seminal, interferindo
diretamente na capacidade de movimentacdo do espermatozoOide e, conseqlentemente,
reduzem a motilidade espermatica, o que inviabiliza o uso do ejaculado. A presenca de
patologias espermaticas também esta relacionada com a producdo das ROS (GOMEZ et al.,
1998). A correlagdo positiva e significativa (r=0,956; P<0,001) entre defeitos maiores e
defeitos totais ocorreu porque a primeira variavel € parte componente da segunda, e sua
magnitude deveu-se ao fato de que no presente estudo os defeitos maiores foram muito mais
frequientes que os menores na composicao de defeitos totais.

Quando se buscou analisar separadamente por tratamento as correlacdes entre as
variaveis de resposta, 0s mesmos padrdes de correlagcdes foram mantidos. Portanto, na analise
por tratamentos, apenas trés correlacGes apresentaram correlagdes de magnitude maior que

0,65, conforme demonstrado na Tabela 4.
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Tabela 4 — Correlagdes de Pearson observadas entre caracteristicas espermaticas de sémen
bubalino, em decorréncia dos tratamentos, com ou sem adigdo de antioxidantes, em todas as
fases do processo de congelacdo e incubacdo (n=360). Embrapa Amazonia Oriental, Belém,
2010.

Tratamentos
Correlagdes
Controle Vitamina C  Pentoxifilina V'tam'@ C N
Pentoxifilina
Motilidade Progressiva X Vigor 0,801* 0,740* 0,697* 0,649*
Motilidade Progressiva X Defeitos Maiores -0,699* -0,706* -0,724* -0,755*
Motilidade Progressiva X Defeitos Totais 0,964* 0,775* 0,966* 0,962*

Valores calculados pelo teste de correlagdo de Pearson.
*P<0,001

Nesse contexto, observando as correlacdes existentes entre as caracteristicas de
motilidade espermatica, vigor, defeitos maiores e defeitos totais, pode-se pressupor que 0S
antioxidantes, ao atuarem como a principal defesa contra o estresse oxidativo induzido por
radicais livres e elevar a motilidade durante o periodo de incubacdo, podem ter um efeito
favoravel indireto sobre o vigor e o total de defeitos.

Mesmo que se percebam efeitos positivos no uso de antioxidantes quando adicionados
diretamente no sémen a ser criopreservado, ainda ndo ha consenso quanto a dosagem e ao tipo
de antioxidante ideal para a protecdo de espermatozdides nas diferentes espécies, em especial
na espécie bubalina, pois poucas pesquisas foram realizadas. Talvez pelo fato desta ser uma
espécie que apresente células mais sensiveis ao processo de criopreservacdo, os efeitos dos
antioxidantes nas concentragdes utilizadas ndo foram capazes de sobrepujar a acdo deletéria

da criopreservacao sobre a estrutura celular.
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6. CONCLUSOES

A adigéo no diluidor de sémen bubalino dos antioxidantes vitamina C e pentoxifilina,
e sua associacdo, foi capaz de incrementar numericamente os parametros de motilidade e
vigor, e diminuir a incidéncia de defeitos menores ap0s 0 processo de criopreservacao.

O uso da vitamina C isolada ou em associacdo a pentoxifilina foi capaz de incrementar
significativamente a motilidade esperméatica progressiva apds realizacdo do teste de
termorresisténcia.

Os antioxidantes vitamina C e pentoxifilina, e sua associa¢do, ndo incrementaram o0s
parametros espermaticos de vigor, integridade de membrana plasmatica e morfologia, no
sémen bubalino, apds o teste de termorresisténcia.

Houve correlacdes significativas existentes entre motilidade e vigor, motilidade e
defeitos maiores, motilidade e defeitos totais, nas amostras tratadas com antioxidantes, o que
pode indicar efeitos positivos indiretos destes sobre o vigor e o total de defeitos.

O uso dos antioxidantes vitamina C (2,5 mM) ou vitamina C + pentoxifilina (2,5 mM
+ 3,5 mM) no sémen bubalino pode ser recomendado, como forma de aumentar sua potencial
fertilidade e maximizar a disseminagdo de material genético superior.

Outros estudos com diferentes concentracbes e formas de uso dos antioxidantes
avaliados devem ser executados, para se elevar o cabedal de informagdes sobre outros

parametros espermaticos e sobre a fertilidade.
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PARECER BIO011-10
Projeto: Uso de substancias anti-oxidantes no sémen congelado bubalino para aumento
da qualidade e fernlidade a campo
Coordenador: Dr. Alexandre Rosseto Garcia
Area Tematica: Biologia
Vigéncia: 042008 a 04/2011
Nono CEPAE-UFPA: BIOO11-10

O projeto acima identificado for avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Anmmais de Expenimentagio da Universidade Federal do Pard (CEPAE). O tema eleito para
a mvestigacio ¢ de alto teor cientifico justificando a utilizacdo do modelo animal proposto.
Os procedimentos éxperimentais utilizados seguem as normas locais ¢ infémacionais para
tratamento ¢ manipulacio de anunais de experimentacao. Portanto. o CEPAE, através de
sen presidente, no uso das atnbuicdes delegadas pela portaria No 1568/2005 do Reitor da
Umversidade Federal do Pard, resolve APROVAR a uthzagdo de ammais de
experimentagio nas atividades do projeto em questio, no periodo de vigéncia estabelecido.
As atividades expenmmentas fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizacio

deste comuté,

Belém. 03 de marco de 2008

el s //

Presidente do Comité de Etica Em Pesquisa
Com Animais de Experimentacdo da Universidade
Federal do Pard

Parecer de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacio
(CEPAE/Universidade Federal do Pard) quanto ao protocolo experimental usado.



