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Adicao de antioxidantes ao sémen de carneiros e seus efeitos

apos a descongelacao!
Wildelfrancys L. Souza?, Elenice A. Moraes®* e Ricardo Toniolli?

ABSTRACT.- Souza W.L,, Moraes E.A. & Toniolli R. 2017. [Addition of antioxidants in ram
semen and the effects after thawing.] Adicdo de antioxidantes ao sémen de carneiros e seus
efeitos ap6s a descongelacdo. Pesquisa Veterindria Brasileira 37(5):471-478. Programa de Pds-
-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Estadual do Ceara, Campus do Itaperi, Av.
Dr. Silas Muguba 1700, Fortaleza, CE 60740-000, Brazil. E-mail: wilde@zootecnista.com.br

Aimed to evaluate the effect of adding antioxidants as ascorbic acid, melatonin and Tro-
lox C to diluted semen of ram with oxidative stress to potenciate fertilization after cryo-
preservation. Ten samples collected were diluted in Tris-egg yolk to a final concentration
of 200x10° sperm/mL and kept in a water bath at 32°C. Antioxidants were added as follo-
ws: 100pM melatonin (MEL) +.05% ascorbic acid (AA); 100uM of MEL + 90uL of Trolox C
(TRO); 90pL of TRO + 0.05% AA; and 100uM of MEL0.05% AA + 90uL of TRO. Semen was
cooled in a cold chamber at 5°C for two hours and packaged, sealed in 0.5mL straws, packa-
ged under liquid nitrogen vapor (N,L), 8cm of water depth for 15 minutes, and then immer-
sed in N,L. Samples were assayed for motility, integrity of the plasma membrane and acro-
somal membrane, mitochondrial activity, binding assay and oxidative stress spermatozoa.
The variables were analyzed by ANOVA and means compared by Tukey test (P<0.05). Per-
centage of total and progressive motility was higher for sperm treated with MEL+AA+TRO
(67% and 49.89%), MEL+AA (64.37% and 45.61%) and MEL+TRO (61.65% and 41.15%)
compared with the other treatments (P<0.05). The integrity of the plasma membrane and
acrosome was higher for all semen treated with antioxidant associations compared with
control (P<0.05). Mitochondrial activity was higher in sperm treated with MEL+AA+TRO
compared all treatments (P<0.05). The number of sperm binding to perivitelline membra-
ne was higher for semen treated with antioxidant associations compared with control; also
sperm treated with MEL+AA+TRO demonstrated higher effect of all (P<0.05). No difference
was observed between the treatments by oxidative stress sperm (P>0.05). The addition of
melatonin, ascorbic acid and Trolox C in diluted semen of ram improves sperm quality after
thawing.

INDEX TERMS: Antioxidants, ram, semen, thawing, ascorbic acid, reactive oxygen species, melatonin,
sheep, Trolox C.

RESUMO.- Objetivou-se avaliar o efeito da adi¢do dos antio-
xidantes acido ascorbico, melatonina e Trolox C, associados
ao sémen diluido de carneiros sobre o estresse oxidativo e
o potencial fecundante apés criopreservacdo. Foram cole-
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tados 10 ejaculados de 3 carneiros (n=30) e diluidos em
Tris-Gema de ovo até a concentragio final de 200x10° sptz/
mL e, mantidos em banho maria a 32°C. Os antioxidantes
foram adicionados da seguinte forma: controle (sem adi¢do
de antioxidantes); 100pM de melatonina (MEL) + 0,05%
de acido ascorbico (AA); 100uM de MEL + 90uL de Trolox
C (TRO); 90pL de TRO + 0,05% de AA; e 100uM de MEL
+ 0,05%AA + 90uL de TRO. Depois, o sémen foi resfriado
em camara fria a 5°C por duas horas, apds esse periodo,
envasado e lacrado em palhetas de 0,5mL, e entdo acon-
dicionado sob vapor de nitrogénio liquido (N,L), a 8cm da
lamina liquida por 15 minutos, e depois imersos no N,L.
As amostras foram analisadas quanto a motilidade esper-
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matica, integridade da membrana plasmatica e da mem-
brana acrossomal, atividade mitocondrial, teste de ligacao
e a quantificacdo do estresse oxidativo. As variaveis foram
submetidas a andlise de variancia e medias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A motilidade
(total e progressiva) foi maior (P<0,05) quando adiciona-
do a associacdo MEL+AA+TRO (67% e 49,89%), MEL+AA
(64,37% e 45,61%) e MEL+TRO (61,65% e 41,15%)
comparado ao tratamento controle (55,52% e 36,54%) e
TRO+AA (57,07% e 38,40%). A adicdo de MEL+AA+TRO
ao sémen diluido manteve (P<0,05) a integridade da mem-
brana plasmatica (30,75%) e acrossomal (84,53%) dos es-
permatozoides quando comparado ao tratamento controle
(15,60 e 68,16%, respectivamente), além de ter promovido
maior (P<0,05) atividade mitocondrial (96,43%) quando
comparado aos demais tratamentos. O nimero de esper-
matozoides que apresentaram a capacidade de ligacdo a
membrana perivitelina da gema de ovo foi maior (P<0,05)
no sémen tratado com as diferentes associaces de antio-
xidante quando comparado ao controle, sendo a associa-
¢do MEL+AA+TRO (178,36%) superior (P<0,05) aos de-
mais tratamentos. Nao houve diferenca (P>0,05) entre os
tratamentos quanto a quantidade de espécies reativas ao
acido tiobarbiturico produzidos. Conclui-se que a adigcdo
de MEL+AA+TRO ao sémen diluido de carneiros, nas doses
avaliadas, melhora a qualidade espermatica ap6s descon-
gelacdo.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Antioxidantes, sémen, carneiro, des-
congelacdo, acido ascérbico, espécies reativas de oxigénio, mela-
tonina, ovinos, Trolox C.

INTRODUCAO

A inseminacdo artificial (IA) em ovinos utilizando sémen
congelado/descongelado apresenta uma limitacdo devido
aos baixos indices de fecundidade obtidos, quando uti-
lizado o sémen a fresco ou resfriado (Da Silva Maia et al.
2009), uma vez que o processo de congelacdo/descongela-
¢do danifica cerca de 50% das células (Souza et al. 2016).
Nos ultimos anos, além dos danos ultraestruturas, bioqui-
micos e funcionais, os estudos associaram os baixos indices
de fecundidade as espécies reativas de oxigénio (EROs) as
quais sdo produzidas durante o processo de congelagio/
descongelacao da célula espermatica (Chatterjee & Gagnon
2001, Sarlés et al. 2002, Kasimanickam et al. 2006, Bucak et
al. 2008, Souza et al. 2016). Sendo os espermatozoides de
ovino, susceptiveis ao estresse oxidativo, devido a elevada
concentracdo de acidos graxos poli-insaturados presentes
na membrana plasmatica (Bucak et al. 2007).

0 estresse oxidativo resultante da elevada concentragio
de EROs no sémen pode afetar o metabolismo de energia,
a motilidade, viabilidade e a integridade do DNA integrida-
de (Krzyzosiak et al. 2000, Baumber et al. 2002, Bilodeau
et al. 2002). Dessa maneira, as células espermaticas po-
dem ter estresse oxidativo adicional, tornando necessaria
a protecdo exégena (Taylor 2001), por possuirem poucos
mecanismos capazes de evitar parcialmente ou totalmen-
te a producdo de EROs, e prevenir a peroxidagdo excessiva
dos substratos (Silva 2006). Desta forma, a prote¢do antio-
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xidante adicional nas células espermaticas, durante a ma-
turacdo e o armazenamento, quando as células necessitam
combater o estresse oxidativo e, a0 mesmo tempo, manter
a habilidade de produc¢do de EROs para execucdo de seus
processos fisiolégicos (Drevet 2006) é necessario. Assim,
antioxidantes ndo enzimaticos como Trolox C, acido ascor-
bico e a melatonina podem ser utilizados para prevenir a
oxidacdo e aumentar a capacidade fecundante dos esper-
matozoides (Costa et al. 2016, Souza et al. 2016).

Tem sido observado que o Trolox C é um excelente ini-
bidor da lipoperoxidacdo, devido ao fato de distribuir-se
nas camadas duplas de lipideos das biomembranas, envol-
vendo o OH fenodlico e proporcionando a remoc¢ao de radi-
cais peroxil (Albertini & Abuja 1999). Da mesma forma, o
acido ascorbico apresenta caracteristica hidrossoltvel e a
capacidade de neutralizar as EROs, inibindo a peroxida¢ido
lipidica por reducdo (Barreiros et al. 2006) que ocorre na
fase aquosa nos radicais livres (Castilho et al. 2009). J4 a
melatonina, tem capacidade quelante dos radicais livres,
eficiéncia na reducdo de perda de elétrons de cadeia de
transporte mitocondrial, e de sua acdo sinérgica com ou-
tros antioxidantes (Reiter et al. 2007).

Assim, a adi¢do de antioxidante no sémen diluido prote-
ge os espermatozoides de ovinos das crioinjdrias durante o
periodo de criopreservagao (Souza et al. 2016), no entanto,
na busca realizada pelos autores ndo foram encontrados
trabalhos sobre o tema em ovinos. Portanto, objetivou-se
avaliar o efeito da adicdo de antioxidantes associados ao
sémen diluido de carneiros sobre o estresse oxidativo e o
potencial fecundante apés criopreservacao.

MATERIAL E METODOS

Etica. O presente estudo foi realizado apés a aprovagio insti-
tucional da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco (Uni-
vasf), sob o protocolo n? 0005/140813, estando de acordo com os
principios éticos de experimentacdo animal adotados pelo Comité
de Etica e Deontologia em Estudos e Pesquisas da Univasf.

Reagentes. Todos os reagentes quimicos foram adquiridos a
partir da Sigma-Aldrich (Recife, PE).

Local de execucgdo. O experimento foi realizado durante os
meses de Maio a Junho de 2016, no setor de Ovinocultura e no
Centro de Pesquisa em Suinos, Espécies Nativas e Silvestre (CP-
SENS), localizados no Campus de Ciéncias Agrarias da Univasf,
situados no municipio de Petrolina-PE (latitude 09°23’55” Sul e a
uma longitude 40°30’03” Oeste), estando a uma altitude de 376m,
com precipitagdo média anual em torno de 300mm. A regido apre-
senta temperatura média anual em torno dos 27°C e clima do tipo
Bsh segundo a classificacdo de Peel et al. (2007).

Animais. Foram utilizados trés carneiros adultos, sendo dois
da raca Dorper e um da raga Santa Inés, com idade entre dois a
quatro anos, selecionados por meio de exame androlégico, onde
todos apresentaram caracteristicas espermaticas acima dos pa-
droes minimos para a espécie, conforme estabelecido pelo Colé-
gio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA 2013).

Os carneiros foram confinados em uma instalagdo contendo
acesso a iluminagdo natural, com dimensdo de 2x3m de area co-
berta e com area de solario de 2x4m, apresentando temperatu-
ra e umidade relativa média durante o periodo experimental de
27,3°C e 47,5%, respectivamente. Os carneiros foram mantidos
isolados das fémeas, recebendo agua ad libitum e alimentagao for-
necida duas vezes ao dia, com dieta composta de capim elefante
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(Penissetum purpureum) picado, além de suplementagdo concen-
trada a base de farelo de milho, farelo de soja e mistura mineral.
A relacdo volumoso:concentrado foi de 60:40 na forma de dieta
total misturada, de acordo com as exigéncias para animais desta
categoria segundo o NRC (NRC 2007).

Coleta e processamento do sémen. Foram coletados 10 eja-
culados de cada carneiro (n=30), por meio de vagina artificial para
ovinos (Minitub®, Berlin, Alemanha). As coletas foram realizadas
duas vezes por semana para cada animal. Apés a coleta, o ejacula-
do foi transportado em uma caixa térmica para o CPSENS, manti-
do em banho maria a 32°C, e avaliado: aspecto (cremoso, leitoso,
opalescente ou aquoso), volume (mL), motilidade (0 a 100%), vi-
gor (0 a 5) e concentragio (espermatozoides/mL), atendendo aos
padrdes considerados normais pelo CBRA (CBRA 2013).

0 aspecto foi classificado por observacdo visual em cremoso,
leitoso, opalescente ou aquoso, de acordo com Mies Filho (1987).
0 volume foi mensurado por pipetagem. A motilidade esperma-
tica (total e progressiva) foi determinada utilizando o sistema de
analise computadorizada (CASA®, Minitub, Berlin, Alemanha),
equipado com o SpermVision®, onde 8uL do ejaculado foi pré-
-diluido em 40pL de Tris (Souza et al. 2015), e avaliado em la-
mina e laminula pré-aquecidas a 37°C. Para avaliar o vigor, 10uL
do ejaculado pré-diluido foi avaliado em lamina e laminula pré-
-aquecidas a 37°C e observado em microscopia optica de luz, com
aumento de 200x, onde foi utilizada a classificagio: 0 (sem movi-
mento progressivo) a 5 (movimento rapido e progressivo) (CBRA
2013). A concentragdo espermatica foi determinada utilizando
4pL do do ejaculado foi diluido em 4mL de dgua destilada em
microcuvetas prdprias para o fotometro SpermaCue® (Modelo
SMD6, Minitub, Berlin, Alemanha), devidamente calibrado para
sémen de ovinos. Em seguida procedia-se a leitura automatizada,
para obter a taxa de dilui¢do para a concentragido de 200 x10°
espermatozoides/mL.

Apos avaliagdo, os ejaculados aprovados foram subdivididos
em cinco tubos de ensaio e diluidos em Tris-Gema de ovo e gli-
cerol, conforme a concentracdo utilizada por Souza et al. (2015),
para a concentragdo final de 200 x10° espermatozoides/mL e
mantidos em banho maria a 32°C.

A melatonina foi dissolvida utilizando dimetilsulféxido
(DMSO) e tampao fosfato-salino (PBS), conforme Souza et al.
(2016), e para a utilizacdo do antioxidante Trolox C foi feito con-
forme descrito por Maia et al. (2009). Para determinacao dos
tratamentos experimentais, os antioxidantes foram adicionados
ao sémen diluido, estabelecendo assim os tratamentos: controle
(sem adi¢do de antioxidantes); 100uM de melatonina (MEL) +
0,05% de acido ascérbico (AA); 100uM de MEL + 90pL de Trolox C
(TRO); 90uL de TRO + 0,05% de AA; e 100uM de MEL + 0,05%AA
+90uL de TRO.

Apés adicdo dos antioxidantes, as amostras de cada tratamen-
to foram colocadas em Becker de 100mL com agua a 32°C, ficando
acima do volume das amostras, e entdo acondicionadas em ca-
mara fria a 5°C por duas horas. Depois, as amostras de cada tra-
tamento foram envasadas em palhetas de 0,5mL e lacradas com
seladora (UltraSeal®, Minitub, Berlin, Alemanha) e acondiciona-
das sob vapores do nitrogénio liquido, por 15 minutos, a 8cm da
lamina liquida. Decorrido este tempo, as palhetas foram imersas
no nitrogénio liquido e estocadas em botijdo criogénico para pos-
terior andlise.

Descongelacio do sémen. A descongelagdo foi feita em 30
segundos utilizando o descongelador automatico de palhetas
(IMV, Sdo Paulo, SP) programado para temperatura de 37°C.

Avaliacdao da motilidade espermatica. Amostras (duas pa-
lhetas) descongeladas de cada tratamento foram avaliadas para
a motilidade espermatica (total e progressiva) utilizando o CASA,
conforme descrito anteriormente.

Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica. A
integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides des-
congelados foi realizada utilizando duas sondas fluorescentes, io-
deto de propidio (IP) e Hoechst 33342 (H33342), conforme des-
crito por Graham et al. (1990). Dez microlitros de cada amostra
(duas palhetas) descongelada dos tratamentos foram colocados
em microtubo de 1,5 mL, onde foram adicionados 2 pL de IP e
de H33342, e depois incubado em banho maria a 37°C durante 8
minutos. Em seguida, foram retirados 10 pL da amostra que foi in-
cubada e colocada entre lamina e laminula pré-aquecidas a 37°C
para ser avaliado em microscépio de fluorescéncia (AXIO Image
A2%, Carl Zeiss, Berlin, Alemanha) quanto ao percentual de esper-
matozoides com membrana plasmatica integra: intacta (apresen-
tavam o nucleo corado de azul) ou lesada (nucleo corado de rosa).
Para cada amostra analisada, um total de 200 células foi contado
em campos aleatorios.

Avaliacio da membrana acrossomal. A integridade do
acrossoma foi avaliada utilizando o fluorocromo (isoticianato de
fluoresceina - FITC), conjugado a uma lecitina (peanut agglutinin
- PNA) e associado a um fluorocromo que tem afinidade pelo DNA
(iodeto de propideo - IP) (Casey et al. 1993). Esta técnica permite
distinguir os espermatozoides vivos e/ou mortos com acrossoma
intacto ou reagido.

Das amostras (duas palhetas) de cada tratamento desconge-
lado, 10pL foi retirado e colocado em microtubo de 1,5mL, onde
foram adicionados 10uL de FITC-PNA e de IP, e incubado em ba-
nho maria a 37°C durante 20 minutos. Em seguida, 10uL da amos-
tra incubada foi colocada entre lamina e laminula pré-aquecidas
a 37°C e avaliada em microscépio de fluorescéncia (AXIO Image
A2®, Carl Zeiss, Berlin, Alemanha), utilizando filtro de fluorescei-
na de excitacdo de 365nm e de emissdo de 420nm. Para cada cam-
po selecionado, um total de 200 células por amostra em campos
aleatdrios da lamina foi contado.

O PNA possui a capacidade de se ligar a membrana acrosso-
mal externa do espermatozoide com acrossoma reagido ou dani-
ficado. O IP penetra nos espermatozoides com membrana lesa-
da, ligando-se ao DNA, indicando os espermatozoides vivos ou
mortos. Dessa forma, os espermatozoides foram classificados em:
espermatozoides mortos com acrossoma intacto (corados de ver-
melho do IP); espermatozoides mortos com acrossoma reagido
ou danificado (corados de vermelho do IP, com regido acrosso-
mal corada de verde do FITC-PNA); espermatozoides vivos com
acrossoma intacto (ndo observados em fluorescéncia, apenas em
campo claro); espermatozoides vivos com acrossoma reagido ou
danificado (corados de verde do FITC-PNA).

Avaliac¢do da atividade mitocondrial. A atividade mitocon-
drial (AM) foi determinada utilizando a sonda Rodamina 123
(R123). Onde a sonda fluorescente é transportada e acumulada
no interior das mitocondrias com respiragdo ativa (mitocondrias
funcionais), emitindo fluorescéncia verde (Graham et al. 1990).

Das amostras (duas palhetas) de cada tratamento desconge-
ladas, aliquota de 10uL foram retiradas e colocadas em microtu-
bo de 1,5mL, onde foram adicionados 2uL. de R123, e incubadas
em banho maria a 37°C durante 8 minutos. Em seguida, 10uL de
cada amostra incubada foi adicionado entre ldmina e laminula
pré-aquecidas a 37°C e avaliadas em microscépio de fluorescén-
cia (AXIO Image A2®, Carl Zeiss, Berlin, Alemanha), utilizando
filtro de fluoresceina de excitacdo de 400-570 e de emissdo de
460-610nm. Um total de 200 espermatozoides por amostra em
campos aleatdrios da lamina foi considerado para determinar as
avaliagdes.

Teste de ligacao. A capacidade dos espermatozoides de ovino
se ligar a membrana de odcitos foi avaliada utilizando a membra-
na perivitelina da gema de ovo de galinha (CEPM), descrito por
Santos et al. (2015). Brevemente, a preparagdo das membranas

Pesq. Vet. Bras. 37(5):471-478, maio 2017



474 Wildelfrancys L. Souza, Elenice A. Moraes e Ricardo Toniolli

perivitelinas (MPVs) foi realizada por meio da separagdo da gema
de ovo da clara, e o excesso de clara removido com auxilio de um
papel toalha. Em seguida, a gema de ovo ainda intacta, foi colo-
cada sobre uma folha de parafilme, para facilitar o rompimento
da membrana e sua lavagem com TALP, conforme descrito por
Graham et al. (1986) para retirada da gema de ovo. A membrana
foi removida do parafilme e colocada em uma placa de Petri de
vidro, onde foi lavada algumas vezes com TALP até a solugio ficar
clara e sem residuo de gema de ovo. Em seguida, a MPV foi cuida-
dosamente aberta e cortada com lamina de bisturi em pequenos
fragmentos (1x1cm), utilizando uma cubeta de vidro de espectro-
fotometro. Cada fragmento de MPV cortado foi imerso em TALP
colocados em tubos plasticos de 1mL.

Para realizagdo do teste de ligagdo de membrana, nos tubos de
ensaio contendo as MPVs foram adicionados 10uL de cada trata-
mento. Os espermatozoides foram corados com Hoechst 33342 e
preparado 1 hora antes da insemina¢do. O sémen (2mL de sémen
fresco diluidos em Tris-Gema de ovo até a concentracdo de 120
x10° espermatozoides) foi centrifugado a 400xg durante 5 mi-
nutos, o sobrenadante removido e o pellet foi resuspendido com
1mL de TALP contendo 35uL/mL de Hoechst 33342. O sémen foi
incubado em banho maria a 37°C durante 15 minutos e em segui-
da centrifugado a 400xg por 5 minutos e novamente o pellet foi
resuspendido com TALP até a concentracdo de 5x10° espermato-
zoides/mL.

Cada MPV inseminada foi incubada a 37°C com uma atmosfera
de 5% de CO, por 90 minutos, sendo que a cada 30 minutos os
tubos foram lentamente agitados para que a membrana permane-
cesse aberta. Passados 70 minutos de incubacgéo, 10uL de Hoechst
33342 (1mg/mL em PBS) foi adicionado em cada tubos para corar
de azul os espermatozoides. Ap6s a incubag¢do, cada membrana foi
transferida para outro tubo contendo 1mL de TALP para lavagem
e remocdo dos espermatozoides que nao se ligaram, sendo repe-
tido por 5 vezes esta etapa. Depois, as MPVs de cada tratamento
foram abertas em lamina e coberta com laminula, e observada em
microscopio de fluorescéncia (AXIO Image A2®, Carl Zeiss, Berlin,
Alemanha), utilizando filtro de fluoresceina de excitagdo 365nm e
de emissdo 420nm.

A capacidade de ligagdo dos espermatozoides de cada trata-
mento, obtido pelo nimero de espermatozoides ligados a MPV, foi
determinada contando seis campos aleatérios de cada fragmento
da MPV, e a eficiéncia de ligagdo a MPV foi calculada pela divisao
do numero total de espermatozoides ligados aquela particular
MPV pelo niimero de espermatozoides ligados a mesma membra-
na pelo grupo controle.

Avaliacdo da resisténcia ao estresse oxidativo. Para essa
avaliagdo, as amostras (duas palhetas) por tratamento foram
descongeladas como descrito acima e o contetdo esvaziado em
microtubo de 1,5mL. Para remog¢do do crioprotetor foi realizada
a centrifugacdo duas vezes a 800xg durante 10 minutos, e o pellet
resuspendido com 1mL da solugdo fisiolégica (NaCl 0,9%). Em se-
guida, 0,4mL da suspensao foi pipetado e adicionado em tubo de
vidro (4mL), onde a peroxidacdo lipidica foi induzida pela adigao
de 100uL de acido ascérbico (20mM) e 100uL de sulfato de ferro
(4mM), e incubando em banho maria a 37°C durante 120 minutos
(Gomez et al. 1998).

Apbs esse periodo, 0,5mL de cada amostra incubada foram re-
tirados e adicionado em microtubo de 2mL, onde foi adicionado
1mL de solugdo gelada de acido tricloroacético a 10%, e depois
centrifugados a 18.000xg por 15 min a 15°C (Centrifuge 5430r,
Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha), para separacdo de protei-
nas precipitantes que pudessem interferir na leitura (Souza et al.
2016). Ap6s a centrifugacdo, 1mL do sobrenadante foi retirado
e adicionado em tubo de vidro (4 mL) onde foi misturado com
1 mL de acido tiobarbittrico (TBA) a 1%, dissolvido em hidréxi-
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do de sé6dio (0,05 N de NaOH), preparado instantes antes de ser
utilizado. Em seguida a mistura foi incubada em banho maria a
90°C durante 15 minutos, e imediatamente ao término, resfriado
em banho de gelo para interromper a reagdo termo dependente, e
sendo feita a leitura em espectrofotdometro QB98DRM5® (Quimis,
Sdo Paulo, SP) em comprimento de onda de 532 nm para quantifi-
car as espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS).

O principal produto de peroxidacgdo lipidica medido por este
método foi o malondialdeido (MDA). As medi¢des de MDA foram
efetuadas em conformidade com um protocolo inicialmente des-
crito por Ohkawa et al. (1979). O método baseia-se na reagio de
duas moléculas de TBA com uma molécula de MDA, a altas tempe-
raturas e baixo pH, resultando em um cromogénio de cor rosa que
o identifica para ser quantificado pelo espectrofotémetro.

Os valores obtidos foram transformados para a concentragdo
de TBARS nas amostras (UM de MDA/10¢ sptz) comparando-os
com a solu¢do padrio feita previamente com MDA.

Analise estatistica. O delineamento foi inteiramentamente
casualizado em ensaio fatorial 3x5 (3 animais x 5 tratamentos).
As andlises dos pardmetros avaliados foram avaliadas utilizando-
-se o programa SAS 2002-2008. Versdo 9.2, by SAS Institute Inc.
(Cary, NC, USA). Todas as variaveis foram submetidas aos testes
de normalidade (Teste de Lilliefors) e homocedacidade (Teste de
Cochran e Bartlett), posteriomente as variaveis de distribui¢do
normal foram submetidas a andlise de variancia e as médias com-
paradas pelo teste de Tukey com nivel de significdncia de 5%. Os
dados da capacidade de ligagdo dos espermatozoides foram trans-
formados antes da andlise por transformacdo da raiz quadrada
para ajustar para variancias desiguais. A percentagem de esper-
matozoides mdveis de cada tratamento ligados a MPV foram sub-
metidas a analise de variancia e médias comparadas pelo teste de
Tukey. Para determinar o potencial de ligacdo de cada tratamento,
os dados foram também normalizados para obter a porcentagem
de espermatozoides méveis que foram adicionados em cada MPV,
dividindo-se o nimero de espermatozoides ligados em cada MPV
pela percentagem de espermatozoides mdveis em cada MPV.

RESULTADOS

A motilidade total e progressiva dos espermatozoides des-
congelados foi maior (P<0,05) nos espermatozoides que
receberam no sémen diluido MEL+AA+TRO, MEL+AA e
MEL+TRO quando comparado ao controle e TRO+AA (Fi-
gura 1).

A adicdo das diferentes associa¢des de antioxidantes no
sémen diluido manteve (P<0,05) a integridade da membra-
na plasmatica e acrossomal dos espermatozoides quando
comparado ao controle (Quadro 1). A atividade mitocon-
drial foi maior (P<0,05) nos espermatozoides que recebe-
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Fig.1. Motilidade total (MT) e progressiva (MP) (média + D.P) de
espermatozoides descongelados de ovinos ap6s adigdo de dife-
rentes associagdes de antioxidantes no sémen diluido. (P<0,05).
MEL = melatonina, AA = acido ascorbico, TRO = Trolox C.
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Quadro 1. Integridade da membrana plasmatica (iMP),
integridade acrossomal (iAC) e atividade mitocondrial
(AM) (média = D.P %) de espermatozoides descongelados
de ovinos ap6s adicao de diferentes associacdes de
antioxidantes no sémen diluido

Antioxidantes iMP iAC AM

Controle 15,60 + 3,51°¢ 68,16 + 3,55¢ 88,55 + 3,10¢
MEL+AA 27,10 + 3,7248 74,45 + 3,66° 92,23 + 2,748
MEL+TRO 23,33 +3,13"8 78,23 + 3,498 92,48 + 2,63%
TRO+AA 22,69 £ 3,118 75,18 + 3,328 89,75 + 2,528¢
MEL+AA+TRO 30,75 + 3,094 84,53 + 3,18 96,43 + 3,03

ABC Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre
si pelo teste Tukey (P<0,05). MEL = melatonina, AA = acido ascdrbico,
TRO = Trolox C.

Quadro 2. Niumero (média * D.P) de espermatozoides
descongelados de ovinos ligados a membrana perivitelina de
gema de ovo (NEL) e sua eficiéncia de ligacao (EFL) apds adicao
de diferentes associagoes de antioxidantes no sémen diluido

Antioxidantes NEL EFL Valor de P

Controle 115,46 * 3,24¢ 1,00 P<0,05

MEL+AA 168,87 +3,11° 1,46
MEL+TRO 164,15 + 3,54® 1,42
TRO+AA 160,96 + 3,128 1,39
MEL+AA+TRO 178,36 + 3,72* 1,54

ABC Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo
teste Tukey (P<0,05). MEL = melatonina, AA = &cido ascérbico, TRO =
Trolox C.

Quadro 3. Numero (média * D.P) de espécies reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARS) (média * D.P) geradas em
espermatozoides descongelados de ovinos apds adicio de
diferentes associacdes de antioxidantes no sémen diluido

Antioxidantes TBARS (uM de MDA/10° sptz) Valor de P
Controle 4,03 + 0,45 P>0,05
MEL+AA 3,47 £ 0,65

MEL+TRO 3,55+0,55

TRO+AA 3,14+0,77

MEL+AA+TRO 3,92+0,53

MEL = melatonina, AA = acido ascorbico, TRO = Trolox C, MDA = malon-
dialdeido.

ram a associacdo de MEL+AA+TRO comparado aos demais
tratamentos (Quadro 1).

O numero de espermatozoides que apresentaram ca-
pacidade de ligagdo a membrana perivitelina da gema de
ovo durante o teste de ligacdo foi maior (P<0,05) no sémen
diluido tratado com as diferentes associa¢cdes de antioxi-
dante quando comparado ao controle, sendo a associa¢do
MEL+AA+TRO superior aos demais tratamentos (Quadro 2).

Nio foi observado diferenca (P>0,05) entre os tratamen-
tos sobre a quantidade de TBARS produzidos (Quadro 3).

DISCUSSAO

0 armazenamento por tempo indeterminado de esperma-
tozoides para posterior utilizagdo na IA, exige que esses se-
jam mantidos no estado congelado (Keshtgar et al. 2016).
No entanto, apesar dos avangos ao longo dos anos, como
a melhoria dos métodos de congelacdo/descongelacdo, a
criopreservacdo de espermatozoides ovinos ainda apre-

senta uma reduc¢do na qualidade espermatica apos a des-
congelacdo. Assim, o presente estudo investigou o efeito da
adicdo de antioxidantes associados na protecdo contra as
EROs e melhoria na qualidade espermatica, uma vez que
o desequilibrio entra a presenga de EROs e a atividade an-
tioxidante no sémen, é a principal causa de crioinjdrias nos
espermatozoides (Li et al. 2010).

0 efeito antioxidante da melatonina nas células tem sido
frequentemente explicado devido a sua capacidade de neu-
tralizar uma grande quantidade de radicais livres téxicos
(Peyrot & Ducrocq 2008, Hardeland et al. 2009, Souza et al.
2016) e influenciar a expressdo génica de enzimas antioxi-
dantes, que elevam os niveis de RNA mensageiro e de pro-
teinas dessas enzimas (Reiter et al. 2000). Todavia, o meca-
nismo de agdo antioxidante do acido ascérbico ocorre por
meio de sua capacidade redutora como doador de elétrons
(Bielski et al. 1975). Outro importante mecanismo de a¢do
é na recuperacao da vitamina E (alfa-tocoferol). Na rea¢ido
antioxidante da vitamina E com as EROs ocorre a formacgao
do radical alpha-tocoferoxil que pode ser reduzido pelo aci-
do ascérbico de volta para a forma de alfa-tocoferol (Neuzil
et al. 1997). ]Ja o Trolox C, andlogo da vitamina E, que por
meio de sua propriedade antioxidante, atua como captador
de radicais peréxido de lipideos (Ross et al. 1995), evitando
assim a peroxidacdo lipidica. Por outro lado, o Trolox C é
capaz de inibir a lipoperoxidacdo através da neutraliza¢ido
de radicais peroxil e radicais alcoxil encontrados nas mem-
branas que resultam em morte celular (Pereira et al. 2003).

O efeito antioxidante da MEL+AA+TRO foi observado
por meio de diferentes avaliacdes realizadas, onde para a
motilidade total e progressiva foi verificado que os valo-
res percentuais aumentaram com a adi¢do da melatonina
no sémen diluido, associada tanto com o 4cido ascoérbico,
como com o Trolox C, sendo as melhorias mais expressivas
com a associacdo dos trés antioxidantes. Tais resultados
demonstram os beneficios individuais de cada antioxidante
e que pode ser potencializado quando da associagio deles.

Nos espermatozoides, a producdo de ATP supre varias
atividades celulares e eventos bioquimicos, necessarios
para que a fecundagdo seja bem sucedida, tais como a ca-
pacitacdo, reacdo acrossomica e a motilidade espermatica
(Miki 2007). Dessa forma, os valores elevados de motili-
dade espermatica podem ser atribuidos a maior disponib-
lidade de ATP, observada apds a criopreservacdo na asso-
ciagdo MEL+AA+TRO. Além disso, como a geracdo de ATP
dentro das mitocondrias é um processo dependente de
membrana, qualquer dano na membrana espermatica, afe-
ta negativamente a geracao de ATP mitocondrial e, conse-
quentemente, a atividade mitocondrial (Maia et al. 2009).
Assim, o efeito protetor exercido pelos antioxidantes sobre
os espermatozoides, manteve altos os niveis de ATP, para
que assim, os espermatozoides, apresentem a capacidade
necessdaria para se deslocar no trato genital feminino.

A associacdo Trolox C e &cido ascdrbico sobre a moti-
lidade espermatica, nao houve o efeito antioxidante espe-
rado, e isso pode ser atribuido a dois fatores, o primeiro a
dose utilizada, pois os dois antioxidantes atuam em regides
diferentes da célula, sendo o Trolox C na bicamada lipidica
e o acido ascorbico na fase aquosa da membrana celular, su-
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gerindo que a dose aplicada nesse estudo para cada antio-
xidante, ndo apresentou um nivel de concentragio necessa-
rio para exercer uma atividade antioxidante nas especificas
regides. O segundo fator, a auséncia da melatonina nessa
associacdo. Embora o Trolox C e o &cido ascdérbico tenham
importantes propriedades antioxidantes, em nossos resul-
tados a adi¢cao da melatonina como um antioxidante endé-
geno, seja com o Trolox C e/ou com acido ascérbico resul-
tou em melhores resultados. Como reportado por Asharfi
et al. (2013), a presenca da melatonina aumenta a capaci-
dade antioxidante total, por meio da elevacao da atividade
das enzimas antioxidantes, ja que ela é capaz de estimular
varias enzimas (superdxido dismutase, glutationa peroxi-
dade e catalase) envolvidas no metabolismo das EROs, pro-
porcionando, assim, aumento da motilidade espermatica.

A membrana plasmatica dos espermatozoides contém
uma quantidade elevada de acidos graxos insaturados,
e por isso sdo particularmente susceptiveis ao estresse
oxidativo (Khalil et al. 2013). Altera¢des morfolégicas na
membrana plasmatica durante a criopreservacdo levam
a peroxidacao da bicamada lipidica, por conta da eleva-
da producdo de EROs, produzidas durante o processo de
congelacao-descongelacao (Sariozkan et al. 2010). A pe-
roxidagdo lipidica destréi a estrutura matriz dos lipideos
nas membranas dos espermatozoides (Sharma & Aga-
rwal 1996). Os resultados demonstram que a adicdo das
associa¢des dos antioxidantes no sémen diluido antes do
processo de congelacdo e descongelacdo neutralizam os
efeitos de peroxidacdo lipidica nesta etapa sobre a integri-
dade da membrana plasmatica dos espermatozoides. Como
pode ser constatado, a associacdo MEL+AA+TRO promoveu
maior resisténcia aos danos oxidativos e a lesdes durante
as mudancas de temperatura, estabilizando assim, a fluidez
da membrana plasmatica e preservando a sua integridade
durante a criopreservacao.

Diante dos resultados encontrados podemos constatar
que houve melhoria da capacidade antioxidante total e a
elevacido da atividade das enzimas antioxidantes, quando
a associacdo dos antioxidantes melatonina com acido as-
corbico e Trolox C foi utilizada. Esse efeito protetor, esta
associado com a redugdo da peroxidacgdo lipidica (Ashrafi
et al. 2013) e a inibicdo da ruptura na membrana, causada
durante a redugdo de temperatura (Lei et al. 2004). Assim,
o uso de Trolox C, do grupo de substancias antioxidantes
lipossoluveis, juntamente com a propriedade hidrossolu-
vel da vitamina C, além da propriedade anfifilica da mela-
tonina, faz com que a associacdo dessas trés substancias,
resulte em um potente antioxidante enddgeno, capaz de
atravessar as membranas espermaticas. A associacio des-
ses antioxidantes promoveu o acesso a compartimentos in-
tracelulares e funcionando como potentes removedores de
radicais livres, proporcionando, assim, uma melhor preser-
vacdo da integridade da membrana plasmatica.

O aumento do percentual de espermatozoides com
acrossoma integro foi constatado nas associa¢des dos di-
ferentes antioxidantes, devido ao efeito estimulatério des-
ses, que atuam em diferentes partes da célula contra o dano
oxidativo, além de elevar a atividade das enzimas que par-
ticipam na defesa antioxidante. Além disso, com base nos
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resultados, o efeito da associacdo dos antioxidantes sobre
essaregido do espermatozoide, observado nas caracteristi-
cas exclusivas obtidas com a associagio MEL+AA+TRO, re-
sultou no aumento da eficiéncia na proteciao contra danos
ao acrossoma espermatico durante o processo de criopre-
servacdo. Dessa forma, a associacdo desses antioxidantes
potencializa de forma eficiente, a conservacdo das caracte-
risticas de membrana plasmatica e acrossomal apds o pro-
cesso de criopreservagao.

A avaliacdo da atividade mitocondrial é utilizada como
uma ferramenta para medir a fun¢do mitocondrial e a sua
relacdo com a sintese de ATP. As mitocondrias sdo a prin-
cipal fonte de producéo dos radicais livres dentro da célula
(Boveris 1976, Schapira 1998). Observamos que a adi¢io
da associacdo dos antioxidantes melhorou a func¢iao mito-
condrial, principalmente quando havia a presen¢a da me-
latonina. A elevada atividade mitocondrial observada nas
associa¢des com a presenca da melatonina exerce uma atu-
acdo direta nas mitocondrias, contra a o estresse oxidativo.

Como a melatonina é uma molécula anfifilica, ela é ca-
paz de atravessar as membranas celulares com facilidade e,
assim, atingir compartimentos subcelulares, podendo acu-
mular-se em concentragoes elevadas nas organelas, como
a mitocondria (Venegas et al. 2012). Assim, a melatonina
elimina os radicais livres gerados na mitocondria, reduz a
perda de elétrons na cadeia respiratoéria, e reduz a forma-
¢do de EROs (Leon et al. 2004).

A melatonina, além de ser capaz de proteger as mi-
tocondrias dos danos oxidativos, reduzindo o consumo de
oxigénio, é capaz de melhorar o potencial da membrana
e a producdo do anion superéxido, mantendo, ao mesmo
tempo, a producdo de ATP (Lopez et al. 2009). Assim, a
acdo da melatonina tem duas consequéncias para esta or-
ganela: causa uma estimulacgdo ciclica na atividade da GPx
e GRx e regenera o GSH para ser usado em outros proces-
sos antioxidantes pela mitocondria, e/ou melhora a fungio
mitocondrial desintoxicando hidroperdxidos (Martin et al.
2000). As mitocondrias produzem 0, eH,0, dessa forma,
elas devem ser desintoxicadas, através GSH, para evitar a
elevada produgio de "OH (Martin et al. 2000).

A alta atividade mitocondrial ocorreu quando da adi¢do
da associagdo melatonina com acido ascoérbico e Trolox C,
provavelmente a estabilidade de cada antioxidante, por
meio de suas caracteristicas individuais, quando incorpo-
radas a célula espermatica, em especial, nas mitocondrias.
Além do que, a melatonina nessa organela, atua diretamen-
te contra os radicais livres que reduzem a producdo de ATP,
bem como as estruturas flagelares, consequentemente,
reduz a geracdo de EROs, preservando e mantendo a fun-
¢d0 mitocondrial durante a variacdo de temperatura que
os espermatozoides passam no processo de congelagio e
descongelacdo.

0 teste in vitro de ligagdo dos espermatozoides a mem-
brana perivitelina da gema de ovo de galinha auxilia a pre-
dizer o potencial fecundante dos espermatozoides, além
de ser relativamente simples e de facil execu¢do (Graham
& Moce 2005, Moraes et al. 2010). Assim, conforme ob-
servado neste estudo, a associacdo dos trés antioxidantes
aumentou o numero de espermatozoides ligados, devido
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a melhor preservacio de suas fun¢des apos o processo de
criopreservacao.

No que se refere a geragdo de EROs, a produgdo de MDA
vem sendo utilizada como indicador de estresse oxidativo
em varios tipos de células (Sikka 1996), incluindo as esper-
maticas (Souza et al. 2016). Os espermatozoides sdo muito
sensiveis aos efeitos da peroxidacdo, e a sua capacidade fe-
cundante é prejudicada devido a apoptose e aos danos no
DNA (Martinez-Pastor et al. 2009). Com base nos resulta-
dos, a concentracdo de MDA ndo apresentou redugao, en-
tretanto, demostrou que a adi¢do de antioxidantes auxilia
de alguma forma a reducdo dos danos oxidativos gerados
durante a criopreservacdo dos espermatozoides.

Conforme a qualidade espermatica observada apos
analise dos diferentes parametros, realizadas nesse estu-
do, sugere-se que a auséncia de efeito antioxidante apds
a quantificacdo no niimero de espécies reativas ao acido
tiobarbitirico, demonstra que o estresse oxidativo nao
influenciou na qualidade dos espermatozoides criopreser-
vados, visto que as diferentes associa¢des de antioxidante,
em especial a associagio MEL+AA+TRO, foram eficientes
em melhorar a qualidade e o potencial fecundante dos es-
permatozoides.

Outro aspecto importante a ser levado em conside-
racdo, visando evitar os efeitos deletérios das EROs, é a
dose utilizada, quantidades insuficientes ou elevadas de
antioxidante em uma adi¢do, ndo apresentariam os efei-
tos desejados. Apesar do sémen diluido, ter recebido uma
adicdo com antioxidantes associados, a atividade desses,
ndo atingiu o nivel necessario de protecao, capaz de pro-
mover a redugdo da concentragdo de MDA. Assim, trata-
mentos com diferentes concentragdes e associagdes de
antioxidantes visando identificar a concentragdo ideal, é
imprescindivel.

Os dados apresentados neste estudo mostraram re-
sultados positivos quanto a adi¢do de antioxidantes asso-
ciados no sémen diluido, visando promover melhoria da
qualidade espermatica, comprovando, através dos testes
laboratoriais in vitro, o aumento da motilidade, a preser-
vacdo da integridade das membranas plasmatica e acros-
somal, o aumento da atividade mitocondrial e a capacidade
dos espermatozoides de se ligarem a MPV, consequente-
mente, melhorando o potencial fertilizante de espermato-
zoides descongelados de carneiros. Possibilitando assim,
quando da adicao desses antioxidantes nos protocolos de
criopreservacdo de sémen ovino, a utilizagdo de um ma-
terial genético com melhor qualidade pés descongelagio,
buscando elevar os indices de fecundidade do rebanho.

Vale ressaltar que os resultados desse estudo mostra-
ram que a concentracdo dos antioxidantes utilizada é de
importancia crucial para obter o efeito protetor desejado.
Em termos gerais, os resultados obtidos mostram que a
adicdo da associacdo MEL+AA+TRO no diluente para crio-
preservacdo, favoreceu a reducgdo do efeito deletério oca-
sionado pela crioinjuria na célula espermatica, durante os
procedimentos de congelacdo/descongelacdo. Por outro
lado, novos estudos devem ser realizados para identificar
a melhor concentracao de cada antioxidante nessa asso-
ciacao.

CONCLUSAO

A adicdo da associacdo dos antioxidantes (melatonina, aci-
do ascorbico e Trolox C) no sémen diluido de carneiros an-
tes da criopreservagdo melhora a qualidade espermatica e,
os protege das crioinjurias, melhorando o potencial fecun-
dante in vitro apés a criopreservagao, podendo ser adicio-
nados em protocolos de criopreservacdo de sémen ovino.
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