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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar, em espermatozoides bubalinos, as diferencas estruturais
e funcionais, que podem influenciar a sua resisténcia ao processo de congelamento-
descongelamento. Um total de 90 ejaculados, coletados por meio de vagina artificial de 13 touros
Murrah (Bubalus bubalis), foram avaliados, diluidos em meio Tris-&cido citrico-frutose contendo
10% de lipoproteinas de baixa densidade, e submetidos ao congelamento-descongelamento.
Durante o processo, 0s ejaculados foram avaliados por sistema computadorizado (CASA) em seis
momentos: pré-resfriamento (PR), pré-congelamento (PC), cinco minutos pds-descongelamento
(PD_T5) e a cada uma hora durante a incubagdo pos-descongelamento a 37 °C (PD_T60,
PD_T120 e PD_T180). De acordo com a longevidade da motilidade total, obtida pela diferenca
entre as avaliacBes no PR e no PD_T180, foram formados dois grupos de acordo com a resisténcia
espermatica ao processo de congelamento-descongelamento: os ejaculados que perderam menos
que 41,2% da motilidade total entre as duas avaliagbes compuseram o grupo de resisténcia
espermaética boa (RB, n=23), e aqueles que perderam mais que 65,1% compuseram o grupo de
resisténcia espermatica ruim (RR, n=22). Em cada ejaculado, foram avaliados por citometria de
fluxo: integridade das membranas plasmatica e acrossomica (MPA), estabilidade da membrana
plasmética, potencial de membrana mitocondrial (HMP), producdo de peroxido de hidrogénio
intracelular (H20>), producéo de &nion superoxido (O,") e peroxidacéo lipidica (LPO), utilizando
as sondas IP e FITC-PSA, YOPRO-1, MitoStatus Red, CM-H2DCFDA, MitoSOX™ Red e C11-
BODYPY (Molecular Probes), respectivamente. Considerou-se como significativo p<0,05. Os
espermatozoides do grupo RR apresentaram motilidade progressiva e os parametros de cinética
VCL, VSL, VAP, BCF e ALH inferiores, principalmente durante a incubacdo apds o
descongelamento. Também foram inferiores na MPA e na estabilidade da membrana plasmatica,
nos tempos PD_T5 e PD_T180. O metabolismo mitocondrial foi inferior nos espermatozoides do
grupo RR, tanto na porcentagem de células com HMP, como na intensidade de HMP em células
integras no PD_T5 e PD_T180, e em células lesadas, no PD_T5. No grupo RR, a produgdo de
O™ foi superior e a producéo de H,O; foi inferior, tanto no PD_T5 quanto no PD_T180. A LPO
foi semelhante entre os dois grupos, em ambos os tempos avaliados (PD_T5 e PD_T180), mesmo
apos o desafio com acido araquidonico, realizado no PD_T5. Por este estudo, sugere-se que a
diferenca da resisténcia espermatica ao congelamento-descongelamento, entre os ejaculados de
touros bubalinos, se relaciona com a sensibilidade da membrana plasmatica e com o metabolismo
mitocondrial, que resultam em alteracfes dos parametros de motilidade e cinética espermaticas,
sem induzir danos oxidativos como a peroxidacao lipidica.

Palavras-chave: criopreservacdo espermética, CASA, citometria de fluxo, congelabilidade,
bufalo.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the structural and functional differences in buffalo sperm that could
influence its resistance to the freezing-thawing process. A total of 90 ejaculates, collected by
artificial vagina method from 13 Murrah buffalo bulls (Bubalus bubalis), were evaluated, diluted
in Tris-citric acid-fructose containing 10% of low-density lipoproteins extender and submitted to
the freeze-thaw protocol. Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) was undertaken in six
different moments during the process: pre-cooling (PC), pre-freezing (PF) and five, 60, 120 and
180 minutes after thawing under incubation at 37 °C (PT_T5, PT_T60, PT_T120 and PT_T180,
respectively). Sperm resistance to freezing-thawing was calculated for each ejaculate by the
difference between total motility at PC and that at PT_T180 moment. Two groups of divergent
sperm freezing-thawing resistances were then created: RB group (n=23) was composed by the
ejaculates that had lost less than 41,2% of total motility and RR group (n=22) was composed by
the ejaculates that had lost more than 65,1% of total motility. Flow cytometry analyses were
performed for each ejaculate using the respective fluorescence probe: plasmatic and acrosomal
membrane integrity (MPA; IP and FITC-PSA), plasmatic membrane stability (YOPRO-1),
mitochondrial membrane potential (HPM; MitoStatus Red), intracellular hydrogen peroxide
production (H.02; CM-H2DCFDA), superoxide anion production (O2"; MitoSOX™ Red) e lipid
peroxide (LPO; C11-BODYPY). For all analyses, p<0,05 was considered as significant.
Progressive motility and the kinematic parameters VCL, VSL, VAP, BCF and ALH were lower
in RR sperm cells, mainly on the post-thawing incubation moments. MPA and plasmatic
membrane stability values were also lower in RR group at the both post-thawing evaluation times,
PT_T5and PT_T180. Besides, mitochondrial metabolism was lower in RR spermatozoa as lower
values of the percentage of cells with HMP and, HMP intensity in intact cells at PT_T5 and
PT_T180 and in non-intact cells at PT_T5 were observed in that group. Superoxide anion
production was found greater, whereas H.O. production was lower in RR group at the two
evaluation times during post-thawing incubation period (PT_T5 and PT_T180). LPO did not
differ between groups at PT_T5 and at PT_T180, even after arachidonic acid challenge of sperm
cells at PT_T5. This study suggests that differences in sperm freezing-thawing resistance
observed between buffalo bull ejaculates are related to plasmatic membrane sensibility and
mitochondrial metabolism that results in altered motility and kinematic parameters, but not in
oxidative damages as lipid peroxidation.

Keywords: sperm cryopreservation, CASA, flow cytometry, freezability, buffalo.

18



1. INTRODUCAO

O bufalo (Bubalus bubalis) é uma espécie originaria da Asia, que se difundiu praticamente por
todos os continentes. No Brasil, o efetivo de bubalinos, em 2017, foi de 1,35 milhdes de cabecas
(MAPA, 2017). A regido sudeste possui 13,23 % (178 883 cabecas) desse rebanho e, Minas
Gerais passou do oitavo maior rebanho bubalino brasileiro em 2014 (51 239 cabegas) (MAPA,
2014), para sexto maior em 2017 (63 072 cabecas) (MAPA, 2017). Os bubalinos séo animais com
tripla aptidao, sendo utilizados como forca de trabalho e para a producéo de carne e de leite. Nas
areas centrais do Brasil, localizadas ao redor de grandes centros consumidores, 0 produto mais
importante da bubalinocultura é o leite, com crescimento das industrias de derivados do leite
(Zava e Berdugo, 2014). Os estimulos para a expansao de unidades industriais especializadas na
producdo de derivados do leite de bdfalas e de unidades criadoras vém, principalmente, do maior
desempenho industrial deste leite, do maior valor agregado dos produtos derivados e do maior
retorno financeiro ao bubalinocultor (Bernardes, 2007). Para a expansdo do rebanho bubalino
como fonte de proteina é necessario, principalmente, a aplicacdo de programas de melhoramento
genético, com processos de sele¢do e utilizacdo de biotecnologias da reproducgdo (Baruselli et al.,
2007).

A qualidade do espermatozoide criopreservado tem impacto direto sobre a fertilidade pés-
inseminacdo ou pods-fertilizagdo in vitro. Apesar dos avangos nas pesquisas, 0 processo de
congelamento-descongelamento ainda provoca reducdo da qualidade, e, consequentemente da
fertilidade dos espermatozoides congelados (Bailey et al., 2003). Além disso, em comparacgdo a
outras espécies de produgdo, na espécie bubalina, existem restricdes técnicas adicionais a
implementacdo de biotecnologias reprodutivas relacionadas a fémea, como sazonalidade e baixa
demonstracdo de cio (Baruselli e Carvalho, 2005). Portanto, o aprimoramento da qualidade
seminal pds-criopreservacdo, nessa espécie, contribuird para superar dificuldades na
implementacédo de programas de inseminagéo artificial e de melhoramento genético.

Durante o processo de congelamento-descongelamento, o espermatozoide esta sujeito a danos
principalmente relacionados as mudancas de temperatura e de osmolaridade (Bailey et al., 2003).
Associadas a esses danos, tém sido demonstradas injarias resultantes da producdo exacerbada de
espécies reativas de oxigénio (ERO), que levam a peroxidagdo de lipidios das membranas e
desencadeiam a cascata apoptotica no espermatozoide. As ERO sdo produtos intermediarios das
mais comuns vias metabolicas de uma célula viva. Em concentragdes fisioldgicas, elas auxiliam
em muitas reaces bioquimicas, mas em altas concentragdes elas exercem efeito deletério na
célula (revisado por Kothari et al., 2010). Por exemplo, 0 anion superoxido (O2") e o peréxido de
hidrogénio (H20,) séo indutores do processo de capacitacdo espermatica (Roy e Atreja, 2008),
essencial para a fusdo do espermatozoide ao odcito. Entretanto, a producéo excessiva de ERO
induz alteragdes estruturais, como a peroxidacdo lipidica que afeta a integridade das membranas
plasmatica, mitocondrial (Kadirvel et al., 2009) e acrossdmica (Garg et al., 2009), e causa
fragmentacdo de DNA (Zribi et al., 2010; Kumar et al., 2011). Estas alteracdes se manifestam
com a reducdo da motilidade, da viabilidade (Kumar et al., 2011) e, consequentemente, do
potencial de fertilidade do espermatozoide (Ansari et al.,2012).

Tem sido proposto que a resisténcia esperméatica ao congelamento-descongelamento esta
relacionada a estrutura da membrana plasmatica — propor¢do de colesterol e fosfolipidios e
porcentagem de &cidos graxos poliinsaturados — e a fatores bioquimicos e do metabolismo do
espermatozoide (Poulos et al., 1973; Darin-Bennett e White, 1977; Gibb et al., 2014; Moraes e
Meyers, 2018). Contudo, ejaculados que exibem pardmetros seminais semelhantes no inicio do
congelamento-descongelamento (sémen in natura) podem apresentar diferencas referentes a
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resisténcia do espermatozoide ao longo do processo. Essas diferengas podem ocorrer tanto entre
ejaculados de animais diferentes quanto de um mesmo animal, e sdo descritas em varias espéecies
(Jobim et al., 2004; Loomis e Graham, 2008; Casas et al., 2009; Rajak et al., 2016; Auler, 2018).

Os estudos sobre o congelamento de espermatozoides disponiveis na literatura tém auxiliado a
minimizar os efeitos negativos do processo sobre a qualidade da célula apds o descongelamento,
por meio da adaptacdo de protocolos e de meios diluidores. Entretanto, ainda é necessario
entender os fatores e os eventos envolvidos na variacdo, entre animais/ejaculados, da resposta
dos espermatozoides ao processo de congelamento-descongelamento, especialmente quanto aos
tipos de danos celulares e aos momentos em que ocorrem. Dessa forma, este trabalho visa
investigar os danos causados pelo processo de congelamento-descongelamento ao
espermatozoide bubalino, em ejaculados com diferencas na sensibilidade espermaética.

2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo geral

Avaliar, em espermatozoides bubalinos, as diferengas estruturais e funcionais, que podem
influenciar a sua sensibilidade ao processo de congelamento-descongelamento.

2.2.0bijetivos especificos

Analisar a sobrevivéncia espermaética ao congelamento e a longevidade apds o descongelamento
por meio da avaliacdo da motilidade total utilizando o sistema computadorizado de avaliagdo
espermatica (CASA).

Comparar os pardmetros de motilidade e cinética espermaéticas entre os ejaculados que
apresentaram resisténcia espermatica boa e ruim ao processo de congelamento-descongelamento.

Comparar os parametros: integridade de membranas plasmética e acrossémica, estabilidade de
membrana plasmatica, potencial de membrana mitocondrial, producdo de peréxido de hidrogénio
intracelular e de anion superoxido mitocondrial e intensidade da peroxidacéo lipidica, por meio
de citometria de fluxo, entre os ejaculados de resisténcia espermatica boa e ruim ao processo de
congelamento-descongelamento.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Influéncia do processo de congelamento-descongelamento sobre o espermatozoide

Durante a fase final da espermatogénese, 0 espermatozoide se torna notavelmente simples em
suas fungdes metabdlicas, passando a ser dependente do ambiente externo para a suplementagdo
de nutrientes e para a remocao de residuos (Vishwanath e Shannon, 1997). Dessa maneira, a
manipulagdo do ambiente em que o espermatozoide esta inserido tem influéncia direta sobre ele.
Com a finalidade de preservar o espermatozoide, sdo utilizados protocolos que além de
modificarem seu ambiente, causam alteracGes celulares potencialmente prejudiciais.

Ao serem processados para a criopreservacdo, 0s espermatozoides sdo submetidos ao estresse
osmético, tanto durante a adicdo de agentes crioprotetores, quanto durante o processo de
congelamento-descongelamento. O primeiro contato do espermatozoide com o meio diluidor
causa 0 estresse osmotico transitorio, que ocorre até que seja alcancado o equilibrio dos
compostos adicionados, entre 0s meios intra e extracelulares. No processo de congelamento, com
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a reducdo da temperatura, cristais de gelo comegcam a se formar no meio extracelular, levando a
concentracgdo dos solutos no meio néo congelado, que se torna hipertonico, causando desidratagdo
espermatica (saida de &gua e entrada de ions). Durante o descongelamento, o aumento da
temperatura resulta no processo contrario, com restaura¢ao do volume celular. Neste momento, a
entrada de agua na célula pode causar ruptura da membrana plasmatica (Holt, 2000).
Independentemente de sua causa, o0 estresse osmotico favorece a desestabilizacdo da membrana
plasmatica, tornando-a vulneravel ao ataque de espécies reativas de oxigénio (macaco: McCarthy
etal., 2010; equino: Ertmer et al., 2017).

Além disso, a reducdo da temperatura em que 0 espermatozoide estd envolvido induz
modificagdes na organizacdo da membrana plasmatica, com alteracBes estruturais dos
fosfolipidios e das proteinas de membrana, causando também a desestabilizacdo da membrana
plasmatica. Esse tipo de estresse acontece mesmo com a reducdo lenta da temperatura e se deve
a mudanga de fase dos lipidios da membrana, causando a separagdo de fases entre os lipidios
congelados e 0s ndo congelados. Ademais, as proteinas integrais da membrana sdo agrupadas
pela separacgdo de fase lipidica, o que pode alterar suas fun¢des, principalmente de proteinas que
sofrem algum tipo de modulacéo estrutural para desempenhar as suas func¢des, como por exemplo
proteinas de canais i6nicos. As transicdes induzidas no espermatozoide durante seu
processamento para a criopreservacgao fragilizam a membrana plasmética espermatica (revisado
por Watson, 2000).

Adicionalmente as suas propriedades crioprotetoras, 0 meio diluidor é acrescentado ao ejaculado
afim de se obter o nimero de espermatozoides estipulados para a dose inseminante. Nesse
processo de diluicdo, a proporgdo entre espermatozoides e plasma seminal é alterada. A menor
concentragdo dos constituintes do plasma seminal foi correlacionada com menor viabilidade dos
espermatozoides bovinos ap6s o congelamento-descongelamento (Garner et al., 1997) e durante
a incubacéo a 37 °C (Baas et al., 1983). O que pode ser explicado, em partes, pela presenga no
plasma seminal de enzimas que possuem atividade antioxidante e que influenciam na competéncia
funcional do espermatozoide criopreservado, como a superdxido dismutase, a glutationa
peroxidase e a glutationa-S-transferase (bubalinos: Waheed et al., 2013). Contudo, apds o
congelamento-descongelamento, ocorre tanto a reducgdo da atividade das enzimas antioxidantes
no plasma seminal (bovinos: Bilodeau et al., 2000; bubalinos: Kadirvel et al., 2014), quanto a
diminuicdo da concentracdo dessas enzimas no espermatozoide (suinos: Gadea et al., 2004;
bovinos: Stradaioli et al., 2007; humanos: Gadea et al., 2011). A acdo protetora dos constituintes
antioxidantes do plasma seminal e do espermatozoide sera discutida em um tépico deste trabalho.

O processo de congelamento e descongelamento ainda induz, no espermatozoide, alteragdes
capacitantes que deveriam acontecer na presenga do o6cito (mamiferos; Graham e Mocé, 2005).
Tais alteracBes envolvem a reorganizacdo e a desestabilizacdo da membrana plasmatica, o
aumento do célcio intracelular, a fosforilagdo da tirosina de proteinas e a produgdo de ERO,
reduzindo a viabilidade e a fertilidade do espermatozoide congelado (revisadas por Bailey et al.,
2000). A membrana plasmatica do espermatozoide capacitado é fragil e mais susceptivel aos
danos, assim como a reacao acrossémica espontanea, o que pode levar & morte espermaética, caso
a fertilizacdo ndo ocorra. Deste modo, a vida fértil do espermatozoide é restringida e a fertilidade
é determinada pela proporcédo de espermatozoides crio capacitados presente na dose inseminante
(Bailey et al., 2003).
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3.2.Composicdo da membrana plasmatica e resisténcia ao processo de congelamento-
descongelamento

De acordo com o modelo de mosaico fluido, as membranas bioldgicas sdo caracterizadas como
um fluido bidimensional de proteinas e lipidios. A estrutura da bicamada da membrana é resultado
da combinacéo entre interagdes hidrofdbicas e hidrofilicas. Nesta composi¢do, as cadeias de
acidos graxos dos fosfolipidios sdo sequestradas para longe do contato com a &4gua, enquanto 0s
grupos ibnicos ou zwitteribnicos (grupos neutros, que contém cargas opostas em atomos
diferentes) estdo em contato direto com a fase aquosa na superficie exterior da bicamada (Singer
e Nicolson, 1972).

A composicdo da membrana plasmatica espermatica, quanto ao seu teor de colesterol, aos tipos
de fosfolipidios e de cadeias de &cido graxos, esta relacionada diretamente com a resisténcia do
espermatozoide as crioinjurias. Na constituicdo da membrana plasmaética, os espermatozoides de
humanos e de coelhos possuem maior proporcao de colesterol em relagdo aos fosfolipidios (0,99
e 0,88, respectivamente), qguando comparados com os espermatozoides de bovinos e ovinos (0,45
e 0,38, respectivamente). O contetdo de colesterol na membrana plasmatica do espermatozoide
confere, a essa membrana, fluidez e resisténcia ao congelamento (Darin-Bennett e White, 1977).

Na composi¢do dos fosfolipidios da membrana plasmaética, a relacdo entre os teores de &cidos
graxos poli-insaturados e de acidos graxos saturados influencia a resisténcia da membrana a
peroxidacao lipidica. Os espermatozoides de humanos e de coelhos possuem essa relacao perto
de 1, enquanto os espermatozoides de bovino, ovino e suino apresentam uma relagdo maior, com
valores entre 2,5 e 3,3 (Poulos et al.,, 1973). A maior porcentagem de acidos graxos poli-
insaturados no espermatozoide destas Ultimas espécies fragiliza a membrana plasmatica contra o
estresse térmico (Darin-Bennett e White, 1977). Além disso, 0s &cidos graxos poli-insaturados
sdo os principais alvos da peroxidacdo lipidica (humano; Jones et al., 1979), principalmente o0s
acidos docosa-hexandico e araquidonico (humano: Jones e Mann, 1976; Alvarez e Storey, 1995).

O espermatozoide bubalino é considerado muito sensivel ao processo de congelamento-
descongelamento, devido, principalmente, aos seus teores de fosfolipidios e de colesterol. O
conteido de fosfolipidios no espermatozoide bubalino, em média, é de 0,548 mg/10° células,
enquanto, por exemplo, o espermatozoide bovino possui 0,416 mg/10° células. Nos
espermatozoides bubalinos, a distribui¢do de &cidos graxos saturados (47,8 %) e de insaturados
(49,8 %) é quase igual, porém o contetdo de acidos graxos poli-insaturados é alto (>70 % dos
acidos graxos insaturados). O teor de colesterol no espermatozoide bubalino é de 21,67 pg/108
células (Van Tran et al., 2017), enquanto a proporcao de colesterol em relacdo aos fosfolipidios é
de aproximadamente 0,3 (Rajoriya et al., 2016).

3.3. Fisiopatogenia do estresse oxidativo

O metabolismo de oxigénio produz, inevitavelmente, &nion superéxido (O2"), radical hidroxil
(OH") e peroxido de hidrogénio (H20>), especialmente na reducéo do oxigénio pelo sistema de
transferéncia de elétrons na mitocondria. Estas trés espécies, juntamente com os intermediérios
instaveis da peroxidacdo de lipidios, sdo referenciadas como espécies reativas de oxigénio
(Winterborn, 2008).

Em concentragBes fisiologicas, as ERO auxiliam diversas rea¢fes bioquimicas, porém em
desequilibrio podem exercer efeito deletério sobre as células espermaticas (humano; Kothari et
al., 2010). O estresse oxidativo é definido como o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes,
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em favor dos oxidantes, levando a uma interrupc¢do da sinalizacdo e controle redox e/ou dano
molecular (Sies, 2007).

Durante o processamento do sémen para a criopreservacdo (resfriamento ou congelamento), o
espermatozoide é submetido a varias situacBes adversas que podem induzir a producdo
exacerbada de ERO ou a reducdo do sistema antioxidante, deixando-o sujeito ao estresse
oxidativo. Os danos oxidativos foram relacionados a queda da fertilidade do espermatozoide
humano (Aitken e Clarkson, 1988; Oehninger et al., 1995), murino (Mammoto et al., 1996),
bovino (Blondin et al., 1997) e suino (Roca et al., 2005).

3.3.1. Formacdo de espécies reativas de oxigénio

O anion superoxido é formado pela adicdo de um elétron ao oxigénio molecular, processo
mediado pela nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase [NAD(P)H] oxidase ou pela xantina
ou pela cadeia transportadora de elétrons da mitocondria. Sob a acdo de superdxido dismutases
ou de maneira espontanea, o O, é convertido em H,O; (revisado por Fridovich, 1997).

O perdxido de hidrogénio também é produzido pela xantina oxidase, pela aminoacido-oxidase e
pela NAD(P)H oxidase, com o consumo de um oxigénio molecular em reacdes metabdlicas. Nas
reacdes de Haber-Weiss e Fenton, com a presenca de metais de transicdo como Fe?* e Cu?*, o
H0; é quebrado em OH" (revisado por Barbusinski, 2009).

O radical hidroxil também pode ser gerado pela reagdo espontanea entre O™ e H,O,. Este radical
é 0 mais reativo das ERO, podendo danificar proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucléicos
(DNA e RNA), além de ser o iniciador da peroxidagdo lipidica ao tomar um elétron de acidos
graxos poli-insaturados. Uma vez iniciada, as reagdes em cadeia da peroxidacéo lipidica podem
formar os radicais peroxil e hidroperoxil. Os radicais hidroperoxil lipidicos sdo muito instaveis e
se decompbem facilmente em produtos secundarios, como aldeidos e malondialdeido (MDA)
(revisado por Birben et al., 2012).

3.3.2. Peroxidacdo lipidica

A peroxidagdo lipidica é considerada como um dos principais mecanismos moleculares
envolvidos no dano oxidativo de estruturas celulares (Repetto et al., 2012). Ela envolve a
formac&o e propagacao de radicais lipidicos, rea¢cbes com o oxigénio, rearranjo de duplas ligagdes
de lipidios insaturados e eventual destruicdo de membranas lipidicas, com producdo de
subprodutos como: alcoois, cetonas, alcanos, aldeidos e éteres (Dianzani e Barrera, 2008).

A peroxidacdo lipidica acontece em trés etapas, nomeadas de iniciacdo, propagacéo e terminacao.
O ataque de qualquer espécie que contenha reatividade suficiente para abstrair um atomo de
hidrogénio pode dar inicio a peroxidacéo lipidica na membrana (vide rea¢do 1). Como o 4tomo
de hidrogénio sé contém um elétron, ele deixa para trads um elétron desemparelhado no 4&tomo de
carbono. O radical carbono (Lipidio’) gerado no &cido graxo poli-insaturado tende a ser
estabilizado por um rearranjo molecular que produz um dieno conjugado, que reage rapidamente
com O e gera um radical hidroperoxil (Lipidio-O>") (vide reagdo 2). O radical hidroperoxil abstrai
atomos de hidrogénio de outras moléculas lipidicas, dando continuidade a reacdo em cadeia da
peroxidacao lipidica (vide reacdo 3). O radical hidroperoxil combina com o 4&tomo de hidrogénio
que ele abstrai, gerando um hidroperdxido lipidico (Lipido-O.H) (vide reacdo 3) (Halliwell e
Gutteridge, 1984).
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Lipidio-H + OH" - Lipidio* + H,0 @)

Lipidio® + O. — Lipidio-O2’ 2
(depois do rearranjo molecular)
Lipidio-O" + Lipidio-H — Lipido-O-H + Lipidio® (3)

A decomposic¢do do hidroperdxido pode ser catalisada por metais de transi¢do, contribuindo para
a propagacao da peroxidacgdo lipidica em membranas lipidicas. Compostos de ferro reduzido
reagem com hidroperoxido lipidico, gerando radical alcoxil (Lipidio-O°).

Lipidio-O,H + Fe?* - Fe3* + OH" + Lipidio-O° 4)
Com um composto de Fe(l1l) é formado um radical peroxil (Lipidio-Oy")
Lipido-O,H + Fe*" - Lipidio-Oy" + H* + Fe?* (5)

Tanto o radical alcoxil como o radical peroxil sdo capazes de estimular as reagdes em cadeia da
peroxidacao lipidica, ao abstrair outro &tomo de hidrogénio (equagdo 3) (Halliwell e Gutteridge,
1984). A fase de terminacdo da peroxidagdo lipidica diz respeito a conversdo de radicais na forma
ndo radical. O radical alcoxil pode interagir com outro radical e formar R-R, o radical peroxil
pode interagir com radical alquil e formar ROOR e dois radicais peroxil podem interagir e formar
ROOR e O; (Lahir, 2015).

3.3.3. Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio no espermatozoide

Para o0 espermatozoide, o peroxido de hidrogénio é o mais prejudicial de todos os pré-oxidantes,
formado principalmente em temperatura ambiente (animais domésticos; Vishwanath e Shannon,
1997). A enzima L-aminoécido oxidase, presente na membrana do espermatozoide (bovino;
Shannon e Curson, 1981; equino; Aitken et al., 2015), é liberada ativada por espermatozoides
mortos (bovino; Shannon e Curson, 1972). Esta enzima produz peroxido de hidrogénio e amonia
pela desaminacéo oxidativa de fenilalanina, de tirosina e de triptofano (bovino; Macmillan et al.,
1972).

O processo de congelamento e descongelamento de espermatozoides suinos aumenta a producéao
de H,0,, sem alterar a concentracdo de O™, provavelmente pela curta meia vida do O, e pela
alta atividade da enzima superdxido dismutase nos espermatozoides suinos (Kim et al., 2011). O
aumento da concentragdo de H,O, ndo afeta instantaneamente a viabilidade da membrana
plasmatica, porém esta relacionada com a reducdo da motilidade espermatica (ovino, Peris et al.,
2007; suino, Awda et al., 2009; macaco, McCarthy et al., 2010). Da mesma maneira, 0 dano
causado ao DNA de espermatozoides humanos pelo H,O, parece acontecer mais tardiamente (2-
24 h), ap6s o estresse oxidativo (Li et al., 2006).

Apesar do calcio ndo participar diretamente da cadeia respiratoria ou de processos de oxidagdo e
reducdo, a homeostase mitocondrial do célcio é fundamental para o funcionamento desta organela
(Peng e Jou, 2010). O aumento da producdo de H»O, pelo espermatozoide induz o aumento da
concentracdo de calcio citoplasmatico, causando: prolongamento da abertura de poros
mitocondriais; reducdo do potencial de membrana mitocondrial; alteracdo da fosforilagdo
oxidativa; diminuicéo da producdo de ATP; e aumento da producdo de ERO (humano; Treulen et
al., 2015).

A abertura breve dos poros de permeabilidade transitoria mitocondrial (PPTm) é fisiologicamente
importante para a manutencdo saudavel da homeostase da mitocondria. A ativacdo desses poros
pelo estresse oxidativo provoca alteracdo do ambiente redox intra e inter-mitocondrial, levando a
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liberacdo de ERO. Esse ciclo regenerativo de formacdo e liberacdo de ERO mitocondrial é
chamado de Liberacdo de ERO induzida por ERO. Brevemente, a liberacdo de ERO associada a
abertura reversivel de PPTm aparentemente constitui uma funcéo de adaptacdo para a liberacao
de ERO e Ca?*, quando ha acimulo dessas moléculas em niveis potencialmente toxicos. Contudo,
em quantidades mais elevadas de ERO, acontece um prolongamento da abertura de tais poros,
com liberacdo de uma grande quantidade de ERO levando a destruicdo da mitocondria, que se
propaga de mitoc6ndria para mitocondria, destruindo a célula como um todo (revisado por Zorov
etal., 2014).

A mitocondria é a fonte mais importante de ERO em células altamente susceptiveis, embora
outras fontes possam estar envolvidas. O anion superéxido produzido no complexo 111 (coenzima-
Q citocromo-C redutase) da cadeia transportadora de elétrons € rapidamente dismutado em
peréxido de hidrogénio no citoplasma e liberado para o meio extracelular, causando pouco dano
oxidativo na célula. Enquanto as ERO produzidas pelo complexo | (NADH-ubiguinona
oxidoredutase) da cadeia transportadora de elétrons sdo mantidas na matriz mitocondrial, os danos
oxidativos no espermatozoide humano s6 foram detectados quando a concentracdo de ERO na
matriz mitocondrial atingiu altas concentragdes (humano; Koppers et al., 2008).

A alteragdo do complexo | da cadeira transportadora de elétrons na mitocondria reduziu a
motilidade de espermatozoides equinos, devido & reducdo da producdo de ATP e aumento da
producdo de ERO (Davila et al., 2015). A presenca de acidos graxos poli-insaturados no
espermatozoide desencadeia a producdo de ERO mitocondrial, pelos complexos | e 111 da cadeia
transportadora de elétrons, o que sobrecarrega o sistema antioxidante celular. Isso resulta no
estado de estresse oxidativo, que induz danos peroxidativos na membrana espermatica, redugdo
da motilidade e aumento da fragmentagdo do DNA (humano; Koppers et al., 2008).

O peroxinitrito (ONOO") foi relacionado com a queda da viabilidade de espermatozoides
humanos, com reducéo ou inibicdo da matilidade ao inibir a producdo de ATP, tanto pela via
fosforilacdo oxidativa quanto pelas enzimas da via glicolitica (Uribe et al., 2016). O peroxinitrito
causa a oxidagdo de grupos tiol presentes, por exemplo, em enzimas, proteinas estruturais e
moléculas antioxidantes. A producdo de ONOO- foi associada & queda da motilidade de
espermatozoides humanos, sendo sugerida a lesdo do axonema e ndo da membrana plasmatica,
devido a maior porcentagem de espermatozoides iméveis do que com membrana danificada
(Cabrillana et al., 2016).

O 4-hidroxinonenal (4-HNE), produto da oxidacéo dos acidos graxos poli-insaturados ®-6, tem
sua producdo aumentada depois do congelamento e descongelamento de espermatozoides
equinos, sendo um marcador do estresse oxidativo e relacionado com ejaculados de baixa
qualidade p6s-descongelamento (Mufioz et al., 2016). As mitocdndrias da peca intermediaria do
espermatozoide sdo o principal alvo do 4-HNE com o ataque a succinato desidrogenase e
alteracdo do metabolismo mitocondrial, causando o aumento da producédo de ERO (humano;
Aitken et al., 2012). O aumento de 4-HNE foi relacionado com o0 aumento da atividade da caspase-
3 em espermatozoides equinos (Mufioz et al., 2016).

Cronologicamente, o dano causado pelo 4-HNE acontece primeiro na mitocéndria com aumento
da producdo de ERO mitocondriais, para mais tarde acontecer a reducdo da motilidade
espermatica e do potencial de membrana mitocondrial. A liberacdo de citocromo-c da
mitocdndria, acontece antes de alteracGes de viabilidade ou outras alteragdes apoptoticas. O
processo apoptotico demorou mais a ser percebido, com aumento significativo da fragmentacao
do DNA 72 h ap0s a exposicdo ao 4-HNE (humano; Aitken et al., 2012). A liberacdo gradual de
citocromo-c favorece a formagdo mitocondrial de O™ de duas formas: a) o citocromo-c é um
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sequestrador de Oz e b) como o citocromo-c € liberado, a cadeia respiratdria fica limitada, uma
vez que o fluxo de elétrons entre o Complexo Il e IV fica prejudicado (Cai e Jones, 1998).

O estresse osmético induz a producdo de O™, tanto em condicao hipo quanto hiperosmética. Em
espermatozoides equinos, o estresse hiperosmotico induz a producéo deste radical e a fosforilacdo
de tirosina em proteinas, tendo sido proposto que o envolvimento da fosfolipase A, e de seus
produtos na ativacdo da NAD(P)H oxidase causa aumento da producéo de O, (Burnaugh et al.,
2010). A atividade da fosfolipase A2 também influencia na peroxidacéo lipidica da membrana de
espermatozoides equinos, com consequente queda de motilidade espermética (Awda et al., 2009).

3.3.4. Estresse oxidativo e fertilidade

Espermatozoides de garanhGes mais férteis apresentam menor viabilidade de membrana e mais
danos oxidativos que espermatozoides de garanhfes menos férteis. Foi sugerido que
espermatozoides dos animais mais férteis sdo metabolicamente mais ativos e esgotam-se mais
cedo, com acumulo de subprodutos metabdlicos, tais como ERO e aldeidos lipidicos (Gibb et al.,
2014). A producédo de O™ é essencial para o estimulo da hiperativacéo e inicio e progresséo do
processo de capacitacdo espermatica (humano; Lamirande e Gagnon, 1995). Contudo, a liberagdo
de O pela cadeia transportadora de elétrons da mitocéndria aumenta a peroxidacao lipidica,
levando a perda de motilidade e de viabilidade (equino; Gibb et al., 2014).

O espermatozoide que sofre estresse oxidativo pode ser caracterizado pelo acumulo de
hidroperdxidos lipidicos em sua membrana plasmatica, que sdo relativamente estaveis até que
sejam induzidos & decomposicdo, como no ensaio de TBA (Teste do Acido 2-Tiobarbiturico),
quando por adicdo do promotor ion ferroso liberam MDA. O potencial do espermatozoide em
gerar MDA esté associado com o comprometimento da sua capacidade de fusdo com o odécito
(humano; Aitken et al., 1993), assim como a alta produ¢do de ERO esté correlacionada com a
inabilidade do espermatozoide humano em se ligar a o6citos de hamster livres de zona pellicida
(Aitken e Clarkson, 1987) e com a redugdo da fertilidade in vivo (Aitken et al., 1991).

A reducéo da habilidade do espermatozoide de fundir-se ao odcito também é correlacionada com
as mudancas fisicas e quimicas causadas pelo H.O, a esta célula. A rigidez da membrana induzida
por perdxidos (Block, 1991) pode estar relacionada com a inabilidade do espermatozoide de
iniciar os eventos de fusdo de membrana associados a reacao acrossomica e a fusdao com o odcito.
Apesar do dano oxidativo ao DNA ndo afetar diretamente a fertilidade do espermatozoide,
influencia sua habilidade em suportar um desenvolvimento embrionario normal (humano; Lewis
e Aitken, 2005).

3.4. Atividade antioxidante do espermatozoide e do plasma seminal

O sémen é constituido pela suspenséo de espermatozoides em um meio fluido chamado de plasma
seminal. O espermatozoide é uma célula altamente especializada, com um conjunto de
caracteristicas estruturais e funcionais que lhe proporcionam a capacidade de entregar ao oécito
0 genoma masculino (Eddy, 2006).

O espermatozoide ¢ estruturalmente dividido em cabeca e cauda, unidos pela peca de ligacéo
(pescogo). A cabeca contém o nicleo, o acrossoma, estruturas do citoesqueleto e uma pequena
quantidade de citoplasma. A partir do pescogo a cauda é dividida em peca intermediaria, peca
principal e peca final. Ela contém um complexo central que forma o axonema, que € rodeado por
fibras densas externas, que se estendem desde 0 pescoco até a peca principal. A peca intermediaria
contém a bainha mitocondrial, uma hélice fortemente envolvida de mitocondrias que rodeiam as
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fibras externas densas e 0 axonema. A cauda, assim como a cabeca, possui pouco citoplasma e é
intimamente relacionada com a membrana plasmatica. Embora a maioria dos espermatozoides de
mamiferos possuam essas caracteristicas gerais, existem diferencas espécie-especificas no
tamanho, na forma e nos constituintes (Eddy, 2006).

O plasma seminal é um fluido complexo e intermedeia as fun¢Bes quimicas do ejaculado. Os
componentes bioquimicos do plasma seminal s&o secretados pelo epididimo, pela ampola, pelas
glandulas vesiculares, pela prostata e pelas glandulas bulbouretrais (Senger, 2003). A funcéo do
plasma seminal na fisiologia normal é associada a ejaculacdo dos espermatozoides e subsequente
sobrevivéncia destas células no trato reprodutor feminino. O plasma seminal é composto por ions
(Na*, K*, Zn*, Ca?*, Mg?', CI"), substratos energéticos (frutose, sorbitol, glicerilfosfocolina),
compostos organicos (acido citrico, aminoacidos, peptideos, proteinas de baixo e alto peso
molecular, lipidios, hormdnios e citocinas), entre outros (revisado por Juyena e Stelletta, 2012).

Como discutido anteriormente, o metabolismo celular produz ERO, que estdo envolvidas em
alguns processos fisiologicos do espermatozoide. A manutengdo da concentracéo fisiologica das
ERO é realizada por componentes do espermatozoide e do plasma seminal que possuem atividade
antioxidante. As moléculas de defesa antioxidante sdo classificadas em duas categorias:
enzimaticas e ndo-enzimaticas. Fazem parte da defesa antioxidante enzimética a superéxido
dismutase (SOD), a catalase, a glutationa peroxidase, entre outras enzimas; e da defesa
antioxidante ndo enzimatica, moléculas como a-tocoferol (vitamina E), f-caroteno (vitamina A),
ascorbato (vitamina C), glutationa, taurina e seus percursores, e outros tipos moleculares (Mruk
et al., 2002).

3.4.1. Atividade de antioxidantes enzimaticos no sémen
3.4.1.1. Superéxido dismutase (SOD)

A enzima superdxido dismutase € uma metaloproteina que catalisa a dismutagdo do anion
superoxido (O."), representada na seguinte equagao:

20,7+ 2H" > O, + H,0, .

O O, é um intermediério comum da reducéo do oxigénio e, por ser um substrato instavel, pode
estar presente apenas em pequenas quantidades. A reacdo de dismutacdo do O, acontece em
rpida taxa, mesmo na auséncia da enzima. Ainda assim, a enzima é essencial para a
sobrevivéncia de células aerdbicas. Em sistemas com pH préximo ao neutro (7,4), a reacdo da
enzima com o anion superéxido acontece muito mais rapidamente (x10*) que a reagdo de
dismutacdo espontanea. Além disso, em condi¢des normais, a concentracdo da enzima dentro das
células excede a concentracdo do anion, sendo maior a probabilidade de o anion colidir com a
enzima do que com outro anion (Fridovich, 1975).

Dependendo do metal de transi¢do encontrado em seu sitio ativo, a SOD é categorizada em 3
tipos: cobre/zinco (Cu/Zn) SOD, manganés (Mn) SOD e ferro (Fe) SOD. A Cu/Zn SOD é
encontrada principalmente no citoplasma de células eucariontes, em cloroplastos e em algumas
bactérias; a Mn SOD em mitocéndrias de eucariontes e procariontes e; a Fe SOD em procariontes
(revisado por Mruk et al., 2002). Todas as SODs conhecidas precisam de um metal de transicéo
redox ativo em seu sitio ativo para realizar a degradacdo catalitica do anion superoxido. O
mecanismo genérico da dismutacdo dependente da metaloenzima esta descrito a seguir.
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Moxidado_SOD + 02'7 ZMrEdUZidO_SOD + 02
Mreduzido_SOD + 02-7 + 2H* <__’|\/|OXidad°—SOD + H202
20, +2HY 2 0, + H,0,

Os metais cofatores catalisam tanto uma oxidacdo de um elétron (ver primeiro passo) quanto uma
reducdo de um elétron (segundo passo) de O, para dar a reacdo global (Culotta et al., 2006).

A atividade da SOD ¢ encontrada no espermatozoide e no plasma seminal de ovinos, bovinos,
equinos, asininos, suinos, humanos (Mennela e Jones, 1980), bubalinos (Nair et al., 2006) e
caninos (Koziorowska-Gilun e Strzezek, 2011). No espermatozoide, sdo encontradas SODs
pertencentes ao grupo de proteinas de superficie da membrana plasmaética e outro grupo ligadas
as organelas (suino, Orzotek et al., 2013). A SOD do citoplasma espermatico € uma enzima com
duas subunidades, cada uma contendo um atomo de cobre e um de zinco (suino; Mennella e Jones,
1980; bovino; Magnes e Li, 1980; humanos; Peeker et al., 1997).

A atividade da SOD no espermatozoide esta relacionada com melhor motilidade e viabilidade
espermaticas apds a refrigeracdo (4 °C) (bovino e bubalino, Nair et al., 2006). Ap6s o
congelamento e descongelamento, o espermatozoide perde atividade da SOD, talvez por perda da
enzima para o meio extracelular (humano, Lasso et al., 1994; bovino, Beorlegui et al., 1997
ovino, Marti et al., 2008) ou por inativagdo da enzima pela baixa temperatura (bovino, Beorlegui
etal., 1997). A queda da atividade no espermatozoide e 0 aumento da atividade no plasma seminal
da SOD, durante o armazenamento refrigerado, reforcam a hipétese de perda citoplasmatica desta
enzima (bovino e bubalino, Nair et al., 2006). Menor peroxidacdo lipidica é diretamente
correlacionada com a atividade de SOD no espermatozoide (canino, Cassani et al., 2005).

No plasma seminal, as SODs encontradas séo do tipo extracelular contendo Cu/Zn SOD (EC-
SOD; enzima tetramérica com quatro atomos de cobre e quatro de zinco em cada molécula)
(humano, Peeker et al., 1997; suino, Kowalowka et al., 2008) e do tipo citoplasmatico (humano;
Peeker et al., 1997). A SOD do plasma seminal apresenta atividade em diferentes pH (7,5-10,5),
com atividade méaxima em pH 9,5. A inativacdo dessa enzima acontece em temperaturas maiores
gue 50 °C, e aos 80 °C a atividade da SOD foi completamente inibida (suino, Kowalowka et al.,
2008). Na ejaculacao, 90 % da EC-SOD perde a alta afinidade por heparina, desse modo apenas
uma pequena porcdo dessa enzima permanece capaz de se ligar ao espermatozoide (humano;
Peeker et al., 1997)

A expressdo de CuzZnSOD no plasma seminal humano apresenta forte correlacdo positiva com a
motilidade espermatica e a expressaio de MnSOD com a porcentagem de espermatozoides
morfologicamente normais (Macanovic et al., 2015). Em cées astenozoospérmicos (motilidade
espermatica < 50 %), a atividade da superdéxido dismutase do plasma seminal é menor que de cdes
com espermatozoides com motilidade normal (Kawakami et al., 2007). A atividade de SOD do
plasma seminal foi correlacionada com a maior motilidade espermatica e menor peroxidacao
lipidica, no p6s-descongelamento (bovino, Beorlegui et al., 1997; canino, Neagu et al., 2011).

A atividade da SOD no plasma seminal é maior que a atividade da catalase, e a motilidade
espermatica em meio contendo SOD também é maior que em meio contendo catalase, por isso
acredita-se que a SOD é uma enzima antioxidante mais efetiva e mais importante para
manutenc¢do da motilidade espermaética (canino, Kawakami et al., 2007). A superdxido dismutase
é sensivel a altas concentracdes de H,O, e como durante a dismutacdo do O, ela produz peréxido
de hidrogénio, sua habilidade antioxidante depende da eliminacao do excesso de H20-. Por isso,
a atividade da SOD ligada a acdo de enzimas como a catalase e peroxidases (Bowler et al., 1992).
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3.4.1.2. Catalase (CAT)

Existem algumas diferencas entre espécies de mamiferos na sequéncia de aminoacidos que
compde a catalase, contudo, as sequéncias de aminoacido com importancia funcional ao
conservadas. A catalase de mamiferos € um homotetramero (complexo proteico com gquatro
subunidades iguais) com subunidades de baixo peso molecular (~ 60 kDa). Cada subunidade
contém um grupo heme, ferriprotoporfirina IX, no sitio ativo. O grupo heme fica localizado
internamente e é acessivel por uma passagem estreita, explicando a capacidade da enzima de
utilizar apenas substratos de tamanho pequeno (revisado por Kirkman e Gaetani, 2007).

Na reacdo catalitica, 0 H,O, oxida o ferro do grupo heme da enzima em repouso para formar um
grupo oxiferril com um radical porfirina w-cationica, designado composto I:

Enz (Por — Fe*) + H,0,— Cp | (Por™ — Fe?*=0) + H,0
Esta etapa é seguida pela oxidagdo de uma segunda molécula de H.O; pelo composto I:
Cp | (Por™ — Fe**=0) + H,0, » Enz + H,O + O, (Eq. 2)

O somatorio das equagdes 1 e 2 é: 2 H,0, — 2H,0 + O; . ‘Enz’ denota o estado de repouso ou de
base da enzima (também chamada de ferricatalase) e ‘Cp’ (composto) se refere aos outros estados
da enzima (Zidoni e Kremer, 1974).

A catalase € inativada pelo anion superdxido e pelo radical hidroxil. Dessa maneira, no caso de
estresse oxidativo tal inibicdo poderia ocorrer, levando a um irreversivel processo auto catalitico
em que a taxa de producgdo dos oxidantes serd continuamente aumentada, levando a morte celular
(Pigeolet et al., 1990).

Em espermatozoides, a atividade da catalase € muito baixa comparada a de outras enzimas (SOD,
GPx e GSH) no sémen fresco e chega a zero ap6s o congelamento e descongelamento (bovino,
Bilodeau et al., 2000; bubalinos, Kadirvel et al., 2014). Nenhum trago de atividade da catalase foi
encontrada em espermatozoides caninos in natura (Strzezek et al., 2009). Para o espermatozoide,
a atividade da catalase na decomposicéo do perdxido de hidrogénio parece ser menos importante
gue a atividade da glutationa peroxidase (canino, Koziorowska-Gilun e Strzezek, 2011).

Os achados para a catalase no plasma seminal sdo controversos. A atividade da catalase no plasma
seminal de equinos é alta e relacionada com a presenca de gotas citoplasmaticas proximais (Ball
et al., 2000). A expressdo de catalase no plasma seminal apresentou correlacdo positiva com a
motilidade e a morfologia normal espermaticas (bubalinos, Alavi-Shoushtari et al., 2009;
humanos, Macanovic et al., 2015) e relagdo com menor producdo de MDA (humanos, Tavilani et
al., 2008). Enquanto no estudo de Shiva et al., 2011 (humano) a atividade da catalase no plasma
seminal ndo representa nenhuma influéncia sobre a motilidade e a morfologia espermaticas. As
diferencas nos métodos de ensaio para a determinacdo da atividade da catalase entre os estudos
dificultam a comparacéo direta.

3.4.1.3. Glutationa peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidase é uma enzima tetramerica, com mondmeros simétricos molecularmente,
constituidos por uma cadeia de peptidica Gnica com 178 residuos de aminoécido. Os sitios ativos
da GPx estdo localizados em depressdes planas na superficie molecular, sendo cada centro ativo
composto por duas subunidades. Selenocisteinas cataliticamente ativas sdo encontradas na
extremidade N-terminal das longas a-hélices de cada subunidade (Ladenstein et al., 1979). Essa
enzima € capaz de eliminar tanto o perdxido de hidrogénio como hidroperoxidos lipidicos
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protegendo a membrana plasmatica contra a desintegracdo oxidativa (Rotruck et al., 1973). A
GPx transforma peroxidos toxicos em moléculas néo tdxicas:

H>0, + 2 GSH — 2H,0 + GSSG
ROOH + 2 GSH — ROH + 2H,0 + GSSG
(Petiau-De Vries e Baeyens-Volant, 2000).

A GPx precisa reduzir a glutationa (GSH) para detoxificar peréxidos. Quando oxidada (GSSG),
a glutationa € reduzida de volta a GSH pela glutationa reductase. A glutationa reductase é uma
enzima dimérica que contém FAD em seus sitios ativos, que utilizam NADPH para reduzir GSSG.
NADPH é regenerado a partir da reacdo catalisada pela glicose-6-fosfato desidrogenase durante
o ciclo das pentoses fosfato (Michiels et al., 1994). Deste modo, a reciclagem de GSH reduzida é
essencial para a manutencdo da atividade da GPx no espermatozoide (humano, camundongo,
coelho, Alvarez e Storey, 1989).

A atividade de GPx é encontrada nos espermatozoides e plasma seminal de bovinos (Brown et
al., 1977), de humanos (Saaranen et al., 1989), de ovinos (Kasimanickam et al., 2006), de suinos
(Jelezarsky et al., 2008), de caninos (Koziorowska-Gilun e Strzezek, 2011) e de bubalinos
(Waheed et al., 2013).

No espermatozoide, a GPx é mais importante na decomposi¢do do H»O, que a catalase (canino,
Koziorowska-Gilun e Strzezek, 2011). Na auséncia de catalase ou com expressao muito fraca
desta enzima, a GPx torna-se a maior protecdo contra o ataque ao espermatozoide mediado por
peroxido de hidrogénio. Contudo, enquanto a atividade da catalase € maior em altas concentragdes
de H,0; (>10° M), a GPx garante o ajuste fino das concentracdes de H,O, sob condicdes
fisiologicas (humano, Drevet, 2006). A acdo da GPx é dependente da reducdo da glutationa
oxidada (GSSH). Essa reciclagem é feita pela glutationa reductase (GR) e necessita de NADPH
como cofator redutor. Como o ciclo das pentoses fosfato é a principal fonte de NADPH no
espermatozoide, a inibicdo dessa via metabolica pode ser um importante fator de inativacéo da
protecdo exercida pelo sistema antioxidante dependente de glutationa (humano, Griveau et al.,
1995).

No espermatozoide de homens normozoospérmicos, a absor¢do da GPx do plasma seminal pela
superficie da membrana plasmatica proporciona protecdo contra a peroxidacdo lipidica de
fosfolipidios e de acidos graxos ligados aos fosfolipidios (Tavilani et al., 2008). O hidroperoxido
lipidico é um intermediério chave da peroxidacéo lipidica e a remocéao desse hidroperoxido pela
GPx protege os espermatozoides contra essa reacdo em cadeia (humano, camundongo, coelho,
Alvarez e Storey, 1989).

A atividade de GPx do plasma seminal foi correlacionada negativamente com a velocidade
espermatica (CASA) ap06s o descongelamento (canino; Neagu et al., 2011). No plasma seminal
de homens astenozoospérmicos, a atividade da GPx ndo difere da atividade dessa enzima no
plasma seminal de normozoospérmicos, apesar da peroxidagdo lipidica ser maior no sémen da
primeira categoria (Hsieh et al., 2006; Tavilani et al., 2008). Apesar da atividade da GPx n&o ser
alterada ap6s o congelamento e descongelamento (humano, Alvarez e Storey, 1992; ovino, Marti
et al., 2008), a distribuicdo desta enzima muda consideravelmente na membrana plasmatica do
espermatozoide. Apés o descongelamento, aumenta a subpopulacéo de espermatozoides com GPx
nas regides pos-acrossomal, apical e cauda (ovino, Marti et al., 2008).
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3.4.2. Atividade de antioxidantes ndo-enzimaticos no sémen
3.4.2.1. Acido ascorbico (Vitamina C)

Estruturalmente, o &cido ascorbico é uma das vitaminas mais simples. E relacionada aos agucares
de Cs, pertencente ao grupo organico das lactonas, que sao acidos carboxilicos que se transformam
em ésteres ciclicos. A dissociagdo do segundo hidroxil acontece em pH 11,6. Sua molécula polar
possui quatro hidroxilas (OH"), sendo que duas delas estdo na posicdo C=C e podem interagir
entre si por pontes de hidrogénio, resultando num aumento de acidez da vitamina C (Davey et al.,
2000).

O 4cido ascorbico pode agir como um antioxidante quebrador de cadeia na peroxidacéo lipidica.
Essa molécula pode tanto reagir diretamente com radicais peroxil ou indiretamente, pela redugédo
do radical a-tocoferoxilo para regenerar o a-tocoferol (vitamina E). Em pH fisiologico, o acido
ascorbico existe como um anion monovalente (AH" - ascorbato, pKa = 4,25). O composto também
pode sofrer um processo de oxidacdo reversivel de dois passos para formar o acido
dehidroascorbico (A), com a formagdo de um radical ascorbil (A~) como um intermediario (Fig.
1). A natureza deslocalizada do elétron despareado do radical ascorbil o torna relativamente néo
reativo. Dessa maneira, o radical ascorbil é capaz de reagir com outros radicais livres, terminando
efetivamente a propagacéo de reagdes de peroxidacao lipidica do ambiente em que esta envolvido:
2A”+H"—> AH + A (Bendich et al., 1986).

Presenca de acido ascdrbico no plasma seminal de suinos (Strzezek et al., 1999), de humanos
(Song et al., 2006), de bovinos e de bubalinos (Banerjee e Ganguli, 1973). A concentracdo de
acido ascérbico detectada no plasma seminal estd relacionada com maior porcentagem de
espermatozoides normais, menor producédo intracelular de ERO (humano, Thiele et al., 1995) e
maior integridade do DNA de espermatozoides (humanos, Song et al., 2006). Homens inférteis
apresentam menor concentracdo de acido ascorbico no plasma seminal que pacientes saudaveis
(Thiele et al., 1995).

2e-,+2H"

0
(0]
Acido
L- acido ascérbico Radical ascorbil dehidroascérbico
(AH7) (A-*) (A)

Figura 1. Oxidag8o do &cido ascérbico. Adaptado de Bendich et al., 1986

3.4.2.2. Alfa-tocoferol (Vitamina E)
A vitamina E é um inibidor eficaz da etapa de propagacéo da peroxidacao lipidica. Cada molécula
de a-tocoferol pode reagir com dois radicais peroxil, como mostrado abaixo:
a-tocoferol + LOO* = a-tocoferole + LOOH
a-tocoferole + LOO+ —» LOO-a-tocoferol

O primeiro produto é o radical a-tocoferoxilo (o-tocoferol*), que é um radical centrado no
oxigénio, estabilizado por ressondncia. O radical a-tocoferoxilo pode reagir com outro radical
peroxil para formar um aducto estavel (Krinsky, 1992).
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O a-tocoferol pode formar complexos estaveis com fosfolipidios de membrana contendo residuos
araquidonil, nos quais os grupos metil dos carbonos C4’ e C8’ do tocoferol se encaixam em
regibes criadas pelas duplas ligagdes cis do &cido graxo. Essa interacdo permite que a vitamina E
se ancore em membranas bioldgicas. A formacao desse complexo inibe a destrui¢do oxidativa de
acido graxos poli-insaturados das membranas e confere estabilidade a membrana (Lucy, 1972).

A concentragdo de a-tocoferol no espermatozoide é diretamente associada com a atividade das
enzimas SOD e GPx, com a porcentagem de espermatozoides moveis e com a porcentagem de
espermatozoides normais (humano, Thérond et al., 1996). No espermatozoide de homens com
sémen normozoospérmico a concentragdo de a-tocoferol € maior que daqueles com sémen
astenoteratozoospérmico (Nouri et al., 2008).

3.4.2.3. Taurina/hipotaurina

A taurina (acido 2-aminoetanossulfonico) é um B-aminodcido livre, presente em altas
concentragbes em diversos tipos celulares. Duas fontes de taurina podem explicar as
concentragdes intracelulares deste aminoécido: uma via biossintética a partir da cisteina e/ou a
absorcao especifica a partir do espago extracelular. A taurina extracelular pode ser proveniente
de fontes alimentares ou de alguns tecidos que é sintetizado e libertado em circulacdo. A
biossintese de taurina envolve a formacao de hipotaurina (precursor imediato de taurina) através
da participagdo de cisteina-acido sulfinico descarboxilase (enzima limitante para a sintese de
taurina) (revisado por Wright et al., 1986). Nas células espermaticas, a taurina € o aminoacido
presente em maior concentracdo e tem origem extracelular, sendo absorvida principalmente
durante o transito epididimario do espermatozoide (Holmes et al., 1992a).

A taurina ndo reage com H,O, ou com O, porém € capaz de sequestrar o radical hidroxil, apesar
de ser menos eficiente que o manitol. O produto da reacdo de taurina com HOCI ainda é
suficientemente oxidante, sendo capaz de inativar a as-antiproteinase, a principal alvo extracelular
de ataque HOCI in vivo. Entretanto a hipotaurina (acido 2-aminoetanosulfinico) é um 6timo
sequestrador de HOCI, assim como de OH’, mas também ¢é incapaz de reagir com H,O, ou com
O2" (Aruoma et al., 1988).

A concentragdo de taurina e de hipotaurina € maior no espermatozoide que no plasma seminal
(humanos, Holmes et al., 1992b). A hipotaurina esta presente no espermatozoide e no plasma
seminal de suinos, de bovinos, de caninos (Van Der Horst e Grooten, 1966), de hamster, de
cobaias (Meizel et al., 1980), de humanos (Holmes et al., 1992b). Nos espermatozoides de homens
inférteis, a concentragdo a baixa concentracdo de hipotaurina e a alta concentragdo de taurina
sugerem que a oxidacdo de hipotaurina em taurina pode acontecer em espermatozoides de baixa
qualidade (Holmes et al., 1992b).

3.5.Avaliacdo da motilidade e cinética espermaticas por sistema computadorizado
(CASA)

O CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) é um sistema automatico que permite a avaliagdo
objetiva de diferentes caracteristicas espermaéticas: motilidade, velocidade e morfologia.
Utilizando a imagem digital do trajeto de cada célula espermatica, os sistemas CASA sdo capazes
de analisar, processando algoritmos, as propriedades da motilidade espermética (Verstegen et al.,
2002).

Os parametros de motilidade e cinética espermaticas mais comumente avaliados pelo CASA sao:
motilidade total (porcentagem de células moveis); motilidade progressiva (porcentagem de
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células movendo-se progressivamente); VAP (um/s) — velocidade média da trajetéria (velocidade
média considerando a trajetoria curvilinear (real), mas desprezando o deslocamento lateral do
espermatozoide); VSL (um/s) — velocidade linear (velocidade do espermatozoide considerando
uma linha reta entre o ponto inicial e final da trajetéria); VCL (um/s) — velocidade curvilinear
(velocidade do espermatozoide considerando cada posicéo da célula ao longo da sua trajetéria -
trajetoria real do espermatozoide); ALH (um) — amplitude do deslocamento lateral da cabeca
(largura média da oscilacdo da cabeca do espermatozoide durante sua trajetéria real); BCF (Hz)
— frequéncia do batimento do flagelo (frequéncia com que a cabeca do espermatozoide atravessa
a trajetoria média, em qualquer direcdo), representados na Fig. 2, além dos fatores: LIN (%) —
linearidade (valor médio da razdo (VSL/VCL) x 100, que estima a proximidade da trajetéria real
do espermatozoide a uma linha reta); STR (%) — retilinearidade (valor médio da razéo
(VSL/VAL) x 100, que estima a proximidade da trajetoria média do espermatozoide a uma linha
reta) e WOB (%) — oscilagéo (valor médio da razdo (VAP/VCL) x 100, que estima a oscilagdo da
cabeca do espermatozoide) (Verstegen et al., 2002).

Como a trajetdria de um espermatozoide é determinada pela funcéo de seu flagelo, caracteristicas
como velocidade espermaética, frequéncia de batimento flagelar e amplitude do deslocamento
lateral de cabega podem refletir o estado fisioldgico da célula (Abaigar et al., 1999).

BCF

Figura 2. Representacdo esquematica de parametros cinéticos mensurados por analise espermatica
computadorizada (CASA). VAP = velocidade média da trajetéria; VSL = velocidade linear; VCL = velocidade
curvilinear; ALH = amplitude do deslocamento lateral de cabeca; BCF = frequéncia do batimento do flagelo

Assim como em outras espécies (Holt et al., 1997; Silva et al., 2006; Rodriguez-Martinez, 2013)
nos bubalinos, a utilizacdo do CASA para a avaliacdo dos parametros de motilidade e de cinética
espermatica tem permitido a anélise mais objetiva da qualidade seminal e a correlacdo desses
parametros com outros indicadores de qualidade espermatica (Mandal et al., 2003) e com a
fertilidade (Singh et al., 2017). Por exemplo, em ejaculados de touros bubalinos avaliados in
natura, aqueles com menos de 50 % dos espermatozoides reativos ao teste hiposmético
apresentaram menor motilidade total, VSL, VCL e VAP, do que aqueles com mais de 50 % dos
espermatozoides reativos. Ainda nesse trabalho, foi demonstrada a correlagdo positiva
significativa (p<0,01) entre a integridade funcional da membrana plasméatica com os parametros:
motilidade total, VSL, VCL e VAP (Mandal et al., 2003). Também em ejaculados de touros
bubalinos, os parametros motilidade, VAP, VSL, VCL e ALH - avaliados ap6s o
descongelamento dos espermatozoides — apresentaram correlagdo positiva com a fertilidade a
campo destes animais (Singh et al., 2017) e com a taxa de clivagem in vitro (Sohail et al., 2013).
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Os valores médios de parametros do CASA encontrados na literatura para espermatozoides
bubalinos avaliados ap6s o descongelamento séo apresentados na Tab. 1.

Tabela 1. Médias e desvios-padrdo relatados na literatura para os parametros do CASA em
espermatozoides bubalinos (Bubalus bubalis) descongelados

MT MP VAP VCL VSL ALH BCF Referéncia
(%) (%0) (pm/s) (m/s) (Lm/s) (pm) (Hz)

482+19 980+1,4 133,1+18 952+14 32+0,1 Koonjaenak et
al., 2007
57,2+4,3 Kadirvel et al.,
2009
82,42 Reddy et al.,
2010
688+15 247+16 215+26 39,3+1,8 157+23 18+01 142+15 Rastegarnia et
al., 2012
83,50 20,90 75,18 108,94 62,18 4,78 7,72 Sohail et al.,
2013
569+32 166+11 872+24 1565+43 689+19 68+01 34004 Kumar et al.,
2014b
153+58 50+34 20,7 £6,2 38,5+9,8 147+51 2,3+0,8 8,2+3,9  Shahverdietal.,
2014
562+1,7 278+14 29,7+0,7 449+0,8 233+0,6 24+004 99+0,09 Topraggaleh et
al., 2014
456 +74 240+90 9053+12,1 1553+10,0 783+88 6,1+0,6 35,5+1,8 Kumar et al.,
2015
9,83 56,22 91,08 45,32 6,22 25,28 Shah et al.,
2016

3.6. Avaliagdo espermatica por citometria de fluxo

A citometria de fluxo permite analisar ou separar subpopulagdes de células, de acordo com o
padrdo de coloracdo visto com marcadores de fluorescéncia (Morrell, 1991). Fundamentada em
meados de 1930 e aprimorada desde entdo, a citometria de fluxo tornou-se uma ferramenta cada
vez mais utilizada, tanto na pesquisa quanto no dominio clinico (Jaroszeski e Radcliff, 1999).

A capacidade dos citbmetros de fluxo de processar individualmente milhares de particulas ou de
células, em questdo de segundos, justifica sua extensa utilizacdo (Jaroszeski e Radcliff, 1999).
Apesar de serem perdidas algumas caracteristicas morfoldgicas e localizagdo subcelular que
apenas a microscopia pode fornecer, a citometria de fluxo oferece ao pesquisador poder estatistico
para rapidamente analisar e caracterizar milhGes de células (ThermoFisher, 2018b).

Utilizada na andrologia, avaliando espermatozoides de diferentes espécies, a citometria de fluxo
permite investigar a viabilidade da membrana plasmatica, o contetido de DNA, a integridade do
acrossoma (revisado por Morrell, 1991), o potencial de membrana mitocondrial, a peroxidacao
lipidica (revisado por Silva e Gadella, 2006), além de outros parametros espermaticos que também
podem estar relacionados com a fertilidade do reprodutor.

Existem inumeros pardmetros espermaticos que podem ser avaliados por citometria de fluxo,
assim como existem inimeras sondas fluorescentes que podem ser utilizadas para a avaliagcdo
destes parametros. Por isso, serdo apresentadas a seguir apenas as avaliacOes realizadas neste
trabalho, caracterizando 0 modo de acéo das sondas fluorescentes e o0 objetivo do seu uso.
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3.6.1. Avaliacdo das membranas plasmética e acrossémica

O espermatozoide é compartimentado pelas membranas plasmatica, acrossdémica e mitocondrial
e a competéncia desta célula depende de que cada um destes compartimentos esteja intacto. A
avaliacdo individual desses compartimentos ndo prediz com eficiéncia a fertilidade da amostra,
contudo, a combinacao de varias analises pode indicar um melhor resultado (Graham et al., 1990).

Por vezes, o termo viabilidade espermética é usado referenciando a avaliacdo da membrana
plasmatica (Morrell, 1991; Silva e Gadella, 2006; Love, 2016). Isto porgue a integridade dessa
membrana ndo é apenas essencial para 0 metabolismo geral da célula, como também corretas
mudancgas em sua estrutura sdo necessarias para o sucesso da fusdo do espermatozoide com o
odcito (capacitacdo, reacdo acrossdmica, e ligacdo do espermatozoide na superficie do o6cito).
Assim, a integridade das membranas é de fundamental importancia no processo de fertilizacdo e
a sua avalicdo pode ser um indicador da capacidade fertilizante do espermatozoide (Jeyendran et
al., 1984).

Como discutido anteriormente (item 3.1), 0 processo de criopreservacdo pode induzir a alteragdes
capacitantes, que podem estar relacionadas ao estresse oxidativo e levar a reducdo da fertilidade
da amostra. Além da desestabilizacdo da membrana plasmatica, essas altera¢cées podem modificar
a estrutura do acrossoma. A integridade do acrossoma também é um pré-requisito para a
fertilizagdo e esta altamente correlacionada com a fertilidade do sémen congelado (Medeiros et
al., 2002). Durante a manipulacdo do sémen, desde seu estado liquido até o processo de
congelamento e descongelamento, hd um aumento de espermatozoides com acrossoma lesado.
Acredita-se que o momento de maior dano a essa estrutura seja durante o descongelamento
(Kumar et al., 2016).

Também foi discutido anteriormente o papel do meio diluidor no processo de criopreservagdo
espermatica (item 3.1). Contudo, neste momento vale ressaltar que com a utilizacdo dos
diluidores, acrescentam-se, ao ambiente do espermatozoide, particulas ndo-espermaticas (gema
de ovo, lipoproteinas de baixa densidade ou particulas lipidicas do leite), que podem interferir na
andlise por citometria de fluxo. Essas particulas ndo contém DNA, portanto, a utilizagdo de
associagOes de sondas fluorescentes ligantes de DNA combate o erro de leitura pelo citbmetro de
fluxo de particulas ndo espermaticas (Silva e Gadella, 2006). A fim de assegurar que apenas as
células espermaticas fossem lidas, neste estudo, as sondas fluorescentes de integridade de
membrana (iodeto de propidio e YO-PRO-1) foram associadas com a sonda fluorescente Hoechst
33342. A sonda Hoechst 33342 é uma molécula sintética membrana permeante, que tem selecdo
por pares de Adenina-Timina e se liga a0 DNA, corando células com membrana integra. Essa
sonda é excitada com luz ultra violeta (UV) ou outras fontes de outras fontes de excitacéo,
apresentando excitacdo/emissdao de ~350/460 (Garner, 2009). Além disso, é uma sonda
amplamente utilizada para a coloragdo de espermatozoides no processo de selecdo celular por
cromossomo sexual por meio de citometria de fluxo (Garner, 2009; Vazquez et al., 2009;
Petrunkina et al., 2010; Li et al., 2016)

Neste trabalho, para a avaliacdo da integridade das membranas plasmatica e acrossémica foi
utilizada a combinag&o das sondas fluorescentes iodeto de propidio e aglutinina de Pisum sativum.
A utilizacdo dessa combinacdo de sondas para a avaliacdo da integridade das membranas
plasmatica e acrossdmica é relatada tanto em espécies de animais domésticos, como em humanos
(humano — Miyazaki et al., 1990; equino —Wilhelm et al., 1996; canino — Pefia et al., 1999; suino
— de Andrade et al., 2007; ovino — Celeghini et al., 2010; bovino — Leite et al., 2010; bufalo —
Selvaraju et al., 2010).
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O iodeto de propidio (IP) é um composto fluorogénico capaz de se ligar a acidos nucléicos e a
emissdo fluorescente produzida é proporcional ao conteido de DNA da célula (Riccardi e
Nicoletti, 2006). A membrana celular intacta consegue impedir a entrada do iodeto de propidio,
assim, a fluorescéncia (vermelha) induzida por laser é vista apenas em nucleos de células mortas
ou com membrana lesada (Krishan, 1975).

A aglutinina de Pisum sativum (PSA) é uma lecitina da ervilha, que se liga especificamente a
glicoproteinas (a-manose e a-galactose) da matriz acrossébmica. A conjugacao dessa lecitina ao
isoticianato de fluoresceina (FITC) permite a emissdo de fluorescéncia (Graham et al., 1990).
Como a PSA ndo consegue penetrar na membrana acrossomica intacta, apenas espermatozoides
com acrossoma reagido ou danificado serdo marcados (Gillan et al., 2005).

As células PSA/IP positivas identificam espermatozoides com as membranas acrossémica e
plasmatica danificadas, e a auséncia de fluorescéncia identifica espermatozoides com o acrossoma
intacto. Este teste permite a avaliagdo do acrossoma, mas tem a limitag&o de que o espermatozoide
viavel é identificado pela auséncia de fluorescéncia e ndo por estar fluorescente, baseando-se na
suposicdo de que todos os objetos que ndo adquirem a fluorescéncia do IP sdo viaveis (Love,
2016).

Com a utilizagdo da sonda YOPRO-1 é possivel avaliar a permeabilidade da membrana
plasmatica. A YOPRO-1 se liga ao DNA e é membrana impermeante, podendo entrar em células
com desestabilizagdo de membrana, quando ha inativacdo de transportadores. Assim, € possivel
utiliza-la como ferramenta (til para detectar a permeabilidade precoce da membrana (revisado
por Hossain et al., 2011). As células coradas com YOPRO-1 emitem fluorescéncia verde e em
alguns trabalhos sdo consideradas como uma subpopulacdo de células em inicio de apoptose
(Aboagla e Terada, 2003; Pefia et al., 2005; Ortega-Ferrusola et al., 2008).

3.6.2. Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial

A sua fungéo de produzir ATP destaca a mitocondria como uma das organelas celulares mais
importantes. Além de produzir ATP, a mitoc6ndria participa de outros processos fisiologicos, tais
como a homeostase do célcio, o metabolismo de lipidios e de aminoécidos, e a apoptose (revisado
por Luo et al., 2013).

No espermatozoide, a mitocondria possui algumas caracteristicas diferentes das mitocondrias
encontradas em outros tipos celulares. Elas estdo localizadas exclusivamente na peca
intermediaria do espermatozoide, intimamente enoveladas no axonema e possuem isoformas de
proteinas e isoenzimas especificas que diferenciam funcionalmente a mitocondria espermatica de
mitocéndrias de outras células (revisado por Piomboni et al., 2012).

A motilidade espermaética é uma das principais caracteristicas do espermatozoide e é fundamental
para a fertilidade do macho. Basicamente, existem dois tipos de motilidade espermatica; a
motilidade ativada, observada no espermatozoide ejaculado, e a motilidade hiperativada,
observada no espermatozoide no local da fertilizagdo. Sabe-se que os dois tipos requerem
adequado fornecimento de ATP, contudo, existem controvérsias quanto qual via metabdlica,
glicolise ou fosforilacdo oxidativa, esta envolvida na motilidade espermatica (revisado por
Piomboni et al., 2012).

O potencial de membrana mitocondrial (PMM) é um parametro fisioldgico, e estd ligado a
capacidade da célula de gerar ATP pela fosforilacdo oxidativa (Perry et al., 2011). Apesar das
vias metabolicas associadas com a motilidade ndo estarem completamente esclarecidas, 0 PMM
tem sido relacionado com alguns parametros espermaticos.
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Em diferentes espécies, a motilidade ja foi associada com 0 PMM (bufalo — Kadirvel et al., 2009;
equino — Brum et al., 2008; humano — Evenson et al., 1982; Paoli et al., 2011), assim como a
viabilidade espermaética (bovino — Bollwein et al., 2008; blfalo — Selvaraju et al., 2008; humano
— Evenson et al., 1982; suino — Spinaci et al., 2005). Além disso, o0 PMM foi positivamente
relacionado com o potencial de fertilidade de espermatozoides humanos (Marchetti et al., 2004;
Barroso et al., 2006) e equinos (Yeste et al., 2015) e negativamente com a fragmentacdo de DNA
(humanos — Marchetti et al., 2002). No espermatozoide, assim como em outras células aerdbicas,
a mitocondria é a principal fonte de ERO. Em células apoptéticas ou em estresse oxidativo, o
potencial de membrana mitocondrial (PMM) se torna depolarizado (revisado no item 3.3.3).

Para a avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial podem ser utilizadas sondas catidnicas
e lipofilicas, que se acumulam dentro de mitocondrias de células saudaveis, mas ndo dentro de
celulas com perda de PMM. A sonda fluorescente MitoStatus Red (MST) é rapidamente
sequestrada para dentro da mitocéndria ativa, permitindo a analise por citometria de fluxo ou por
imagem da depolarizacdo mitocondrial. Células com mitocondrias depolarizadas apresentam
menor fluorescéncia (BD Pharmingen, 2018). Ha relatos recentes do uso da MitoStatus Red para
a avaliagdo em citometria de fluxo de espermatozoides equinos (Carneiro et al., 2018; Dell’ Aqua
Junior et al., 2018; Freitas-Dell’ Aqua et al., 2018) e bovinos (Cruz et al., 2018).

3.6.3. Andlise das espécies reativas de oxigénio e da peroxidacdo lipidica em
espermatozoides

A relevancia das ERO e da peroxidag&o lipidica na fisiologia e na patologia dos espermatozoides
foram discutidas no item 3.3. Por isso, aqui seré feita apenas a apresentacéo das sondas utilizadas
para a avaliagdo desses parametros neste trabalho.

A producdo de anion superoxido pela mitocondria pode ser registrada com o uso da sonda
MitoSOX™, Esta sonda consegue penetrar em células vivas, onde seletivamente atinge as
mitocdndrias e rapidamente sofre oxidacdo pelo anion superédxido. Outras ERO e espécies reativas
de nitrogénio ndo sdo capazes de oxidar a MitoSOX™, Apds se ligar ao acido nucleico, o produto
formado pela oxidacéo se torna altamente fluorescente (ThermoFisher, 2018a). A utilizacdo da
sonda MitoSOX™ para mensuragdo de anion superoxido mitocondrial foi relatada em estudos
com espermatozoides bovinos (Kiernan et al., 2013; Gdrler et al., 2016), equinos (Murphy et al.,
2014), humanos (Koppers et al., 2008; Marques et al., 2014) e suinos (Zarzycka et al., 2014).

A sonda CM-H2DCFDA também é um indicador (ndo especifico) de ERO nas células. Ela se
difunde passivamente para dentro das células, onde seus grupos acetato sdo clivados pelas
esterases intracelulares e seu grupo cloro-metilico tiol reativo reage com glutationa e outros tiols
intracelulares. A subsequente oxidagdo produz adutos fluorescentes que ficam presos na célula
(ThermoFisher, 2018d). A associacao dessa sonda com o iodeto de propidio permite detectar ERO
em células viaveis (IP negativa) (Ameziane-el-Hassani e Dupuy, 2013). Essa associacdo foi
utilizada para avaliar a produgdo de ERO em espermatozoides bovinos (Kiernan et al., 2013),
suinos (Martinez-Alborcia et al., 2012) e ovinos (Del Olmo et al., 2015).

Para a mensuracdo da peroxidacdo lipidica no espermatozoide, pode ser utilizada a sonda
BODIPY®%1.C11. Ela é um 4acido graxo fluorescente considerado sensivel para reportar a
peroxidacao lipidica. Sua fluorescéncia muda, ap6s a oxidagdo do segmento fenilbutadieno do
fluordforo, de vermelha para verde. Essa alteracdo de emissao dependente de oxidacgdo permite a
visualizacdo da taxa de fluorescéncia da peroxidacdo lipidica em células vivas (ThermoFisher,
2018c). A sonda BODIPY®%8¥1.C11 foi empregada para a analise da peroxidacéo lipidica em
espermatozoides de espécies domesticas (bovinos — Silva et al., 2007; bubalinos — Dalal et al.,
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2016; Kumar et al., 2018; caninos — Neagu et al., 2011; equinos — Ortega-Ferrusola et al., 2009;
Gibb et al., 2014; ovinos — Lymberopoulos et al., 2010; Souza et al., 2017; suinos — Guthrie e
Welch, 2007) e de humanos (Aitken et al., 2007).

4. MATERIAL E METODOS
4.1.Comisséo de Etica no Uso de Animais — UFMG (CEUA/UFMG)

Este trabalho foi realizado com autorizacdo da CEUA/UFMG, como registrado no Protocolo
n°.357/2015 (Anexo 1).

4.2. Animais e localizacé@o do experimento

Os animais utilizados neste trabalho pertenciam ao Centro de Biotecnologia em Bubalinocultura
(CBB), da Universidade Federal de Minas Gerais. Os bufalos eram mantidos em regime
extensivo, com complementacdo de volumoso, durante a época da seca, na Central de coleta e
processamento de sémen do CBB, localizada no municipio de Pedro Leopoldo, Minas Gerais
(19°38°20°’S € 44°02°57°°0).

Neste estudo, foram utilizados treze touros bubalinos (Bubalus bubalis), da raca Murrah,
sexualmente maduros (idade mediana: 4 anos) e condicionados a coleta de sémen com vagina
artificial. Antes do inicio do experimento, foi feito exame androldgico dos bufalos, atestando a
higidez dos animais trabalhados. Seguem os dados obtidos no exame androlégico dos animais
(Tab. 2):

Tabela 2. Idade, peso corporal, escore corporal, perimetro escrotal e consisténcia testicular
dos 13 touros bufalos (Bubalus bubalis) utilizados no experimento

Caracteristicas

Idade (anos) 2,5-6,0*
Peso corporal (Kg) 737 £ 722
Escore corporal 4,08
Perimetro escrotal (cm) 33,0+ 3,12
Consisténcia testicular 3-43

IMinimo — Méximo
2Média e desvio-padréo
3Mediana

4.3.Meio diluidor para congelamento de espermatozoides

Neste trabalho, para o congelamento de espermatozoides foi utilizado o meio diluidor Tris-acido
citrico-frutose, com 10 % de lipoproteina de baixa densidade extraidas da gema de ovo.

Este diluidor foi formulado com: 2,42 g de Tris [Tris (hidroximetil) aminometano], 1,36 g de
acido citrico, 1,0 g de frutose, 100 mg de estreptomicina, 31,31 mg de penicilina, 7,0 mL de
glicerol e 10 mL de lipoproteina de baixa densidade (LBD), todos diluidos em 100 mL de 4gua
deionizada (g.s.p.). O pH do diluidor foi corrigido com solu¢éo Tris (1,0 M) para 6,86 e a
osmolaridade final foi de 1394 mOsm/L. No periodo de coletas de 2017-2018, os antibidticos
utilizados foram substituidos pelo antibidtico amicacina. Porém, antes da substituicdo, foram
feitos testes para ajuste da concentracdo de amicacina, para que ndo houvesse influéncia do
antibidtico sobre a qualidade do sémen congelado-descongelado (dados ndo publicados). A
concentragdo de amicacina utilizada foi de 83,7 pg/mL.
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Para a purificacdo das LBD, foram utilizados ovos frescos de galinha (Gallus domesticus) obtidos
em granja comercial. O protocolo de extracdo de LBD utilizado foi proposto por Moussa et al.
(2002), com algumas modificages sugeridas por Neves et al. (2014).

O meio diluidor foi mantido congelado (-20 °C) até o dia do uso.
4.4.Coleta de sémen

As coletas de sémen foram realizadas nos periodos de abril a dezembro de 2016 (110 ejaculados)
e dezembro de 2017 e janeiro de 2018 (19 ejaculados). Foram realizadas coletas dos treze touros
bubalinos, visando obter um total de 5-10 ejaculados de um mesmo animal ao final do periodo.

Durante todo esse periodo foi mantido o regime de coleta de sémen uma vez por semana para
todos os animais. Animais que recusaram a monta em uma semana, nao eram utilizados na semana
seguinte. Este padrao foi adotado para que a qualidade do sémen obtido se mantivesse dentro dos
padrdes preconizados para o congelamento de espermatozoides. Intervalos menores que 6 dias
prejudicaram o ritmo de coleta dos touros bubalinos utilizados neste trabalho.

A coleta de sémen dos touros foi realizada por meio de vagina artificial (42 °C), utilizando como
manequim uma fémea bubalina devidamente contida. Logo apdés a coleta, o sémen era
encaminhado para o laboratério para avaliagdo e processamento. No laboratério, 0 sémen era
fracionado em duas aliquotas, uma para as avalia¢@es in natura, outra para o congelamento de
espermatozoides.

4.5. Andlise do sémen in natura
4.5.1. Analises macroscopicas

Logo apds cada coleta, a amostra de sémen foi avaliada macroscopicamente quanto ao seu volume
(mL, em tubo graduado de 15 mL), aspecto (aquoso, leitoso e cremoso), odor e cor (branco,
amarelo).

4.5.2. Analises microscopicas

As andlises microscopicas realizadas foram: turbilhonamento (0-5), motilidade (%), vigor (0-5),
morfologia (defeitos maiores e menores, %), concentracdo (espermatozoides/mL), nimero de
espermatozoides por ejaculado e teste hiposmotico. As analises do sémen fresco foram realizadas
de acordo com a metodologia sugerida pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (2013).

4.5.2.1. Turbilhonamento

Para a avaliacdo do turbilhonamento, uma gota de sémen foi colocada sobre uma lamina,
previamente aquecida a 37 °C, a qual foi avaliada em microscépio, com aumento de final 100x.

4.5.2.2. Motilidade e vigor

A motilidade e o vigor foram determinados pela deposi¢do de uma gota de sémen entre l[amina e
laminula pré-aquecidas a 37 °C. A motilidade foi determinada pela porcentagem de
espermatozoides com movimento e o vigor avaliado com base na qualidade do movimento
retilineo-progressivo e sua velocidade, em uma escala de 1 a 5 (CBRA, 2013). Ambas as
avaliagdes foram realizadas sob microscopia Optica, em aumento final de 200 a 400x.
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4.5.2.3. Concentragdo espermatica

O procedimento para se obter a concentracdo espermatica consistiu na contagem das células na
Cémara de Neubauer (CBRA, 2013). Para a contagem, o sémen foi diluido na proporc¢éo de 1:200
em solugdo de formol salina tamponado (Hancock, 1957).

4.5.2.4. Morfologia espermética

Para a analise da morfologia espermatica, uma aliquota de 50 pL de sémen foi diluida em 1 mL
de formol salina tamponado (Hancock, 1957) e mantida em refrigerador (5 °C) para posterior
analise. Cada amostra de sémen foi avaliada utilizando-se a técnica de preparagdo Umida, que
consiste na deposicdo de uma gota de sémen diluido sobre a ldmina, coberta por laminula e
analisada em microscopio de contraste de fase (Nikon ®, modelo E-200), com aumento de 1000x,
sob 0leo de imersédo. A avaliacdo da morfologia espermatica foi realizada com a contagem de 200
espermatozoides, analisando-se as alteracdes de forma e estrutura, e classificando-as em defeitos
de cabeca, de acrossoma, de peca intermediaria e de peca principal.

4.5.2.5. Teste hiposmotico

O teste hiposmético (HO) foi realizado para avaliagdo da integridade funcional da membrana
plasmatica (Jeyendran et al., 1984), imediatamente ap6s a coleta do sémen. Uma aliquota de 50
uL de sémen foi adicionada em 500 pL de solucdo hiposmatica, mantida a 37 °C [- 100 mOsm/L;
(Kumar et al., 2014a) 2,702 g de frutose em 100 mL de 4gua deionizada + 1,324 g de citrato de
sodio em 100 mL de &gua deionizada].

Apos a adigdo do sémen, a solucéo foi incubada por 30 minutos em banho-maria a 37 °C e fixada
em 200 pL de formol salina tamponada, para posterior analise em microscopio de contraste de
fase (Loaiza-Echeverri et al., 2015). Foram avaliadas 100 células, de acordo com a presenga ou
ndo de cauda enrolada, usando microscopio de contraste de fase (Nikon ®, modelo E-200), com
aumento final de 1000x, sob 6leo de imersdo.

Do valor obtido, foi subtraida a porcentagem de células apresentando alteragfes na regido da
cauda antes do teste HO, avaliadas na morfologia espermética (item 4.5.2.4.), segundo a férmula
abaixo (Melo e Henry, 1999):

HO = (% de altera¢des na regido da cauda apos teste HO) - (% de alteragdes na regido da cauda
antes do teste HO).

4.6.Manipulagdo do sémen e congelamento

Foram utilizados apenas ejaculados que apresentaram motilidade > 70 %, maximo de 30 % de
anormalidades e concentragdo minima de 300 x 10° espermatozoides/mL. Cada ejaculado foi
entdo diluido com meio Tris-frutose-ac. Citrico-10 % LBD, para a concentracéo final de 50 x 10°
sptz/mL. O sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,25 mL, submetido ao processo de
resfriamento e congelado.

O resfriamento foi realizado em geladeira com temperatura regulada para 4 °C, utilizando-se
cubas em polipropileno de 4,2 L, preenchidas com 2,6 L de agua, a aproximadamente 5 °C. Ap&s
0 envase, as palhetas foram acondicionadas em sacos plasticos e posteriormente inseridas em
recipiente de vidro contendo 700 mL de 4gua em temperatura media de 25 °C (24,4 — 25,7 °C),
na qual permaneceram submersas durante todo o protocolo. Para o inicio do resfriamento, o

40



recipiente de vidro contendo as palhetas foi colocado no interior das cubas com &gua a 5 °C
(média: 4,72 °C; minimo: 4,0 °C; méaximo: 5,5 °C), mantidas na geladeira.

As amostras foram submetidas as seguintes taxas de resfriamento, de acordo com a curva de
resfriamento previamente padronizada: -0,27 °C/min até 15 °C; -0,11 °C/min de 15 °C a 12 °C; -
0,05 °C/min até 8 °C. As curvas de resfriamento obtidas em todos os congelamentos (Fig. 3)
foram registradas a partir da mensuragdo da temperatura da dgua contida no recipiente de vidro.
Adotou-se um tempo total de 5 h do inicio do resfriamento até o congelamento. Para o
congelamento, foi utilizada uma caixa de isopor com, no minimo, 5 cm de nitrogénio liquido
(N2oL). Nesta caixa, as palhetas foram colocadas a uma altura de 3 cm da superficie do N»L, por
20 minutos, e posteriormente imersas no NoL. As amostras foram armazenadas em botijao de
N2L, para posterior analise.

300
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Figura 3. Curva da queda média de temperatura, obtida durante o resfriamento dos 129 ejaculados. Tempo maximo
apresentado: 3 h

4.7. Anélise do sémen pré e pos-resfriamento
4.7.1. Analise computadorizada do movimento espermatico — CASA

O sistema CASA foi utilizado para a avaliacdo do sémen diluido nos tempos pré-resfriamento
(PR — até uma hora e meia apds diluigdo e justo antes do resfriamento) e pré-congelamento (PC
— ao final das 5 h). Para a analise, uma gota de 5,0 uL da amostra foi colocada entre I[&mina e
laminula, previamente aquecidas a 37 °C, utilizando o sistema Sperm Class Analyzer (SCA ®
v.4.0). Para a analise de cada amostra, foram capturados cinco campos, homogéneos, com um
minimo de 100 e maximo de 200 células espermaticas em cada um deles. Os parametros para
calibracdo do sistema (Setup) estdo descritos no Anexo 2.

Os parametros de motilidade e cinética espermaticas avaliados pelo CASA foram:

= Motilidade total (%);

= Motilidade progressiva (%);

»= VAP (um/s) — velocidade média da trajetoria;

= VSL (um/s) — velocidade linear;

= VCL (um/s) — velocidade curvilinear;

= ALH (um) — amplitude do deslocamento lateral da cabega;
= BCF (Hz) - frequéncia do batimento do flagelo.
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O CASA também foi utilizado na avaliagdo da motilidade e cinética esperméticas durante a
incubacdo a 37 °C, uma das avaliacGes do sémen no pds-descongelamento (Item 4.8.).

4.8. Teste de longevidade da motilidade espermaética pds-descongelamento

O teste resume-se em manter o sémen a 37 °C, ap6s o descongelamento (37 °C/30 s), por um
periodo de até 180 minutos, com avaliacbes da motilidade e cinética esperméticas (CASA)
realizadas a cada 60 min (PD_T5, PD_T60, PD_T120, PD_T180). Antes da primeira avaliacéo,
eram respeitados 5 min de incubacéo (PD_T5).

4.9. Sele¢do dos ejaculados e formacao dos grupos experimentais

Ao final do periodo experimental, foram obtidos, dos treze bufalos, um total de 139 ejaculados.
Contudo, 10 desses ejaculados ndo apresentaram qualidade morfoldgica (defeitos totais > 30 %)
para serem processados e foram eliminados. Os 129 ejaculados restantes foram congelados e
descongelados e avaliados no sistema CASA, em seis momentos distintos, a recordar:

PR: Pré-resfriamento;

PC: Pré-congelamento;

PD_T5: Pds-descongelamento — 5 minutos;
PD_T60: P6s-descongelamento — 60 minutos;
PD_T120: Pds-descongelamento — 120 minutos;
PD_T180: P6s-descongelamento — 180 minutos.

A partir dos resultados de motilidade total (MT), obtidos nestas avaliagdes, os ejaculados que
apresentaram variac@es discrepantes no decorrer dos tempos de avali¢cdo foram eliminados. Desta
maneira, para a formacéo dos grupos, foram utilizados 90 ejaculados.

A selecdo dos ejaculados com a populacdo espermatica mais resistente ao processo de
congelamento e descongelamento e aqueles cuja populacdo espermatica foi menos resistente,
utilizou-se o critério ARum), seguindo metodologia de Auler (2018). Tal critério é definido pelo
declinio da motilidade total (MT) entre o inicio (PR) e 180 minutos apds descongelamento
(PD_T180):

ARty = PRmTy — PD_T180(m).

Para a formacédo dos grupos experimentais, foram calculados os percentis 25 e 75 para 0 AR,
nos 90 ejaculados. Sendo assim, foram definidos dois grupos experimentais de acordo com a
resisténcia espermatica (boa ou ruim) ao processo de congelamento-descongelamento. O grupo
de resisténcia espermatica boa (RB) foi composto pelos ejaculados que obtiveram declinios de
motilidade total ao longo do processo de congelamento-descongelamento abaixo do percentil 25,
apresentando os menores valores de ARr). Por sua vez, o grupo de resisténcia espermatica ruim
(RR) foi formado pelos ejaculados com declinios de motilidade total ao longo do processo de
congelamento-descongelamento acima do percentil 75, com os maiores valores de AR ).

A partir deste ponto, o termo resisténcia espermatica serd utilizado como referéncia a avaliagdo
dos ejaculados quanto ao declinio da motilidade total (ARt — descrito acima).
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4.10. Citometria de fluxo

As andlises de citometria de fluxo foram realizadas em parceria com o Laboratério CERAN, da
Unesp-Botucatu, sob coordenacdo do prof. Dr. Frederico Ozanam Papa e responsabilidade técnica
da Dra. Camila de Paula Freitas-Dell’ Aqua. Para a avaliacdo espermatica por citometria de fluxo
foi utilizado o equipamento BD LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA)
equipado com lasers de excitagdo: azul 488-nm, 100 mW e filtros de emissdo 530/30nm (FITC,
YOPRO, CM-H2DCFDA e C11-BODYPY) e 695/40nm (lodeto de propidio e MitoSOX Red);
vermelho 640-nm, 40 mW com filtro 660/20 nm (MitoStatus Red); e o violeta 405-nm, 100 mW,
com o filtro 450/50 nm (Hoechst). No minimo 10.000 células por amostra foram analisadas e 0s
dados foram avaliados pelo software BD FACSDiva™ software v 6.1.

Para tanto, as amostras eram diluidas em TALP-PVA, segundo Parrish et al. (1988)
modificado:100 mM NacCl, 3,1 mM KCI, 25,0 mM NaHCOs, 0,3mM NaH:PO4, 21,6 mM DL-
lactato de sédio 60%, 2,0 mM CaCls, 0,4 mM MgCl,, 10,0 mM Hepes-livre de &cido, 1,0 mM
piruvato de sodio, 1,0 mg/mL &lcool polivinil-PVA e 25 pug/mL gentamicina) na concentracéo de
5 x 10° espermatozoide/mL.

As avalicGes por citometria de fluxo foram realizadas no tempo 5 e 180 minutos pods-
descongelamento, utilizando os protocolos descritos a seguir, para as analises: integridade das
membranas plasmatica e acrossémica, estabilidade da membrana plasmatica, potencial de
membrana mitocondrial, producéo de anion superdxido mitocondrial, producdo de perdéxido de
hidrogénio intracelular, peroxidacdo lipidica e peroxidacdo lipidica induzida por &cido
araquidonico. Em todas as avaligdes, com excecdo das avaliagdes de peroxidacéo lipidica, foi
utilizada a sonda Hoechst 33342 para a diferenciacdo entre espermatozoides e particulas ndo-
espermaticas componentes do diluidor usado.

4.10.1. Integridade das membranas plasmatica e acrossdmica

Para a avaliacdo de integridade de membrana plasmética e acrossdémica, utilizou-se a associa¢do
de Hoechst 33342, iodeto de propidio (IP) e FITC-PSA (aglutinina de Pisum sativum conjugada
ao isotiocianato de fluoresceina), de acordo com Freitas-Dell’Aqua (2012). Assim, em uma
amostra de 200 pL de sémen diluido foram adicionados 7 uM de Hoechst 33342, 1,5 uM de IP e
2 ng de FITC-PSA. As amostras foram incubadas durante 15 min a 37 °C, ao abrigo da luz.

As células PSA/IP positivas identificam espermatozoides com as membranas acrossémica e
plasmatica danificadas, e a auséncia de fluorescéncia identifica espermatozoides com o acrossoma
intacto. Dessa maneira, foram identificadas quatro populacdes de espermatozoides:

MPAI: membranas plasmatica e acrossémica integras (Pl -/FITC-PSA -);
MPIAL: membrana plasmatica integra e acrossémica lesada (Pl -/FITC-PSA +);
MPAL: membranas plasmatica e acrossomica lesadas (Pl +/FITC-PSA +);
MPLAI: membrana plasmatica lesada e acrossémica integra (Pl +/FITC-PSA +).

4.10.2. Estabilidade da membrana plasmatica, potencial de membrana mitocondrial e
producdo de anion superdxido mitocondrial

Para avaliacdo da desestabilizacdo de membrana plasmatica, potencial de membrana mitocondrial
e producdo de anion superoxido (O.”) na matriz mitocondrial, foi utilizada a associacdo de
Hoechst 33342, YOPRO (YP; marcacdao para célula com membrana plasmatica desestabilizada),
MitoStatus Red (MST; potencial de membrana mitocondrial) e MitoSOX™ Red (MSR; geragéo
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de anion superdxido na matriz mitocondrial), de acordo com Freitas-Dell’Aqua et al. (2018).
Assim, em uma amostra de 500 uL de sémen diluido foram adicionados 7 UM Hoechst 33342, 25
nM YP, 20 uM de MST e 2 pM de MSR, seguido por incubacdo a 37 °C por 20 minutos.

A leitura da coloragdo dos espermatozoides, nessa analise, foi a seguinte:

YP +: sem estabilidade da membrana plasmatica;

YP -: com estabilidade da membrana plasmatica;

MST +: com potencial de membrana mitocondrial;

MST -: membrana mitocondrial depolarizada;
MSR +: com alta produc¢éo de &nion superdéxido na matriz mitocondrial;
MSR -: sem alta producéo de &nion superdxido na matriz mitocondrial.

4.10.3. Producéo de perdxido de hidrogénio intracelular

Para a avaliacdo da producdo de peroxido de hidrogénio (H20;) intracelular, utilizou-se CM-
H2DCFDA (C6827, Life Technologies), associado a Hoechst 33342 e iodeto de propidio, assim,
em 500 pL da solucdo de sémen diluido foram adicionados 7 uM Hoechst 33342, 1,5 uM de
iodeto de propidio e 1 uM de CM-H2DCFDA. A incubacéo foi realizada por 20 min a 37 °C. A
leitura da coloragdo dos espermatozoides, nessa anélise, foi a seguinte:

CM-H2DCFDA +: com alta produgdo de perdxido de hidrogénio intracelular;
CM-H2DCFDA -: sem alta producéo de peroxido de hidrogénio intracelular.

4.10.4. Peroxidag&o lipidica

Para a peroxidacao lipidica, utilizou-se protocolo de acordo com Guasti et al. (2012), utilizando
a sonda C11-BODYPY (D-3861; Molecular Probes). Assim, em 500 puL de sémen diluido em
TALP-PVA foram adicionados 5 uM de C11-BODIPY581/591, seguido por incubacdo por 30
minutos a 37 °C. Apos a incubacao, foram realizadas 2 lavagens consecutivas por centrifugacao
a 300g por 5 minutos, com TALP-PVA e o pellet ressupendido em 300 ul de TALP-PVA. A
coloragdo com C11-BODIPY 581/591, permitiu identificar duas populagGes de espermatozoides:

C11-BODIPY 581/591 +: com peroxidacao lipidica;
C11-BODIPY 581/591 -: sem peroxidacdo lipidica.
4.10.4.1.Peroxidacdo lipidica induzida por &cido araquidénico

Para a indugdo da peroxidacdo lipidica, as amostras eram expostas ao acido araquiddnico (AA;
A3555, Sigma), na concentragdo de 50 uM a 37 °C, por 15 minutos. Apos esse periodo, as mesmas
eram lavadas (centrifugagdo 300g/5minutos) e entdo ressuspensas no volume de 500 pL para
incubacéo com a sonda C11-BODIPY.
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4.11.Fluxograma das etapas do processo de congelamento-descongelamento dos

ejaculados
Sémen in natura | 4| Sémen resfriado | Sémen congelado
[ Avaliagées macroscopicas 1 CASA(PC) ] Descongelamento
— Velume ] 37°C/30 3
Aspecto
Congelamento p .
(~ Avaliacies microscopicas ) CASA(PD)
Turbilhenamento || EB_¥2 0
— tolidade PD_T120
Morfologia \PD_T180 )
g Hiposmotico J
L[ Citometria (PD) )
T o pm— PD T3
Diluicdo meio Tris 10 % LED =
m 50 x 10° sptz/ml |FD_T180 )
— CASA(PR) ]

—[ Resfriamento ]—

Figura 4. Fluxograma das etapas do processo de congelamento-descongelamento dos ejaculados de touros
bubalinos (Bubalus bubalis). PR: Pré-resfriamento; PC: Pré-congelamento; PD_T5: Pds-descongelamento — 5
minutos; PD_T60: Pods-descongelamento — 60 minutos; PD_T120: Pos-descongelamento — 120 minutos;
PD_T180: Pds-descongelamento — 180 minutos.

4.12.Andlise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk e a igualdade de
variancias. Para as variaveis que assumiram o pressuposto de normalidade, as médias entre os
dois grupos experimentais — ejaculados de resisténcia espermatica boa (RB) e ruim (RR) ao
processo de congelamento-descongelamento — foram comparadas pelo teste t de Student néo
pareado para variancias iguais ou diferentes, assumindo o ejaculado como unidade experimental.
Quando da violag&o desses pressupostos, os dados foram transformados em Log(x) ou Vx. Para
as variaveis que violaram o pressuposto de normalidade, mesmo ap6s a transformacao, as médias
entre os grupos foram comparadas pelo teste de Mann Whitney. As médias entre o0s dois tempos
experimentais — PD_T5 e PD_T180 — foram comparadas pelo teste t de Student pareado, quando
respeitaram a normalidade e homocedasticidade. As variaveis ndo paramétricas e as variaveis
paramétricas que ndo respeitaram os principios de normalidade e homocedasticidade mesmo ap6s
a transformacédo foram analisadas pelo teste ndo paramétrico de Friedman. Os efeitos do grupo
(RB e RR) em cada momento do processo de congelamento-descongelamento (PR, PC, PD_T5,
PD_T60, PD_T120 e PD_T180), e do momento dentro de cada grupo foram avaliados
separadamente. Foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Pearson para estimar e testar a
correlagdo linear entre as variaveis continuas. Considerou-se como estatisticamente significativo
p <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1.Caracterizacdo dos grupos de ejaculados de touros bubalinos (Bubalus bubalis) de
acordo com a resisténcia esperméatica ao processo de congelamento-

descongelamento

Com a utilizacdo do parametro ARqur), 0s 90 ejaculados foram classificados de acordo com a
resisténcia espermatica ao processo de congelamento-descongelamento. Os ejaculados que
apresentaram valores de AR abaixo de 41,2 % [P (25)] foram classificados como resisténcia

espermatica boa (RB), pois obtiveram os menores declinios de motilidade total ao longo do
periodo compreendido entre o inicio do resfriamento e o fim da incubag&o pds-descongelamento.
Enquanto os ejaculados que apresentaram valores de AR acima de 65,1 % [P (75)] foram

classificados como resisténcia espermatica ruim (RR), apresentando os maiores declinios de
motilidade total ao longo do periodo compreendido entre o inicio do resfriamento e o fim da
incubacéo pds-descongelamento. Os ejaculados que apresentaram valores de AR entre 41,2 e
65,1 % foram classificados como resisténcia espermatica intermediaria (RI). Desta maneira, 0s

grupos foram formados com as seguintes caracteristicas (Tab. 3):

Tabela 3. Valores de média, erro-padrio, minimo e maximo do ARm por grupo de resisténcia
espermatica ao processo de congelamento-descongelamento de ejaculados de touros bubalinos (Bubalus
bubalis)

Grupo
Parametro RB RI RR
AR <41,2 % 41,2 % < AR\ < 65,1 % ARMT) > 65,1 %
Numero de ejaculados 23 45 22
Meédia + erro padrao (%) 33,33+ 1,20 53,80 £ 1,05 77,80 + 2,20
Maximo — minimo (%) 20,80 - 41,20 42,50 - 65,08 65,12 - 97,50

AR(wm): declinio da motilidade total entre o inicio (PR) e 180 minutos ap6s descongelamento (PD_T180) [ARwT)
= (PRvm) — PD_T180mm)].

RB: grupo de resisténcia espermatica boa; RI: grupo de resisténcia espermatica intermediaria; RR: grupo de
resisténcia espermatica ruim.
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Com a selecdo dos ejaculados e a classificacdo de acordo com a resisténcia espermatica ao
processo de congelamento-descongelamento, pode-se observar as diferengas entre os perfis de
motilidade total dos grupos formados (Fig. 5). Foram encontradas diferencas de resisténcia
espermaética tanto entre animais quanto entre ejaculados de um mesmo animal (Tab. 4). Como o
objetivo deste trabalho era estudar os danos esperméticos em ejaculados com diferenga na
resisténcia, a fim de minimizar fatores de confundimento, os ejaculados classificados como de
resisténcia intermediéria ao processo de congelamento-descongelamento foram eliminados.
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Figura 5. Motilidade total individual, em porcentagem, desde o pré-resfriamento aos 180 minutos pds-
descongelamento, dos 90 ejaculados de touros bubalinos avaliados no CASA. PR: pré-resfriamento; PC: pré-
congelamento; PD_T5: pds-descongelamento, 5 min.; PD_T60: pds-descongelamento, 60 min.; PD_T120: pos-
descongelamento, 120 min.; PD_T180: pés-descongelamento, 180 min; RB: grupo de resisténcia espermatica boa;
RI: grupo de resisténcia espermatica intermediaria; RR: grupo de resisténcia espermatica ruim. J: ressalta a
semelhanca entre os ejaculados da motilidade total no pré-resfriamento. ]: agrupa os ejaculados com declinios da
motilidade total semelhantes.

Tabela 4. Caracterizacdo numérica de ejaculados e animais dos grupos de resisténcia espermatica boa
e ruim ao processo de congelamento-descongelamento

Grupo
RB RR
(ARmT) <41,2 %) (ARwT) > 65,1 %)

Numero total de ejaculados 23 22
Ndmero total de animais* 10 (23) 8(22)
Numero de ejaculados/animal 1-4 1-10
N° de animais exclusivos do grupo? 5 (14) 3(13)
N° de animais presentes em ambos 0s grupos® 5(9) 5(9)

Dados apresentados em nimeros absolutos. ARgv): declinio da motilidade total entre o inicio (PR) e 180 minutos
apds descongelamento (PD_T180) [ART) = (PRut) — PD_T180(mm)]; RB: grupo de resisténcia espermatica boa;
RR: grupo de resisténcia espermatica ruim. *NGmero total de animais que apresentaram ejaculados em cada grupo,
em um total de 13 touros utilizados para o estudo. 22 Nimero de animais que apresentaram ejaculados classificados
somente em um grupo e em ambos 0s grupos, respectivamente. Os valores entre parénteses () representam o
numero de ejaculados obtidos a partir do respectivo nimero de animais.
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5.2.Comparacdo da qualidade seminal entre os grupos de ejaculados com resisténcia
espermatica boa e ruim ao processo de congelamento-descongelamento

As médias das avaliacBes realizadas no sémen in natura estdo apresentadas na Tab. 5, por grupo
de resisténcia espermatica ao processo de congelamento-descongelamento. As caracteristicas de
qualidade do sémen in natura ndo diferiram entre 0s grupos.

Tabela 5. Valores de média e erro-padréo das caracteristicas dos ejaculados in natura de touros bubalinos

(Bubalus bubalis), por grupo de resisténcia espermatica ao processo de congelamento-descongelamento

Grupos
Caracteristicas RB RR
Volume (mL) 2,15+0,22 2,8+0,3?
Turbilhonamento (1-5) * 3,02 3,08
Motilidade (%) 88,6 +1,4° 86,4 +1,7°
Vigor (1-5) * 3,0 3,00
Espermatozoides totais 2634,2 + 402,82 2928,1 + 605,9?
Espermatozoides normais (%)** 80,0 + 1,062 80,5+1,122
Células reativas ao teste hiposmotico (%) 81,9+2,1° 79,2+ 1,9?

a: Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (p>0,05). * : mediana; ** : resultados da

analise de morfologia espermética no Anexo 4. RB: grupo de resisténcia espermatica boa; RR: grupo de

resisténcia espermatica ruim.
Comparando os parametros de motilidade e cinética fornecidos pelo CASA (Anexo 3), 0S grupos
de resisténcia espermatica apresentaram algumas diferencas importantes. O grupo de resisténcia
espermatica boa (RB) exibiu motilidade total significativamente (p<0,05) maior que o grupo de
resisténcia espermatica ruim (RR) nos tempos que seguiram o descongelamento (PD_T5,
PD_T60, PD_T120 e PD_T180). As médias de motilidade total de cada grupo de resisténcia
espermatica estdo representadas na Fig. 6.
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Figura 6. Média e erro padrdo da motilidade total de espermatozoides bubalinos avaliados no CASA., por grupo,
desde o pré-resfriamento aos 180 minutos p6s-descongelamento, PR: pré-resfriamento; PC: pré-congelamento;
PD_T5: pos-descongelamento, 5 min.; PD_T60: pos-descongelamento, 60 min.; PD_T120: pos-
descongelamento, 120 min.; PD_T180: pds-descongelamento, 180 min; RB: grupo de resisténcia espermatica
boa; RR: grupo de resisténcia espermatica ruim.
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Assim como a motilidade total, a motilidade progressiva foi significativamente (p<0,05) maior no
grupo RB comparada ao grupo RR, nos mesmos momentos (PD_T5, PD_T60, PD_T120 e
PD_T180). Nos parametros de velocidade espermatica (VCL, VSL e VAP), o grupo RB mostrou-
se significativamente (p<0,05) superior ao grupo RR, desde o inicio (PR) até o fim das avaliagdes
(PD_T180). Os parametros ALH e BCF também foram significativamente (p<0,05) superiores no
grupo RB, nos momentos PD_T60, PD_T120 e PD_T180, sendo que o0 ALH apresentou diferenca
também no tempo PR. As médias de cada um desses parametros por grupo de resisténcia
espermatica estdo representados na Fig. 7.
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Figura 7. Média e erro padrao dos parametros de motilidade e cinética de espermatozoides bubalinos avaliados no
CASA, por grupo, desde o pré-resfriamento aos 180 minutos pds-descongelamento.

PR: pré-resfriamento; PC: pré-congelamento; PD_T5: po6s-descongelamento, 5 min.; PD_T60: pds-
descongelamento, 60 min.; PD_T120: p6s-descongelamento, 120 min.; PD_T180: pés-descongelamento, 180 min.
RB: grupo de resisténcia espermatica boa; RR: grupo de resisténcia espermatica ruim.

* : indica diferenca sianificativa entre os arupos (p<0,05).
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5.3. AvaliacBes de citometria de fluxo em espermatozoides com resisténcia boa ou ruim
ao processo de congelamento-descongelamento

As avaliacBGes realizadas por meio de citometria de fluxo permitiram encontrar diferencas
estruturais e funcionais nos espermatozoides oriundos de ejaculados com diferentes resisténcias
espermaticas ao processo de congelamento-descongelamento.

Na anélise das membranas plasmatica e acrossomica, com a utilizacdo das sondas IP e FITC-PSA,
0s grupos RB e RR apresentaram porcentagens significativamente (p<0,05) diferentes de
espermatozoides com ambas as membranas integras (MPAI - Fig. 8A), tanto no tempo PD_T5
(67,8+1,5vs.49,1+ 3,7 %, grupos RB e RR, respectivamente), quanto no tempo PD_T180 (61,1
+2,1vs. 45,6 + 3,1 %, grupos RB e RR, respectivamente). A porcentagem de espermatozoides
com ambas as membranas integras diminuiu significativamente (p<0,05) apenas no grupo RB, ao
longo do tempo (PD_T5 vs. PD_T180).

As porcentagens de espermatozoides com a membrana plasmatica integra, mas com a acrossémica
lesada (MPIAL - Fig. 8B) foram semelhantes (p>0,05) entre 0s grupos nos dois tempos avaliados
(PD_T5: 0,2 £ 0,04 vs. 0,3 + 0,05 %; PD_T180: 1,1 £ 0,12 vs. 1,1 + 0,19 %, grupo RB e RR,
respectivamente). Contudo, dentro de cada grupo essas porcentagens aumentaram
significativamente (p<0,05) ao longo do tempo (PD_T5 vs. PD_T180).

A populagdo de espermatozoides com a membrana plasmatica lesada, mas com a acrossdmica
integra (MPLAI — Fig. 8C) foi significativamente (p<0,05) diferente entre 0s grupos apenas no
primeiro tempo avaliado (PD_T5: 18,1 £ 1,0 vs. 26,8 + 2,8 %; PD_T180: 159+ 1,2vs. 21,9 +
2,8 %, grupo RB e RR, respectivamente). Dentro dos grupos, houve alteragdo (p<0,05) nas
porcentagens desse tipo de populacdo espermatica ao longo do tempo (PD_T5 vs. PD_T180),
apenas no grupo RR.

No primeiro tempo avaliado (PD_T5), o grupo RB apresentou significativamente (p<0,05) menor
porcentagem de espermatozoides com ambas as membranas lesadas (13,9 + 0,8 vs. 23,8 + 1,8 %,
grupos RB e RR, respectivamente) (MPAL- Fig. 8D). Do mesmo modo, no tempo PD_T180, a
porcentagem desta populacdo de espermatozoides foi significativamente (p<0,05) menor no
grupo RB (23,8 + 1,4 vs. 31,3 £ 1,3 %, respectivamente). Dentro dos grupos, as porcentagens de
espermatozoides com ambas as membranas lesadas aumentaram significativamente (p<0,05)
entre os tempos (PD_T5 vs. PD_T180).

Ainda avaliando a membrana plasmaética, por meio da sonda YOPRO, o grupo RB apresentou
maior (p<0,05) porcentagem de espermatozoides com estabilidade de membrana (Fig. 9) que o
grupo RR, nos dois tempos avaliados (57,1 £ 1,8 vs. 40,5+ 3,5 % e 58,1 + 2,0 vs. 42,3 + 3,0 %,
tempos PD_T5 e PD_T180, respectivamente). A estabilidade de membrana foi semelhante
(p>0,05) entre 0s tempos em cada um dos grupos.
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Figura 8. Integridade das membranas plasmatica e acrossdmica de espermatozoides bubalinos descongelados,
analisados por citometria de fluxo, com as sondas fluorescentes FITC-PSA e iodeto de propidio. A: porcentagem
da populacdo esperméatica com membranas plasmética e acrossdmica integras (MPAI); B: porcentagem da
populacdo espermatica com membrana plasmatica integra e acrossémica lesada (MPIAL); C: porcentagem da
populacdo espermatica com membrana plasmética lesada e acrossdmica integra (MPLAI); D: porcentagem da
populacdo espermatica com membranas plasmatica e acrossomica lesadas (MPAL); E: Dot plots ilustrativos
mostrando a frequéncia de células nas quatro populagdes de espermatozoides entre os grupos RB e RR.
PD_T5: pds-descongelamento, 5 min.; PD_T180: pos-descongelamento, 180 min. RB: grupo de resisténcia
espermatica boa; RR: grupo de resisténcia espermatica ruim.
A, B: letras maiusculas distintas indicam diferenga entre os grupos em cada tempo (p<0,05).
a, b: letras mindsculas distintas indicam diferenca entre os tempos em cada grupo (p<0,05).
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A intensidade de fluorescéncia no total de células espermaticas com alto potencial de membrana
mitocondrial (Fig. 10A), avaliado com o uso da sonda MitoStatus Red, foi significativamente
(p<0,05) maior no grupo RB, em cada um dos tempos avaliados. No tempo inicial pés-
descongelamento (PD_T5), os valores dos grupos RB e RR foram 17.691,7 + 2.064,4 e 7.607,7 £
1.586,3 U.A., respectivamente. No tempo final pds-descongelamento (PD_T180), os valores para
0s grupos RB e RR foram 20.842,0 + 3.026,5 e 6.445,1 + 1.773,3 U.A., respectivamente. Dentro
de cada grupo, ndo houve diferenga (p>0,05) em nenhum dos dois tempos avaliados (PD_T5 e
PD_T180).

Considerando apenas as células espermaticas integras (YOPRO-1 negativo) (Fig. 10B), a
intensidade de fluorescéncia de alto potencial de membrana mitocondrial também foi
significativamente (p<0,05) maior no grupo RB, em cada um dos tempos avaliados. No tempo
PD_T5, esses valores foram 36.216,5 + 2.347,0 € 29.342,5 £ 1.898, 0 U.A., para 0s grupos RB e
RR, respectivamente, enquanto no tempo PD_T180, os valores foram 37.365,0 + 2.368,1 e
28.241,5+ 2.387,3 U.A., respectivamente. Dentro de cada grupo, as intensidades de fluorescéncia
permaneceram semelhantes (p>0,05) entre os dois tempos avaliados (PD_T5 e PD_T180).

Ao considerar apenas as células espermaticas lesadas (YOPRO-1 positivo) (Fig. 10C), o grupo
RB ainda apresentou significativamente (p<0,05) maior intensidade de fluorescéncia de alto
potencial de membrana mitocondrial que o grupo RR, no tempo PD_T5, sendo semelhantes
(p>0,05) no tempo PD_T180. Mas dentro de cada grupo, o grupo RB apresentou
significativamente (p<0,05) menor intensidade de fluorescéncia no tempo PD_T180 quando
comparado ao PD_T5, enquanto no grupo RR as intensidades de fluorescéncia foram semelhantes
entre os dois tempos. No tempo PD_T5, as intensidades de fluorescéncia foram 2.667,0 + 352,7
e1.863,5 +182,7 U.A., para os grupos RB e RR, respectivamente, enquanto no tempo PD_T180,
esses valores foram 1.589,6 + 95,7 e 1569,4 + 74,1 U.A., respectivamente.
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Figura 10. Alto potencial de membrana mitocondrial em espermatozoides bubalinos descongelados, analisados
por citometria de fluxo com a sonda fluorescente MitoStatus Red. A: Porcentagem de células com alto potencial
de membrana mitocondrial; B: intensidade de fluorescéncia de HMP, em células integras (U.A.); C: intensidade
de fluorescéncia de HMP, em células lesadas (U.A.); D: a esquerda, histograma representativo mostrando a
intensidade de fluorescéncia das células espermatica integras e ndo integras e “Side scatter x Forward scatter
dot plot” (canto superior direito), quadrante contém populacdo de células de interesse; a direita, histograma
representativo mostrando a intensidade de fluorescéncia em células integras (rosa) e lesadas (azul) de HMP e
“Side scatter x Forward scatter dot plot” (canto superior esquerdo) com células integras (rosa), ndo integras
(azul) e mortas (vermelho) — quadrante contém populacéo de células de interesse.

HMP: alto potencial de membrana mitocondrial (High mitochondrial membrane potential).

Valores expressos como média e erro padrdo.

A, B: letras maiUsculas distintas indicam diferenca significativa entre os grupos em cada tempo (p<0,05).

a, b: letras minGsculas distintas indicam diferenca significativa entre os tempos em cada grupo (p<0,05).
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Ao analisar as ERO nos espermatozoides, foram observadas diferencas significativas entre os
grupos de resisténcia espermatica. Nos dois tempos avaliados, a porcentagem de espermatozoides
com alto peroxido de hidrogénio intracelular (Fig. 11A), avaliado com o uso da sonda CM-
H2DCFDA, foi significativamente (p<0,05) maior no grupo RB (58,2 + 1,8 e 56,3 + 1,7 %,
tempos PD_T5 e PD_T180, respectivamente) que no grupo RR (43,0 £ 3,7 e 38,7 + 2,9 %, tempos
PD_T5 e PD_T180, respectivamente). Porém, ndo houve diferencga (p>0,05) entre os tempos em
nenhum dos dois grupos.

A porcentagem de espermatozoides com alto &nion superéxido (Fig. 11B), avaliado com a
utilizagdo da sonda MitoSOX™ Red, foi significativamente (p<0,05) maior no grupo RR (65,2 +
3,3e 71,0+ 2,8 %, tempos PD_T5 e PD_T180, respectivamente) que no grupo RB (53,9 2,6 e
55,4 + 2,6 %, tempos PD_T5 e PD_T180, respectivamente), nos dois tempos avaliados. Néo
houve diferenca (p>0,05) entre os tempos em cada grupo.
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Figura 11. Média e erro-padréo de espécies reativas de oxigénio em espermatozoides bubalinos descongelados,
analisados por citometria de fluxo, com as sondas fluorescentes CM-H2DCFDA (peroxido de hidrogénio) e
MitoSOX™ Red (anion superoxido). A: porcentagem de células com alto peroxido de hidrogénio intracelular; D:
porcentagem de células com alto anion superdxido mitocondrial. PD_T5: pds-descongelamento, 5 min.; PD_T180:
pos-descongelamento, 180 min. RB: grupo de resisténcia espermatica boa; RR: grupo de resisténcia espermatica
ruim. IF: intensidade de fluorescéncia. U.A.: unidade arbitréria.

A, B: letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre os grupos em cada tempo (p<0,05).

a, b: letras minUsculas distintas indicam diferenca significativa entre os tempos em cada grupo (p<0,05).

Apesar de haver diferencas entre os grupos de resisténcia espermatica nas porcentagens de células
com alta concentracdo de ERO, ndo foi possivel encontrar diferenca (p>0,05) entre eles na
avaliacdo da intensidade da peroxidacdo lipidica com a sonda BODIPY, em nenhum dos dois
tempos avaliados (Fig. 12). No tempo PD_T5, a intensidade da peroxidacdo lipidica foi 221,57 +
11,4e211.27 +8,5 U.A,, no grupo RB e RR, respectivamente, enquanto no tempo PD_T180, 0s
valores foram 385,26 + 20,4 e 332,77 £ 16,1 U.A, respectivamente. Em cada um dos grupos, foi
observado aumento significativo (p<0,05) da peroxidac&o lipidica com o decorrer do tempo.
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Figura 12. Peroxidacéo lipidica em espermatozoides bubalinos descongelados, analisados por citometria de fluxo,
com a sonda fluorescente C-11 BODIPY. A: Média e erro-padréo da peroxidacéo lipidica espermatica (IF, U.A.); B:
Figura representativa “Side scatter x Forward scatter dot plot”, quadrante P1 contém populacdo de células de
interesse. C: “Dot plot” representativo mostrando as populagdes espermaticas integras (verde) e lesadas (vermelho);
D: Histogramas representativos mostrando o aumento da intensidade de fluorescéncia da peroxidagéo lipidica de um
mesmo ejaculado, entre os tempos PD_T5 (a esquerda) e PD_T180 (a direita).

A, B: letras maitsculas distintas indicam diferenca significativa entre os grupos em cada tempo (p<0,05).

a, b: letras minGsculas distintas indicam diferenca significativa entre os tempos em cada grupo (p<0,05).

Quando os espermatozoides foram desafiados na incubacdo com &cido araquiddnico (Fig. 13), a
peroxidacéo lipidica, também avaliada com a utilizagdo da sonda C11-BODIPY, foi semelhante
(p>0,05) entre os dois grupos de resisténcia espermatica (589,4 + 17,9 e 640,9 + 37,1 U.A., nos
grupos RB e RR, respectivamente).
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5.4.Estudo das correlacGes entre as caracteristicas estruturais e funcionais de
espermatozoides bubalinos (Bubalus bubalis)

Nesta secdo, foram avaliadas as relacdes entre os pardmetros espermaticos avaliados ao longo do
trabalho. Para tanto, relembram-se algumas defini¢Ges utilizadas na metodologia:

e O critério de separagdo dos grupos, ARr), € composto pelo declinio da motilidade total
entre o inicio (PR) e 180 minutos ap6s descongelamento (PD_T180) [ARwt) = (PRt —
PD_T180uv)]. Assim, quanto maior o ARr), menor a resisténcia espermatica.

e Alintegridade das membranas plasmatica e acrossémica, avaliada por citometria de fluxo,
foi considerada como caracteristica estrutural, enquanto os parametros de motilidade e
cinética avaliados pelo CASA, o teste hiposmatico e as demais caracteristicas avaliadas
por citometria de fluxo (estabilidade da membrana plasmatica, potencial de membrana
mitocondrial, producdo de peroxido de hidrogénio intracelular, producdo de anion
superoxido mitocondrial e peroxidacéo lipidica) foram considerados como caracteristicas
funcionais dos espermatozoides.

Nas Tab. 6 e Tab. 7, observam-se as correlagfes entre a sensibilidade espermética (ARwm)) € 0S
outros parametros do CASA (motilidade progressiva, VCL, VSL, VAP e ALH), no tempo PD_T5
e no tempo PD_T180, respectivamente. A resisténcia espermatica é correlacionada negativamente
(p<0,05) com tais para@metros, ilustrando que espermatozoides mais resistentes possuem maiores
padrdes de movimento. Nota-se, ainda, que a maior resisténcia espermatica também esta
negativamente correlacionada (p<0,05) com a integridade estrutural (membranas plasmaética e
acrossdémica integras) e funcional (estabilidade da membrana plasmatica) da membrana
espermatica e com a producdo de perdxido de hidrogénio intracelular. Enquanto a menor
resisténcia espermatica esta correlacionada positivamente (p<0,05) com lesGes das membranas
plasmética e acrossémica (membrana plasmatica lesada e acrossémica integra e membranas
plasmaética e acrossdémica lesadas) e com a producéo de anion superoxido.

No tempo PD_T180 (Tab. 7), os parametros de velocidade e cinética (motilidade total, motilidade
progressiva, VCL, VSL, VAP, ALH e BCF) se correlacionam diretamente (p<0,05) com o
potencial de membrana mitocondrial. Enquanto no tempo PD_T5 (Tab. 6), apenas as motilidades
total e progressiva apresentam correlagdo (p<0,05) com o metabolismo mitocondrial. Em ambos
os tempos (PD_T5 e PD_T180), o metabolismo mitocondrial possui alta correlacdo direta
(p<0,05) com a integridade da membrana plasmatica, tanto estrutural (membranas plasmatica e
acrossdmica integras), quanto funcional (estabilidade da membrana plasmatica).

A resisténcia espermatica esta também correlacionada (p<0,05) com o metabolismo mitocondrial,
tanto na porcentagem de espermatozoides com alto metabolismo mitocondrial, quanto na
intensidade de fluorescéncia em células integras (Tab. 8). Além de se correlacionar (p<0,05) com
a producéo de espécies reativas de oxigénio, quanto mais resistente, maior a produgéo de peroxido
de hidrogénio intracelular e menor a producgdo de anion superoxido (Tab. 8). O metabolismo
mitocondrial esta relacionado positivamente (p<0,05) com a producado de peréxido de hidrogénio
intracelular e negativamente (p<0,05) com a producdo de &nion superdxido. Enquanto a
peroxidacéo lipidica (Tab. 9 e Tab. 10) néo esté correlacionada (p>0,05) com o metabolismo
mitocondrial ou com a producao de espécies reativas de oxigénio (perdéxido de hidrogénio e anion
superdxido).
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Tabela 6. Correlagdo entre o AR € as caracteristicas de espermatozoides bubalinos (Bubalus bubalis) avaliados apds o descongelamento (PD_T5),
pelo CASA e por meio de citometria de fluxo.

ARMT) MT MP VCL VSL VAP ALH BCF MA':L MPAL MPAI MPIAL Estab. HPM I!'r']x; F:QQP ﬁzlg’z Aétzo
MT -0,52*
MP -0,47*  0,80*
VCL  -053* 042* 039
VSL 056* 051* 075% 080
VAP  -055% 049* 060* 093* 094*
ALH  -032* -003 -012 074* 036* 051*
BCF 023 012 034 067* 065 065* 050

MPLAI 034 -066* -051* -004 -0,15 -0,08 0,21 0,12

MPAL  060* -059* -032* -0,15 -0,12 -0,14 0,03 0,21 0,44*

MPAI -0,53* 0,74 051* 0,10 0,16 0,12 -0,16 -0,19 -0,89* -0,81*

MPIAL 023 -0,24  -0,18 0,08 -0,06  -0,001 0,25 0,15 0,19 0,34* -0,31*

Estab. -0,51*  0,72* 047* 0,04 0,11 0,08 -025 -0,22 -0,80* -0,81* 095* -0,33*

HMP -0,49* 0,71* 044* 0,03 0,07 0,06 -025 -025 -0,79* -0,82* 094 -0,30* 0,995*

HMP -0,38* 0,09 -0,05  0,46* 0,20 0,34* 046* 0,22 0,17 -0,20 -0,01 0,12 0,04 0,06

integ.

HMP -0,27 0,10 0,004 0,26 0,09 0,17 0,29 0,17 0,13 -0,13 -0,02 0,12 -0,02 0,03 0,65*

les.

Alto -0,45* 0,74* 048* -0,01 0,05 0,02 -0,26 -0,25 -0,80* -0,78* 0,93* -0,32* 0,96*  0,96* 0,05 0,03

H202

Alto O, 038* -045* -0,32* 0,07 -0,04 0,02 0,19 0,36* 046* 061* -0,62* 0,31* -0,69* -0,69* -006 -005 -0,67*
LPO -0,05 -0,03 -0,01 0,18 0,10 0,19 0,11 -0,04 0,03 0,15 -0,10 0,10 -0,10  -0,07 0,11 0,14 -0,13 0,20

AR(wm): declinio da motilidade total entre o inicio (PR) e 180 minutos ap6s descongelamento (PD_T180) [ARwT) = (PRevt) — PD_T180(wm))]. MT: motilidade total.
MP: motilidade progressiva. VCL: velocidade curvilinear. VVSL: velocidade linear. VAP: velocidade média da trajetoria. ALH: amplitude do deslocamento lateral da
cabega. BCF: frequéncia do batimento do flagelo MPAI: células com membranas plasmatica e acrossdmica integras; MPIAL: células com membrana plasmatica
integra e acrossdmica lesada; MPAL.: células com membranas plasmatica e acrossémica lesadas; MPLAI: células com membrana plasmatica lesada e acrossémica
integra. Estab.: estabilidade da membrana plasmatica. HMP: células com alto potencial de membrana mitocondrial. HMP integ.: alto potencial de membrana
mitocondrial em células integras. HMP les.: alto potencial de membrana mitocondrial em células lesadas. Alto H202: producéo de perdxido de hidrogénio intracelular.
Alto O2: produgdo de anion superoxido mitocondrial. LPO: peroxidagao lipidica. * : p<0,05.



Tabela 7. Correlagao entre o ARv) € as caracteristicas de espermatozoides bubalinos (Bubalus bubalis) avaliados apés o descongelamento (PD_T180),
pelo CASA e por meio de citometria de fluxo.

ARmT) MT MP VCL VSL VAP ALH BCF M;L MPAL MPAI MPIAL Estab. HPM ?:ZI; F:QQP l_’?;g’z Aétzo
MT -0,99*
MP 0,94%  0,95*
VCL  -093* 093* 091*
VSL  -092* 091* 093 098*
VAP -092* 091* 092* 099 0997*
ALH  -081* 080* 068* 086* 079* 081*
BCF  -083%* 082 073* 089* 085* 086* 0,98*

MPLAI 025 -031* -0,26 -0,14 -014 -014 -004 -0,04

MPAL 068* -071* -0,62* -0,62* -0,57* -0,59* -0,58* -0,57* 0,31*

MPAI -0,55* 0,61* 0553* 045 042 043* 036* 035 -0,86* -0,75*

MPIAL 002 -00010 -012 -012 -016 -0,24 -007 -0,09 -0,28 -0,15 0,23

Estab. -0,55*  0,61* 0,554 046* 044 045 038 035 -0,76* -0,75* 0,93* 0,26

HMP -0,59* 064* 057 048* 047 048 040* 037* -0,71* -0,77* 091* 0,25 0,99*

HMP -0,38* 041* 033* 0,32 0,28 0,29 030* 029 -046* -042* 053* 0,29 0,55*  0,59*

integ.

HMP 0,01 -0,004 -0,02 -0,01 -0,04 -0,02 0,03 0,02 0,02 -0,08 0,02 0,22 0,15 0,19 0,58*

les.

Alto -0,60* 0,64* 057 048 047 047 040* 038 -0,72* -0,67* 0,86* 0,14 0,88* 0,87 0/52* 0,08

H202

Alto O, 049* -0,53* -0,54* -0,42* -0,44* -0,44* -0,25 -0,25  0,50* 0,6* -0,70* -0,01 -0,75* -0,78* -0,46* -0,25 -0,68*
LPO -0,31* 0,34 040* 0,38* 037 0,37* 0,24 0,24 -0,10 -0,01 0,08 -0,09 0,17 0,16 0,06 -024 025 -0,03

AR(wm): declinio da motilidade total entre o inicio (PR) e 180 minutos ap6s descongelamento (PD_T180) [ARwT) = (PRevm) — PD_T180(wm))]. MT: motilidade total.
MP: motilidade progressiva. VCL: velocidade curvilinear. VVSL: velocidade linear. VAP: velocidade média da trajetdria. ALH: amplitude do deslocamento lateral da
cabega. BCF: frequéncia do batimento do flagelo MPAI: células com membranas plasmatica e acrossémica integras; MPIAL: células com membrana plasmatica
integra e acrossdmica lesada; MPAL.: células com membranas plasmatica e acrossémica lesadas; MPLAI: células com membrana plasmatica lesada e acrossémica
integra. Estab.: estabilidade da membrana plasmatica. HMP: células com alto potencial de membrana mitocondrial. HMP integ.: alto potencial de membrana
mitocondrial em células integras. HMP les.: alto potencial de membrana mitocondrial em células lesadas. Alto H202: producéo de perdxido de hidrogénio intracelular.
Alto O2: produgdo de &nion superoxido mitocondrial. LPO: peroxidagéo lipidica. * : p<0,05.



Tabela 8. Correlages entre a sensibilidade espermatica [ARvm)] € as avaliagBes potencial de membrana mitocondrial e produgdo de espécies reativas
de oxigénio de espermatozoides bubalinos (Bubalus bubalis) descongelados a 37 °C, nos dois tempos avaliados (PD T5 e PD T180)

HMP HMP HMP HMP Alto

AR Pl_liDM'IE)S integras  lesadas Pll; ¥580 integras  lesadas H20: IADIISO '{'12?02 ';‘go%z
- PD T5 PD T5 - PD T180 PD T180 PD T5 - -
HMP PD_T5 -0,49*
HMP integras PD_T5 -0,38* 0,06
HMP lesadas PD_T5 -0,27 0,03 0,65*
HMP PD_T180 -0,59* 0,75* 0,20 0,19
HMP integras PD_T180 -0,38* 0,42* 0,29 0,03 0,59*
HMP lesadas PD_T180 0,01 -0,14 0,14 0,07 0,19 0,58*
Alto H202 PD_T5 -0,45* 0,96* 0,05 0,03 0,76* 0,41* -0,08
Alto H202 PD _T180 -0,60* 0,84* 0,16 0,13 0,87* 0,52* 0,08 0,83*
Alto O2 PD_T5 0,38* -0,69* -0,06 -0,05 -0,55* -0,13 0,21 -0,67* -0,67*
Alta O2 PD_T180 0,49* -0,57* -0,27 -0,32* -0,78* -0,46* -0,25 -0,52* -0,68* 0,60*

ARqur): declinio da motilidade total entre o inicio (PR) e 180 minutos apds descongelamento; HMP: células com alto potencial de membrana mitocondrial. HMP
integras: alto potencial de membrana mitocondrial em células integras. HMP lesadas: alto potencial de membrana mitocondrial em células lesadas. Alto H202:
producdo de peroxido de hidrogénio intracelular. Alto O2: produgdo de anion superdxido mitocondrial. PD_T5: p6s-descongelamento, 5 min. PD_T180: pds-
descongelamento, 180 min. * : p<0,05.

59



Tabela 9. Correlagdes entre a sensibilidade espermatica [AR )], @ peroxidacdo lipidica e as avalia¢des potencial de membrana mitocondrial
em espermatozoides bubalinos (Bubalus bubalis) descongelados a 37 °C, nos dois tempos avaliados (PD T5 e PD T180)

AR(vT) PLDP(‘ID'S PDL?I'?8O PI-DlMTP5 inTe'\éI;s Ieligflst PI|D_| ¥580 inTe'\éI;s
- - - PD T5 PD T5 - PD T180
LPO PD_T5 -0,05
LPO PD_T180 -0,31* 0,10
HMP PD_T5 -0,49* -0,07 0,27
HMP integras PD_T5 -0,38* 0,11 0,6 0,06
HMP lesadas PD_T5 -0,27 0,14 -0,02 0,03 0,65*
HMP PD_T180 -0,59* -0,08 0,16 0,75* 0,20 0,19
HMP integras PD_T180 -0,38* 0,20 0,06 0,42* 0,29 0,03 0,59*
HMP lesadas PD_T180 0,01 0,21 -0,24 -0,14 0,14 0,07 0,19 0,58*

ARv): declinio da motilidade total entre o inicio (PR) e 180 minutos ap6s descongelamento (PD_T180) [ARwm) = (PRt — PD_T180(mm)]. LPO:
peroxidacdo lipidica. HMP: células com alto potencial de membrana mitocondrial. HMP integras: alto potencial de membrana mitocondrial em células
integras. HMP lesadas: alto potencial de membrana mitocondrial em células lesadas. PD_T5: p6s-descongelamento, 5 min. PD_T180: pds-descongelamento,
180 min. * : p<0,05.

Tabela 10. Correlagdes entre a sensibilidade espermatica [ARv)], a peroxidacdo lipidica e producdo de espécies reativas de oxigénio em
espermatozoides bubalinos (Bubalus bubalis) descongelados a 37 °C, nos dois tempos avaliados (PD_T5 e PD T180)

AR, LPO LPO % Alto H20, % Alto H.02 % Alto O2
PD T5 PD T180 PD T5 PD T180 T5
LPO PD_T5 -0,05
LPO PD_T180 -0,31* 0,10
Alto H,0, PD_T5 -0,45* -0,13 0,28
Alto H,0, PD_T180 -0,60* -0,06 0,25 0,83*
Alto O, PD_T5 0,38* 0,20 -0,17 -0,67* -0,67*
Alta O, PD_T180 0,49% -0,07 -0,03 -0,52* -0,68* 0,60*

ARmT): declinio da motilidade total entre o inicio (PR) e 180 minutos apds descongelamento (PD_T180) [ARwm) = (PRt — PD_T180(mm)]. LPO:
peroxidacéo lipidica Alto H202: producdo de perdxido de hidrogénio intracelular. Alto O2: produgdo de anion superoxido mitocondrial. PD_T5: pos-
descongelamento, 5 min. PD_T180: pos-descongelamento, 180 min. * : p<0,05.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, foram estudadas as diferencas estruturais e funcionais, que poderiam influenciar
a resisténcia de espermatozoides bubalinos ao processo de congelamento-descongelamento.
Entender os tipos de danos aos quais o0 espermatozoide é exposto durante a criopreservacao é
essencial quando se busca maximizar a qualidade seminal pos-descongelamento. As diferengas
entre os grupos de resisténcia espermatica boa (RB) ou ruim (RR) ao processo de congelamento-
descongelamento se encontraram principalmente na sensibilidade da membrana plasmatica e no
metabolismo mitocondrial. Este € um dos primeiros trabalhos a demonstrar que o potencial de
membrana mitocondrial esta relacionado com a diferenca entre ejaculados de touros bubalinos na
resisténcia dos espermatozoides ao congelamento-descongelamento.

Primeiramente, ressalta-se que apesar da fémea bubalina apresentar sazonalidade reprodutiva, a
qualidade seminal dos touros bubalinos ndo sofre influéncia das estagBes do ano na regido sudeste
do Brasil (Andrade, 2016). Do mesmo modo, neste trabalho, apesar dos ejaculados terem sido
coletados ao longo de dois anos, as ocorréncias de ejaculados com resisténcia espermatica boa ou
ruim ao processo de congelamento-descongelamento foram uniformes ao longo do periodo
experimental. Além disso, a resisténcia espermatica pode ser afetada por fatores relacionados com
0s procedimentos para o congelamento dos espermatozoides, como taxa da queda de temperatura,
diluidor e crioprotetor (Holt, 2000). Por este motivo, para que a resisténcia espermatica ndo fosse
influenciada pela metodologia, todos os ejaculados foram submetidos ao mesmo protocolo de
congelamento.

De acordo com os critérios propostos por Vale (2011) para a espécie bubalina, os ejaculados
utilizados apresentaram qualidade inicial (in natura) excelente. Embora tenha sido demonstrada
a semelhanca da qualidade inicial, houve grande variacdo entre os ejaculados da motilidade total
apos o descongelamento. Em concordancia com os resultados encontrados por Auler (2018) em
ejaculados bubalinos, a variagdo da resisténcia espermatica ao processo de congelamento-
descongelamento aconteceu tanto entre ejaculados de animais diferentes, quanto entre ejaculados
de um mesmo animal. Essa variabilidade da resisténcia espermatica é descrita em varias espécies
(Jobim et al., 2004; Waterhouse et al., 2006; Loomis e Graham, 2008; Filho et al., 2014; Rickard
etal., 2016) e, em bubalinos, foi detalhadamente estudada por Auler (2018), podendo ser resultado
de fatores relacionados ao espermatozoide (Waterhouse et al., 2006) ou ao plasma seminal (Jobim
et al., 2004; Asadpour et al., 2007; Rickard et al., 2016; Auler, 2018), ou ainda da interacdo entre
eles (Rickard et al., 2016).

Durante o processo de espermatogénese, quando passa a ser uma célula altamente especializada,
0 espermatozoide também se torna dependente do ambiente externo para suplementacdo de
nutrientes e remogdo de residuos (Vishwanath e Shannon, 1997). Assim, a manipulacdo do
ambiente em que o espermatozoide estd inserido tem influéncia direta sobre ele. O
espermatozoide bubalino é considerado muito sensivel ao processo de congelamento-
descongelamento (Mughal et al., 2017). Porém, com a adaptacdo do protocolo de resfriamento e
do meio diluidor, foi possivel encontrar, no pds-descongelamento, qualidade espermatica (ex.
médias de motilidade total e de integridade das membranas plasmaticas e acrossdbmica) com
médias acima das relatadas na literatura (Kadirvel et al., 2009; Reddy et al., 2010; Kumar e Atreja,
2012; El-Nattat et al., 2016), mesmo no grupo RR.

De toda maneira, a susceptibilidade dos espermatozoides, aos danos causados pelo processo de
congelamento-descongelamento, se mostrou diferente entre os grupos. Na avaliacdo da
funcionalidade espermética, por meio dos parametros de motilidade e cinética, as diferencas
apareceram na motilidade total e na motilidade progressiva ap6s o descongelamento (PD_T5),
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enguanto as diferencas nas velocidades (VCL, VSL e VAP) ja apareceram desde o primeiro
momento, antes mesmo do processo de resfriamento. Em outros trabalhos, tais pardmetros foram
correlacionados a maior fertilidade de touros bubalinos, tanto in vitro (Sohail et al., 2013), quanto
in vivo (Kumar et al., 2014b; Ahmed et al., 2017). Além desses, os parametros BCF e ALH, que
sdo relacionados com o tipo de movimento flagelar espermatico, também foram inferiores no
grupo RR. A motilidade e a velocidade do espermatozoide sdo determinados pelo batimento
flagelar, que impulsionado pela disponibilidade de ATP, se relaciona diretamente com o
metabolismo mitocondrial (Agnihotri et al., 2016; Pereira et al., 2017). No presente trabalho, as
menores motilidade, progressividade e velocidade dos espermatozoides encontradas no grupo RR
foram relacionadas com a menor qualidade do metabolismo mitocondrial encontrada nesse grupo.
Existem trabalhos que associam a queda da motilidade espermatica entre as etapas do processo
de congelamento-descongelamento com a reducdo do metabolismo mitocondrial, tanto em
espermatozoides bubalinos (Kadirvel et al., 2009), como em outras espécies (Schober et al., 2007;
Awda et al., 2009; Paoli et al., 2011; Gdrler et al., 2016). Contudo, neste trabalho, estudou-se a
relacdo do metabolismo mitocondrial com a diferenca, entre ejaculados, da sensibilidade
espermatica ao processo de congelamento-descongelamento, como sera discutido mais adiante.

Ao serem congeladas, as células sdo submetidas a estresses resultantes das intera¢des entre dgua
e soluto, que surgem através da cristalizacdo do gelo. A exposicdo da célula ao meio hipertonico,
ainda ndo congelado, causa retirada da agua intracelular, com consequente retracdo celular e
possivel influxo de ions. No descongelamento, a célula sofre 0 processo inverso e a entrada de
agua pode causar ruptura da membrana plasmatica. Além da desidratacdo e da formacéo de
cristais de gelo, a mudanca na temperatura também afeta a organizacdo da bicamada de
fosfolipidios da membrana plasmatica, podendo alterar a funcionalidade da estrutura (Holt, 2000).
Visto que os principais danos a membrana plasmatica ocorrem durante o congelamento e o
descongelamento dos espermatozoides (Rasul et al., 2001), pode-se entender que 0s
espermatozoides do grupo RR sofreram mais com o processo, apresentando menor integridade da
membrana plasmaética, tanto estrutural, como funcionalmente. A maior susceptibilidade dos
espermatozoides do grupo RR, aos danos causados a membrana plasmatica, pode estar
relacionada com sua composicao estrutural. O colesterol confere a membrana plasmatica maior
fluidez e, durante o processo de congelamento-descongelamento, maior resisténcia. Em
bubalinos, a correlagdo entre o maior conteGdo de colesterol espermatico e a melhor
congelabilidade espermatica foi demonstrada por Singh et al. (2014). A atuacdo dos aspectos
mecanicos sobre a célula espermatica durante o processo de congelamento-descongelamento e a
maior sensibilidade da membrana plasmatica dos espermatozoides (Parks e Graham, 1992) do
grupo RR podem explicar a diferenca da integridade no primeiro momento p6s-descongelamento,
contudo, ndo esclarecem a diferenca do declinio da motilidade ao longo do tempo de incubagdo
p6s-descongelamento.

Tem sido sugerido que a mitocOndria é a organela espermatica mais afetada pelo processo de
congelamento-descongelamento (Pefia et al., 2011). Um dos aspectos mais notaveis da
mitocdndria é sua fungdo de producédo de energia quimica na forma de ATP; e parte da energia
utilizada pelo espermatozoide na manutencdo da motilidade vem do ATP mitocondrial (Pereira
et al., 2017). O potencial de membrana mitocondrial descreve o gradiente de prétons formado
pela passagem de elétrons ao longo da cadeia transportadora de elétrons, que serdo entdo usados
para a producéo de ATP. A diminuig&o no potencial, ou depolarizacéo, indica dano mitocondrial
e a inabilidade da célula em atender & demanda energética (Moraes e Meyers, 2018). Com a
utilizacao de uma sonda fluorescente catiénica (neste trabalho, MitoStatus Red), a funcionalidade
da mitocbndria é avaliada pelo acimulo da sonda em seu interior. As mitocondrias mais
polarizadas (por exemplo, hiperpolarizadas, onde o interior € mais negativo) acumulam mais
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sonda catibnica, e mitocondrias depolarizadas (interior menos negativo) acumulam menos sonda
(Perry et al., 2011). As diferencas entre 0s grupos, no metabolismo mitocondrial, sdo notadas
tanto na porcentagem de células com alto potencial de membrana mitocondrial, quanto na
intensidade do metabolismo em células integras e em células lesadas. Mesmo nas células lesadas,
a intensidade do metabolismo mitocondrial dos espermatozoides do grupo RR é inferior logo apds
0 descongelamento, se igualando ao grupo RB apenas ao final da incubacdo, quando o
metabolismo mitocondrial do grupo RB decai. Isto sugere que a maior sensibilidade ao processo
de congelamento-descongelamento dos espermatozoides do grupo RR se expresse também na
membrana mitocondrial, podendo estar relacionada com a menor motilidade encontrada neste
grupo. De fato, foram demonstradas altas correlacdes do metabolismo mitocondrial tanto com a
integridade estrutural das membranas plasmatica e acrossémica, como com a estabilidade da
membrana plasmatica, avaliadas por citometria de fluxo.

As mitocondrias sdo anatomicamente definidas por duas membranas — membrana mitocondrial
externa, que envolve a membrana mitocondrial interna, responsavel pela transdugdo de energia.
Na membrana mitocondrial interna, estdo localizados os dois componentes principais do
mecanismo de fosforilacdo oxidativa, a cadeia transportadora de elétrons e a ATP-sintetase, sendo
gue a sintese de ATP pela mitocdndria depende do fino equilibrio entre eles. A cadeia
transportadora de elétrons envolve reagfes de oxidagdo/reducdo que liberam energia para a
formacdo do ATP (Morais e Meyers, 2018). Deste modo, além de ser fonte de energia, a
mitocéndria é a principal fonte de ERO no espermatozoide (Ferramosca e Zara, 2017). A maior
concentragdo de anion superdxido, nos espermatozoides do grupo RR, pode estar relacionada com
a disfuncdo mitocondrial, resultando no desvio do anion da cadeia transportadora de elétrons e no
aumento da producédo de anion superéxido (Aitken, 2017). Enquanto que a menor producao de
peréxido de hidrogénio, pelos espermatozoides do grupo RR, pode estar relacionada com menor
capacidade de defesa antioxidante do ejaculado (espermatozoide e/ou plasma seminal), de modo
que, por mais que o grupo RR possua maior producgdo de substrato (&nion superoxido) para a
enzima SOD, h& menor producdo de peroxido de hidrogénio (Fridovich, 1997). Ejaculados de
touros bubalinos com maior ou menor longevidade espermatica apresentam diferencas na
abundéncia de proteinas do plasma seminal (Auler et al., 2018), podendo também este ser um
fator envolvido na capacidade antioxidante do ejaculado. De toda maneira, foi demonstrada a
correlagdo positiva entre o alto metabolismo mitocondrial e a maior produgdo de peroxido de
hidrogénio, enquanto a maior producao de anion superéxido correlacionou-se negativamente com
0 alto metabolismo mitocondrial.

Embora tenham sido encontradas diferencas entre os grupos na producéo de ERO, indicando que
ha diferenca nas reacdes de oxidacdo/reducdo, a intensidade com que a peroxidacao lipidica
acontece € a mesma entre eles. De fato, o per6xido de hidrogénio e o anion superéxido ndo
possuem energia suficiente para iniciar o processo de peroxidagdo lipidica. Contudo, tal processo
pode ser desencadeado por outros radicais como alcoxil, peroxil e hidroxil, e apresenta a
caracteristica de auto perpetuacdo, com esses radicais participando como iniciadores ou
subprodutos (Blake et al., 1987). O aumento da intensidade da peroxidag&o lipidica com o tempo
de incubacdo, observada nos dois grupos, pode ser resultado da sua propriedade de auto
perpetuacdo. Além disso, a sensibilidade espermatica ndo mostrou correlacdo com a peroxidagdo
lipidica no primeiro momento apds o descongelamento.

Corroborando com este raciocinio, quando os espermatozoides foram desafiados com &acido
araquidonico (indutor de peroxidacao lipidica, Aitken et al., 2013), a intensidade do processo de
peroxidacdo lipidica foi semelhante entre os espermatozoides dos dois grupos, podendo ser
sugerido que a susceptibilidade espermética a tal processo € igual entre eles. Os aldeidos formados
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na cascata da peroxidacdo lipidica, tais como acroleina, malondialdeido e 4-HNE, se ligam
preferencialmente em proteinas mitocondriais, e a aducao destas proteinas causa desregulacao do
fluxo de elétrons ao longo da cadeia transportadora de elétrons e, consequentemente, da producgéo
de ERO (Aitken et al., 2012). Dessa maneira, ainda que a peroxidacdo lipidica ndo esteja
relacionada com a diferenca de resisténcia espermatica entre 0s grupos, seus subprodutos
poderiam ser causadores da diferenca no metabolismo mitocondrial, caso haja maior sensibilidade
da membrana mitocondrial nos espermatozoides do grupo RR.

7. CONCLUSOES

A diferenca na resisténcia de espermatozoides bubalinos esta mais relacionada a longevidade ap6s
o descongelamento, do que a sobrevivéncia ao processo de congelamento-descongelamento.

Os ejaculados que apresentam maior longevidade espermatica apds o descongelamento sdo
aqueles cuja populacdo de espermatozoides possui maior velocidade antes do resfriamento e
maiores parametros de motilidade e cinética ap6s o descongelamento.

O grupo de ejaculados mais resistente ao processo de congelamento-descongelamento possui
espermatozoides menos susceptiveis aos danos na membrana plasmatica que poderiam alterar sua
estrutura e/ou funcionalidade. Esses ejaculados também possuem espermatozoides com maior
metabolismo mitocondrial, o que foi associado com os seus maiores parametros de motilidade e
cinética. Apesar de existir desproporgdo quanto a producdo de peroxido de hidrogénio e anion
superoxido, a diferenca na resisténcia espermatica ndo foi relacionada aos danos causados por
peroxidacao lipidica.

8. CONSIDERAGCOES FINAIS

Sugere-se que 0 metabolismo mitocondrial seja um dos principais fatores de diferenca na
resisténcia ao processo de congelamento-descongelamento em espermatozoides bubalinos. Desse
modo, novas pesquisas sdo necessarias a fim de entender como esse processo influencia na
integridade mitocondrial e como surgem as diferengas em seu metabolismo.

Com o intuito de melhorar a qualidade espermatica p6s-descongelamento, a adi¢do de reagentes
que protejam especificamente a mitocondria pode ser avaliada para a producéo de diluidores para
a criopreservacao de espermatozoides bubalinos.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo ne. 357 7 2015, relativo ao projeto intitulado “Deservolvimento de processos de preseryi l_gjao espermatlca
para maxlmlzagao dousodai |nsem|na§ao artificial em bfalos” , que tem como responsavel Marc Roger Jean Marie Henry, esta de acordo
com os Principios Etices da Experimentaco Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovadao na reunido de 09/12/2015. Este certificado esplra—se em 08M272020.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n®. 357 / 2015, related to the Project entilted “Development of sperm preservation processes for
maximizing the use of artificial insemination in buffaloes™, under the supenvision of Marc Roger Jean Marie Henry, is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUAUFMG), and was
approved in 09122015 This certificates expires in 09M12/2020.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUAUFMG
Belo Horizonte, 09M12/2015.
Atenciosamente.
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ANEXO 2

Setup utilizado para analise do sémen da espécie bubalina no programa de andlise

computadorizada da motilidade espermatica — SCA®

Area da particula: 20 a 70 microns2

VCL: 10 < SLOW < 25 < MEDIUM < 50 < RAPID
Progressividade: > 70% STR

Circular: <50% LIN

Pontos para 0 VAP: 5; Conectividade: 12
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ANEXO 3

Média e erro-padrao dos parametros de motilidade e cinética de espermatozoides bubalinos, desde o pré-resfriamento até 180 minutos pés-
descongelamento

Tempo MT (%) MP (%) VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s) ALH (um) BCF (Hz)
RB (n=23)

PR 95,88+ 0,63~  49,11+319” 12989+347”~ 5880+261" 8883+236” 4,03+011”* 12,71+0,26"
PC 95,02+0,39A 57,10+282* 11544+368” 5740+3,02" 7821+288~ 373+011”* 13,34+0,20"
PD_T5 89,35+1284 6150+230* 8687+237" 5183+208" 6330+205% 285+0,08* 1337%0,174
PD_T60 8597+092” 56,74+186*  7258+163* 3982+118% 50,83+138" 246+0,04” 1342+0,18%
PD_T120 7852+137A 5249+187%  6299+186" 3434+111% 4371+1394 222+0,04* 1299+0,214
PD_T180 62,82+149 A 3527+199A  4488+189~ 2423+127~ 3043+155% 194+0,03* 11,46+0,254
RR (n=22)

PR 94,23+0,88%  40,33+366” 11099+3,76% 4641+319®% 7451+316°% 366+0,12°% 12,67+0,25"
PC 92,46 +1,31* 5055+375% 100,38+2,77® 4720+255® 66,96+2,17% 3,49+0,114 13,32+0,20*
PD_T5 7731+2498% 47,14+ 358" 7432+259%  4096+228% 5248+221% 263+008" 13,15+0,174
PD_T60 65,08+2,06°%  36,68+231°" 57,47+2,49%  29,80+129% 39,07+174® 226+004% 12,59+0,23°
PD_T120 42,73+2,808  2037+231°" 37,23+241®%  19,04+146® 2435+182°% 189+0,04% 11,05+0,27°
PD_T180 16,09 + 2,40° 2,97 +0,68° 15,81 +2,118 6,28 +0,98° 884+1278 111+0,16°%  6,18+0,90°

PR: pré-resfriamento; PC: pré-congelamento; PD_T5: pds-descongelamento, 5 min.; PD_T60: pés-descongelamento, 60 min.; PD_T120: pds-
descongelamento, 120 min.; PD_T180: p6s-descongelamento, 180 min.
RB: grupo de resisténcia espermatica boa; RR: grupo de resisténcia espermatica ruim.
A, B: letras mailsculas distintas na coluna indicam diferenca significativa entre 0s grupos em cada tempo (p<0,05).
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ANEXO 4

Resultados da andlise de morfologia espermatica de cada um dos 90 ejaculados utilizados de touros bubalinos (Bubalus bubalis

Animal  Ejaculado  Grupo Defeitos de Defeitos de Def(_eitqs de peca _ Defeitos_(lje_pega Normais  Anormais

cabeca (%) acrossoma (%) principal (%) intermediaria (%) (%) (%)
12 1 RR 2,50 3,00 9,00 2,00 83,50 16,50
12 4 RB 4,50 3,00 8,50 4,50 79,50 20,50
12 5 RI 2,00 3,00 9,50 3,00 82,50 17,50
12 7 RI 2,50 1,50 10,00 4,00 82,00 18,00
12 9 RI 3,00 2,00 13,00 1,50 80,50 19,50
12 11 RR 3,50 4,50 4,00 4,50 83,50 16,50
13 1 RI 9,50 5,50 7,00 7,50 70,50 29,50
13 4 RI 8,50 3,00 6,50 10,00 72,00 28,00
13 5 RI 7,00 4,00 7,50 4,50 77,00 23,00
13 7 RR 5,00 6,00 10,50 7,50 71,00 29,00
13 18 RR 6,00 3,00 10,50 7,00 73,50 26,50
14 1 RR 2,50 4,00 7,50 3,50 82,50 17,50
14 4 RI 1,00 0,00 16,00 6,50 76,50 23,50
14 6 RI 4,00 2,00 4,50 11,00 78,50 21,50
14 8 RI 4,00 1,50 9,50 4,50 80,50 19,50
14 9 RB 4,50 2,00 4,00 6,00 83,50 16,50
14 10 RI 4,50 2,00 7,50 5,00 81,00 19,00
14 11 RB 2,50 0,50 6,50 7,50 83,00 17,00
14 15 RR 4,00 0,00 5,50 10,50 80,00 20,00
28 2 RR 3,00 3,50 14,50 6,50 72,50 27,50
29 1 RI 4,00 1,50 8,50 2,50 83,50 16,50
29 4 RI 1,00 2,00 14,50 10,00 72,50 27,50
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cabeca (%) acrossoma (%) principal (%) intermedidria (%) (%) (%)
29 5 RB 3,50 3,50 7,00 4,50 81,50 18,50
29 6 RB 3,50 1,00 9,00 11,50 75,00 25,00
29 8 RB 2,50 0,00 6,00 9,50 82,00 18,00
29 15 RI 2,50 0,50 4,00 3,50 89,50 10,50
29 16 RI 3,00 2,50 3,00 1,50 90,00 10,00
30 2 RI 8,50 2,00 4,00 4,00 81,50 18,50
30 3 RI 4,50 3,00 9,50 2,50 80,50 19,50
30 5 RB 3,50 2,50 1,00 9,50 83,50 16,50
30 6 RI 5,50 2,50 7,50 9,00 75,50 24,50
30 8 RI 7,50 4,50 8,50 7,00 72,50 27,50
30 9 RI 2,00 2,50 13,00 9,50 73,00 27,00
31 1 RB 3,00 1,50 7,00 1,50 87,00 13,00
31 3 RB 5,00 3,50 3,50 4,00 84,00 16,00
31 4 RI 3,00 4,50 4,00 4,00 84,50 15,50
31 5 RI 2,00 2,00 8,50 5,00 82,50 17,50
31 7 RB 5,00 0,50 9,50 4,00 81,00 19,00
31 8 RI 3,50 2,00 8,50 10,50 75,50 24,50
31 9 RI 3,50 6,00 6,50 6,50 77,50 22,50
31 10 RI 3,00 2,00 7,50 7,50 80,00 20,00
31 17 RB 2,00 1,00 2,50 2,00 92,50 7,50
32 1 RI 2,00 0,50 16,50 3,00 78,00 22,00
32 2 RR 4,50 2,00 11,00 1,00 81,50 18,50
32 3 RI 5,50 11,50 6,00 4,00 73,00 27,00
32 4 RR 1,50 2,00 6,00 7,50 83,00 17,00
32 7 RB 3,50 0,50 8,00 1,50 86,50 13,50
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cabeca (%) acrossoma (%) principal (%) intermedidria (%) (%) (%)
303 1 RI 7,00 1,00 14,50 2,50 75,00 25,00
303 2 RI 8,50 1,50 6,50 3,00 80,50 19,50
303 3 RR 6,50 1,00 12,50 3,50 76,50 23,50
303 5 RB 4,00 5,50 15,50 4,50 70,50 29,50
303 7 RI 9,50 4,00 12,50 4,00 70,00 30,00
303 8 RI 6,00 2,50 18,50 3,00 70,00 30,00
303 9 RI 7,00 2,00 10,50 3,00 77,50 22,50
303 10 RB 8,00 1,50 6,00 7,00 77,50 22,50
313 1 RI 3,00 0,00 17,50 7,50 72,00 28,00
313 3 RI 9,00 1,00 5,00 9,50 75,50 24,50
313 4 RB 2,50 1,50 6,50 10,50 79,00 21,00
313 5 RB 9,00 3,50 7,50 4,50 75,50 24,50
313 6 RI 7,00 5,00 7,50 6,50 74,00 26,00
313 8 RB 1,50 0,00 18,50 3,50 76,50 23,50
313 15 RI 3,50 0,00 9,00 7,50 80,00 20,00
313 16 RB 8,50 2,50 9,00 8,50 71,50 28,50
313 17 RI 5,00 2,00 8,50 5,00 79,50 20,50
324 3 RI 7,00 4,00 2,00 5,00 82,00 18,00
324 4 RB 8,50 1,00 5,50 4,00 81,00 19,00
324 5 RI 8,00 1,00 10,00 8,50 72,50 27,50
324 6 RI 8,00 5,50 4,50 4,00 78,00 22,00
324 7 RI 6,00 4,50 5,00 6,50 78,00 22,00
324 8 RI 10,50 3,00 6,50 4,50 75,50 24,50
324 9 RB 9,00 1,00 5,00 6,00 79,00 21,00
324 10 RI 11,00 1,00 8,00 8,00 72,00 28,00
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cabeca (%) acrossoma (%) principal (%) intermedidria (%) (%) (%)
334 1 RR 1,00 0,00 10,00 3,00 86,00 14,00
334 2 RR 3,00 1,50 18,50 0,50 76,50 23,50
334 3 RI 3,00 1,00 11,00 0,50 84,50 15,50
334 6 RI 1,00 1,00 14,50 3,00 80,50 19,50
334 7 RR 3,00 3,00 9,00 3,00 82,00 18,00
334 8 RR 4,50 1,00 9,00 2,00 83,50 16,50
334 9 RR 3,00 2,00 9,00 2,50 83,50 16,50
334 11 RR 5,00 2,50 10,00 3,50 79,00 21,00
334 12 RR 7,00 2,50 9,50 6,00 75,00 25,00
334 13 RR 3,00 6,50 9,50 5,00 76,00 24,00
334 14 RR 2,00 2,50 2,00 1,50 92,00 8,00
334 15 RR 3,50 0,00 4,00 3,00 89,50 10,50
351 2 RR 4,00 3,00 8,00 4,50 80,50 19,50
351 3 RR 4,00 4,50 3,00 8,50 80,00 20,00
351 6 RB 3,50 4,50 3,50 9,50 79,00 21,00
351 7 RB 7,00 6,00 7,50 5,00 74,50 25,50
351 9 RB 4,50 3,50 6,50 7,50 78,00 22,00
351 11 RI 7,00 2,00 9,50 3,50 78,00 22,00
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ANEXO 5

Correlages entre as avaliagOes da integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica de espermatozoides bubalinos (Bubalus bubalis)

HO MPLAI MPAL MPAI MPIAL MPLAI MPAL MPAI MPIAL Estab.
in natura T5 T5 T5 T5 T180 1180 T180 T180 T5
MPLAI_TS -0,12
MPAL_T5 -0,33* 0,44*
MPAIL_T5 0,25 -0,89* -0,81*
MPIAL_TS -0,37* 0,19 0,34* -0,31*
MPLAI_T180 -0,25 0,83* 0,45* -0,78* 0,15
MPAL_T180 -0,36* 0,21 0,73* -0,51* 0,36* 0,31*
MPAI_T180 0,37* -0,69* -0,70* 0,81* -0,30* -0,86* -0,75*
MPIAL_T180 -0,07 -0,28 -0,16 0,26 0,04 -0,28 -0,15 0,23
Estabilidade_T5 0,30 -0,80* -0,81* 0,95* -0,33* -0,77* -0,52* 0,81* 0,19
Estabilidade_T180 0,36* -0,67* -0,71* 0,81* -0,27 -0,76* -0,75* 0,93* 0,26 0,76*

HO: espermatozoides reativos ao teste hiposmaético. MPAI: células com membranas plasmatica e acrossdmica integras; MPIAL: células com membrana plasmati

ca

integra e acrossdmica lesada; MPAL: células com membranas plasmatica e acrossomica lesadas; MPLAI: células com membrana plasmatica lesada e acrossdémica integra.

Estab.: estabilidade da membrana plasmatica. T5: pés-descongelamento, 5 min. T180: p6s-descongelamento, 180 min. * : p<0,05.
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