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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito dos antioxidantes Trolox e Crocina no diluente de congelamento
na criopreservacéo do sémen de ovelha Pelibuey. Os ejaculados obtidos foram misturados, divididos e
congelados em 3 tratamentos: T1: Trolox 1mM; T2: Crocina 1 mM; TT: Testemunha (sem antioxidante).
As 0 horas (degelo) e 6 horas a 37 °C, foram analisadas motilidade total (MT) e progressiva (MP),
viabilidade espermatica, atividade mitocondrial, integridade dos acrossomas e membrana da cauda (
Anfitrido) Os dados foram analisados com ANOVA para delineamento inteiramente casualizado e teste de
Tukey para comparacdo de médias. Em nenhuma das duas horas foram encontradas diferencas
significativas nos tratamentos (P>0,05). Entretanto, de 0 a 6h, a MT se comportou de maneira semelhante
em T1l e T2, mas ndo em TT (P<0,01), pelo contrario, a integridade dos acrossomas nos trés tratamentos
foi semelhante (P>0,05). MP, viabilidade, atividade mitocondrial e hospedeiro diminuiram ao longo do
tempo de maneira semelhante nos trés tratamentos. Os antioxidantes Trolox e Crocina a 1mM no diluente
de congelamento permitem manter a MT e a integridade dos acrossomas por 6 h de incubacédo a 37 °C.
Palavras-chave: Radicais livres, diluente, esperma e congelamento.

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effect of the antioxidants Trolox and Crocina in the freezing
diluent on the cryopreservation of Pelibuey ovine semen. The ejaculates obtained were mixed, divided and
frozen in 3 treatments: T1: ImM Trolox; T2: 1mM Crocina; TT: Control (without antioxidant). At 0 hours
(defrosting) and 6 hours at 37 °C, total (MT) and progressive (MP) motility, sperm viability, mitochondrial
activity, integrity of acrosomes and tail membrane were analyzed (Host) The data was analyzed with an
ANOVA for a completely randomized design and a Tukey test for the comparison of means. In neither of
the two hours were significant differences found in the treatments (P>0.05). However, from 0 to 6h, MT
behaved similarly in T1 and T2, but not in TT (P<0.01), on the contrary, the integrity of acrosomes in all
three treatments was similar (P>0.05). MP, viability, mitochondrial activity and Host decreased over time in
a similar way in all three treatments. The antioxidants Trolox and Crocina at 1mM in the freezing diluent,
allow to maintain the MT and the integrity of the acrosomes for 6 h of incubation at 37 °C.

Keywords: Free radicals, diluent, sperm and freezing.
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INTRODUCAO

A criopreservacdo de espermatozéides € uma ferramenta importante para conservar
material genético e manter a diversidade genética em espécies selvagens e domésticas
(Lermen et al., 2009). Entretanto, sabe-se que 0s processos de congelamento e
descongelamento do sémen usados na maioria das espécies de mamiferos causam a
morte de um grande numero de células (Watson, 2000).

Nas ovelhas, embora uma porcentagem relativamente alta (40-60%) de
espermatozoides retenha sua motilidade apds o descongelamento, apenas cerca de 20
a 30% permanecem intactos biologicamente (Salamon y Maxwell, 2000). Isso ocorre
porque durante o processo de refrigeracao e criopreservacdo ha um aumento nos niveis
de espécies reativas de oxigénio (ERO), que produzem alterac6es biofisicas e
bioquimicas na membrana espermatica (Chatterjee et al., 2001; Kankofer et al., 2005) e
até danos ao seu DNA (Aitken, 1999; Agarwal et al., 2003), afetando a viabilidade e sua
capacidade de fertilizacdo. Nos ultimos anos, os protocolos de criopreservacado foram
substancialmente aprimorados com a adicdo de compostos com propriedades
antioxidantes, impactando positivamente a melhoria da qualidade do sémen
descongelado (Pefia et al., 2005; Thuwanut et al., 2008; Dominguez-Rebolledo et al.,
2010; Mata-Campuzano et al., 2015).

Os antioxidantes desempenham um papel importante na protecéo dos espermatozoides,
contra os efeitos nocivos produzidos pelo ROS (Halliwell, 1997). A funcdo de um
antioxidante € baseada na doacao de elétrons para outras moléculas que possuem um
ou mais elétrons perdidos (EROSs) e, assim, evita alteracfes nas moléculas de lipidios,
proteinas e DNA de espermatozoides (Tremellen et al., 2008).

O antioxidante Trolox é um analogo da vitamina E solUvel em agua e tem sido utilizado
em uma ampla variedade de sistemas celulares para evitar os efeitos da ERO (Halliwel,
1994; Michielset al., 1994). Observou-se que a adicdo desse antioxidante no meio de
congelamento melhora a qualidade do esperma de porco descongelado (Pefa et al.,
2005); bem como a viabilidade espermatica do sémen descongelado em ovelhas da raca
Churra (Mata-Campuzano et al., 2015). Em amostras de esperma do epididimo do cervo
ibérico (post-mortem), foi demonstrado que este antioxidante é capaz de diminuir as
quantidades de ERO e lipoperoxidagéo; além de proteger os acrossomas e o DNA do
esperma Dominguez-Rebolledo et al., 2010). Thuwanut et al. (2008) observaram que a
adicao de Trolox ao diluente de congelamento melhorou a motilidade e a viabilidade dos
espermatozoides do epididimo de gato no degelo.

O antioxidante Crocina (éster glicosilico da crocetina) € um carotendide soluvel em agua,
encontrado no pigmento amarelo do acgafrdo (Crocussativus). Foi demonstrado que a
adicdo desse antioxidante no meio de incubacdo do sémen melhora a qualidade do
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esperma descongelado do cervo ibérico Dominguez-Rebolledo et al., 2010). Thuwanut
et al. (2008) e do touro (Sapanidou et al.,, 2014). No sémen de galos, melhora a
viabilidade, a motilidade, a atividade mitocondrial e reduz a lipoperoxicacédo ao degelo
(Mehdipour et al., 2019).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adicdo dos antioxidantes
Trolox e Crocina ao meio congelante, nas caracteristicas espermaticas pos-
criopreservacado em ovinos da raca Pelibuey.

MATERIAL E METODOS
Localizacao
O estudo foi realizado no Banco de Germoplasma de Ovinos Pelibuey e Blackbelly do
Instituto Nacional de Pesquisas Florestais, Agropecuarias (INIFAP), Campo
Experimental de Mococha.

Animais

4 ovelhas adultas (2,5 anos), da raca Pelibuey, de 40 a 45 kg de peso vivo, foram
utilizadas com uma condicao corporal de 3 a 3,5; para qual seu estado de saude e
qualidade do esperma foram previamente avaliados.

Obtencao de amostras de esperma
Foram obtidos 36 ejaculados dos 4 garanhdes, utilizando uma vagina artificial e com a
ajuda de uma ovelha que servia de manequim.

Diluicdo de esperma

Os ejaculados obtidos foram misturados (pool) e diluidos em Triladyl® + 20% de gema
de ovo, na concentracao final de 400 x 106 espermatozéides / ml. Posteriormente, as
amostras foram divididas em trés tratamentos: T1: Trolox 1mM; T2: Crocina 1 mM; TT:
Testemunha (sem antioxidante) e depois embalado em canudos de 0,25 ml.

Congelamento de sémen

O congelamento das amostras foi realizado colocando os canudos 4 cm acima da
superficie do nitrogénio liquido (LN2), por 10 minutos. Imediatamente depois, os canudos
foram imersos em LN2 e armazenados até a avaliagéo.

Sémen de degelo

O procedimento de degelo foi realizado imergindo os canudos em banho-maria a 37 °C
por 30 segundos; posteriormente, as amostras foram avaliadas as 0 h (degelo), as 6
horas de incubacéo a 37 °C.
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Concentracdo espermatica

Uma pequena fracdo da amostra de sémen (5 pL) foi diluida em 995 pyL de agua
destilada; em seguida, 9 pL da amostra diluida em agua foram colhidos e colocados em
cada um dos dois lados da camara de bulcker, para estimar sua concentracdo, com o
modulo de concentracdo do sistema CASA (ISAS®v1 (Proiser R+D, Valencia , Espanha)
4 campos foram capturados em cada lado da camara e a concentracdo de esperma foi
obtida.

Motilidade espermética

A motilidade foi analisada com o sistema CASA, colocando 5 pL de sémen descongelado
e diluido em~30x106/ml de espermatozéides, em uma camara de contagem Makler®
(Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel), pré-aquecida a 37 °C; e pelo menos cinco
campos foram capturados com um minimo de 300 espermatozoides/amostra. Os
parametros de motilidade avaliados foram: Motilidade Total (MT %) e Motilidade
Progressiva (MP %).

Viabilidade espermatica

Foi avaliado pela coloragdo SYBR14-IP (Live/Dead® kit L-7011, InvitrogenTM),
adicionando 1 pL de SYBR14 (10 uM) e IP (12 uM) da solucéo estoque em 100 pL de
amostra de esperma diluida em solucéo salina (PBS); e deixado incubar por 10 minutos
a 37 °C. Posteriormente, 5uL da amostra foram colocados entre uma lamina e uma
lamela pré-aquecida a 37 °C, e sua avaliacéo foi realizada por meio de um microscoépio
de epifluorescéncia (LWScientific i40-ADN); contando 200 espermatozoides, que tinham
fluorescéncia vermelha (morta), e 0os que estavam vivos eram verdes.

Integridade do acrossoma

Foi avaliado pela coloragdo de FITC-PSA (100 pg/ml, L-0770, Sigma-AldrichTM),
adicionando 5 pL da solugéo estoque em 100 pL de amostra de esperma diluida em PBS
e deixada incubar no escuro por 30 minutos a 37 °C . Imediatamente depois, 5 yL da
amostra foram colocados entre uma lamina e a lamela. Finalmente, 200 espermatozoides
foram contados com um microscopio de epifluorescéncia, que apresentava fluorescéncia
verde (acrossomas danificados) e nenhuma fluorescéncia dos acrossomas intactos.

Atividade mitocondrial

Foi analisado com coloracédo JC-1 (153 puM, Molecular Probese T-3168, InvitrogenTM),
adicionando 1 pL da solucéo estoque em 100 pL de amostra de esperma diluida em PBS
e deixada incubar no escuro por 10 minutos a 37 °C. Em seguida, 5 pL da amostra foram
colocados em uma lamina e laminula, e 200 espermatozdéides foram contados por um
microscoépio de epifluorescéncia, que possuia uma fluorescéncia laranja (mitocondrias
ativas) no meio do flagelo e as mitocondrias de cor verde inativo.
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Integridade da membrana plasmética da cauda (HOST)

Foi realizada diluindo a amostra de 5 pL de esperma em 50 pL de solucdo de endosmose
(0,735 g de citrato de sédio di-hidratado e 1,351 g de frutose em 100 ml de &gua
destilada) a 100 mOsm/L e incubada a 37 °C. Posteriormente, 5uL da amostra foram
colocados em lamina e laminula e 200 espermatozoides foram contados com um
microscopio de contraste de fase, que tinha caudas enroladas (endosmose positiva) e
nao enroladas (endosmose negativa).

Analise estatistica

As variaveis expressas como porcentagens (motilidade total, motilidade progressiva,
viabilidade, atividade mitocondrial, acrossomas intactos e hospedeiro) foram
transformadas em arco V(variavel)/100 antes da analise. Foi posteriormente analisado
com um modelo linear geral (GLM) com o procedimento PROC GLM; e encontrar as
diferencas estatisticas entre os tratamentos o teste de Tukey a P <0.05 foi usado através
do pacote estatisticos do sistema Statistical Analysis System (SAS Inst. Inc., 2003)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas 0 e 6 h de incubagcédo, nenhum dos parametros avaliados apresentou diferencas
(P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 1). Esses resultados diferem daqueles obtidos por
Thuwanut et al. (2008) com esperma epididimal de gato suplementado com o
antioxidante Trolox a 1mM; desde MT, MP e viabilidade espermatica melhoraram o
degelo. Embora sejam espécies diferentes, a diferenca nos resultados pode ser atribuida
ao fato de que espermatozoides do epididimo de gato por castracdo nunca estiveram em
contato com as secrecdes das glandulas que formam o plasma seminal, onde é
encontrada a maior defesa antioxidante (Chen et al., 2003). Portanto, existem diferencas
no congelamento entre os espermatozoides de ejaculados e epididimos (Gilmore et al.,
1998), que afetam a sensibilidade ao resfriamento, como a resisténcia ao congelamento
(Schmehl et al., 1986). Nesse sentido, o Trolox poderia ter atuado diretamente e sem
concorréncia no esperma do epididimo, semelhante ao observado por Dominguez-
Rebolledo et al. (2007), com plasma de ovelha seminal em sémen descongelado.

Por outro lado, em sinergia com os antioxidantes presentes no plasma seminal, as
amostras seminais utilizadas neste estudo podem ser alteradas, diminuindo seu efeito.
Também foi relatado que a suplementacgéo do diluente com Trolox a 1mM, dependendo
do tipo de aditivo usado no diluente, pode ou ndo melhorar a viabilidade do sémen
congelado de ovelhas da raga Churra (Mata-Campuzano et al., 2015); isto é, quando o
diluente foi produzido a partir de lecitina de soja, o antioxidante Trolox teve maior
viabilidade nas amostras descongeladas; enquanto que quando um diluente a base de
tris foi usado, como o usado neste estudo (Triladyl®), a viabilidade no esperma néo
melhorou. A soja contém isoflavonas, que atuam como antioxidantes; que pode ter
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exercido alguma protecdo sobre o esperma durante o processo de congelamento e
descongelamento ou em combinagédo com Trolox, produzindo uma sinergia que ajudou
a aumentar os efeitos benéficos sobre o esperma. Com a adi¢cao do antioxidante Crocina,
foram relatadas maior viabilidade, motilidade, atividade mitocondrial e reducdo da
lipoperoxidacdo em amostras de esperma de galo para degelo (Mehdipour et al., 2019).

Tabela 1. Porcentagens (%) dos parametros espermaticos avaliados as 0 he 6 (média * erro

padrao).
. Progressiva o Actividade Acrossomas
Hora Tratamento Total motilidade . Viabilidade ) ) ) Host
motilidade mitocondrial intactos
T1 57.5+5.32A 17.1+1.6%A 395+3.92A 507+6.23" 496+6.43" 236+3.1%
0 T2 49.9+5 634 15.842.23A 452 +523 423 +543° 446+6.13A 234+313
T 58.6+3.92A 15.342.23"  41.4+523 405+6.0% 477+6.13A 193+213
+ aB + aB + aB + aA + aB
T1 36.647.0%A 8.6x£7.0 246+4.0 15719 46.0 £2.7 10.2+£1.0
T2 .9+5.8 a8 228+273 171+1538 437+40% 131+1.138
6 39 245 gaA 8.9+5.8 8 5 3 0 3
T 8.2+4.328  272+40% 200+2238 417+353% 124+122%

26.7+4.328™

T1: Trolox 1 mM; T2: Crocina 1 mM; TT: Testemunha (sem antioxidante). (ab) Literais diferentes dentro da mesma coluna indicam
diferencas significativas entre os tratamentos dentro de cada hora (P< 0,05). (AB) Literais diferentes dentro da mesma coluna indicam
diferencas significativas (P< 0,01 **) entre 0 mesmo tratamento ao longo do tempo.

Com o tempo de incubacéo (0 a 6 horas), a MT se comportou de maneira semelhante
em T1e T2, masndono TT (P <0,01); pelo contrario, a integridade dos acrossomas nos
trés tratamentos foi semelhante (P>0,05). MP, viabilidade, atividade mitocondrial e
hospedeiro diminuiram ao longo do tempo de maneira semelhante nos trés tratamentos
(tabela 1). Os resultados sao semelhantes aos relatados por Dominguez-Rebolledo et
al. (2010) em amostras de espermatozoéides de epididimo descongeladas do cervo
ibérico, onde a MT e a integridade do acrossoma foram mantidas durante a incubacéo a
37 °C com o antioxidante Trolox e Crocina a 1ImM. Sapanidou et al. (2014) observaram
que a motilidade, viabilidade e integridade dos acrossomas nos espermatozoides
bovinos foram mantidas durante a incubacéo a 37 °C com 1 mM de Crocina. Em vista
dos resultados apds 6 h de incubacdo em que o T1 e 0 T2 mantiveram a MT e a
integridade dos acrossomas, pode-se dizer que os antioxidantes testados séo eficientes
e recomendados para incorporacéo no diluente antes do congelamento; de tal maneira
que a dose seminal entrard em vigor no trato genital, apds inseminacdo até o momento
proximo a ovulagéo.
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CONCLUSAO

A adicdo dos antioxidantes Trolox e Crocina a 1mM no diluente de congelamento permite
manter a motilidade total e a integridade dos acrossomas durante 6 h de incubagéo a 37
°C.
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