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RESUMO - Obijetivou-se com este estudo avaliar o efeito do tempo de incubagéo
pés-descongelagcédo sobre a viabilidade de espermatozdides ovinos criopreserva-
dos em diluente Tris-Gema suplementado com vitamina C e Trolox. Amostras de
sémen de quatro reprodutores ovinos da raga Santa Inés foram colhidas com auxilio
de vagina artificial e, apos efetuadas as avaliagbes (motilidade, vigor), procedeu-se
a formacao do pool de amostras, o qual foi submetido ao procedimento de diluicdo
com Tris-Gema acrescido de antioxidantes de acordo com o grupo experimental:
G1) Tris-Gema (Grupo controle); G2) Tris-Gema + 600uM/L de vitamina C; G3) Tris-
Gema + 60uM/L de Trolox e G4) Tris-Gema + 600uM/L de vitamina C + 60puM/L de
Trolox. A seguir, as palhetas (0,25 mL) contendo 100 x 10° espermatozoéides foram
colocadas em maquina de congelacgéo utilizando a curva rapida (- 0,5 °C/ min, de 25
°Cab°C,ea-12,5°C/ min,de 5°C a-120 °C) e, ap0s atingir - 20 °C, as palhetas
foram imersas e armazenadas em nitrogénio liquido. Apds descongelacao a 37 °C
durante 30 segundos, as amostras de sémen foram transferidas para tubos de en-
saio previamente aquecidos (37 °C) e mantidas nesta temperatura, onde foram ana-
lisadas a 0, 30 e 60 min de incubacdo quanto a motilidade progressiva (MP), vigor,
integridade de acrossoma (IA) e de DNA, e estresse oxidativo (EOX). Constataram-
se diferencgas significativas (P<0,05) entre os tempos de incubacéo (0, 30 e 60 min)
para MP, IA e EOX, assim como entre 0S grupos experimentais para os parametros
de IA e EOX. Todavia, o G2 (vitamina C) apresentou menor porcentual de esperma-
tozéides com EOX (P<0,05). Conclui-se que a adi¢ao de vitamina C (600uM/L) pode
ser utilizada para minimizar os efeitos negativos da criopreservagdo em espermato-
zbides de ovinos.

Termos para indexacdo: Integridade, acrossoma, DNA, estresse oxidativo, antio-

xidantes.

INCUBATION TIME EFFECT AFTER THAWING ON THE VIABILITY
OF CRYOPRESERVED OVINE SPERM WITH TRIS-YOLK
SUPPLEMENTED WITH VITAMIN CAND TROLOX

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the effect of the incubation time
after thawing on the viability of ovine sperm cryopreserved in Tris-yolk diluent
supplemented with vitamin C and Trolox. Semen samples of four Santa Ines rams
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were collected with an artificial vagina and evaluated according to motility and vigor.
The semen samples” pool was submitted to dilution with Tris-yolk supplemented
with antioxidant substances in accordance with the experimental group: G1) Tris-
yolk (Control Group); G2) Tris-yolk + 600uM/L of vitamin C; G3) Tris-yolk + 60uM/L of
Trolox and G4) Tris-yolk + 600uM/L of vitamin C + 60uM/L of Trolox. After this, the
straws (0.25 mL) with 100 x 10° spermatozoa were transferred to a freezing machine
using the fast curve (- 0.5 °C/minute, from 25 °C to 5 °C, and - 12.5 °C/minute, from
5°C to -120 °C) and after to reaching -120 °C the straws were immersed and stored
in liquid nitrogen (-196 °C). After thawing at 37 °C during 30 seconds, the semen
samples were transferred to dry test tubes previously warmed (37 °C) and kept at
this temperature, where they were analyzed at 0, 30 and 60 minutes of incubation
according to progressive motility (PM), vigor, acrosome and DNA integrity (Al) and
oxidative stress (SOX). Significant differences were evidenced (P<0.05) between
incubation time to PM, Al and SOX, as well as between experimental groups to Al and
SOX parameters. However, the G2 (vitamin C) had lower percentage of sperms with
oxidative stress (P<0.05). It can be concluded that vitamin C (600pM/L) addition can
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be used to minimize the negative effects of cryopreservation of ram sperm.

Index terms: Integrity, acrosome, DNA, oxidative stress, antioxidants.

INTRODUCAO

Os processos de refrigeracéo, conge-
lacdo e descongelacdo causam danos a
membrana, acrossoma, motilidade pro-
gressiva e metabolismo espermatico para
producao de energia, prejudicando o tem-
po de sobrevivéncia e a capacidade fecun-
dante dos espermatozoides no sistema re-
produtor feminino (WATSON, 2000). A ava-
liacdo da longevidade dos espermatozéi-
des, através de repetidas observacdes de
motilidade p6s-descongelacdo em tempos
variados, conhecida como teste de termor-
resisténcia (TTR) espermatica (PENA et al.,
2003), associada as avaliacfes de sua in-
tegridade morfolégica (MAXWELL e
WATSON, 1996), podem ser considerados
bons indicadores da funcionalidade da cé-
lula espermatica (PENA et al., 2003).

Os espermatozoides sao vulneraveis
aos efeitos toxicos do estresse oxidativo
ocorridos durante a congelacado/desconge-
lacdo (BROUWERS et al., 2005) em virtu-
de de elevadas concentracfes de espéci-
es reativas ao oxigénio (ROS) prejudicarem
a motilidade, a viabilidade e a funcao es-
permatica através da interagdo com lipideos
da membrana, proteinas, DNA mitocondrial
e nuclear (SILVA et al., 2007). No entanto,
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procedimentos laboratoriais como diluigéo
(MAXWELL e WATSON, 1996), centrifuga-
¢ao (HOLT, 2000), refrigeracéo e congela-
¢do (KUMAR et al., 2003) determinam au-
mento na producdo de ROS espermatico.
Substancias antioxidantes tém sido utiliza-
das para prevenir a producao ou os efeitos
deletérios do estresse oxidativo causado
pela excessiva quantidade de oxidantes.
Todavia, a agéo dos antioxidantes depende
do tipo e da concentracdo das ROS produ-
zidas (AGARWAL et al., 2004), além do tem-
po de incubacao da célula espermética pos-
descongelagédo (WATSON, 2000).

O 4cido ascorbico atua como inibidor
de uma grande variedade de ROS e possui
habilidade de contrapor ao efeito do H,O,
nos danos causados ao DNA espermatico
(DONNELLY et al., 1999). O []-tocoferol e
seu analogo hidrossolavel, o Trolox, inibem
as reacdes oxidativas e neutralizam os efei-
tos deletérios dos radicais peroxilas (SILVA
etal., 2007). Tem sido relatado também que
0 acido ascorbico e o [J-tocoferol agem si-
nergicamente para evitar a peroxidagao li-
pidica da célula através da reducao da pro-
dugdo de ROS induzida pelo H,O, (DON-
NELLY etal., 1999).

Uma vez que o tempo de sobrevivén-
cia e a viabilidade espermética pés-descon-
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gelacdo ainda séo desafios para a indus-
tria da producéo de sémen congelado, e
gue a adigéo de antioxidantes pode previnir
os danos espermaéticos, neste estudo
objetivou-se avaliar o efeito do tempo de
incubacdo pos-descongelacao sobre a vi-
abilidade de espermatozéides ovinos crio-
preservados em diluente Tris-Gema suple-
mentado com vitamina C e Trolox.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quatro reprodutores
da raga Santa Inés, com idade entre 3e 5
anos, criados em sistema extensivo, no mu-
nicipio de Rio Largo-AL, alimentados em
pasto formado por capim Tifton e Brachia-
ria sp., além de serem fornecidos sal mi-
neral e agua ad libitum. Os animais foram
submetidos a exame androldgico constitu-
ido de avaliacao clinica geral e do sistema
reprodutor, sendo selecionados apenas 0s
animais considerados aptos a reproducao.

Quatro ejaculados/macho foram colhi-
dos semanalmente (n=16) usando vagina
artificial, com auxilio de uma fémea mane-
guim. Em seguida, o sémen foi mantido em
banho-maria (37 °C) durante avaliacdo ma-
croscopica e microscépica. As células es-
perméticas foram avaliadas, antes e apds a
congelacéo, quanto a motilidade progressi-
va (MP), vigor, integridade de acrossoma, in-
tegridade do DNA e estresse oxidativo.

Para analise da motilidade progressi-
va e do vigor espermatico, uma aliquota de
10 L de sémen foi depositada sobre lami-
na previamente aquecida a 37 °C e condu-
zida ao microscopio 6ptico (Optech, Ale-
manha), onde se avaliou MP (0-100 %) e
vigor espermatico (0-5). Em seguida, reali-
Zou-se 0 pool dos ejaculados dos quatro
reprodutores e procedeu-se a avaliacao de
motilidade, vigor e concentracdo esperma-
tica, sendo submetidas a congelacédo as
amostras que apresentaram MP >70% e
vigor >3 (CBRA, 1996).

A andlise de integridade do acrossoma
foi realizada diluindo-se 10 pL de sémen em
990 pL de solucéo Tris (3,605 g Tris; 2,024
g Acido Citrico; 1,488 g Frutose; g.s.p. 100

mL; pH 6,8), na concentracdo de 1 a 2 mi-
Ihdes de células/mL. A seguir, procedeu-se
a confeccdo das laminas, as quais foram
armazenadas (4 °C) e protegidas da luz.
No prazo de 2 semanas, as laminas foram
coradas com FITC - conjugada ao Peanut
aglutinina (FITC-PNA) (ROTH et al., 1998)
e observadas em microscopio de fluores-
céncia (Olympus, Japéo) utilizando o filtro
de fluoresceina (450-490 nm, espelho di-
cromatico de 510 nm). Foram contados 200
espermatozéides/lamina e classificados
em: a) acrossomas intactos (Al), quando
se apresentavam corados em verde; b)
acrossomas reagidos (AR), quando apre-
sentavam coloragéo verde mesclada; sem
coloracéo ou apenas uma faixa verde fluo-
rescente na regido equatorial da cabeca
espermatica.

Utilizou-se a técnica de Laranja de Acri-
dina (EVENSON et al., 1999) para avalia-
¢do da integridade de DNA, onde aliquota
de 10 pL de sémen foi diluida em 990 pL de
solucdo de TNE (0,15M NacCl; 0,01 M
TRIS.HCI; 1imM EDTA.Na,.2H,0; g.s.p. 100
mL, pH 7,4), em tubos de microcentrifuga
(1 a 2 milhdes de células/mL), criopreser-
vadas em nitrogénio liquido e armazenadas
a -196 °C. No momento da analise, as
amostras foram descongeladas a 37 °C e
adicionou-se 200pL de solugcédo de TNE em
tubo de microcentrifuga imersos em gelo.
Imediatamente apdés, foram adicionados
400pL de solucao acido-detergente (0,1 mL
Triton X-100; 0,877 g NaCl; 8 mL 1 N HCI,
pH 1,4). Apés 30 segundos, adicionou-se
600uL da solucdo de Laranja de Acridina
(Molecular Probes Inc., USA) tamponada
(0,1M acido citrico; 0,2 M fosfato de sodio;
0,15 M NaCl e 1mM EDTA; pH 6,0). Em
seguida, aliquotas de 5L desta solucéo fo-
ram colocadas entre lamina e laminula e
observadas em microscopio de fluorescén-
cia (Olympus, Japéao) utilizando o filtro de
fluoresceina (450-490 nm, espelho dicro-
matico de 510 nm). Um total de 200 esper-
matozoides/lamina foi avaliado e classifica-
do como: a) Espermatozdéides com estru-
turas de cromatina anormal apresentavam
a fluorescéncia vermelha e b) Espermato-
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z0ides com estruturas de cromatina nor-
mal apresentavam fluorescéncia verde.

Visando avaliar a ocorréncia de estres-
se oxidativo espermatico, as amostras de
sémen in natura e descongeladas foram
submetidas ao teste de Nitroblue Tetrazo-
lium (NBT; SALEH e AGARWAL, 2002). Ini-
cialmente, as amostras foram diluidas (1:1;
v:v) em solugéo de 10% de NBT (Sigma,
USA) e incubadas durante 30 min a tempe-
ratura de 37 °C. A seguir, as amostras fo-
ram colocadas a temperatura ambiente
durante 30 min e centrifugadas a 250 x G
(durante 5 min). Imediatamente apés, o
pellet foi diluido em solucéo Tris (3,605 g
Tris; 2,024 g Acido Citrico; 1,488 g Frutose;
g.s.p. 100 mL; pH 6,8) e efetuado o esfre-
gaco. Apds secagem a temperatura ambi-
ente, 200 espermatozoides/lamina foram
contados em microscépio de contraste de
fase (100X; Olympus, Alemanha), sob 6leo
de imerséo, e classificados em: a) Esper-
matozéide portador de estresse oxidativo,
guando identificada presenca de formaza-
na na pega intermediaria e/ou cabecga es-
permatica, e b) Espermatozoide sem es-
tresse oxidativo, quando néo foi identifica-
da formazana na peca intermediaria e na
cabeca espermatica.

Apbs analise macro e microscoépica, 0
pool de amostras de sémen foi diluido com
Tris-Gema (Nutricell, Brasil) acrescido de
antioxidantes, de acordo com grupo experi-
mental, seguindo a ordem aleatéria de crio-
preservacao: G1) Tris-Gema (Grupo contro-
le); G2) Tris-Gema + 600uM/L de vitamina C
(L-ascorbic acid, Sigma, USA); G3) Tris-
Gema + 60uM/L Trolox ( -tocopherol, Aldrich,
USA) e G4) Tris-Gema + 600uM/L de vitami-
na C + 60uM/L Trolox. Aliquotas de sémen
contendo 100 X 10° espermatozéides foram
envasadas em palhetas de 0,25 mL e pro-
cessadas em maquina de congelacédo de
sémen (modelo TK 3000, TK Tecnologia em
Congelacao Ltda, Brasil), utilizando a curva
rapida de congelacdo: -0,5 °C/minuto, de 25
°Cab5°C,ea-12,5°C/minuto,de5°C a-120
°C. As palhetas foram transferidas para o
nitrogénio liquido e armazenadas em boti-
jao criobiologico (-196 °C).
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As amostras foram descongeladas em
banho-maria (37 °C, 30 segundos), diluidas
em solucdo de Tris (1:1; v:v; 3,605 g Tris;
2,024 g Acido Citrico; 1,488 g Frutose; .s.p.
100 mL; pH 6,8) e avaliadas quanto a MP e
vigor espermético. Em seguida, o pool de
cada grupo foi avaliado em triplicata para
MP, vigor, integridade de acrossoma e DNA
e estresse oxidativo ap6s 0, 30 e 60 min de
incubacéo a 37 °C.

A andlise da perda de motilidade pro-
movida pela incubacéo foi estimada pela
taxa de degradacdo da motilidade (TDM)
entre as médias obtidas imediatamente
apos a descongelagdo (motilidade inicial,
MI) e a motilidade ap6s 60 min de incuba-
¢do a 37 °C (Motilidade Final, MF), utilizan-
do-se a equacao de Maia (2006) para o cal-
culo da TDM, onde:

(Ml - MF) x 100
M

TDM=

As andlises estatisticas foram realiza-
das usando o software estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2000) através da analise de
variancia (ANOVA) em um delineamento
inteiramente casualizado no esquema fa-
torial 3 x 4 (trés tempos X quatro grupos) ,
verificando os diferentes grupos (G1, G2,
G3 e G4) em trés tempos (0, 30 e 60 min)
para as variaveis motilidade (MP), integri-
dade de acrossoma (IA) e estresse oxidati-
vo (EOX). Efetuou-se contraste das médi-
as pela diferenca minima significativa
(d.m.s.), calculada pelo teste de Tukey ao
nivel de significancia de 5%. O vigor foi ava-
liado através do teste de Kruskal-Wallis ao
nivel de significancia de 5%. Os porcentuais
de motilidade espermaética, integridade
acrossomal e estresse oxidativo foram
transformados para arcoseno devido a dis-
tribuicdo heterogénea dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise das amostras in natura de
sémen de carneiros Santa Inés, imediata-
mente apos a formacao do pool, apresen-
tou 90,0+10,0% de MP, 4,5+0,5 de vigor,
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94,13+2,3% de células com acrossoma in-
tegros, 99,0+1,0% de espermatozoides
com DNA intacto e 66,0+10,2% de células
espermaticas com estresse oxidativo. Du-
rante o tempo de incubagéo pds-descon-
gelacéo (0,30 e 60 minutos), as analises
de MP (Tabela 2) e vigor (Tabela 3) néo evi-
denciaram diferengas significativas
(P>0,05) entre os grupos adicionados com
vitamina C ou Trolox, quando comparados
ao Controle. No entanto, a andlise de acros-
soma dos espermatozoides (Tabela 4) de-
monstrou diferenca significativa (P<0,05)
entre grupos experimentais, apds incuba-
¢do a 37 °C, onde se constatou que o gru-
po G4 (vitamina C + Trolox) apresentou
menor porcentual de células com acrosso-
mas integros que o G1, G2 e G3. O estudo
da presenca de estresse oxidativo (Tabela
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5) nas células espermaéticas evidenciou di-
ferenca significativa (P<0,05) entre os gru-
pos experimentais, com menor porcentual
nas células do grupo G2 (vitamina C), de-
monstrando, segundo Donnelly et al. (1999),
a habilidade em sua a¢éo antioxidante para
contrapor ao efeito do aumento da produ-
¢do de varios tipos de ROS.

O tempo de incubacéo interferiu na vi-
abilidade in vitro das células espermaticas
(P<0,05), uma vez que, ap6s 60 min de in-
cubacdo a 37 °C, constataram-se meno-
res porcentuais de células com motilidade
progressiva (Tabela 2) e com acrossomas
integros (Tabela 4), além de maiores por-
centuais de espermatozoides portadores de
estresse oxidativo (Tabela 5), quando com-
parados aos valores constatados imedia-
tamente apds a descongelacgéo.

TABELA 1 - Andlise de variancia para as variaveis motilidade progressiva, integridade do
acrossoma e estresse oxidativo de espermatozoéides de carneiros Santa
Inés, criopreservados com diluente Tris-Gema acrescido de vitamina C e/
ou Trolox, apés 0, 30 e 60 min de incubacgéo a 37 °C
Fonte de Motilidade Progressiva Integridade do Acrossoma Estresse Oxidativo
Variagdo gl SQ QM  ValordeF gl SQ QM Valorde F gl SQ QM Valor de F
Total 35 110515 - - 35 3916,69 - - 35 684,69 -
Entre grupos (g) 3 195,27 65,09 2,78ns 3 1482,72 494,24  10,25** 3 106,14 35,38 4,06*
Entre tempos (t) 2 308,31 154,15 6,58 2 1043,24 521,62 10,81 2 366,84 183,42 21,05**
Interagdo (t x g) 6 39,12 6,52 0,28rs 6 232,99 38,83 0,80ns 6 2,59 0,43 0,05ns
Erro experimental 24 562,45 23,43 - 24 1157,73 48,24 - 24 209,11 8,71

gl: grau de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio. * Significativo (P<0,05); ** Significativo (P<0,01);
ns= nao significativo (P>0,05).

TABELA 2 - Valores observados (X = dp) para motilidade progressiva (MP) de espermato-

zGides de carneiros Santa Inés, criopreservados com diluente Tris-Gema
acrescido de vitamina C e/ou Trolox, ap6s 0, 30 e 60 min de incubacéo a 37

°C, de acordo com o tempo de incubacao e o grupo experimental

Tempo de Grupos Média do
incubacao (min) Gl G2 G3 G4 Tempo
0 30,0+10,0 28,3+7,6 21,7429 21,7+12,6 254a
30 26,7+ 2,9 28,3458 18,3+7,6 20,0+ 50 23,3a
60 20,0+ 5,0 15,0%5,0 13,3458 15,0+ 50 15,8b
Média do Grupo 25,6 23,9 17,8 18,9 21,55

G1=Tris-Gema; G2 = Tris-Gema + 600[JM/L de vitamina C; G3 = Tris-Gema + 60[JM/L de Trolox; G4 = Tris-
Gema + 600JM/L de vitamina C + 60JM/L de Trolox; X = média; dp = Desvio padréo; Letras minUsculas
distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas (P<0,05) entre as médias dos diferentes
tempos de incubacgdo; CV= 17,75%.
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TABELA 3 - Valores observados (X + dp) para vigor de espermatozdides de carneiros
Santa Inés, criopreservados com diluente Tris-Gema acrescido de vitamina
C elou Trolox, apos 0, 30 e 60 min de incubacéo a 37 °C, de acordo com o
tempo de incubacao e o grupo experimental

Tempo de Grupos Média do
incubacado (min) Gl G2 G3 G4 Tempo
0 3,010,1 2,8+0,3 3,3+0,3 2,810,3 2,97
30 3,2+0,3 3,210,3 2,7+0,6 3,0+0,1 3,03
60 3,3+0,3 2,7+0,8 2,2+0,3 2,510,5 2,67
Média do Grupo 3,16 2,89 2,90 2,79 2,90

G1=Tris-Gema; G2 = Tris-Gema + 600[JM/L de vitamina C; G3 = Tris-Gema + 60[JM/L de Trolox; G4 = Tris-
Gema + 600[JM/L de vitamina C + 60[JM/L de Trolox; X = média; dp = Desvio padrdo; CV= 6,93%.

TABELA 4 - Valores observados (X + dp) para integridade de acrossoma (IA) de esper-
matozoides de carneiros Santa Inés, criopreservados com diluente Tris-Gema
acrescido de vitamina C e/ou Trolox, apés 0, 30 e 60 min de incubacgéo a 37
°C, de acordo com o tempo de incubacéo e o grupo experimental

Tempo de Grupos Média do
incubacdo (min) Gl G2 G3 G4 Tempo
0 70,2+11,5 59,8+ 3,8 53,8+159 32,8+12,7 54,2A

30 58,8 £18,5 48,3+11,1 37,3+10,6 26,2+ 9,9 42,7AB
60 342+ 9,8 37,8+11,4 36,7+ 9,4 20,0+ 48 32,2B
Média do Grupo 54,4a 48,4a 42 ,6a 26,3b 43,03

G1=Tris-Gema,; G2 = Tris-Gema + 600[JM/L de vitamina C; G3 = Tris-Gema + 60[]JM/L de Trolox; G4 = Tris-
Gema + 600JM/L de vitamina C + 60[JM/L de Trolox; X = média; dp= Desvio padrdo; Letras mailsculas
distintas na mesma coluna indicam diferengas significativas (P<0,05) entre as médias dos diferentes
tempos de incubacao; Letras minUsculas distintas, na mesma linha, indicam diferengas significativas
(P<0,05) entre as médias dos grupos experimentais; CV= 17,03%.

TABELA5 - Valores observados (X + dp) para estresse oxidativo (EOX) de espermato-
z6ides de carneiros Santa Inés, criopreservados com diluente Tris-Gema
acrescido de vitamina C e/ou Trolox, ap6s 0, 30 e 60 min de incubacéo a 37
°C, de acordo com o tempo de incubacao e o grupo experimental

Tempo de Grupos Média do
incubacao (min) Gl G2 G3 G4 Tempo
0 75,7+2,0 70,3+2,5 76,8+25  71,3+1,8 73,5C
30 80,5+2,2 77,045,8 83,0+4,3 76,7 £3,8 79,3B
60 85,7 +3,5 82,2+6,2 86,8+4,0 83,0+3,3 84,4A
Média do Grupo 80,6ab 76,5b 82,2a 77,0ab 79,06

G1=Tris-Gema; G2 = Tris-Gema + 600[]JM/L de vitamina C; G3 = Tris-Gema + 60[]JM/L de Trolox; G4 = Tris-
Gema + 600JM/L de vitamina C + 60[JM/L de Trolox; X = média; dp= Desvio padrdo; Letras mailsculas
distintas, na mesma coluna, indicam diferengas significativas (P<0,05) entre as médias dos diferentes
tempos de incubagdo; Letras mindsculas distintas, na mesma linha, indicam diferencgas significativas
(P<0,05) entre grupos experimentais; CV = 4,68%.
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A média de espermatozéides com es-
tresse oxidativo observada nas amostras
de sémen in natura (66,0%) sugere que
estas células ja apresentavam desequilibrio
entre as concentracbes de ROS e de an-
tioxidantes enddgenos (SILVA et al., 2007),
o qual foi intensificado durante o processo
de congelagéo e descongelacgéo, associa-
do a reducéo dos porcentuais de células
com acrossomas integros. Estes resulta-
dos corroboram com os relatos de que a
sobrevivéncia espermética pés-desconge-
lacdo depende da manutencgéo da integri-
dade da membrana plasmatica, do acros-
soma, da atividade mitocondrial e dos cons-
tituintes nucleares (MAXWELL e WATSON,
1996; HOLT, 2000; WATSON, 2000). E, no
caso deste experimento, além dos danos
geralmente observados ap6s a congelacgéo,
os espermatozéides da espécie ovina apre-
sentam baixa relagéo de &cidos graxos sa-
turados/insaturados e menor concentracao
de colesterol, 0 que os torna mais sensi-
veis a refrigeragdo (NOILES et al., 1995).

Alteragdes funcionais da membrana
espermatica causadas pela congelacao
podem reduzir o metabolismo celular
(HOLT, 2000), através da deplecédo de ATP
ou da ocorréncia de danos aos elemen-
tos do axonema (De LAMIRANDE e GAG-
NON, 1995). Neste experimento, os da-
nos ocorridos na membrana durante a
congelacdo determinaram aumento do
porcentual de células com estresse oxi-
dativo, durante o periodo de incubacéao
(60 min), sugerindo que os componentes
dos diluidores (MAXWELL e WATSON,
1996), a curva de congelacdo (KUMAR et
al., 2003) e o protocolo de descongelacao
(WATSON, 1995) nédo foram eficientes em
preservar a qualidade espermatica pés-des-
congelacéo.

A taxa de degradacdo da motilidade
(TDM), apés 60 minutos de incubacéo a 37
°C, néo evidenciou diferenca estatistica
(P>0,05) entre o grupo Controle (G1; 33,3%)
e aqueles suplementados com vitamina C
(G2; 46,00%), Trolox (G3; 39,00%), ou a
associacao de vitamina C e Trolox (G4;
30,4%), demonstrando que as concentra-

¢Oes dos antioxidantes utilizadas (600uM de
vit C e 60uM de Trolox) ndo foram suficien-
tes para contrapor o efeito negativo do au-
mento da producéo de ROS (AGARWAL et
al., 2004; SILVA et al., 2007).

Beconi et al. (1993) relataram maior
porcentual de espermatozoides com acros-
somas e mitocondrias intactos ao adicio-
narem vitamina C (600 pM/L) ao diluente de
criopreserevacdo de sémen bovino. Dife-
rindo destes autores, neste estudo obser-
Vou-se que o0s espermatozéides ovinos
suplementados com vitamina C (G2) néo
apresentaram (P>0,05) maior porcentual de
células com acrossomas integros, apos in-
cubacao a 37 °C, quando comparados ao
grupo Controle (G1).

Segundo S6nmez e Demirci (2004), a
adicdo de &cido ascorbico (0,5; 1 e 2 mg/
mL) promove efeito negativo na integridade
do acrossoma de espermatozoides ovinos
diluidos em Tris-gema contendo diferentes
concentracdes de glicerol (3, 5 e 7%) e sub-
metidos a congelacdo. Neste estudo obser-
vou-se que, apesar de néo haver sido cons-
tatada diferenca significativa (P>0,05) en-
tre o porcentual de células com acrosso-
mas integros do grupo Controle (G1) e do
grupo tratado com vitamina C (G2), a mé-
dia obtida foi numericamente inferior, de-
monstrando efeito negativo da adicao de
600uM/L desta substancia antioxidante.
Resultado ratificado pela associacdo da vi-
tamina C ao Trolox (G4), onde se consta-
tou reducao significativa (P<0,05) do por-
centual de gametas com acrossomas inte-
gros, evidenciando ndo haver efeito benéfi-
€O na associacao destas substancias para
evitar a peroxidacao lipidica (DONELLY et
al., 1999).

Uma vez que a vitamina E é o principal
antioxidante de membrana (SILVA et al.,
2007), neste experimento esperava-se que
0s grupos suplementados com Trolox (G3
e G4), analogo hidrossolluvel da vitamina E,
apresentassem maior porcentual de célu-
las com acrossoma integros. No entanto,
independente do tempo de incubacédo, a
adicdo de 60uM/L de Trolox isoladamente
(G3), ou associado a 600uM/L de vitamina
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C (G4), ndo protegeu as membranas acros-
somais dos espermatozoides de ovinos,
discordando dos resultados obtidos por
Beconi et al. (1993), ao obterem maior por-
centual de espermatozéides bovinos com
acrossomas integros, ao adicionarem vita-
mina E (1 mg/mL acetato de []-tocoferol)
ao diluente de congelacéo.

Apés a descongelacdo, a andlise de
DNA evidenciou manutencdo de sua inte-
gridade, uma vez que foram observados
porcentuais de espermatozéides com DNA
integros (98,6+0,2%, CV= 3,58%) seme-
Ihantes aos constatados nas amostras de
sémen in natura (99,0+1,0%). Assim, a
manutencao desta estrutura, imediatamen-
te apds a descongelacéo (0 min) e durante a
incubacéo a 37 °C (60 min), pode ter ocorri-
do devido ao fato do grau elevado de com-
pactacdo da cromatina espermatica propor-
cionar protegdo e manutengdo de sua inte-
gridade, tornando-os mais resistentes as
mutagOes e ao estresse ambiental (PER-
REAULT et al., 1988), o que corrobora com
os resultados observados por Peris et al.
(2004) que, apds descongelar espermato-
zébides ovinos e incuba-los por 3 horas a 38
°C, ndo detectaram danos ao DNA gendmi-
co.

Ressalta-se, ainda, que o estudo da
interacdo grupo experimental x tempo de
incubacao (Tabela 1) ndo evidenciou efeito
significativo (P>0,05), demonstrando que o
efeito dos antioxidantes utilizados néo de-
pende do tempo de incubacao.

CONCLUSOES

Considerando que o teste de termo-re-
sisténcia € um bom indicador da viabilida-
de espermética no sistema genital femini-
no e 0s porcentuais de espermatozoides
com estresse oxidativo obtidos em amos-
tras de sémen criopreservadas em diluen-
te Tris-gema, conclui-se que a adi¢do de
vitamina C (600uM/L) pode ser utilizada para
minimizar os efeitos negativos da criopre-
servacao em espermatozdides ovinos.
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