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Capitulo 7

Producdo de radicais livres em sémen criopreservado
de bovinos zebuinos e taurinos
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Rodrigo Cruz de Freitas Lima

Geraldo Magela Cortes Carvalho
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Resumo: Objetivou-se avaliar as caracteristicas de qualidade de sémen criopreservado
das ragas de touros, Nelore e Curraleiro Pé-Duro, por meio do teste de lipoperoxidacao
espermatica. Foram utilizados quarenta ejaculados de quatro touros Curraleiro Pé-Duro,
e quatro touros Nelore, obtidos igualmente, a partir de eletroejaculagdo, os quais foram
diluidos em Tris-Gema, criopreservado em maquina TK 3000®, e armazenado em
botijdo criogénico. Apos o descongelamento foram avaliados quanto a quantificacdo da
lipoperoxidagdo da membrana espermatica e determinacdo dos niveis de glutationa
reduzida (GSH). A andlise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism 6.01
(2012), e as diferencas foram consideradas significativas quando p>0,05. A producao de
metabolitos como o malonaldeido pelo processo de peroxidacdo espermatica foi menor
na raga Curraleiro Pé-duro. Em conclusdo, o sémen criopreservado da raga Curraleiro

Pé-Duro demonstrou menor estresse oxidativo ao processo de criopreservacao.
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1. INTRODUCAO

A inseminacao artificial juntamente associada a criopreservacdo, tem papel fundamental na disseminacdo
mais ampla de germoplasma de animais de alto valor genético. No entanto, apesar das vantagens
proporcionada pela criopreservacdo, esta biotécnica causa efeitos deletérios aos espermatozoides,
incluindo a indug¢do prematura da reacdo acrossémica, perda de motilidade, reducdo na integridade do
DNA, danos nas membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial, prejudicando assim a fertilidade
(Morrell e Mayer, 2017).

Em bovinos o principal constituinte espermatico afetado pelo processo de criopreserva¢do é a membrana
plasmatica, sobretudo devido a alteragdo na composicdo lipidica, com perda de fosfolipidios totais,
podendo ser atribuida essa perda a reagdes de peroxidacao lipidica induzida por substancias reativas de
oxigénio (Buhr et al,, 1994). Deste modo, o presente estudo teve por objetivo avaliar a lipoperoxidagio da
membrana espermatica e determinar os niveis de glutationa reduzida (GSH) do sémen criopreservado das
racas de touros, Nelore e Curraleiro Pé-Duro.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Todos os procedimentos realizados com os animais estavam em conformidade com a legislacdo europeia
para experimentac¢do animal (Diretiva 2010/63 / UE) e com a legislacdo brasileira em pesquisa animal
(Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008). O procedimento descrito neste artigo foi aprovado pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da EMBRAPA MEIO - NORTE, sob o protocolo de 001/2016.

2.2. DILUIDORES EXPERIMENTAIS

0 diluidor Tris-Gema constituido a partir de 3,605 g de Tris; 2,024 g de acido citrico; 1,488g de frutose; 25
MG de gentamicina; 50.000 UI de penicilina; 100 mL de agua destilada; 20% de gema de ovo e 5% de
glicerol, com osmolaridade de 350 mOsm/kg e pH 6,8, foi utilizado para diluicdo e congelamento do
sémen.

2.3. ANIMAIS

Foram utilizados quatro touros da raca Curraleiro Pé-Duro (CPD), provenientes da Fazenda Sol Posto de
propriedade da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA Meio Norte localizada na cidade
de Campo Maior, Piaui, Brasil e quatro touros da raga Nelore, provenientes da Fazenda Santa Luzia
localizada na cidade de Valenca, Piaui, Brasil. Todos os touros possuiam idades média de 5 anos, pesando
entre 310 a 365 Kg e com escore de condigdo corporal 3-4 (escala 1-5). Tinham histérico de fertilidade
comprovada e foram avaliados quanto a saude geral, a integridade dos 6rgdos reprodutivos e a qualidade
espermatica. Durante o experimento, os touros foram mantidos sob regime extensivo, em pastejo de
gramineas nativas, 4gua e sal mineral a vontade.

2.4. COLETA DE SEMEN E AVALIACAO INICIAL

As coletadas de sémen foram feitas duas vezes por semana, durante seis semanas, perfazendo cinco
coletas para cada raga, totalizando 40 ejaculados, com o auxilio de um eletroestimulador controlado
automaticamente (Biocon ® Solug¢des para Biotecnologia, Uberaba, Minas Gerais, Brasil), utilizando um
tubo conico graduado de 15 mlL, estéril. Logo apos a coleta as amostras de sémen de cada animal foram
colocadas em banho Maria a 37 °C e avaliadas separadamente quando a cor, aspecto, volume (mL),
turbilhonamento (0-5), motilidade total (%) e vigor espermatico (1-5), em microscépio de contraste de
fase (Olympus optical Co., Ltda., 163 Téquio, Japdo). A concentragdo espermatica foi obtida em camara de
Neubauer, na diluigdo de 1:200, em solucdo de citrato de sédio em formol a 4 %. Para andlise da
morfologia espermadtica, utilizou-se o método de camara Umida, segundo o Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA 2013). Apenas ejaculados com turbilhonamento = 3; motilidade total = 80%;
vigor = 3; concentracdo espermatica = 3,5 X 109 espermatozoides/mL e patologias espermaticas < 20%
foram utilizados nesse estudo. Quando aprovados, as amostras dos oito ejaculados foram diluidas
separadamente em tris gema, e logo em seguida, foram submetidas a uma nova avaliacdo, objetivando
eliminar qualquer efeito negativo do diluidor sobre as amostras estudadas.
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2.5. CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

0 sémen foi diluido, e envasado em palheta de 0,25mL (20 X 106 espermatozoides viaveis por palheta) e
congelado em maquina TK 3000® (TK Tecnologia em congelagdo Ltda, Uberaba, Brasil), na curva de
congelagdo rapida (-0,52 C/min, de 252 Ca 52 C e -202 C/min, de 52 C a -1202 C) e, apo6s atingir -1202 C, as
palhetas foram mergulhadas em nitrogénio liquido (-196° C) e armazenadas em botijdo criogénico. O
tempo de equilibrio na temperatura de 5° C foi de 60 minutos. Apés 30 dias de armazenamento as
amostras de sémen foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos e avaliadas quanto a
quantificacdo da lipoperoxidacdo da membrana espermadtica, e a quantificagdo da glutationa reduzida
(GSH)

2.6. QUANTIFICACAO DA LIPOPEROXIDACAO DA MEMBRANA ESPERMATICA

A taxa de peroxidacio lipidica dos espermatozoides foi estimada pela medida do nivel de malonalialdeido
(MDA), utilizando o acido tiobarbiturico (TBA), baseado no método descrito por Buege e Aust (1978). Os
niveis de malonalialdeido foram medidos apds a suplementacdo de 500 pL de sémen pds-criopreservado,
maisTampao Tris-acido citrico, pH 7,4, adicionado a 1mL do reagente TBA (15% de acido tricloroacético;
0,25N de &cido cloridrico e 0,375% de &cido tiobarbiturico) e 1% (v/v) de BHT 50mM. A mistura foi
tratada em agua fervente (100 ° C) durante 15 min. Posteriormente as amostras foram resfriadas, e
centrifugadas a 1.200g por 15 min. O sobrenadante foi removido e a absorbancia foi medida a 535 nm em
espectrofotdometro UV-VIS (Perkin Elmer - Lambda). A concentragdo de MDA foi determinada pela curva
de calibragdo feita diariamente com malonaldeido (MDA) como padrio, nas concentra¢des de 1 a 20mmol.
0 MDA produzido foi expresso em pmol de TBARS/mL de diluidor.

2.7.METODO DA DETERMINACAO DOS NiVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

A determinacdo da concentracdo de GSH foi baseada na reagdo de Ellman (5,5-ditiobis (acido 2-
nitrobenzoico), conforme algumas modificacdes da técnica descrita por Khan et al. (2011). Em um tubo
contendo tampao EDTA pH 5,4, foram adicionados 400 pL de sémen, acrescidos de 320 pL de agua
destilada, mais 80 pL de acido tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por
15 minutos. Em seguida, foram recolhidos 400 pL do sobrenadante e acrescido de 800 pL de tampao Tris-
HCI 0,4 M, pH 8,9 e mais 20 pL de DTNB 0,01 M; apds 1 minuto de reacdo, foi feita a leitura em
espectrofotdmetro em 412 nm. A concentragio foi expressa em uM/mL. Para a curva padrdo da glutationa
foram feitas solucdes de glutationa a 6,66; 13,33; 26,66; 40; 53,33 e 66 uM.

2.8. DELINEAMENTO E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com duas ragas, Nelore e Curraleiro Pé-Duro, oito
blocos (animais), cinco repeti¢des (coletas). A quantificacdo da glutationa reduzida e de malonaldeido foi
submetida a Andlise de Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, na probabilidade de
5%. As analises foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, EUA,
2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, observou-se que houve diferenga significativa (p<0,05) para a determinagdo de
malonaldeido entre as ragas, verificando-se um aumento na produc¢ido de malonaldeido na Nelore, quando
comparada a Curraleiro Pé-Duro. O mesmo ndo pode se observar para a quantificagdo de glutationa
reduzida - GSH (p>0,05).
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Figura 1 - Quantificacdo de MDA e GSH em sémen pds-criopreservado de touros, de duas diferentes racas.
MDA: Malonaldeido. GSH: Glutationa reduzida. CN CPD: Controle Curraleiro Pé-Duro. CN Nelore: Controle
Nelore. Os valores representam a média * D.P.M. As diferencas entre os grupos foram determinadas por
Andlise de Variancia (ANOVA two-way), seguido de Sidak como post hoc teste, (p<0,05).
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A criopreservacdo através das alteracdes térmicas e osmoticas, atua sobre as células espermaticas
induzindo a geracdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS), resultando em danos morfoldgicos e
funcionais das membranas espermatica, e comprometendo a motilidade dos espermatozoides, a
integridade da membrana e o potencial de fertilizacdo (Hu et al.,, 2010). Além disso o espermatozoide
devido ao tamanho do seu citoplasma, apresenta capacidade antioxidante reduzida (Saridzkan et al,
2009).

Neste estudo observou-se que os espermatozoides criopreservados da raga Nelore produziram mais
malonaldeido, quando comparados aos da raga Curraleiro Pé-Duro. A presenca ou a adi¢do de acidos
graxos poliinsaturados ao diluidor podem melhorar os parametros de motilidade total e progressiva e a
viabilidade do sémen pds-descongelacdo, em animais Bos taurus (Monique, 2013). Neste raciocinio,
acredita-se que a raga Curraleiro Pé-Duro possui no plasma seminal um sistema redox equilibrado, com
concentracdes de acidos graxos poliinsaturados nos espermatozoides, em niveis necessarios para manter
a taxa de peroxidacdo lipidica baixa. Alguns autores verificaram que o efeito positivo, representado pela
baixa producdo de malonaldeido, ocorra devido a maiores porcentagens de dcido docosahexaenéico (DHA,
n-3) e da proporc¢do de n-3/n-6 nos espermatozoides, antes e ap6s a criopreservagao.

A diferenca estatistica observada no teste de TBARS neste estudo, deve-se também a interacdo de frutose,
fonte de energia do espermatozoide bovino e presente na solucdo crioprotetora, com o 4acido
tiobarbitirico (TBA) diminuindo as concentra¢des de malonaldeido no sémen da raga Curraleiro Pé-Duro,
quando comparado a Nelore (Rodrigues, 2009).

5. CONCLUSAOQO

Em conclusao, o sémen criopreservado da raca Curraleiro Pé-Duro demonstrou menor estresse oxidativo
ao processo de criopreservacao.
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