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Resumo: O objetivo deste estudo foi determinar as relagdes entre a morfologia espermatica no sémen
fresco e motilidade pés-descongelacdo no sémen caprino criopreservado em diluente contendo Catalase.
Dezesseis ejaculados foram coletados de trés bodes da raca Alpina Americana. Ap6s a avaliacao do sémen,
as amostras foram classificadas de acordo com a morfologia espermatica em dois grupos: A (total de
espermatozoides anormais - TEA >30%, n=6) e B (TEA < 15%, n=10). O sémen foi diluido em diluidor
Tris-gema contendo Catalase (1, 5, ou 10 U/ml/400 x 10° espermatozoides) ou sem antioxidante (controle).
Nas amostras do grupo A, a motilidade espermética (MT) média no sémen fresco, foi 71% e o TEA 38%. J&
no grupo B, a MT foi 86% e o TEA 14%. Apods a descongelagdo, a MT, TEA, CD/F e CDG foram
significativamente maiores (P < 0,05) no grupo A do que no B; enquanto que a TDM foi menor no grupo A.
A adicdo de catalase em 1 e 5U/mL teve um efeito significativo (P <0,05) na MT e TDM no grupo A
enquanto que acima de 5U/mL induziu uma diminuicao na motilidade em ambos os grupos. O grupo com
alto percentual de patologia espermatica, possivelmente estava passando por estresse oxidativo e nesse caso,
a adicdo de catalase foi suficiente para proteger as células contra a perda de motilidade.

Palavras—chave: antioxidante, criopreservacao, morfologia espermatica, sémen.
Association between spermatic pathology and loss of motility on goat sperm frozen with Catalase

Abstract: The aim of this study was to determine relationships among sperm morphology on raw semen
and post thaw sperm motility in goat semen, after cryopreservation an extender added with catalase. Sixteen
ejaculates were collected from three bucks of American Alpine breed. After semen evaluation the samples
were classified according to sperm morphology in two groups: A (total of sperm morphologically abnormal
- TEA >30%, n=6) e B (TEA < 15%, n=10). The semen was diluted in a Tris-egg yolk extender containing
catalase (1, 5 or 10 U/ml/400x 10° sperm) and no antioxidant (control). In the samples of A group the
average sperm motility (MT) in the fresh semen was 71% and TEA was 38%. In the B group the MT was
86% and TEA 14%. Post thawing, the MT, TEA, CD/F and CDG were significantly higher (P< 0.05) in A
compared to the B group, while TDM was lower in A group. The addition of Catalase at 1 and 5U/ml had a
significant (P<0.05) effect on MT and TDM in the A group, while concentrations above 5 U/ml induced a
decrease in sperm motility in both groups. The group with high percentage of abnormal morphology was
possibly undergoing oxidative stress and in this case, the addition of catalase was sufficient to protect the
cells against the loose of motility.

Keywords: antioxidants, freezing, semen, sperm morphology,

Introducao

A inseminacdo artificial (IA) pode desempenhar um importante papel no desenvolvimento da
caprinocultura, uma vez que a utilizacdo do sémen de reprodutores geneticamente superiores pode ter um
beneficio direto sobre a produgdo da progénie. No entanto, a baixa fertilidade obtida na IA cervical com
sémen congelado, limita o uso dessa técnica. Uma das razdes para a reduzida fertilidade do sémen
congelado sdo os danos acarretados ao espermatozoide pelo processo de congelacdo e descongelacdo. Esses
danos se devem, em parte, ao acimulo de produtos téxicos produzidos pelo metabolismo espermatico, entre
eles, os metabdlitos reativos do oxigénio (ROS). As principais fontes de ROS no ejaculado sdo os préprios
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espermatozoides. Sendo que os espermatozoides iméveis e morfologicamente anormais geram maiores
quantidades de ROS que os normais (Aitken, 1995; Aziz et al., 2004). Por outro lado, a criopreservacao
reduz significativamente a atividade dos antioxidantes no sémen (Bilodeau et al., 2000). Sendo assim, o
balanco entre a producdo de ROS e sua destoxificacdo é um fator importante na sobrevivéncia e fungdo
espermatica durante o processo de criopreservacdo. A adicdo de antioxidantes ao sémen tem um efeito
protetor tanto na atividade metabdlica, quanto na viabilidade do espermatozoide criopreservado (Bilodeau
et al., 2002; Maia et al., 2009). O objetivo deste estudo foi determinar o impacto da morfologia espermatica
anormal sobre a motilidade espermatica, bem como comparar efeito da adicdo de catalase, ao diluidor sobre
a preservacao da motilidade do espermatozoide p6s-descongelagdo.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Sémen (LATES) da EMPARN,
localizado na Estacdo Experimental Rommel Mesquita de Faria, no Municipio de Parnamirin, RN. Foram
utilizados trés reprodutores caprinos da raca Alpina Americana, com cerca de trés anos de idade, dos quais
foram colhidos por meio de vagina artificial, 16 ejaculados. Apos a colheita, os ejaculados foram avaliados
quanto ao volume, aspecto, motilidade, vigor, concentragdo, viabilidade e morfologia espermética. De
acordo com o total de espermatozoides anormais (TEA), os ejaculados foram classificados em dois grupos:
A; TEA > 30% (n=6) e B; TEA < 15% (n=10). Os ejaculados foram submetidos a duas centrifugacdes (600
x g) para a retirada do plasma seminal e em seguida divididos em quatro aliquotas de volume igual e
submetidos a diluicdo. Foi utilizado o diluidor Tris-glicose-gema (Tris-hidroximetil-aminometano 4,5375 g;
acido citrico monohidratado 2,6057g; glicose anidra 0,7495 g; gentamicina 13,4 mg; gema de ovo 10%
(v/v), Orvus es paste 0,5% (v/v); agua destilada para 100 ml e glicerol 10 % (v/v) no meio II, pH 6,8)
aditivado ou ndo com Catalase (SIGMA — C1345), conforme os seguintes tratamentos: Controle (Tris,sem
antioxidante); CAT 1U (Tris + catalase 1U/400 milhdes sptz/ml); CAT 5U (Tris + catalase 5U/400 milhdes
sptz/ml) e CAT 10U (Tris + catalase 10 U/400 milhdes sptz/ml). A diluigdo foi feita a temperatura ambiente
em duas etapas, para uma concentra¢do de 400x10° espermatozoides/mL e a Catalase foi adicionada apds a
segunda diluicdo. A congelacdo foi realizada em sistema automatizado, modelo Tetakon[] -TK 3000 (TK
Tecnologia em congelacdo Ltda), na curva P4S1. As palhetas foram armazenadas em botijdo criobilégico e
antes das avaliacdes foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos. Os dados foram
submetidos a ANOVA com comparagdo de médias pelo teste de Tukey a P<0,05.

Resultados e Discussdo

No sémen fresco, o grupo A teve significativamente (P<0,05) mais ato percentual de
espermatozoides anormais (TEA), cauda dobrada ou fortemente dobrada (CD/F) e caudas dobradas com
gota (CDG) que o grupo B, enquanto que a motilidade espermética foi significativamente menor no grupo
A que no B. Apds a descongelagdo, as patologias espermaéticas (TEA, CD/F e CDG) continuaram
significativamente maiores (P < 0,05) no grupo A comparado ao B. No entanto, nesse grupo houve uma
melhor preservacdo da motilidade espermatica durante o processo congelacdo e descongelacdo. A MT foi
maior e a taxa de degradacgdo da motilidade (TDM) foi menor no grupo A que no B (Tabela 1). Observou-se
ainda uma correlacao positiva significativa entre a motilidade espermatica pds-descongelacdo e o percentual
de CD/F (r = 0,39; P= 0,0001) e com CDG (r = 0,30; P=0,001) e uma correlacdo negativa entre a TDM e o
CD/F (r = -0,44; P = 0,0000) e CDG (r = -0,29; P= 0,001). A associagdo entre motilidade poés-
descongelacdo e as patologias de cauda (CD/F e CDG) pode ser atribuida ao aumento da retengdo de
citoplasma residual, uma vez que segundo Nichi et al. (2007) as gotas citoplasmaticas podem proteger o
espermatozoide contra o efeito dos ROS devido a um maior contetido de antioxidantes enzimaticos que
podem estar presentes no citoplasma residual. A adi¢do de Catalase (1U e 5U/ml) teve um efeito benéfico
na preservacao da motilidade espermadtica apenas nas amostras de sémen com alto percentual de patologias
espermatica (Grupo A). Porém, no Grupo B, observou-se que a adi¢do de catalase (5U/ml) também
melhorou esses parametros. Bilodeau et al. (2002) relataram que o H,O, é a ROS responséavel pela perda da
motilidade do espermatozoide bovino, e que a adigdo de Catalase (1-5 U/mL) era suficiente para neutralizar
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completamente o efeito negativo do H,O, sobre a motilidade espermaética, confirmando os resultados
observados em nosso estudo.

Tabela 1- Parametros espermaticos (média + ep ) no sémen caprino fresco (SF) e apds a descongelacao,
de acordo com o tratamento e com a qualidade do ejaculado.

TRATAMENTO
PARAMETRO GRUPO SF Controle CAT 1U CAT 5U CAT 10U TOTAL
MT (%) B 86,5+1,6"  37,2#43,0®  36,7+3,0®  41,843,0® 33,6+3,0 37,3+1,5°
A 71,742,1%  45,043,7*  43,3+3,7*  48,3+3,7**  35,0+3,7° 42,9+1,8*
TEA (%) B 14,6+0,9®%  42,2427®  451+2,7®  451+2,7®  48,442,7®  452+1,4°"
A 38,7+1,2%  64,3+3,3*  59,3+3,3*  61,3£3,3*  66,0£3,3*  62,7+1,6*
CD/F (%) B 6,0+1,2% 56 +£0,9 6,8 0,9 6,2£0,9 8,3+0,9 6,7+0,43°
A 16,7+1,6* 11,7+ 1,1 13,0+ 1,1 11,3+1,1  10,7+1,1 11,7+0,5*
CDG (%) B 0,4+0,5°% 0,3+0,5 0,2+0,5 0,2£0,5 0,3+0,5 0,3+0,3°
A 8,0+0,7% 8,7+0,7 8,3+0,7 6,7 £0,7 8,0+0,7 7,9+0,3*
TDM (%) B 57,2+3,6"  58,1+3,6" 51,9+3,6*  61,8+3,6 57,2+1,7%
A 36,9+4,4°%  39,6+4,4"®  32,3+4,4"®  49,9+4,4° 39,7+2,28

Valores seguidos de letras diferentes, maitisculas na coluna e mintsculas na linha, para cada pardmetro,
diferem entre si a P < 0,05 pelo teste de Tukey. Grupo A; alta % TDE, grupo B; baixo % TDE.

A maior susceptibilidade dos espermatozoides do grupo A ao efeito do antioxidante pode ser
atribuida a uma acgdo sinérgica entre a Catalase exdgena e os antioxidantes presentes no sémen. Diversos
estudos mostram correlacao positiva entre producdo de ROS e a percentagem de espermatozoides anormais
no sémen (Aitken, 1995; Aziz et al., 2004) bem como o efeito deletério dos ROS sobre a motilidade
espermatica (Bilodeau et al.,, 2002; Aitken, 1995). No entanto, considerando o maior conteido de
antioxidantes presente nas gotas citoplasmaticas (Nichi et al., 2007) a Catalase adicionada ao diluidor
potencializou a capacidade antioxidante do sémen e foi suficiente para reverter o efeito negativo dos ROS
sobre a motilidade espermatica.

Conclusoes
A adicdo de catalase preservou a motilidade espermdtica nas amostras com alto percentual de
espermatozoides anormais.
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