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Efeito da adicdo de glutationa peroxidase e cisteina ao diluidor de
congelacéo do sémen equino
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RESUMO

Foram utilizados ejaculados (n=25) de garanhdes para avaliar o efeito de glutationa peroxidase (GPx) e
cisteina na viabilidade de espermatozoides congelados. O sémen foi diluido em Botu Crio, com
antioxidantes, e foram formados os grupos: G1, Controle; G2, 1U GPx ; G3, 5U GPx; G4, 0,5mM
cisteina; G5, 1mM cisteina. Depois foi envasado em palhetas (0,5mL) e congelado. Ap6s descongelacéo,
37°C por 30 segundos, aliquotas foram analisadas quanto a integridade de membrana plasmatica (IMP) e
acrossoma (IAc), potencial de membrana mitocondrial (PMM) e cinética, nos tempos zero (T0) e 60
minutos (T60). GPx 5U e cisteina 0,5mM determinaram maior (P<0,05) 1Ac em TO do que em T60.
Cisteina 1mM resultou em maior (P<0,05) IAc em T60 do que GPx 1 e 5U e cisteina 0,5mM. O PMM de
um garanhdo no T60 foi mais alto (P<0,05) do que o de dois garanhdes. VCL e VAP foram maiores
(P<0,05) no TO do que no T60 do grupo controle, e um garanhdo apresentou, em geral, valores cinéticos
mais altos (P<0,05) do que os demais. Conclui-se que a adicdo de glutationa peroxidase, nas
concentragdes de 1U e 5U, e de cisteina, nas concentragdes de 0,5mM e 1mM, nédo interferem na
integridade de espermatozoides criopreservados de equinos, mas preservam 0s parametros cinéticos de
VCL e VAP ap6s 60 minutos de incubagdo. Ressalta-se, ainda, que o0 garanhdo tem uma forte influéncia
nas caracteristicas espermaticas pds-congelacéo.
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ABSTRACT

Ejaculates (n=25) of horses were used to assess the effect of glutathione peroxidase (GPx) and cysteine
on the viability of frozen sperm cells. Semen was extended at Botu Crio with antioxidants, and divided in
groups: G1, control; G2, 1 U GPx; G3, 5U GPx; G4, 0.5mM cysteine and G5, 1mM cysteine, packed in
0.5mL straws, and frozen. After thawing (37° C for 30 seconds) samples were analyzed for plasma
membrane (IMP) and acrosome integrity (IAc), mitochondrial membrane potential (MMP) and kinematic,
at zero (T0) and 60 minutes after (T60). GPx 5U and cysteine 0.5mM increased (P<0.05) IAc at TO, when
compared to T60. Cysteine 1mM resulted in a higher (P<0.05) IAc on T60, than GPx 1 and 5U, and
cysteine 0.5mM. The PMM from a stallion on T60 was higher (P<0.05) than those of two stallions. In
sperm kinematic, VCL and VAP were higher (P<0.05) at TO compared to T60 for the control group, and
one stallion showed larger (P<0.05) kinematic values than other animals. It is concluded that the
addition of glutathione peroxidase at concentrations 1U and 5U, and cysteine, at concentrations of
0.5mM and 1mM, does not interfere with the integrity of cryopreserved equine sperm, but preserves the
kinetic parameters VCL and VAP after 60 minutes of incubation. It should be noted also that the stallion
has a strong influence on sperm characteristics post-freezing.
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INTRODUCAO

O wuso de sémen congelado na espécie
equina apresenta-se como uma importante
biotécnica aplicada ao manejo reprodutivo dessa
espécie (Ball et al., 2001). Durante 0 processo
de congelacdo, quando exposto a baixas
temperaturas, 0 espermatozoide equino produz
maior quantidade de espécies reativas ao
oxigénio (ROS) se comparado com o0 processo de
refrigeracdo (Guerra et al., 2004). Desse modo,
causa estresse oxidativo (Ball, 2008) e danos a
membrana celular, reduzindo a motilidade e a
longevidade espermatica, além de causar danos
diretos ao DNA espermético (Reghini et al.,
2010).

Os antioxidantes séo inibidores das ROS na sua
formacdo ou no mecanismo de agéo, presentes no
espermatozoide e no plasma seminal, atuando de
forma independente ou sinérgica (Aurich, 2008).
A principal defesa antioxidante é realizada pela
acdo da catalase (CAT), superoxido dismutase
(SOD), glutationa reduzida (GR) e glutationa
peroxidase (GPx), presentes no espermatozoide e
no plasma seminal (Varner, 2007; Andrade et al.,
2010). A GPx foi relacionada & infertilidade de
homens (Pons-Rejraji et al., 2009). Nos bovinos,
sua reducdo determinou baixa da capacidade
fertilizante dos espermatozoides (Baumber et al.,
2005). E, nos equinos, verificou-se correlagéo
positiva entre motilidade e integridade de
membrana com a presenca de GPx e catalase,
indicando que esses antioxidantes contribuem
para 0 aumento inicial da motilidade e da
integridade da membrana espermética (Pagl et
al., 2006). A cisteina, proteina que nos
equinos encontra-se presente nas secre¢des da
ampola do ducto deferente e da vesicula
seminal, estd envolvida nos processos de
espermatogénese, maturacdo espermatica e,
possivelmente, penetracdo do espermatozoide na
zona peldcida (Varner, 2007).

Assim, este trabalho teve o objetivo de analisar o
efeito da adicdo de diferentes concentragfes dos
antioxidantes GPx e cisteina ao diluidor de
congelagdo do sémen equino sobre a viabilidade
in vitro dos espermatozoides.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinco garanhfes da raca
Quarto-de-Milha, com idade variando de 5 a 21
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anos, alimentados com feno de capim Tifton
(Cynodon dactilon), racdo concentrada com 22%
de proteina bruta (PB), suplemento mineral e
agua ad libitum. Foram realizadas, no més de
julho, cinco colheitas de sémen por animal, com
intervalo de 48 horas, utilizando vagina artificial,
modelo Botucatu (Biotech, Botucatu, S&o Paulo,
Brasil), e uma fémea em cio como manequim,
totalizando 25 ejaculados.

As amostras de sémen foram avaliadas quanto
a motilidade (0-100%), ao vigor (0-5) e
a concentragdo espermatica (1 x  10°
espermatozoides/mL), segundo o CBRA (1998),
em microscopio de Contraste de Fase (Olympus,
Téquio, Japdo), com aumento de 40x.
Imediatamente ap6s as andlises, as amostras de
sémen foram processadas, diluidas na propor¢do
de 1:1 (sémen:diluidor) com meio Botu Sémen
(Biotech, Botucatu, SP, Brasil), centrifugadas
(600 x @) durante 10 minutos (Papa et al.,
2005), desprezado o sobrenadante e ressuspenso
0 pellet com meio de congelacdo Botu Crio
(Biotech, Botucatu, SP, Brasil), acrescido dos
antioxidantes GPx e cisteina, de acordo com o0s
grupos experimentais: G1 = controle (sem
antioxidantes); G2 = 1U de GPx; G3 = 5U de
GPx; G4 = 0,5 mM de N-Acetyl-Cisteina; e G5 =
1 mM de N-Acetyl-Cisteina, segundo Saridzkan
et al. (2009). Os antioxidantes (GPx e cisteina) e
demais produtos quimicos utilizados neste
experimento foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Co® (St Louis, Missouri, USA). O sémen foi
envasado em palheta (0,5 mL), na concentragdo
de 150 x 10° espermatozoides/palheta (Clulow et
al., 2008), e congelado em sistema automatizado
(TK 3000, TK Tecnologia em congelagdo,
Uberaba, Brasil). A curva de congelagao
utilizada determinou reducdo de temperatura de
0,5°C por minuto até atingir 5°C e, em seguida,
reducdo de 1°C por minuto até -120°C. A
seguir, as amostras foram armazenadas em
botijao criobioldgico (-196°C). As amostras
foram descongeladas utilizando-se banho-maria a
37°C por 30 segundos.

Para avaliacdo da integridade de membrana
plasmética, utilizou-se o método de coloragdo
dupla com diacetato de carboxifluoresceina
(DCF) e iodeto de propideo (IP), segundo Coleto
et al. (2002), em que 200 espermatozoides foram
avaliados em microscépio de epifluorescéncia
(Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha), com aumento
de 400x, usando filtro de emissdo DBP 580-

431



Barros et al.

630nm e excitagdo DBP 485-520nm, e
classificados com membrana intacta, quando
corados em verde, e com membranas
danificadas, quando corados em vermelho. A
integridade de acrossoma foi avaliada utilizando-
se 0 conjugado isotiocionato de fluoresceina-
Psium sativum (FITC-PSA), segundo Celegni
et al. (2010), sendo 200 espermatozoides
avaliados em microscopio de epifluorescéncia,
com aumento de 1000x, com filtro de emissdo
LP 515 nm e BP 450-490nm para excitacdo,
classificados como lesados, quando corados em
verde, e intactos, sem colorag&o.

O potencial de membrana mitocondrial dos
espermatozoides foi determinado pela utilizacdo
do fluorocromo catibnico lipofilico JC-1
(Guthrie e Welch, 2006), e avaliado em
microscopio de epifluorescéncia, com aumento
de 1000x, sob 6leo de imersdo, usando filtro de
emissdo LP 515nm e BP 450-490nm para
excitacdo. Espermatozoides (n=200) com a peca
intermediaria corada em laranja foram
classificados com alto potencial de membrana
mitocondrial, e corada em verde classificados
com baixo potencial de membrana mitocondrial.

Para avaliagdo da cinética espermética, as
amostras descongeladas foram diluidas em
solucdo de Ringer com Lactato, para facilitar a
visualizacdo e captacdo dos campos na Camara
de Makler® (Sefi Medical Instrument, Haifa,
Israel), segundo Mortimer (2000), previamente
aquecida a 37°C, colocada no microscopio de
contraste de fase (Nikon™ H5505, Eclipse 50i,
Japdo), e as imagens capturadas por uma video-
camera (Basler Vision Tecnologie™ A312FC,
Ahrensburg, Alemanha). Pelo sistema CASA
(Sperm Class Analyzer — SCA™, Microptics,
S.L., Version 3.2.0, Barcelona, Espanha), foram
avaliados os seguintes parametros: motilidade
total (MT), motilidade progressiva (MP),
linearidade (LIN) e retilinearidade (STR),
expressas em porcentagem (%); velocidade
rapida (VR), velocidade curvilinear (VCL),
velocidade em linha reta (VSL) e velocidade
média do percurso (VAP), expressas em
micrometros por segundos (um/s); amplitude do
descolamento lateral da cabeca espermatica
(ALH), expressa em micrémetros (um); e
frequéncia do batimento flagelar cruzado (BCF),
expressa em Hertz (Hz).

432

Os dados foram analisados pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov ~ para  determinar a
normalidade dos dados, submetidos ao modelo
split-plot de andlise de variancia, com contraste
de médias pelo teste de Tukey. Foi utilizado o
procedimento PROC MIXED do SAS (2005)
para medidas repetidas. Andlise de correlagdo de
Pearson foi realizada para verificar o grau de
relacdo entre pares de variaveis, segundo Little e
Hills (1978), ficando estabelecida a existéncia de
correlacdo de alta intensidade entre as varidveis
quando r>0,60; média intensidade quando
0,30<r<0,60; e de baixa intensidade quando
r<0,30, com os valores expressos em média e
desvio-padrdo, sendo o valor de P<0,05
significante. Para cada garanhdo, foi obtida uma
média de cinco repeti¢cGes/animal, objetivando-se
diminuir a variabilidade dos fatores, tratamento e
tempo.

RESULTADOS

Os resultados das andlises espermaticas
pos-descongelacdo,  utilizando as  sondas
fluorescentes (Tab. 1), mostraram que ndo houve
diferenca significativa (P>0,05) nos percentuais
de gametas com membrana plasmatica integra
(IMP), assim como com alto potencial de
membrana mitocondrial (aPMM), das amostras
do grupo controle e demais grupos, em cada
tempo de avaliagdo (0 e 60 minutos), bem como
entre 0 (TO) e 60 minutos (T60). Entretanto,
observou-se maior (P<0,05) porcentagem de
espermatozoides com acrossomas integros
(1Ac) nas amostras congeladas dos grupos GPx
5U e cisteina 0,5mM, imediatamente apds a
descongelacdo (T0), quando comparados as
amostras avaliadas 60 minutos depois (T60).

Além disso, observou-se que, 60 minutos apés a
descongelacgdo (T60), o grupo suplementado com
cisteina (lmM) ndo diferiu (P>0,05) do grupo
controle, mas apresentou maior (P<0,05)
porcentagem de gametas com acrossomas
integros do que dos grupos GPx 1 e 5U e cisteina
0,5mM (Tab. 1). A andlise individual dos
reprodutores mostrou que o garanhdo 4
apresentou menor (P<0,05) porcentagem de
espermatozoides com membrana plasmatica
integra em relacdo aos demais cavalos, tanto
imediatamente apos a descongelagdo (T0) quanto
60 minutos ap6s (T60) (Tab. 2).
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Tabela 1. Valores de média e desvio-padrdo de espermatozoides com membrana plasmatica (IMP) e
acrossomas (IAc) integros, e alto potencial de membrana mitocondrial (aPMM) das amostras de sémen
equino congeladas em Botu Sémen suplementado com GPx e cisteina, imediatamente apés a congelagdo
(TO) e 60 minutos depois (T60)

Grupo I;Tnp;’ IMP (%) IAC (%) aPMM (%)
Controle 0 60,01+12,89 85,51+1,92 62,27+7,92
60 54,93+9,87 82,41+4,46AB 48,47+9,83
GPx 1U 0 56,91+8,04 87,28+5,51 57,37+6,82
60 53,10+4,38 76,23+3,70C 53,28+13,08
GPx 5U 0 59,05+8,56 84,53+3,45a 59,47+6,71
60 50,33+7,42 79,86+2,95bBC 51,58+14,32
Cisteina 0,5mM 0 49,93+8,58 82,10+2,92a 56,72+5,06
60 56,45+8,50 77,05+4,62bBC 55,02+13,63
Cisteina 1ImM 0 47,50+13,86 82,56+6,69 54,04+4,27
60 55,32+11,26 86,98+4,31A 57,04+7,66
Tempo 0,7470 0,0060 0,0742
T 0 nos tratamentos 0,2738 0,3610 0,3425
T 60 nos tratamentos 0,8167 0,0029 0,8240

*Letras minGsculas distintas na mesma coluna indicam diferengas (P<0,05) entre tempos dentro de cada grupo;
**|_etras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferencas (P<0,05) entre grupos no tempo de 60 minutos
apos a descongelacéo.

Tabela 2. Valores de média e desvio-padrdo de espermatozoides com membrana plasmética (IMP) e
acrossomas (lAc) integros, e alto potencial de membrana mitocondrial (aPMM) por animal, das amostras
de sémen equino congeladas em Botu Crio suplementado com GPx e cisteina, imediatamente apés a
congelacdo (T0) e 60 minutos depois (T60)

Tempo
Animal (min) IMP (%) 1Ac (%) aPMM (%)
1 0 53,20+9,87a 82,63+4,05 57,77+7,11
60 59,60+5,29A 78,88+8,88 43,83+6,63C
2 0 64,47+8,06a 84,60+3,80 60,16+8,15
60 54,45+3,75A 80,16+4,80 46,05+7,78BC
3 0 55,76+4,20a 83,18+3,55 56,88+4,58
60 58,65+6,20A 80,54+3,95 58,35+8,25AB
4 0 40,70+9,17b 84,15+5,34 59,55+3,00
60 41,5345,25B 80,09+4,16 53,20+14,70ABC
5 0 59,26+8,33a 84,55+7,38 55,50+8,97
60 55,90+5,07A 78,80+2,80 63,95+5,60A
T 0 nos tratamentos 0,0026 0,6207 0,8043
T 60 nos tratamentos 0,0001 0,5608 0,0130

*Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferencas (P<0,05) entre animais, no tempo de O minuto apds
a descongelagdo; **Letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferencas (P<0,05) entre animais, no
tempo de 60 minutos apds a descongelagéo.
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Apo0s a descongelacdo do sémen, nos parametros
cinéticos MT, MP, VR, VSL, LIN, STR, WOB,
ALH e BCF, ndo foi observada diferenca
(P>0,05) entre o grupo controle e 0s grupos
experimentais nos tempos avaliados (Tab. 3).
Contudo, o VCL e VAP apresentaram reducdo
(P<0,05) nas amostras do grupo controle entre o

grupos  suplementados com antioxidantes.
Todavia, a analise da cinética espermatica de
cada animal (Tab. 4) evidenciou diferengas
significativas (P<0,05) em relacdo aos tempos e
grupos experimentais. O animal 4 apresentou
maiores (P<0,05) valores de MT, MP, VR, VCL,
VSL, VAP e ALH do que os outros animais.

TO e o T60. Esse fato ndo foi observado nos

Tabela 3. Valores de média e desvio-padrdo da cinética de espermatozoides equinos submetidos a
congelacdo apds diluicdo em Botu Cio (controle), suplementados com GPx e cisteina, imediatamente apds
a descongelacdo TO e 60 minutos depois (T60)

<] 3= — — @ a2 o~ o~ — o ~ m T~ W~
[<} = (=) Qs x = O = o o Z o ) 0% e oN
g éé S< > >§ >§ ;)E’\., <>(9\./ 5 5 ;E’\., 3:'3 nL
Controle 5232 13,44 813 4437 2954 3552 6575 82,36 7950 2,69 845
+ + + + + + + + + + +
0 6.8 56 45 5,52 54 5,6a 56 24 48 04 04
5096 1336 548 3887 2580 3107 6575 8221 7954 270 827
+ + + + + + + + + + +
60 114 8.4 31 6,9b 6,1 6,6b 35 22 25 07 09
GPx 1U 5476 1060 670 41,10 2750 3330 6680 8200 80,90 2,60 830
+ + + + + + + + + + +
0 138 6,5 43 6,2 59 59 6,6 45 44 02 07
5894 1430 750 40,60 2540 32,200 61,70 7830 7850 2,80 7,80
+ + + + + + + + + + +
60 131 73 49 8.4 72 78 52 4,0 3,0 0,7 07
GPx 5U 5558 1196 7,16 4134 27,74 3350 67,04 8252 81,09 261 839
+ + + + + + + + + + +
0 146 22 28 43 38 44 31 18 25 02 04
61,16 1340 580 4000 27,70 3300 67,90 8250 81,90 250 800
+ + + + + + + + + + +
60 126 6,0 39 6,1 50 53 36 25 23 03 05
Cistefna 56,88 11,30 540 3860 275 7080 8530 8280 250 860
0,5mM + + + + 0+ 32,10+ + + + + +
0 138 5,7 29 48 46 49 41 2,0 32 03 01
59,70 1237 538 36,90 68,24 84,70 8040 247 865
+ + + + 2532+ 29,68+ + + + + +
60 81 8.1 39 78 74 74 48 3.1 2.9 04 07
Cistefna 4828 1297 508 3821 2067 6325 8093 7777 249 828
1mM + + + + 24,15+ + + + + + +
0 143 141 39 58 44 48 47 28 37 02 05
5946 894 523 3435 2287 2730 6680 8323 7957 257 854
+ + + + + + + + + + +
60 7,0 47 36 53 39 43 6,9 41 47 03 06
Tempo 00886 05009 0,985 00163 00539 00365 06272 06039 06464 08613 0,1815
T 0 nos
ratamongs 08135 07139 06929 03982 05417 04963 02398 02288 03246 06974 06781
T 60 nos 05909 07829 0,8817 06284 08000 06400 02622 00680 05665 0,8343 0,2656
tratamentos

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VR = velocidade rapida; VCL = velocidade curvilinear; VSL =
velocidade em linha reta; VAP = velocidade média do percurso; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; WOB =
indice de oscilagdo ou wobble; ALH = amplitude do deslocamento lateral da cabega do espermatozoide; BCF =
batimento flagelar cruzado. *Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga (P<0,05) entre tempos, dentro de
cada grupo.
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Tabela 4. Valores de média e desvio-padrdo da cinética, por animal, de espermatozoides equinos
submetidos a congelagcdo ap6s diluigdo em BotuCrio® (controle), suplementado com GPx e cisteina,
imediatamente ap0s a congelagédo (T0) e 60 minutos depois (T60)

= = = @ ) ) = RN = o~ [1a = n o~
g = LS o = O = n e << Z o ) oO% e oN
2 S =< >§/_ >§/_ >8\, >8\/ IS 5 ;9\., 2('3 oL

47,52 6,93 3,74 35,69 23,89 28,66 66,67 82,74 80,14 2,29 7,66
1 + + + + + + + + + + +

913b 278 1630  547c 323b 356  025¢ 0,53
5290 1108 528 3988 2672 3240 6656 8167 8097 240 828
+ + + + + + + + + +
677b 273 1680 378  328b 3550  436ab  314b 290  007bc  045b
52,53 9,81 429 3658 2420 2938 6533 8150 7979 267 829

3 + + + + + + + + + + +
10180  561b 1,39 488bc  487bc 569  291b 432  054ac  047b
6970 2210 1241 4818 3384 3955 7003 8510 8197 270 863

4 + + + + + + + + + + +
5,38a 6,14a 2,30a 3,45a 2,96a 3,06a 3,79 2,25a 2,50 0,14a 0,19a

56,37 11,34 521 36,87 23,14 28,72 63,49 81,00 78,12 2,89 8,76
5 + + + + + + + + + + +

12,33b 5,89b 1,79b 4,39bc 2,18¢c 3,18c 4,990 3,85b 3,35 0,35a 0,57a
“P”  0,0001 0,0001  0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0472 0,0184  0,1364 0,0012 0,0001

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VR = velocidade rdpida; VCL = velocidade curvilinear; VSL =
velocidade em linha reta; VAP = velocidade média do percurso; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; WOB =
indice de oscilagdo ou wobble; ALH = amplitude do deslocamento lateral da cabega do espermatozoide; BCF =
batimento flagelar cruzado. *Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (P<0,05) entre animais.

A analise do coeficiente de correlagcdo de
Pearson verificou alto grau de relagdo positiva
(r>0,60; P<0,0001) entre pares de variaveis,
como: MP x MT, VR, VCL, VSL e VAP; VR x
VCL, VSL e VAP; VCL x VSL e VAP; VSL x
VAP, LIN e WOB; LIN x STR e WOB; STR x

como MP x ALH; VR x VM e STR; VCL x LIN
e WOB; VSL x STR; VAP x LIN, STR e WOB;
BCF x STR e ALH (Tab. 5). Também foi
observada relacdo significativa entre alguns
pardmetros do CASA (0,30>r<0,60; P<0,05) e
IMP e IAc. Entre eles destacaram-se: IMP x VR,

VCL, VSL, VAP e MT; IAc x VR, VCL e VSL
(Tab. 5).

WOB. A motilidade total apresentou moderada
relacdo positiva (0,30 > r < 0,60; P<0,05) com
VR, VCL, VSL, VAP, LIN, STR e WOB, bem

Tabela 5. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre os pardmetros do sémen equino submetido a
congelacdo apds diluicdo em Botu Crio (controle) suplementado com GPx e cisteina

o = 0

e S 4 4 4 2 o > r & I 5

= 3 I s g g g < = 5 = 2 8 s
IMP 1 0,18 -0,04 -0,42 -0,56** -0,62** -0,51** -0,51** -0,23 -0,29 -0,16 -0,13 -0,16 -0,33*
aPMM 1 0,21 0,20 0,09 0,09 0,11 0,11 0,11 0,06 0,13 0,26 0,20 0,18
1AC 1 0,15 0,28* 0,28* 0,28* 0,27 0,17 0,16 0,13 0,02 0,26 0,12
MP 1 0,64** 0,72** 0,68** 0,71** 0,28 0,27 0,26 0,48* 0,33 0,60**
VR 1 0,86**  0,80** 0,82** 0,28 0,30* 0,24 0,23 0,23 0,58**
VCL 1 0,93** 0,97** 0,31* 0,24 0,33* 0,10 0,15 0,40*
VSL 1 0,98** 0,64** 0,55**  0,63** 0,02 0,20 0,44*
VAP 1 0,50** 0,39* 0,56** 0,04 0,13 0,40*
LIN 1 0,93**  0,94** -0,15 0,25 0,34*
STR 1 0,75** -0,05 0,44* 0,33*
WOB 1 -0,19 0,07 0,30*
ALH 1 0,45* 0,19
BCF 1 0,28

IMP = espermatozoides com membrana plasmatica integra; IAc = espermatozoides com acrossoma integro; alPMM =
espermatozoides com alto potencial de membrana mitocondrial; MP = motilidade progressiva; VR = velocidade
rapida; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade em linha reta; VAP = velocidade média do percurso; LIN =
linearidade; STR = retilinearidade; WOB = indice de oscilagdo ou wobble; ALH = amplitude do deslocamento lateral
da cabeca do espermatozoide; BCF = batimento flagelar cruzado; MT = motilidade total. Valores estatisticamente
significativos quando *P<0,05 e **P<0,0001.
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DISCUSSAO

O fato de os resultados obtidos ap6s analise de
espermatozoides equinos congelados com GPx e
cisteina ndo terem evidenciado diferengas
significativas no percentual desses gametas com
membrana plasmatica integra (IMP) e alto
potencial de membrana mitocondrial (aPMM),
assim como entre o0s animais utilizados,
pode estar relacionado as concentracbes dos
antioxidantes, presenca de agentes antioxidantes
no meio de congelacdo utilizado ou, ainda,
devido a diferentes ROS e seus respectivos
mecanismos de agdo no sémen  poés-
descongelacéo (Watson, 2000).

O efeito positivo da adicdo de 1mM de cisteina
na porcentagem de espermatozoides com
acrossomas integros (IAc), no tempo T60 pos-
descongelacdo, em relagdo aos grupos GPx 1 e
5U e cisteina 0,5mM, pode estar relacionado a
inibicdo da fosforilacdo da tirosina que atua na
capacitacdo espermatica, através do blogueio dos
canais de fons na membrana plasmatica (Varner,
2007), melhorando a integridade da membrana
espermatica pos-descongelacdo (Pagl et al.,
2006), sem eliminar a presenga de ROS (Michael
et al., 2008). Esperava-se, também, que esses
antioxidantes promovessem maior porcentagem
de gametas com aPMM, devido a maior prote¢do
as mitocondrias (Sariozkan et al., 2009),
resultando em maior motilidade (MT e MP).

A adicdo dos antioxidantes (GPx e cisteina) ndo
resultou em efeito positivo no percentual de
espermatozoides com membrana plasmatica
integra e com alto potencial de membrana
mitocondrial apds o processo de congelagdo do
sémen de equino. Esse resultado ratifica os
relatos de Reghini et al. (2010), que, ao
adicionarem cisteina ao diluente de refrigeragéo
de sémen equino, em concentracdes (1mM,
5mM, 10mM, 15mM e 20mM) diferentes das
utilizadas no presente estudo, ndo observaram
melhoria dos percentuais de gametas membrana
plasmatica integra, assim como dos parametros
cinéticos (MT e MP), apés 24 horas de
refrigeracdo com temperaturas que variaram de 5
— 15°C. No entanto, ressalta-se que o processo de
refrigeracdo determina menor produgdo de ROS
do que a congelacdo de sémen (Guerra et al.,
2004). Apesar de o estudo de integridade de
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acrossoma ndo ter evidenciado diferenca entre o
grupo controle e o com cisteina 1mM, observa-se
percentual numericamente maior no grupo
tratado, evidenciando efeito positivo da adicéo
desse antioxidante.

O menor percentual de espermatozoides
com membrana plasmatica integra no T60
observado no animal 4  provavelmente
determinou hiperativacdo celular, ocasionada
pelo rapido retorno do metabolismo do
oxigénio, provocando aumento na producdo
de ROS (Ball, 2008). Além disso, esse
resultado pode ser explicado pelas diferencas
entre individuos, ejaculados, metabolismo e
biogquimica espermatica, que alteram o0s
pardmetros seminais (Loomis et al., 2008), sendo
a proporgdo de espermatozoides com membranas
danificadas um indicativo de fertilidade reduzida
em garanhd@es (Blottner et al., 2001).

A auséncia de diferenca entre o0s grupos
experimentais, com relagdo aos parametros
avaliados por meio do sistema CASA — MT, MP,
VR, VSL, LIN, STR, WOB, ALH e BCF — nos
tempos — TO e T60 — analisados, é contraria aos
resultados de Schober et al. (2007), ao
demonstrarem que a criopreservacdo determina
reducdo da motilidade esperméatica pds-
descongelagdo, devido a danos causados as
mitocdndrias, reduzindo, assim, a sintese de
energia (ATP), necesséria para a movimentagdo
dos espermatozoides no trato genital da fémea.
Esses danos nas mitocdndrias determinam
mudancas na trajetoria linear e redugdo da
velocidade, sem aumentar a propor¢do de
espermatozoides estaticos (Ortega-Ferrusola et
al., 2009), o que explicaria a redugdo da VCL e
VAP dos espermatozoides do grupo controle nos
tempos analisados.

As caracteristicas de MT, MP, VR, VSL, VAP e
ALH, maiores no animal 4, em comparagdo as
dos demais animais do experimento, podem estar
relacionadas a expressdo dos marcadores
apoptéticos nos garanhdes e ejaculados, que
diferem na sua congelabilidade, uma vez que
maior concentragdo desses marcadores pode
determinar pior resultado pds-descongelagdo
(Ball, 2008; Ortega-Ferrusola et al., 2009).
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Efeito da adicdo de glutationa...

CONCLUSOES

A adicdo de glutationa peroxidase, nas
concentragdes de 1U e 5U, e de cisteina, nas
concentragdes de 05mM e 1mM, ndo
interferem na integridade de espermatozoides
criopreservados de equinos, mas preservam 0S
parametros cinéticos de VCL e VAP ap6s 60
minutos de incubacdo. Ressalta-se, ainda, que no
garanhdo ocorreu influéncia da pds-congelacédo
nas caracteristicas espermaticas.
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