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RESUMO

A possibilidade de transportar material genético por longas distancias torna o uso de
sémen congelado altamente necessario para a industria equina, mas os baixos indices de
fertilidade decorrentes de danos celulares pelo processamento limitam sua utilizagdo. Os
fatores que ocasionam estes danos sdo diversos, entre eles, destaca-se a producédo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e o estresse oxidativo. A adic¢do de antioxidantes no diluente pode
minimizar estes danos, preservando parametros espermaticos e incrementado a fertilidade do
sémen congelado. O Resveratrol (RSV) é um polifenol derivado de plantas e apresenta
algumas propriedades bioldgicas, entre elas, o efeito antioxidante em diversos sistemas. Deste
modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a acdo de RSV adicionado ao diluente para
congelamento de sémen de garanhdes da raca Crioula sobre a viabilidade espermética e o
estresse oxidativo. Para tal, doze ejaculados (n = quatro garanhdes, trés ejaculados cada),
coletados com vagina artificial, foram diluidos até a concentracdo de 50x10°® sptz/mL e
fracionados em duas aliquotas. As aliquotas foram centrifugadas a 500G por 15min, o
sobrenadante descartado e os pellets ressuspendidos e ajustados na concentragio de 200x10°
sptz/mL com diluente de congelamento: Botucrio® sem suplementacdo (Controle), ou
suplementado com 10 uM RSV. Apds a manutencdo do sémen em nitrogénio liquido, duas
palhetas de cada grupo foram descongeladas e submetidas a avaliacdes de cinética
espermatica, longevidade, morfologia, integridade de membrana plasmaética, acrossomal e
potencial de membrana mitocondrial, producdo de ERO e potencial antioxidante total. Com
este estudo, conclui-se que a adicdo de 10 uM de RSV em diluente de congelamento nédo
influenciou nos parametros cinéticos, bioquimicos e funcionais de espermatozoides
descongelados de garanhfes da raca Crioula. Mais estudos devem ser realizados para
definicdo de perfis de estresse oxidativo e concentragbes adequadas para preservacdo da

qualidade do sémen descongelado.

Palavras-chave: antioxidante, CASA, congelamento, equino, espermatozoide.
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ABSTRACT

The possibility of transporting genetic material over long distances makes the use of frozen
semen highly necessary for the equine industry, but the low fertility rates resulting from
cellular damage by processing limit its use. The factors that because damages are diverse,
among them, the production of reactive oxygen species (ROS) and oxidative stress stand out.
The addition of antioxidants in the diluent can decrease damages, preserving sperm
parameters and increasing the fertility of frozen semen. Resveratrol (RSV) is a polyphenol
derived from plants and has some biological properties, including antioxidant effect in several
systems. Thus, the aim of this study was to check the action of RSV added to the diluent for
freezing the semen of stallions of the Crioula breed on sperm viability and oxidative stress.
For this purpose, four Cioulos stallions, with known fertility, had semen collected three times
during the breeding season. The semen free of gel fraction was diluted and fractionation in
two aliquots, one frozen in Botucrio® diluent without any supplementation (control), and the
other in diluent supplemented with 10 uM RSV. After maintaining the semen in liquid
nitrogen, two straws from each group were thawed and subjected to evaluations of sperm
kinetics, longevity, morphology, plasma membrane integrity, acrosomal and mitochondrial
membrane potential, ROS production and total antioxidant potential. With this study, it we
concluded that the addition of 10 uM of RSV in freezing diluent did not influence the Kinetic,
biochemical and functional parameters of thawed sperm from Crioulos stallions. Further
studies should be carried out to define oxidative stress profiles and adequate concentrations to

preserve the quality of thawed semen.

Keywords: antioxidant, CASA, freezing, equine, spermatozoa.
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1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta o quarto maior rebanho equino do mundo (FAO, 2016), com
aproximadamente 5,5 milhdes de cabecas, dentre estes, cerca de 700 mil animais sao
registrados em algum servigo genealdgico oficial (IBGE, 2017). O Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica aponta que o estado do Rio Grande do Sul ocupa a 32 posi¢édo entre 0s
maiores rebanhos do pais, onde predomina a raca Crioula. Anualmente, a atividade equestre
movimenta mais de 16 bilhdes de reais, conferindo ao mercado equestre uma grande
responsabilidade social, pois gera 610 mil empregos diretos e 2.430 mil empregos indiretos,
sendo responsavel por mais de trés milhGes de postos de trabalho (MAPA, 2016). Com o
crescente desenvolvimento econdmico da equinocultura, e sabendo que a base de um sistema
de alta producdo € a reproducdo, destaca-se a importancia da utilizacdo de biotecnologias
reprodutivas para acelerar o processo de melhoramento e multiplicacdo de genéticas

superiores.

Ao se tratar de equinos, a biotecnologia assume uma importancia ainda maior na
cadeia produtiva, pois se trabalha com um grande nimero de animais idosos nos programas de
melhoramento animal, justamente pela forma tardia em que se tem a comprovacao de mérito
genético destes animais em relacdo a outras espécies (ALVARENGA; PAPA, 2009). Entre as
biotécnicas relacionadas ao macho, esta a utilizacdo do sémen refrigerado e congelado, que
juntamente com a liberacdo da sua utilizacdo por praticamente todas as associacbes de
criadores de racas puras, propiciam rapida disseminacdo de material genético por longas
distancias. Esse fato € de extrema importancia, pois reduz consideravelmente o custo e riscos
de transporte de éguas e potros, além de maximizar a utilizacdo de garanhdes importantes e

prevenir doencas sexualmente transmissiveis (NUNES et al., 2008).

Apesar das inUmeras vantagens, 0 processo de congelamento e descongelamento do
sémen reduz consideravelmente as taxas de fecundacdo. Perdas de 40 a 50% dos
espermatozoides durante o processo de congelamento e descongelamento sdo relatadas, sendo
estes prejuizos desencadeados por alteragdes na estabilidade e integridade da membrana,
estresse oxidativo, e dano de estrutura nuclear (WATSON, 2000). Para que o espermatozoide
desenvolva adequadamente suas funcOes, desde a movimentagdo pela tuba uterina até a
fecundacdo, é imprescindivel a utilizacdo da energia que € produzida nas mitocondrias, no
entanto, o processo de congelamento também é responsavel por disfuncbes mitocondriais,

sendo a principal fonte de espécies reativas de oxigénio (ERO) (SCHOBER et al., 2007). A
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producdo excessiva de ERO danifica a membrana plasmatica, contribui com a perda de
motilidade espermaética, e consequentemente, reduz a capacidade fecundante (AURICH,
2005). A suplementacdo com agentes antioxidantes no diluente de sémen tem o intuito de
minimizar os danos provocados pelo processo de criopreservacdo (SHIMOKAWA et al.,
2012; WHITE, 1993), que por si sO, é um agravante do estresse oxidativo (CURRY, 2000).

O resveratrol (RSV) é um polifenol encontrado em diversas espécies de plantas, entre
elas, a uva. O interesse por seus efeitos benéficos comecou a partir de um fenébmeno chamado
“paradoxo francés”, que descreve a baixa incidéncia de cardiopatias na Franca em
comparagdao com outros paises, mesmo associando dieta rica em gorduras e pouco exercicio
(NEVES et al., 2012; RICHARD, 1987). Desde entdo, 0 RSV tem sido alvo de pesquisas que
comprovam diversas propriedades bioldgicas, entre elas, o efeito antioxidante (OLAS et al.,
2006), sendo comprovadamente um eficiente eliminador de radicais hidroxila, superoxido e
radicais livres induzidos por metais, atuando na protecao contra danos de peroxidacdo lipidica
e fragmentacdo de DNA (LEONARD et al., 2003). Dentre os diversos sistemas organicos em
que as acBes do RSV ja foram estudadas, vem se tornando frequente sua avaliacdo na
preservacdo da qualidade de espermatozoides, como sémen ovino refrigerado (SARLOS et
al., 2002) e congelado (SILVA et al., 2012); prévia incubacdo e criopreservacdo de sémen
humano (BRANCO et al.,, 2010; TSONEV et al., 2018) congelamento de sémen bovino
(BUCAK et al., 2015); refrigeracdo (GADANI et al., 2017) e diluente de descongelamento
(RIGO et al., 2016) de sémen de javalis; em congelamento de sémen bubalino
(LONGOBARDI et al., 2017); congelamento de sémen de galos (NAJAFI et al., 2019); e
também em refrigeracdo (MATHENY et al., 2015) e congelamento (GIARETTA et al., 2014;
NOURI et al., 2018) de sémen equino.

Considerando o estresse oxidativo como fator primordial na queda da qualidade do
sémen congelado e um forte limitante na utilizacdo desta biotécnica em equinos, o uso do
RSV como agente antioxidante pode ser uma alternativa na preservacdo da fertilidade de
espermatozoides descongelados. Baseado nos resultados promissores encontrados por NOURI
et al. (2018) com garanhdes de baixa qualidade seminal, o presente trabalho tem como
objetivo verificar o efeito da suplementagéo de 10 uM de RSV em diluente de congelamento
sobre parametros cinéticos, funcionais e bioquimicos de espermatozoides descongelados de

garanhdes com historico de boa qualidade seminal na raga Crioula.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Formacéo de espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo

O crescente interesse e padronizagédo de avaliagdes complementares de sémen apontam
que o estado redox do gameta masculino pode ser responsavel pela etiologia da infertilidade,
mesmo que de forma parcial. Desta maneira, o reconhecimento dos processos bioquimicos
que ocorrem na fertilizacdo podem auxiliar no diagnostico de casos complexos (FRACZEK;
KURPISZ, 2005). Como todas as células aerdbicas, os espermatozoides enfrentam
constantemente o paradoxo do oxigénio, necessdrio para a manutencdo de funcbes
fisioldgicas, mas potencialmente tdxico pela formacdo de ERO (BALL et al.,, 2001;
BAUMBER et al., 2000). Segundo FRACZEK & KURPISZ (2005), o processo de aquisicao
do potencial fecundante dos espermatozoides é vinculado ao metabolismo de oxigénio (O2),
associado a processos oxidativos com producdo de anion superoxido (O2-) e,
consequentemente, de peroxido de hidrogénio (H20.). Baixas concentracGes destes
bioprodutos séo essenciais para func@es vitais na fecundacéo, como a capacitacdo e fusao de
gametas masculinos e femininos (AITKEN; DREVET, 2020; DE LAMIRANDE et al., 1997;
DE LAMIRANTE; CAGNON, 1992).

A origem mais classica entre os mecanismos de producdo de ERO é o extravasamento
de elétrons do complexo | e Il da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (AITKEN;
DREVET, 2020; DE LAMIRANDE et al., 1997). O radical de partida, gerado a partir de uma
simples reducéo de elétron do oxigénio molecular (O2), € 0 O,-. Sua produgéo é aumentada na
presenca de criodanos, espermatozoides mortos ou morfologicamente anormais, células com
citoplasma residual ou anormalidade em peca intermediaria (BALL; VO; BAUMBER, 2001).
SABEUR & BALL (2006) executaram um experimento com o intuito de identificar a origem
da formacdo de O2- em espermatozoides equinos. A producdo de Oo- foi induzida por
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) e fosfato de nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzida (NADPH). Seus resultados indicam que a geracéo de O»- também esta
associada a reacdo de NADPH oxidase, localizada na membrana espermatica (BALL, 2014), e
ndo s6 como subproduto por via da respiracdo mitocondrial. Em humanos, a contaminagédo de
leucdcitos € uma frequente fonte de producdo de ERO, achado incomum em sémen equino, a

ndo ser que ocorram infeccGes do trato genital. BAUMBER et al. (2002) constataram aumento
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nas concentracdes de H>O» quando espermatozoides equinos foram incubados na presenca de
neutrdfilos, acarretando em prejuizo significativo da motilidade. Contudo, este efeito s6 foi
notado quando a taxa de espermatozoide para leucdcitos polimorfunucleares foi de 5:1 ou
2,5:1, 0 que sugere que uma contaminacao relativamente grande deva ocorrer para que se

encontre os efeitos adversos sobre a motilidade.

Existem diversas teorias sobre os mecanismos pelos quais as ERO atuam na funcgéo
espermatica, no entanto, 0 mecanismo mais promissor envolve a fosforilagdo da tirosina.
AITKEN et al. (1995) demonstraram que a incubacdo de espermatozoides humanos com
NADPH foi associado com a capacitacdo e um aumento expressivo do numero e intensidade
de proteinas fosfotirosil, efeito que poderia ser suprimido com a adicdo de catalase (CAT),
mas ndo de superdxido dismutase (SOD). O estudo de BAUMBER et al. (2003a) apoia 0s
resultados de AITKEN et al. (1995), onde o H202 parece ser o agente primario envolvido no
aumento da fosforilacdo da tirosina associado a capacitacdo espermatica. A fosforilacdo
oxidativa que ocorre nas mitocondrias, envolve a transferéncia de atomos de hidrogénio para
O2 por sistemas de oxidacdo e reducdo. A energia liberada durante este processo € utilizada
para a producdo de ATP. Alguns elétrons podem ser perdidos durante esse fluxo através da
cadeia respiratoria, e como resultado deste vazamento de elétrons podem surgir grandes
quantidades de O-. A quantidade de Oz- formado na cadeia respiratoria depende
principalmente da disponibilidade de O,. A existéncia de NADPH oxidase para a formagéo de
ERO evidencia que estes bioprodutos tenham um papel fisioldgico, sendo constatado aumento
dos seus niveis durante o processo de capacitacdo e exostose acrossomal (DE LAMIRANDE;
CAGNON, 1995). Inspirado em estudos realizados em humanos, BAUMBER et al. (2003a)
avaliaram o sémen equino induzindo a formacdo de ERO através do sistema Xantina —
Xantina Oxidase (X-XO), e observaram um aumento na fosforilagdo da tirosina quando
comparado ao grupo controle. Observaram ainda, que a adi¢do de CAT previne o aumento da
fosforilagéo da tirosina induzido por X-XO, efeito ndo observado com a adi¢do de SOD. Com
este resultado, é reforcada a teoria de que o0 O»- seja imediatamente dismutado em H>O> pela
SOD (BURNAUGH; SABEUR; BALL, 2007). Através de varios estudos, foi comprovado
que as enzimas SOD e CAT podem prevenir a exostose acrossomal induzida apés a incubacgao
de espermatozoides com os sistemas geradores de radicais livres, indicando a participagao do
O.- e H202 na promocdo da capacitacdo espermatica (AITKEN et al., 1998; DE
LAMIRANDE et al., 1997).
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O H20- é relativamente estavel, embora ndo seja um radical livre, tem capacidade de
se difundir através de membranas, tornando-o ainda mais toxico a célula espermética (BALL,;
VO; BAUMBER, 2001; BAUMBER et al., 2000). Esta ERO também reage facilmente com
metais como ferro, cobre, cobalto, manganés e cromo na reacdo de Fenton; e O2- na reacéo de
Haber-Weis. BALL et al. (2001) relataram uma elevagéo nos niveis de producdo de H2O, em
espermatozoides equinos incubados em condicBes aerdbicas, & medida que aumenta a
concentracéo espermatica do meio. O aumento de H202 resulta em diminuicéo da motilidade
espermatica sem reducdo significativa na viabilidade, integridade acrossomal ou potencial de
membrana mitocondrial (BAUMBER et al., 2000). Isso explica que a motilidade espermatica
pode ser afetada por via de a¢fes de ERO independentes de peroxidacdo lipidica (LPO) e
funcdes dependentes de membrana. Portanto, a motilidade de espermatozoides equinos é um
indicador mais sensivel de estresse oxidativo do que a viabilidade, integridade acrossomal,
LPO e potencial de membrana mitocondrial. Outro efeito citopatico das ERO ¢ a
fragmentacdo de DNA, a exposicdo a concentracdes crescentes de ERO geradas pelo sistema
X-XO resultaram em danos dose-dependentes detectados pelo ensaio de cometa (BAUMBER
et al., 2003b). Estes danos foram blogueados na presenca de CAT ou glutationa reduzida
(GSH), mas ndo na presenca de SOD, indicando que o H>O2 é o principal responsavel por
estes danos. De acordo com a reviséo de FRACZEK & KURPISZ et al. (2005), o produto das
reacOes de H>O é o radical hidroxil (OH), que também apresenta propriedades pré-oxidantes
muito fortes. O que limita esta reacdo € a disponibilidade de ions Ferro (Ill), que séo
regenerados pelo préprio O»- através de uma reacdo de reducdo, formando Ferro (I1) e Oo.
Ainda existem outros redutores dessa reacdo, como ascorbato, NADPH, glutationa reduzida,
cisteina e grupos tiol-protease.

O estresse oxidativo denota uma condi¢do associada a um aumento da taxa de dano
celular induzido pelo excesso da producdo de ERO, pela diminuicdo da capacidade
antioxidante, ou uma combinagéo dos dois. O espermatozoide e o plasma seminal produzem
enzimas antioxidantes de baixo peso molecular que degradam ERO, evitando possiveis danos
celulares oriundos de superproducéo e estresse oxidativo. Existem trés principais sistemas
enzimaticos, SOD, CAT, e o sistema glutationa peroxidase - glutationa redutase (GPx — GR).
Varios outros componentes do plasma seminal também podem agir como agentes

antioxidantes, como a vitamina E, vitamina C, urato, albumina, taurina e hipotaurina
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(BAUMBER et al., 2000). Juntos, esses agentes de baixo peso molecular compdem a

capacidade antioxidante total do plasma seminal.

A SOD ¢é uma enzima catalisadora encontrada no sémen de mamiferos. O citoplasma
apresenta SOD com cobre e com zinco, e suas isoenzimas do fluido seminal sdo de origem
prostatica. Existe uma relacdo direta entre a atividade de SOD no sémen e preservacdo da sua
motilidade espermatica, inibindo a destruicdo das membranas bioldgicas (KOBAYASHI et
al., 1991). A CAT tem especificidade para o H202, aumentando apenas em condi¢Oes
elevadas de seu substrato ou quando a SOD é superexpressa, com consequente aumento da
liberacdo de H>O,. Juntamente com a SOD, a CAT tem origem prostatica e age protegendo a
célula espermatica contra os efeitos deletérios das reacbes do metabolismo de O, (BAKER et
al., 1996). Outra enzima que protege as células contra o efeito toxico do H>O é a glutationa
peroxidase (GPx), catalisando a redugéo do H>O; e se tornado glutationa reduzida (GSH).
Essa enzima tem maior afinidade ao H>O» do que a CAT, o que sugere que seu papel mais
importante ocorra em situagdes onde o H>O; se apresente em baixas concentragdes. Tanto a
atividade de SOD, quanto de CAT foram claramente determinadas no plasma seminal equino
(BALL et al., 2000; BAUMBER; BALL, 2005). A atividade especifica da SOD e GPx
também foram encontradas em tecidos homogeneizados de espermatozoides, ampolas,
glandulas bulbouretrais, glandulas vesiculares, fluidos da cauda do epididimo, testiculos e
prostatas de equinos (BAUMBER; BALL, 2005). Os resultados evidenciaram que estas
enzimas contribuem com a degradacdo de ERO por meio do plasma seminal, e que existe

variabilidade individual significativa das suas atividades entre garanhdes.

E importante considerar que a formacao de baixos niveis de ERO s&o fundamentais na
regulacdo de importantes eventos intracelulares que antecedem a fecundacdo, entretanto,
niveis altos de ERO promovem o estresse oxidativo, que tem sido associado a danos de
integridade estrutural e funcional de espermatozoides, danos a cromatina, a proteinas e
lipidios de membrana. Enquanto os espermatozoides possuem defesa limitada ao pequeno
volume citoplasmatico, o plasma seminal se torna uma fonte rica de agentes antioxidantes. As
biotecnologias aplicadas ao sémen equino, incluindo remocdo de plasma seminal,
centrifugagéo, refrigeragéo e reaquecimento, contribuem com danos celulares em virtude do
armazenamento e exposicdo a Oz, gerando niveis de ERO superiores a sua capacidade
antioxidante e consequentemente, afetando adversamente o restante de células viaveis por via

de estresse oxidativo. A adicdo de agentes antioxidantes que substituam a funcdo do plasma
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seminal em biotécnicas reprodutivas pode ser uma alternativa para melhorar preservar a

viabilidade de espermatozoides durante o armazenamento.

2.2. Danos decorrentes do processamento da criopreservacao

Estima-se que apenas 24% dos garanhdes produzam ejaculados aceitaveis para
congelamento, e ainda que protocolos adequados de processamento sejam adotados, a
fertilidade do sémen congelado atinge apenas 40% a 50% do equivalente ao sémen fresco
(LINFOR; POMMER; MEYERS, 2002). Muitos espermatozoides, ainda que mantenham sua
motilidade e integridade de membrana, sofrem danos parciais decorrentes da exposicdo as
variagdes de osmolaridade e temperatura, prejudicando severamente seu potencial fecundante
(BALL, 2008). Estas células podem apresentar certo grau de vazamento mitocondrial, com
metabolismo celular reduzido e maiores perdas de energia, afetando negativamente a sua
longevidade (MARTIN et al., 2007). Esta condicdo é um fator limitante em espécies nos quais
fémeas apresentem uma longa duracédo de estro, como equinos, de modo que o periodo entre a
inseminacdo e a ovulacdo ndo possa exceder o tempo de viabilidade dos espermatozoides
descongelados para que ocorra a fecundacdo. Em espécies de cio mais curto, como vacas, 0
sémen descongelado € amplamente utilizado com sucesso porque a Vviabilidade do
espermatozoide criopreservado pode ser facilmente compensada com uma inseminacgao
proxima do momento da ovulacdo, sem a necessidade de procedimentos onerosos e
dispendiosos (CURRY, 2000).

Durante anos, assumiu-se que a curta viabilidade de espermatozoides ap6s o
descongelamento fosse devido a capacitacdo prematura (WATSON, 2000), um processo de
desestabilizacdo da membrana que culmina com a reacdo acrossomal e morte celular de
espermatozoides ndo fecundados (HARRISON, 1996). A evidéncia que sustentava esta teoria
estava atribuida ao influxo intracelular de jon célcio (Ca?*) facilitado pelo dano de membrana
decorrente das alterages de temperatura e osmolaridade do processamento (POMMER,;
MEYERS, 2002). Posteriormente, descobriu-se que o processo € um fendmeno diferente
(BRAVO et al., 2005), relacionado ao envelhecimento celular prematuro induzido pela
criopreservacdo e seus danos mitocondriais (ORTEGA FERRUSOLA et al.,, 2009).
Provavelmente este engano ocorreu pela extensa utiliza¢do da coloragdo de CTC, cuja funcédo

ainda ndo e completamente compreendida, mas constata-se alteracGes nas concentracGes de
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Ca?" intracelular (BRAVO et al., 2005), levando credibilidade a teoria erronea da
criocapacitacdo. Diversos experimentos evidenciam que a criopreservacdo leva ao aumento da
concentragdo de Ca?* intracelular, reduz o potencial de membrana mitocondrial, assim como
0s niveis de ATP e ainda induz a liberacdo de fatores pro-apoptéticos no citoplasma
(ORTEGA FERRUSOLA et al., 2009). Existem outros fatores relacionados com a verdadeira
capacitacdo espermética como padrdes de remodelacdo da membrana plasmaética e vias de
transducdo para fosforilacdo da tirosina que ndo ocorrem de forma similar durante a
criopreservacdao (THOMAS; MEYERS; BALL, 2006). Essas evidéncias afirmam a teoria de
que o0s espermatozoides que resistem ao processo pés-descongelamento sofrem danos
mitocondriais que resultam em caracteristicas similares a capacitacdo, mas por mecanismos
distintos que ndo compativeis a criocapacitacdo. Além disso, estudos in vitro demostram que
a ligacdo as celulas epiteliais do oviduto prolonga a vida util de espermatozoides, mas o
epitélio se liga preferencialmente a espermatozoides ndo capacitados (THOMAS; BALL,;
BRINSKO, 1995). Se a capacitacdo reduz a capacidade dos espermatozoides se ligarem ao
epitélio do oviduto, logicamente, este fator também contribui com a queda de fertilidade e

menor tempo de viabilidade do sémen congelado.

Na simples avaliacdo morfoldgica ap6s o descongelamento destacam-se alteracdes de
peca intermediaria, marcadas pelo moderado inchaco na regido das mitocdndrias,
confirmando que estas organelas sdo um alvo potencial dos significativos danos decorrentes
do processamento (BRUM; SABEUR; BALL, 2008). Além disso, os danos em peca
intermediaria induzidos pela criopreservacao também sdo correlacionados com o aumento da
taxa de LPO (BAUMBER et al., 2000). Em células somaticas, o inchaco celular induzido pela
hiperosmolaridade pode ativar a fosfolipase A2 associada a membrana, que causa a formacédo
de acidos graxos poliinsaturados livres como acido aracnoico, e subsequentemente ativa a
NADPH oxidase, aumentando a producdo de O2- (LAMBERT; PEDERSEN; POULSEN,
2006). Esta alteracdo de permeabilidade de membrana para NAPH, catalisando a producgéo de
O»- e sua subsequente dismutagdo em H.O> desencadeia o inicio do ciclo de reagfes que
configuram o estresse oxidativo (BALL; VO; BAUMBER, 2001).

Certos niveis de estresse oxidativo permitem que espermatozoides sofram lesdo de
DNA e ainda assim fecundem atingindo resultados de fertilidade aceitaveis, no entanto, como
a celula espermatica tem pouco potencial de reparacdo de DNA, o prejuizo é notado somente
durante o desenvolvimento embrionario (AHMADI; NG, 1999; MORRIS, 2002). A adicdo de
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alguns antioxidantes ou depuradores de enzimas em diluentes para congelamento foram
testados e ndo reduziram o nivel de fragmentagdo de DNA subsequente ao processo de
criopreservacao de sémen equino. Enquanto isso, no mesmo estudo, a adicdo de SOD no
diluente elevou significativamente o nivel de fragmentacdo de DNA, sugerindo que o0 H20- é
o principal agente indutor de danos de DNA pela maior taxa de conversédo de O.- em H20:
(BAUMBER; BALL; LINFOR, 2005). Os danos de fragmentacdo de DNA em sémen equino
sdo claramente relatados a partir da exposicdo a ERO exdgeno, mas também ao simples
processo de criopreservacdao (BAUMBER et al., 2003b). Dentre os experimentos realizados
por BAUMBER et al. (2003), foi possivel constatar o aumento significativo da fragmentacédo
de DNA em espermatozoides incubados com o sistema X-XO, assim como este aumento
também foi observado apds o processo de criopreservacdo quando comparado ao sémen
fresco e apenas processado. Corroborando com esta hipotese, a fragmentacdo de DNA ¢é
incrementada de forma linear com o crescente numero de ciclos de congelamento e
descongelamento de sémen (LINFOR; POMMER; MEYERS, 2002). Algumas vezes o dano
de DNA induzido por ERO pode ocorrer antes mesmo de qualquer outra alteracdo
rotineiramente mensuravel, como por exemplo, motilidade ou até mesmo a fusdo de gametas
in vitro (AITKEN et al., 1998; RESTREPO; PIZARRO; ROJANO, 2019). Além disso, 0s
espermatozoides que apresentam grau moderado de dano de DNA sdo mais propensos a se
ligarem ao odcito devido aos efeitos positivos do baixo nivel de oxidacdo e estresse na
capacitacdo espermatica, incrementando os riscos de mortalidade embrionaria precoce
(AHMADI; NG, 1999).

2.3. Suplementagéo de antioxidantes em diluentes de congelamento

A partir das limitacGes relatadas para a criopreservagao de sémen equino, surgiram
muitas tentativas de utilizagdo de antioxidantes como aditivos ao diluente de congelamento
visando conservar a qualidade do sémen descongelado. BAUMBER, BALL & LINFOR
(2005) suplementaram o diluente (INRA 82+2,5% glicerol) com diferentes concentragGes de
antioxidantes enzimaticos (200 U/mL de SOD, 200 de U/mL CAT e 10 mM GSH) e
compostos ndo enzimaticos (10 mM de &cido ascorbico e 1mM de a-tocoferol). A adicdo dos
antioxidantes ndo melhorou a motilidade, fragmentacdo do DNA, integridade acrossomal,
viabilidade ou potencial de membrana mitocondrial apds o descongelamento. Pelo contrério, a

SOD elevou a fragmentagdo de DNA, provavelmente devido ao estresse adicional causado
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pela dismutagdo de Oz. em H202; e o veiculo (etanol 0,5%) utilizado para dissolu¢do do a-
tocoferol e 4&cido ascérbico resultou em reducdo significativa do percentual de
espermatozoides vivos com acrossoma intacto em relacdo as amostras do grupo controle.
Curiosamente, tanto a SOD, quanto o acido ascorbico isoladamente ja haviam provado efeitos
benéficos sobre a fragmentacdo de DNA em espermatozoides humanos durante incubacdo na
técnica de percoll (HUGHES et al., 1998). A GSH e a CAT, investigadas anteriormente pelo
mesmo grupo de pesquisa (BAUMBER et al., 2003b), também haviam apresentado resultados
benéficos contra a fragmentacdo de DNA induzida em espermatozoides incubados a 38° por 1
hora em diluente de sémen equino (E-Z Mixin®). Os autores ainda relatam a possibilidade de
que a gema de ovo, base do diluente utilizado no presente estudo, possa ter fornecido protecao
antioxidante suficiente e a suplementacdo subsequente ndo tenha oferecido nenhum beneficio
adicional. Em contrapartida, DE OLIVEIRA et al. (2013) encontraram resultados satisfatorios
na suplementacdo de 2,5 mM de Glutationa em diluente Botucrio® (Botufarma, Botucatu,
Brasil), que também ¢é a base de gema de ovo, preservando a motilidade total, motilidade

progressiva, viabilidade e integridade de membrana plasmatica.

O o-tocoferol é considerado o principal protetor de membrana contra ROS e LPO
(AGARWAL,; SALEH; BEDAIWY, 2003; DAD et al.,, 2006), e embora ndo tenha
apresentado bons resultados na investigacdo de BAUMBER, BALL & LINFOR (2005), a
suplementacdo de 2mM em diluente Ghent® (Minitube, Iberia, Espanha) relatada por DE
VASCONCELOS FRANCO et al. (2016) revelou dados motivadores. Foi constatada reducgéo
da taxa de LPO, mas ndo houve alteracdo na viabilidade espermatica e potencial de membrana
mitocondrial. Quando utilizada uma taxa de resfriamento moderada previamente ao
congelamento, houve um maior percentual de fertilizacdo in vitro (FIV) heter6loga
comparada ao grupo controle. Em taxa de refrigeracéo lenta, ndo foram observadas diferengas
significativas em relacdo a taxa de fertilizacdo entre o diluente suplementado ou diluente
controle. Portanto, parece que o a-tocoferol foi capaz de proteger os espermatozoides contra
danos oxidativos durante o congelamento, melhorando a taxa de FIV heteréloga, mas foi
dependente da dose, composicao do diluente, veiculo, e taxa de resfriamento.

Motivados pelos danos mitocondriais e LPO induzida pela criopreservacgéo, associado
a reconhecida capacidade de eliminacdo de ERO mitocondriais da melatonina (MILCZAREK
et al., 2010; PETROSILLO et al., 2009), BALAO DA SILVA et al. (2011) investigaram seu

efeito na incubacdo de espermatozoides equinos em meio INRA 96 suplementado com
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diferentes concentragdes deste antioxidante (0, 50 pm, 100 pm, 200 pm, 1 pM). Ao final do
periodo de trés horas de incubacdo a 37°C na concentragdo de 1 pM de melatonina, o
percentual de espermatozoides com alto potencial de membrana mitocondrial aumentou
significativamente. Além disso, também foi observada uma reducdo significativa na LPO,
confirmando o potente efeito antioxidante sobre as mitocondrias espermaticas. Embora ja
tenham sido identificados e classificados como MT1 e MT2 em outras espécies (FUJINOKI,
2008; VAN VUUREN et al., 1992), BALAO DA SILVA et al. (2011) ndo conseguiram
encontrar receptores especificos para melatonina em espermatozoides equinos, atribuindo
seus efeitos benéficos a sua capacidade de eliminacdo de ERO ja documentada a nivel
mitocondrial (GARCIA et al., 1999; MILCZAREK et al., 2010).

Mais recentemente, CONTRERAS et al. (2019) também testaram a suplementacdo de
diferentes antioxidantes no diluente de congelamento Equifreeze 1 step® (Minitube,
Tiefenbach, Alemanha) inclusive apos o descongelamento. A suplementacdo com MnTBAP
no diluente pré-congelamento apresentou efeito antioxidante superior aos tratamentos com N-
acetilcisteina, FeTPPS e controle. O MnTBAP ¢é uma metaloporfirina sintética que penetra
facilmente através das células membranas, possui atividades semelhantes a SOD e CAT
(CUZZOCREA et al., 1999). Foi capaz de aumentar a viabilidade, motilidade total e potencial
de membrana mitocondrial no sémen descongelado. Além disso, protegeu os espermatozoides
contra a criocapacitacdo e foi mais eficiente no controle da produgédo de ERO, principalmente
O2.. O MnTBAP também ja havia sido utilizado com efeitos positivos na taxa de fertilidade in
vivo ap6és 1A e in vitro em alguns parametros de qualidade espermaética de garanhdes
(CONTRERAS et al., 2019; SHOJAEIAN; NOURI; KOHRAM, 2018). Apos a realizacdo de
FIV heter6loga, e a avaliacdo de ligacdo a ZP sugere que 0s espermatozoides criopreservados
com MnTBAP apresentem maior funcionalidade, j& que o nimero de células ligadas aos
odcitos bovinos foi significativamente maior que o grupo controle. A N-acetilcisteina, reduz a
producdo de concentragdes intracelulares de H202, e reage de forma relativamente lenta com
0 O,. (OWADA et al., 2013). Sua reacédo lenta com o O2., que foi o principal ERO detectado
no estudo de TREULEN et al. (2019), talvez seja a razdo de seu resultado insatisfatorio, onde
os danos a membrana plasmatica e potencial de membrana mitocondrial foram maiores apos o

descongelamento, e continuaram durante a incubagdo do sémen descongelado.

A Quercetina € um antioxidante do grupo flavonoide, capaz de estabilizar a produgédo

de ERO e reduzir a ocorréncia de LPO, suprimindo a formacgdo de O2., quelatos de ferro e
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radicais peroxilipidicos (AFANAS’EV et al., 1989). RESTREPO, MONTOYA & ROJANO
(2016) avaliaram a adicdo de 100 pg de Quercetina em diluente Equiplus® (Minitube)
suplementado com dimetilformamida e gema de ovo sobre a qualidade do sémen
descongelado. A Quercetina elevou a capacidade antioxidante total, e ndo apresentou
diferenga na integridade de membrana plasmaética ou morfologia espermatica. No entanto,
reduziu a motilidade total, progressiva, integridade estrutural e funcional da membrana
plasmatica do sémen descongelado. Entre as possiveis causas do efeito negativo na
motilidade, os autores apontam o declinio da atividade de Ca?* ATPase ja observada em
espermatozoides humanos (KHANDUJA; VERMA; BHARDWAJ, 2001). Em outro estudo
realizado por GIBB et al. (2013), a adicdo de 0,15 mM de Quercetina em diluente Keney
modificado melhorou a motilidade e a capacidade de ligacdo a zona pelucida de odcitos
bovinos, além de reduzir a taxa de fragmentacdo do DNA avaliada no sémen sexado e
descongelado. Resultados positivos também foram encontrados por SILVA et al. (2018), onde
avaliaram o impacto da suplementagéo de 20 g de Quercetina por mL de diluente Botucrio®
sobre a taxa de fertilidade de garanhdes considerados sensiveis ao congelamento. A
suplementacdo aumentou a fertilidade do sémen descongelado (54%; 14/26) quando
comparado ao grupo controle (23%; 6/26), mostrando que a Quercetina é uma molécula
consideravel para reduzir os danos sofridos durante a criopreservacdo em garanhdes,

especialmente aqueles considerados sensiveis ao processamento da técnica.

A falta de uniformidade entre estudos, diferentes doses utilizadas, influéncia da
composicdo dos diluentes, variabilidade racial, e a discrepancia de dados sobre os efeitos da
adicdo de antioxidantes para criopreservacdo dificultam a atribuicdo de conclusdes sélidas a
respeito destes compostos e seu real efeito na fertilidade. Portanto, mais estudos devem ser
realizados para avaliar a aplicacdo clinica de antioxidantes e o efeito de suas combinacdes
sobre a variabilidade racial e individual da espécie equina, visando estabelecer condi¢cdes para
0 emprego consciente de novas tecnologias e resultados promissores no uso do sémen

congelado.

2.4. Resveratrol como agente antioxidante, propriedades e mecanismo de acao

O RSV é um polifenol encontrado em diversas espécies de plantas, entre elas, a uva. O

interesse por seus efeitos benéficos a salde comegou a partir de um fenémeno chamado
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“paradoxo francés”, que descreve a baixa incidéncia de cardiopatias na Franga em
comparagdo com outros paises, mesmo associando dieta rica em gorduras e pouco exercicio
(NEVES et al., 2012; RICHARD, 1987). Desde entdo, 0 RSV tem sido alvo de pesquisas que
comprovam diversas propriedades bioldgicas, entre elas, o efeito antioxidante (OLAS et al.,
2006). O reconhecimento do RSV como antioxidante natural foi inicialmente esclarecido por
ZINI et al. (1999), sugerindo trés mecanismos de agdo: competicdo com a coenzima Q
reduzindo o complexo da cadeia oxidativa, eliminacdo de O.. formado nas mitocondrias, e
inibicdo da LPO induzida pela reacdo de Fenton. A velocidade constante de reacdo do RSV
com o radical OH foi relatada por LEONARD et al. (2003), esta propriedade é importante
para comparacdo de propriedades antioxidantes com outros agentes ja estabelecidos. Usando a
reacdo de Fenton, que envolve Fe?* e H,O2 para geragdo de OH, os autores revelaram que o
RSV é um eficiente eliminador de OH com uma taxa de reacdo constante significativa, pouco
menor que o0s agentes conhecidos como 4&cido ascérbico e GSH. As propriedades
antioxidantes do RSV também foram confirmadas por MARTINEZ & MORENO (2000),
onde demonstraram um potencial efeito inibidor da producdo de O». e H20- estimulado por
lipopolissacarideos em macréfagos. Dentre os diversos sistemas organicos em que as a¢oes do
RSV ja foram estudadas, vem se tornando frequente sua avaliacdo na preservacdo da
qualidade do sémen.

Na espécie ovina, a suplementacdo de 15 pg de RSV em diluente apresentou inibigdo
da LPO em sémen refrigerado por 24 horas (SARLOS et al., 2002), embora existam
evidéncias de reducdo do potencial de membrana mitocondrial com concentracdes entre 0 a
20 pg/mL em diluente de sémen congelado nesta mesma espécie (SILVA et al., 2012). O
congelamento sémen humano com adi¢do de 10 mM de RSV em diluente de congelamento,
apresentou redugdes de fragmentagdo de DNA no sémen descongelado (BRANCO et al.,
2010). Enguanto isso, 0 mesmo grupo de pesquisa constatou reducdo da peroxidacao lipidica
do sémen descongelado humano, utilizando diluentes suplementados com 0,1, 1,0 e 10 mM
de RSV (GARCEZ et al., 2010). Ja& na espécie bovina, relatou-se elevacdo nas taxas de
motilidade total e progressiva, aumento da atividade mitocondrial e reducédo do percentual de
células com DNA fragmentado suplementando diluente de congelamento com 1 mM de RSV
(BUCAK et al., 2015). Ainda em bovinos, constatou-se melhora em alguns parametros de
cinética espermatica e elevacdo do numero de espermatozoides com membrana plasmatica
integra, quando o diluente foi suplementado com 50 pM de RSV (ASSUNCAO, 2016).
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O RSV também foi avaliado no sémen equino refrigerado (GIARETTA et al., 2014),
onde o diluente Kenney foi suplementado com 10, 20, 40 e 80 uM de RSV, avaliando
parametros de qualidade espermatica imediatamente e 24h pos refrigeracdo. Nao houve
diferenca no momento inicial, mas as 24h foi evidente a queda de espermatozoides viaveis
com alto potencial mitocondrial nos grupos 40 e 80 puM comparados ao controle. Quedas
significativas de cinética espermética também foram observadas no grupo 80 UM comparado
aos grupos de controle e 20 uM. Os autores consideram que as concentracdes de 40 e 80 uM
possam causar danos funcionais aos espermatozoides, agindo como fator pro-oxidante. Na
suplementacédo do diluente de congelamento (MATHENY et al., 2015), os dados mostram que
concentracdes de 1 e 10 mM de RSV podem ser eficientes para minimizar a producdo de
ERO, mas ndo preserva a motilidade ou viabilidade espermatica, indicando ainda um possivel
efeito citotoxico, supostamente pela utilizacdo de doses muito elevadas. Mais recentemente,
NOURI et al. (2018) selecionaram garanhBes da raca arabe com baixa qualidade espermatica
e testaram concentragdes de 5 uM, 10 uM e 20 uM em diluente de congelamento. A dose
mais baixa, ndo influenciou em nenhum dos parametros avaliados, enquanto a dose mais alta
apresentou efeito deletério sobre a motilidade total. No entanto, resultados promissores foram
obtidos com o uso de 10 uM, agindo positivamente sobre a motilidade total e progressiva,
integridade de membrana plasmatica, viabilidade, potencial de membrana mitocondrial,
producdo de ERO e fragmentagdo de DNA.

Com base nas baixas taxas de fertilidade obtidas com o uso de sémen congelado
equino, em grande parte por danos inerentes as condi¢cfes de estresse oxidativo, mais estudos
sd0 necessarios para a identificacdo de componentes antioxidantes eficazes em diluentes no
processo de criopreservacdo. Finalmente, deve-se notar que de acordo com a concentragéo de
RSV, sua propriedade deve assumir um perfil antioxidante, imparcial ou pro-oxidante. Dessa
forma, resultados divergentes com o RSV e gametas masculinos podem ser atribuidos a varios
fatores, incluindo espécie, raca, composicao de diluentes, protocolos de congelamento, e até

mesmo variabilidade individual.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito da suplementacdo de Resveratrol sobre o protocolo de

congelamento de sémen de garanhdes da raca Crioula.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o(a):

Efeito da adigdo de RSV em diluente de congelamento de sémen equino sobre os
parametros de cinética e longevidade dos espermatozoides descongelados.

Eficacia da adicdo de RSV no diluente de congelamento de sémen equino sobre a
preservacdao da morfologia; integridade de membrana plasmatica, acrossomal; e potencial de

membrana mitocondrial dos espermatozoides descongelados;

Impacto da adi¢cdo de RSV no diluente de congelamento de sémen equino sobre o

estresse oxidativo de espermatozoides descongelados;
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo cientifico. As secGes Material e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliograficas encontram-se no proprio manuscrito, que esta apresentado da mesma forma

que sera submetido ao periddico Ciéncia Rural.
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Efeito do Resveratrol na criopreservacdo de sémen de garanhdes da raca Crioula

Effect of Resveratrol on cryopreservation of semen from Crioulos stallions

Natan da Cruz de Carvalho' Lucas Dalle Laste Dacampo! Daniele Missio? Karine
Mattos® Henrique Kurtz L6f* Janislene Mach Trentin! Fabio Gallas Leivas!

Francielli Weber Santos Cibin! Daniela dos Santos Brum?

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo de Resveratrol (RSV) em
diluente para congelamento sobre parametros cinéticos, funcionais e bioquimicos de
espermatozoides descongelados de garanh@es da raca Crioula. Doze ejaculados (n = quatro
garanhdes, trés ejaculados cada), coletados com vagina artificial, foram diluidos até a
concentracio de 50x10° sptz/mL e fracionados em duas aliquotas. As aliquotas foram
centrifugadas a 500 x G por 15min, o sobrenadante descartado e os pellets ressuspendidos e
ajustados na concentracdo de 200x10° sptz/mL com diluente de congelamento: Botucrio®
sem suplementacdo (Controle), ou suplementado com 10 uM RSV. Apds o congelamento e
descongelamento, foram avaliados 0s seguintes pardmetros: cinética espermatica;
longevidade; morfologia; integridade de membrana plasmatica, acrossomal e potencial de
membrana mitocondrial; producdo de espécies reativas de oxigénio e potencial antioxidante

total. Com este estudo, concluiu-se que a adigdo de 10 uM RSV em diluente de congelamento

' Laboratério de Biotecnologia da Reproducéo, Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), Uruguaiana, RS,
Brasil. 97501-970, Uruguaiana, RS, Brasil. E-mail: danielabrum@unipampa.edu.br. Autor para correspondéncia.
2 Laboratdrio de Biotecnologia e Reproducdo, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS,
Brasil.

3 Departamento de Medicina Molecular, Universidade Laval (ULAVAL), Quebéc, Canada.

4 LOF Reprodugéo Equina, Uruguaiana, RS, Brasil.
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Botucrio® nédo influenciou na qualidade do sémen de garanhdes da raca Crioula apos o
congelamento.
Palavras-chave: equino, antioxidante, CASA, congelamento, espécies reativas de oxigénio,

RSV, cavalo crioulo.

ABSTRACT

This study had the aim to check the effect of adding Resveratrol (RSV) in semen
freezing extender on Kinetic, functional and biochemical parameters of thawed sperm from
Crioulos stallions. Twelve ejaculates (n = four stallions, three ejaculates each), collected with
artificial vagina, were diluted to a concentration of 50x10® sperm/mL and fractionated in two
aliquots. The fractions were centrifuged at 500 x G for 15min, and the pellets were
resuspended and adjusted to a concentration of 200x108 sperm/mL in two freezing extender
treatments: Botucrio® without any supplementation (control), or supplemented with 10 uM
RSV. After freezing and thawing, the following parameters were evaluated: sperm Kinetics;
longevity; morphology; plasmatic, acrosomal membrane integrity and mitochondrial
membrane potential; production of reactive oxygen species and total antioxidant potential.
With this study, we concluded that the addition of 10 uM RSV in Botucrio® freezing

extender did not influence the quality of thawed semen of Crioulos stallions.

Key-words: equine, antioxidant, CSA, freezing, reactive oxygen species, RSV, Crioulo horse.

INTRODUCAO

Apesar das inUmeras vantagens, o0 processo de congelamento e descongelamento do

sémen reduz consideravelmente as taxas de fecundacdo. Perdas de 40 a 50% dos
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espermatozoides durante o processo de congelamento e descongelamento séo relatadas, estes
prejuizos sdo desencadeados por alteracdes na estabilidade e integridade da membrana,
estresse oxidativo, e dano de estrutura nuclear (WATSON, 2000). Para que o espermatozoide
desenvolva adequadamente suas funcOes, desde a movimentacdo pela tuba uterina até a
fecundacdo, é imprescindivel a utilizacdo da energia que é produzida nas mitocéndrias, no
entanto, o processo de congelamento também é responsavel por disfungbes mitocondriais,
sendo a principal fonte de espécies reativas de oxigénio (ERO) (SCHOBER et al., 2007). A
producdo excessiva de ERO danifica a membrana plasmatica, contribui com a perda de
motilidade espermatica, e consequentemente, reduz a capacidade fecundante (AURICH,
2005). A suplementacdo com agentes antioxidantes no diluente de sémen tem o intuito de
minimizar os danos provocados pelo processo de criopreservacdo (SHIMOKAWA et al.,

2012; WHITE, 1993), que por si sO, é um agravante do estresse oxidativo (CURRY, 2000).

O Resveratrol (RSV) é um polifenol encontrado em diversas espécies de plantas, entre
elas, a uva. O interesse por seus efeitos benéficos a salde comegou a partir de um fenémeno
chamado “paradoxo francés”, que descreve a baixa incidéncia de cardiopatias na Franca em
comparagcdo com outros paises, mesmo associando dieta rica em gorduras e pouco exercicio
(NEVES et al., 2012; RICHARD, 1987). Desde entdo, 0 RSV tem sido alvo de pesquisas que
comprovam diversas propriedades bioldgicas, entre elas, o efeito antioxidante (OLAS et al.,
2006), sendo comprovadamente um eficiente eliminador de radicais hidroxila, superoxido e
radicais livres, atuando na protecdo contra danos de peroxidacdo lipidica e fragmentacdo de
DNA (LEONARD et al., 2003). Dentre os diversos sistemas organicos em que as acdes do
RSV ja foram estudadas, vem se tornando frequente sua avaliagdo na preservacdo da
qualidade de espermatozoides, como sémen ovino refrigerado (SARLOS et al., 2002) e
congelado (SILVA et al., 2012); prévia incubagdo e criopreservacdo de sémen humano
(BRANCO et al., 2010; GARCEZ et al., 2010; TSONEV et al., 2018) congelamento de sémen
bovino (BUCAK et al.,, 2015); refrigeracio (GADANI et al.,, 2017) e diluente de
descongelamento (RIGO et al., 2016) de sémen de javalis; em congelamento de sémen
bubalino (LONGOBARDI et al., 2017); congelamento de sémen de galos (NAJAFI et al.,
2019); e também em refrigeracdo (MATHENY et al., 2015) e congelamento (GIARETTA et
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al., 2014; NOURI et al., 2018) de sémen equino. Considerando o estresse oxidativo como
fator primordial na queda da qualidade do sémen congelado e uma forte limitagdo da
utilizacdo desta técnica, o0 uso do RSV como agente antioxidante no diluente para
criopreservacao de sémen pode ser uma alternativa na preservacao de parametros cinéticos,
funcionais e bioquimicos de espermatozoides equinos descongelados. A partir do exposto, 0
presente trabalho tem como objetivo verificar o efeito da suplementacdo de 10 uM de RSV
em diluente de congelamento sobre parametros cinéticos, funcionais e bioquimicos de
espermatozoides descongelados de garanhfes com histérico de boa qualidade seminal na raca

Crioula.

MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Pampa (numero de protocolo: 028/2018). Reagentes e produtos
quimicos com fontes ndo mencionadas no trabalho foram adquiridos na Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, EUA).

Com o auxilio de vagina artificial modelo Missouri, foram coletados doze
ejaculados de quatro garanhdes (trés ejaculados cada) da raca Crioula, com idade entre cinco e
quinze anos, em regime de coleta durante estacdo reprodutiva na América do Sul.
Imediatamente apds a coleta, o sémen foi avaliado e diluido em Botusémen® até a
concentracdo de 50x10° sptz/mL, e em seguida, duas amostras de 30 mL em tubos graduados
foram transportadas ao laboratério em caixa térmica refrigerada a 15°C (méaximo de 30
minutos) para posterior processamento. Para este estudo, foram utilizados apenas ejaculados
que atendessem os parametros minimos de volume livre da fracdo gel > 30 mL, motilidade
total > 70%, concentragao > 100x 108 sptz/mL e auséncia de alteragdes fisicas macroscopicas.

As amostras foram centrifugadas a 500 x G por 15 min, o sobrenadante foi eliminado
e o pellet ressuspendido e ajustado para concentracdo de 200x10° sptz/mL em diluente:

Botucrio® sem suplementacdo (Controle) ou, Botucrio® suplementado com 10 uM de RSV.
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Posteriormente, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 mL, congeladas em maquina
automatizada TK 3000 (TK tecnologia em congelacéo, Ltda., Minas Gerais, Brasil) e depois
imersas em nitrogénio liquido.

Para avaliacdo, duas palhetas de cada grupo/partida foram descongeladas em banho-
maria a 37°C por 30 segundos. As seguintes variaveis foram examinadas: cinética
espermatica; morfologia; longevidade; integridade de membrana plasmatica, acrossomal e
potencial de membrana mitocondrial; producdo de espécies reativas de oxigénio; e potencial
antioxidante total.

A cinética espermatica foi avaliada pelo software Assisted Semen Analysis (SCA,
versdo 5.1; Microptic, Barcelona, Espanha). Espermatozoides que apresentaram linearidade
(STR) acima de 80% foram considerados progressivos. Os seguintes parametros foram
analisados: motilidade total (TM; %), motilidade progressiva (PM; %), velocidade retilinea
(VSL; um/s), velocidade curvilinea (VCL; um/s), velocidade média do trajeto (VAP; um/s),
retilinearidade (STR; %), linearidade (LIN; %), amplitude de batimento lateral de cabeca
(ALH; pm), frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF; Hz), e percentual de
espermatozoides com movimentos rapidos (Hyperactivity; %). Para longevidade, aliquotas de
200 pL de sémen foram mantidas em banho-maria a 38 ° C, e os valores de cinética
espermatica registrados ao final de duas horas (SIEME, 2009).

Para morfologia espermética, uma aliquota de sémen foi fixada em formaldeido 4%
na propor¢do 1:20. As alteracGes morfoldgicas dos espermatozoides foram quantificadas por
meio de preparacdo umida em microscopio de contraste de fase, com aumento de 1000 x,
onde 200 células de cada tratamento foram contadas e seus defeitos classificados quanto a
patologias de cabeca, peca intermediaria e cauda (BLOM, 1973).

A integridade das membranas plasmatica, acrossomal e potencial de membrana

mitocondrial foram avaliadas simultaneamente de acordo com o protocolo descrito por
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NASCIMENTO et al. (2008) e CELEGHINI et al. (2010), pela associacdo das sondas iodeto
de propidio (PI), aglutinina de Pisum sativum conjugada com isotiocionato de fluoresceina
(FITC — PSA) e Tetraetilbenzimidazolil carbocianina (JC-1).

Os niveis de espécies reativas foram determinados por um método
espectrofluorimétrico,  usando  2’,  7’-diclorofluoresceina  diacetato  (DCF-D)
(LOETCHUTINAT et al., 2005). As amostras foram incubadas no escuro com 5 ul. de DCF-
C (LmM). Foi monitorada a oxidacdo da DCF-D para diclorofluoresceina (DCF) fluorescente
pelas espécies reativas. A emissdo da intensidade de fluorescéncia foi realizada em 520 nm
(com excitacdo de 488 nm) 60 minutos ap6s a adicdo da DCF-D, em Espectrofluorimetro
Shimadzu modelo RF-5301PC. Os resultados foram expressos em UF (unidades de
fluorescéncia).

O potencial antioxidante total foi determinado através do potencial antioxidante
redutor férrico (FRAP). Neste ensaio, 0s antioxidantes presentes na amostra foram avaliados
como redutores do Fe+3 a Fe+2, o qual € quelado pela 2,4,6-Tri (2-piridil)-s-triazina (TPTZ)
para formar o complexo Fe+2-TPTZ com absorcdo méaxima em 593 nm (BENZIE; STRAIN,
1996).

Todas as variaveis continuas foram testadas para normalidade utilizando o teste de Shapiro
Wilk e, quando necessério, foi aplicado um método de normalizacdo de acordo com a
distribuicdo dos dados. O efeito dos tratamentos nas diferentes variaveis continuas foi

determinado pelo Test T Student. A longevidade foi analisada utilizando ANOVA para dados

repetidos. Para todas as andlises foi considerado como nivel de significancia P<0,05.

RESULTADOS
Os resultados de cinética espermatica imediatamente ap0s o descongelamento e apos
120 min de incubacdo em banho maria a 38°C (longevidade), entre grupo Controle e

Resveratrol (RSV), estdo demonstrados na tabela 1. A suplementacdo do diluente para
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congelamento Botucrio® com RSV nas condic¢des avaliadas ndo influenciou os parametros de
cinética espermatica, tdo pouco alterou a longevidade dos espermatozoides. Na figura 1, é
evidenciado o decréscimo das médias de motilidade total durante a incubacdo em banho-
maria a 38°C. As avaliacdes de cinética espermatica apos o descongelamento foram realizadas
com intervalos de 30 minutos, durante o periodo de duas horas, e constatou-se que 0 RSV néo
foi capaz de preservar a qualidade espermatica em nenhum periodo avaliado. N&o havendo
diferenca em relacdo aos grupos controle e RSV, as figuras 2 e 3 apresentam as médias dos
valores de motilidade total e progressiva, de cada garanhdo, durante a avaliacdo de
longevidade. A intensidade do declinio dos valores de motilidade ao longo do tempo mostra
uma importante variabilidade individual, onde a criotolerancia do sémen dos garanhdes A e D
é superior aos garanh@es B e C, mas ainda assim néo foi observada acéo significativa do RSV
sobre estes parametros em relagdo aos cavalos com espermatozoides tolerantes ou mais
sensiveis ao congelamento.

Os parametros de morfologia espermatica, integridade de membrana plasmaética e
acrossomal, potencial de membrana mitocondrial, producdo de ERO e potencial antioxidante
total entre grupo Controle e RSV estdo representados na tabela 2. N&do foram observadas

influéncias estatisticamente significativas quando comparadas as médias entre 0s grupos.

DISCUSSAO

Apesar das inimeras vantagens, o processo de congelamento de sémen reduz
consideravelmente a qualidade e tempo sobrevivéncia de espermatozoides no trato
reprodutivo da fémea (ORTEGA FERRUSOLA et al., 2009). Na peca intermediaria dos
espermatozoides, encontram-se mitocondrias, que geram energia a partir de reservas

intracelulares de ATP responsaveis pela motilidade espermatica (GARNER; HAFEZ, 2016).
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O congelamento induz danos axonemais, resultando em declinio de motilidade, de potencial
de membrana mitocondrial e de integridade morfoldgica (DE LAMIRANTE; CAGNON,
1992). Estes prejuizos decorrentes de danos letais e subletais nas celulas espermaticas séo
desencadeados por alteragdes de membrana, estresse oxidativo e dano nuclear (WATSON,
2000). Devido a isso, entre as alternativas para a protecdo dos espermatozoides durante a
criopreservacao, relata-se a suplementacdo de diluentes de sémen com moléculas
antioxidantes (BAUMBER; BALL; LINFOR, 2005; CONTRERAS et al., 2019).

Devido ao crescente interesse e reconhecimento das propriedades biologicas do RSV
como antioxidante natural (OLAS et al., 2006; ZINI et al., 1999), o presente estudo avaliou a
influéncia da sua suplementacdo em diluente de congelamento sobre a qualidade de
espermatozoides equinos descongelados. Embora o efeito da suplementacdo de RSV em
diluente de congelamento tenha sido verificado em varias espécies, inclusive equinos
(BUCAK et al., 2015; LONGOBARDI et al., 2017; LV et al., 2019; NAJAFI et al., 2019;
NOURI et al., 2018; SILVA et al., 2012; TSONEYV et al., 2018), este é o primeiro estudo que
estuda seu potencial efeito com garanhdes de boa qualidade seminal, considerando os
pardmetros minimos desejaveis pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (2013). A
concentracdo de RSV selecionada para este estudo foi baseada no resultado promissor obtido
com garanhdes de baixa qualidade seminal da raca Arabe (NOURI et al., 2018).

A motilidade espermatica esta intimamente relacionada a eficiéncia reprodutiva, e
pode ser um indicador confiavel na avaliacdo da qualidade do sémen congelado e seu
potencial de fertilizacdo (MORTIMER, 2000). Em nosso estudo, a suplementacédo de 10 uM
de RSV no diluente de congelamento ndo influenciou na perda de motilidade espermatica
apos o processo de congelamento e descongelamento. Resultados similares foram encontrados
utilizando modelos humanos (GARCEZ et al., 2010), bubalinos (LONGOBARDI et al., 2017)

e ovinos (SILVA et al., 2012). Efeitos positivos sobre a preservacdo da motilidade total ou
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progressiva foram observados em touros, homens, garanhdes, galos e bodes (BUCAK et al.,
2015; LV et al., 2019; NAJAFI et al., 2019; NOURI et al., 2018; TSONEV et al., 2018).
LAGOUGE et al. (2006) provaram que os efeitos de pequenas concentraces de RSV estavam
associados a inducdo de genes responsaveis pela fosforilagdo oxidativa e biogénese
mitocondrial, promovendo fungdes mitocondriais, sugerindo que pequenas concentracdes de
RSV poderiam aumentar o metabolismo energético dos gametas e melhorar sua vitalidade.
Em contrapartida, altas concentracdes de RSV podem levar a producdo de ERO e quinonas
citotoxicas como resultado de um processo auto-oxidativo (KLAUS et al., 2010), e essa forma
oxidada pode gerar complexos com cobre que induzem a fragmentacdo de DNA (HADI et al.,
2010). O efeito deletério de altas doses de RSV em sémen congelado foi relatado por alguns
autores em parametros como motilidade espermatica, potencial de membrana mitocondrial e
fragmentacdo de DNA (BUCCI et al., 2018; GARCEZ et al., 2010; SILVA et al., 2012).
Dentre as varidveis que dificultam a comparacdo entre diferentes estudos, estdo o
tempo de incubagdo do sémen com 0 RSV e 0 momento da avaliacdo espermatica. Ainda ndo
foi elucidado em que momento o RSV age na célula e contribui efetivamente para a
preservacdo da qualidade seminal. Os experimentos que apresentam efeitos positivos do RSV
sobre a motilidade total relatam protocolos com um periodo de equilibrio térmico variavel
entre duas a cinco horas, sob temperaturas entre 4 e 5 °C, no qual o RSV permanece em
contato com 0 sémen previamente & imersdo das amostras em nitrogénio liquido (BUCAK et
al., 2015; LV et al., 2018; NAJAFI et al., 2019). A avaliagdo espermatica nestes relatorios se
deu imediatamente ap0s o descongelamento das palhetas em banho-maria a 37 graus por 20 a
30 segundos. Na espécie equina, além de ocorrer centrifugacdo e remocéao do plasma seminal,
0 tempo de equilibrio térmico e consequentemente exposicdo ao diluente com RSV e
consideravelmente menor. No estudo relatado por NOURI et al. (2018), a taxa de refrigeracdo

permitiu a manutencdo do RSV (10 pM) com o sémen por um periodo aproximado de 37 min,
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e os resultados mostram elevacdo da motilidade total em relacdo ao grupo controle
(43,85+3,80% e 40,27+2,96%; p<0,05). Em nossa pesquisa, a taxa de refrigeracdo ocorreu em
um periodo ainda menor (27 min), e ndo foi constatada nenhuma influéncia significativa na
motilidade total entre os grupos. Assim como NOURI et al. (2018), as palhetas do presente
estudo foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos. Porém, enquanto o
estudo previamente citado realizou uma Unica avaliagcdo 10 min ap6s o descongelamento,
nossas amostras foram avaliadas imediatamente (O min), e repetidamente a cada 30 min apos
0 descongelamento (30, 60, 90 e 120 min), ndo havendo influéncia significativa em qualquer
tempo avaliado (Figura 1).

Sabendo que a criopreservacdo induz a elevacdo de anormalidades morfoldgicas em
relacdo ao sémen fresco (BRUM; SABEUR; BALL, 2008), nosso estudo revela que nédo
houve influéncia do RSV sobre a preservacdo da morfologia espermaética, assim como
relatado em humanos, galos e bodes (LV et al., 2019; NAJAFI et al., 2019; TSONEV et al.,
2018), com excecdo da dose de 250 um em sémen de bodes que acarretou no aumento do
percentual de espermatozoides anormais.

A integridade de membrana plasmatica, acrossomal e potencial de membrana
mitocondrial também sdo pardmetros importantes associados a criodanos e potencial
fecundante de espermatozoides (SILVA; GADELLA, 2006). Assim como relatado com
baixas doses de RSV em carneiros (SILVA et al., 2012), nenhum destes parametros foi
influenciado em nosso estudo. Claramente, estudos prévios apontaram efeito protetor a
integridade de membrana plasmatica (LONGOBARDI et al., 2017; LV et al., 2019; NAJAFI
et al.,, 2019; NOURI et al., 2018), provavelmente relacionado a alta capacidade de atingir
membranas rigidas peroxidadas e aumentar a fluidez da membrana, interagindo com os
radicais da bicamada lipidica alterada (TADOLINI et al., 2000), mantendo a integridade e

equilibrio i6nico da membrana celular (BRITTES et al., 2010). Devido a essa agéo, 0 RSV
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pode preservar a motilidade e proteger a célula contra a peroxidacao lipidica, preservando a
cromatina e as membranas plasmaticas (COLLODEL et al., 2011). Semelhante a acdo do
colesterol em membranas bioldgicas, 0 RSV e contribui para a regulacdo da estrutura e fluidez
da membrana, influenciando na atividade de suas proteinas e, portanto, controlando as vias de
sinalizacdo celular (NEVES et al., 2012). As mitocondrias sdo as principais organelas
responsaveis pela sintese de ATP e producdo de ERO, resultados do processo de fosforilacéo
oxidativa. Danos mitocondriais interrompem a producdo de ATP e elevam a producdo de
ERO, acarretando em estresse oxidativo e declinio da qualidade espermatica (HUSSAIN et
al., 2018; MORTIMER, 2000; RAVAGNAN; ROUMIER; KROEMER, 2002). Os estudos
que apresentam efeito protetor do RSV sobre o potencial de membrana mitocondrial
(BUCAK et al., 2015; LV et al., 2019; NAJAFI et al., 2019; NOURI et al., 2018), associam
este efeito a propria relacdo da funcdo mitocondrial com a motilidade e viabilidade
espermatica (KASAI et al., 2002). Em todos 0s experimentos previamente relatados com
sémen congelado, 0 RSV ndo alterou a integridade acrossomal dos espermatozoides (BUCAK
et al., 2015; BUCCI et al., 2018; GADANI et al., 2017; SILVA et al., 2012), com excecao de
LV et al. (2019) que constatou efeito benéfico em caprinos. Provavelmente, as concentragdes
entre 10 e 50 uM utilizadas por LV et al. (2019) tenham afetado o influxo de célcio,
mantendo a concentracio de ATP (MARTIN-HIDALGO et al., 2013), impedindo a
capacitacdo prematura e a reacdo do acrossomal (LI et al., 2018; SARLOS et al., 2002),
melhorando motilidade em decorréncia da economia de seu conteudo limitado de energia.
Apesar do RSV ser um potente neutralizador de ERO (LEONARD et al., 2003), mas
em conformidade com os resultados observados por LONGOBARDI et al. (2017), tanto a
producdo de ERO quanto o potencial antioxidante total do sémen descongelados nao foram
alterados pela adi¢do de RSV. Contrastando nossos resultados, com doses de 10 e 50 uM, LV

et al. (2019) observaram protecdo do RSV contra estresse oxidativo utilizando a detecgéo de
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H2DCFDA em sémen caprino descongelado, provavelmente pela baixa concentracdo de
peroxidos resultante do potencial de remocdo de ERO atribuido ao RSV (DELMAS;
JANNIN; LATRUFFE, 2005; GARCEZ et al., 2010).

Finalmente, deve-se notar que de acordo com a concentracdo de RSV, sua
propriedade deve assumir um perfil antioxidante, imparcial ou pro-oxidante. Dessa forma,
resultados divergentes com o0 RSV e gametas masculinos podem ser atribuidos a associacéo
de varios fatores, incluindo composicéo de diluentes, presenca de plasma seminal, protocolos
de congelamento, espécies, racas e até mesmo variabilidade individual. Portanto, estudos
voltados a determinacdo prévia de perfis de estresse oxidativo devem ser realizados buscando

diluentes e concentracdes de compostos antioxidantes adequadas para cada condicdo.

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a adicdo de Resveratrol na concentracdo de 10uM em
diluente de congelamento Botucrio® ndo influencia na qualidade de sémen descongelado de
garanhdes da raca Crioula. A utilizacdo de garanhdes férteis em nossa pesquisa e a
concentracdo de 10 pM de Resveratrol podem explicar os resultados encontrados. Em
decorréncia da variabilidade racial e individual entre garanhdes, mais estudos devem ser
realizados para defini¢do de perfis de estresse oxidativo e selecdo de concentracdes adequadas

para preservacao da qualidade do sémen descongelado condicdes especificas.
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Tabela 1- Pardmetros de cinética espermatica (média + erro padrdo) ap6s descongelamento
(tempo 0 min) e apds 120 min de incubacdo a 37°C (longevidade), de sémen congelado com
diluente Botucrio® sem adicdo de antioxidante (Controle); ou com adi¢do de 10 uM de

Resveratrol (RSV), proveniente de garanhdes da raca Crioula (P > 0,05).

Parametros 0 min 120 min
C RSV C RSV

™ (%) 59,63+4,09 57,83+4,32 19,60+2,81 17,13+2,47
PM (%) 34,76+3,43 36,00+4,04 10,39+1,58 8,69+1,38
VCL (um/s) 68,17+3,82 70,26+2.93 51,97+1,38 50,00+1,22
VSL (um/s) 43,37+£2.25 46,20+2,29 81.7+21.8 83.6+17.3
VAP (um/s) 57,03+3,47 59,35+3,09 40,89+1,48 38,37+1,30
LIN (%) 66,34+1,48 67,09+1,70 66,92+2,68 64,32+2,35
STR (%) 79,43+1,40 79,61+1,01 85,04+2,15 83,40+1,88
ALH (um) 2,04+0,07 2,01+0,08 2,05+0,08 2,06+0,07
BCF (Hz) 7,83+0,22 7,86+0,21 9,80+0,47 9,82+0,41
Hyperactivity (%) 4,55+0,65 4,67+0,62 1,58+0,31 1,33+0,27

Motilidade total (TM), motilidade progressiva (PM), velocidade curvilinea (VCL), velocidade
retilinea (VSL), velocidade média do trajeto (VAP), linearidade (LIN), retilinearidade (STR),
amplitude de batimento lateral de cabeca (ALH), frequéncia de batimento flagelar cruzado

(BCF), e percentual de espermatozoides com movimentos rapidos (Hyperactivity).
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Tabela 2— Pardmetros de fungdes bioquimicas e funcionais (média + erro padrao) de sémen

congelado com diluente Botucrio® sem adi¢édo de antioxidante (C); ou com adi¢do de 10 pM

de Resveratrol (RSV), proveniente de garanhdes da raca Crioula (P > 0,05).

C RSV

Integridade de membrana plasmatica (%) 54,02+2,73 44,92+12,26
Integridade de acrossoma (%) 78,68+4,42 78,82+3,44
Potencial de membrana mitocondrial (%) 36,71+4,63 36,42+9,53
ROS 25,23+0,89 25,54+0,89
FRAP 339,10+9,96 365,20+9,96
Defeitos maiores (%) 12,74+1,22 12,91+1,22
Defeitos menores (%) 8,98+0,77 9,48+0,77

Producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), potencial antioxidante redutor férrico

(FRAP).



49

70.0

60.0

40.0

30.0

Motilidade Total

20,0
10.0

0,0
0 30 60 90 120

Tempo

FIGURA 1 - Valores médios de motilidade total de sémen congelado com diluente Botucrio®
sem adicdo de antioxidante (Controle), ou com adicdo de 10 puM de Resveratrol (RSV),
proveniente de garanhdes da raga Crioula. As avaliagdes foram realizadas com intervalos de
trinta minutos (0, 30, 60, 90 e 120) durante incubacdo em banho-maria a 37°C (P > 0,05).
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FIGURA 2 - Valores médios de Motilidade Total com intervalos de trinta minutos (0, 30, 60,
90 e 120), durante duas horas de incubacdo a 38°C de doze amostras de sémen congelado
provenientes de quatro garanhdes da raca Crioula. As diferencas estatisticas (P<0,0001) entre
os individuos foram destacadas por letras diferentes em relacdo ao tempo de avaliacéo.
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FIGURA 3 - Valores médios de Motilidade Progressiva com intervalos de trinta minutos (0, 30,
60, 90 e 120), durante duas horas de incubacéo a 37°C de doze amostras de sémen congelado
provenientes de quatro garanhdes da raca Crioula As diferencas estatisticas (P<0,0001) entre

os individuos foram destacadas por letras diferentes em relacdo ao tempo de avaliacao.
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5 CONCLUSAO

e A adicdo de 10 pM de RSV no diluente para congelamento Botucrio® né&o alterou os
parametros de cinética e longevidade, ndo apresentou eficicia sobre a preservacdo da
morfologia, integridade de membrana plasmatica, acrossomal e potencial de
membrana mitocondrial, e tdo pouco influenciou as condicGes de estresse oxidativo de
espermatozoides descongelados. Portanto, nas condi¢des avaliadas, o RSV ndo
influencia na qualidade de sémen descongelado de garanhdes da raca Crioula.

e Devido a grande variabilidade individual encontrada nos pardmetros seminais dos
garanhdes estudados, se faz necessaria a realiza¢do de estudos com um maior numero
de individuos e repeti¢bes para determinacdo de conclusdes definitivas sobre o efeito

do RSV na congelabilidade de espermatozoides.
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6 PERSPECTIVAS

Os garanhdes utilizados nesta pesquisa foram animais adultos, da raca Crioula, com
parametros de motilidade seminal desejaveis em exame andrologico. Mais estudos
podem ser realizados verificando o efeito de outras doses e a suplementacdo do sémen
de garanhdes desta raga com baixa qualidade seminal.

Baseado nos resultados divergentes apresentados por modelos experimentais
semelhantes em diferentes pesquisas, estudos que determinem o perfil oxidativo do
ejaculado de garanhdes podem ser Uteis para justificar a adequacdo de diferentes doses

de RSV conforme a demanda antioxidante em individuos da mesma espécie, ou raca.
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