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RESUMO
USO DA N-ACETIL-L-CISTEINA NO RESFRIAMENTO DE SEMEN EQUINO
Autor: Ricardo Olimpio Schenatto
Orientadora: Mara lolanda Batistella Rubin

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da N-acetil-L-cisteina (NAC), adicionada
ao diluente composto de leite em po desnatado, sobre a viabilidade espermatica e o
estresse oxidativo do sémen equino resfriado a 5°C. Ejaculados de 8 poneis da raca
Brasileira foram coletados em triplicata resultando em 24 ejaculados. O sémen foi
distribuido em 4 grupos: Equidil® + 0,00 mM (controle), 0,5 mM, 1,0 mM ou 2,5 mM
de NAC. As amostras foram armazenadas em tubos de 15mL e mantidas em caixas de
transporte de sémen BotuFLEX® (Botupharma, Botucatu-SP, Brasil). Parametros como
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), vigor, pH, resposta ao teste
hiposmotico (HOST) e atividade mitocondrial (MTT) foram avaliados nas 24 e 48 h, bem
como no sémen fresco, apos a diluicdo. O vigor, MT e MP foram também avaliados ap06s
teste de termorresisténcia (TTR), na auséncia e presenca de peroxido. A MT, a MP, o
vigor espermatico e a MTT foram similares (P > 0.05) entre as concentraces de NAC,
nas 24 e 48 h. A resposta ao HOST foi semelhante entre as concentragdes de NAC (P >
0,05) nas 24 h de resfriamento, porém nas 48 h ocorreu diminuicdo da funcionalidade da
membrana no grupo NAC 2,5 mM em comparacéo ao grupo EQUIDIL, sem adigcdo de NAC.
A MT, a MP e vigor, das amostras resfriadas por 24 h e submetidas ao TTR, diferiu entre
sem e com peroxido (P < 0,05) nos grupos Equidil, 0,5 mM e 1,0 mM, mas foi similar na
concentracdo de 2,5 mM de NAC. Quando o sémen foi resfriado por 48 h, houve diferenca
no vigor e MT entre amostras com e sem peroxido (P < 0,05), em todos 0s grupos testados,
mas a MP foi similar entre amostras com e sem perdxido, na concentracéo 2,5 mM. O pH
do diluente Equidil® foi o maior e os grupos Equidil + 0,5 mM e 1,0 mM tiveram valores
intermediarios, enquanto a concentracdo de 2,5 mM de NAC gerou valores mais baixos,
nos trés momentos avaliados (P < 0,05). Ndo houve variacéo significativa de pH entre os
momentos 0 e 24 h (P=0,7075) e entre 0 e 48 h (P=0,4617), em todos 0s grupos testados.
As concentracdes de NAC testadas ndo melhoraram a motilidade, integridade da
membrana plasmatica, atividade mitocondrial e resposta ao HOST de espermatozoides
equinos resfriados a 5°C e armazenados por 48 h. Apds TTR, as concentragcdes de NAC
testadas ndo evitaram a diminui¢do da motilidade e vigor espermético, na presenca de

peréxido.
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ABSTRACT
USE OF N-ACETYL-L-CYSTEINE ON THE COOLED EQUINE SEMEN
Author: Ricardo Olimpio Schenatto
Adviser: Mara lolanda Batistella Rubin

The aim of this study was to evaluate the effect of N-acetyl-L-cysteine (NAC) based on
skim milk powder extender on sperm viability and oxidative stress of equine semen
cooled to 5°C. Ejaculate of 8 ponies of the Brazilian breed were collected in triplicate,
resulting in 24 ejaculates, distributed in 4 groups: Equidil® extender + 0.00mm (control),
0.5mM, 1.0mM and 2.5mM of NAC with the semen samples were The samples were
stored in 15mL tubes and kept in BotuFLEX® semen transport boxes (Botupharm,
Botucatu/SP/Brazil). Parameters, such as motility, vigor, pH, osmolarity, HOST, and
MTT were evaluated at 24 and 48 h of cooling also in fresh semen. Vigor, total (TM) and
progressive motility (PM) were also evaluated after thermoresistance test (TTR), in the
absence and presence of peroxide. TM, PM, sperm vigor and MTT were similar (P >
0.05) between NAC concentrations at 24 and 48 h. The response to HOST was similar
between NAC concentrations (P > 0.05) at 24 h cooling, but at 48 h there was a decreased
in membrane functionality in 2.5mM NAC group compared to the EQUIDIL group. TM,
PM, and vigor of the samples cooled by 24 h and submitted to TTR differed between
without and with peroxide (P< 0.05) in the EQUIDIL, 0.5mM and 1.0mM groups, but
was similar in 2.5mM NAC. After cooling for 48 h, there was difference in vigor and TM
between samples with and without peroxide (P < 0.05) in all groups tested, but the PM
was similar between samples with and without peroxide at concentration 2.5mM of NAC.
The pH of the EQUIDIL extender was higher and the EQUIDIL + 0.5mM and 1.0mM
groups had intermediate values, while the 2.5mM NAC concentration generated lower
values in the three evaluated periods (P < 0.05). There was no significant variation of pH
between 0 and 24 h (P=0.7075) and between 0 and 48 h (P=0.4617) in all groups tested.
The concentrations of NAC tested did not improve motility, plasma membrane integrity,
mitochondrial activity and response to HOST equine spermatozoa cooled to 5°C and
stored for 48 h. After TTR, the concentrations of NAC tested did not prevent the decrease

of motility and sperm vigor in the presence of peroxide.

Keywords: Stallion; Semen; Motility; N-acetyl-1-cysteine
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1 INTRODUCAO

O uso da inseminagéo artificial (IA) em equinos e o transporte de sémen equino
aumentou em todo o mundo nos anos de 1970 e 80, embora ainda existam algumas
associagdes de ragas que ndo registram potros resultantes de inseminagfes com sémen
transportado (KATILA, 1997). Diferente de outras espécies animais, 0s equinos sdo
selecionados para se tornar reprodutores apds terem tido uma carreira vitoriosa, terem
sido campedes em grandes prémios, independentemente se seu sémen € adequado para o
resfriamento e congelamento ou até mesmo se 0 sémen é fértil. Sabe-se que nem todos 0s
garanhdes podem ser utilizados para a producdo de sémen com o intuito de resfriamento,
ja que a fertilidade terd um decréscimo quando o seu sémen é processado, resfriado e
transportado. Isto esta relacionado com a composi¢cdo do plasma seminal (BRINSKO et
al., 2000).

Segundo Jasko et al. (1992), a fertilidade do sémen resfriado se mantém por 24 a
48 h sem perdas significativas. O proprio garanhdo é um dos principais fatores que afetam
a longevidade dos espermatozoides durante o0 armazenamento e o transporte. Os
garanhdes sao classificados em bons ou ruins conforme a adequacéo de seu sémen para o
processo de refrigeracdo e transporte (BRINSKO et al., 2000). Além disso, a qualidade
do sémen, da composicdo do plasma seminal e da membrana espermatica (AURICH,
2005) séo parametros esséncias para categoriza-los.

Nos ultimos anos, a cisteina e precursores de glutationa foram objeto de estudo como
antioxidantes para prevenir perdas da motilidade espermatica de mamiferos
(FUNAHASHI e SANO, 2005; MICHAEL et al., 2007). A N-acetil-L-cisteina (NAC) foi
suplementada ao sémen de aves com melhoria dos parametros espermaticos em
armazenamento por 24 e 48 h a 5°C na concentracdo de 15 mM (PARTYKA et al., 2015).
A adicdo de NAC revelou resultados satisfatorios nas concentracdes 0,5 mM e 1,0 mM,
respectivamente, no sémen canino (MICHAEL et al., 2010) e suino (WHITAKER et al.,
2012), enquanto que em equinos ndo apresentou melhora na integridade da membrana e
na motilidade com concentracdes que variaram entre 0,209 e 20,0 mM, mantendo 10%
de plasma seminal (PS) (PAGL et al., 2006) e com a total remocéo do PS, (REGHINI et
al., 2011).

Em pesquisa recente, Rodrigues et al. (2016) adicionaram as concentrac¢ées 1,0 mM,
2,5 mM e 5,0 MM de NAC ao diluente, mantendo 50% de plasma seminal com o objetivo

de avaliar o efeito da NAC sobre a motilidade progressiva, funcionalidade da membrana
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e dispersdo da cromatina espermatica. Nas avaliacGes a fresco (0), 24 e 48 h refrigerado
a 5°C ndo foram verificados resultados positivos sobre os referidos parametros.

Estudos sobre a concentracao ideal a ser adicionada ao sémen equino para manter a
qualidade seminal e a protecdo ao estresse oxidativo durante o resfriamento ainda sdo
escassos e resta esclarecer sua eficiéncia. O presente estudo foi conduzido para avaliar,
se mantendo 20% de PS o efeito de diferentes concentracdes da NAC sobre a viabilidade

espermatica e estresse oxidativo do sémen equino resfriado a 5°C € positivo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A tecnologia de resfriamento de sémen teve grande impacto sobre a industria da
reproducdo equina, especialmente ao longo dos Gltimos anos, com a aceita¢do do uso de
sémen resfriado pela maioria das racgas equinas (LOOMIS, 2006). A taxa de fertilidade
do sémen refrigerado pode ser alterada por fatores incluindo diferencas inerentes nao s
a variacdo individual entre garanhdes, mas também a metodologia de processamento e
refrigeracdo do sémen, além do diluente de sémen utilizado (AURICH, 2008; NUNES et
al., 2008).

2.1 Inseminagéo artificial

A inseminagdo artificial (1A) é uma prética utilizada em todo o mundo, em todas
as especies de animais e vem aumentando 0 seu uso em animais de companhia e animais
selvagens (AURICH, 2012). A 1A é uma técnica basica e essencial para outras
biotecnologias, desde transferéncia de embrifes até clones.

Os primeiros programas de 1A foram iniciados no final do século 19 na Russia,
pioneira em conduzir IA em animais domésticos. O cientista Elia lwanoff ndo foi o
pioneiro a realizar a 1A em equinos, mas foi o primeiro a conduzir experimentos
controlados nos quais as éguas eram inseminadas com pipetas de borracha e seringas
(AURICH, 2012).

Nas décadas de 60 e 70, houve uma modificacdo no uso dos animais, ou seja,
animais até entdo utilizados somente no campo passaram a ser utilizados na modalidade
esportiva. Naquele periodo ocorreu importante aumento da aplicacao da IA e os avangos
do uso de sémen bovino foram utilizados para aprimorar 0 uso de sémen equino
(AURICH, 2012). Em muitos paises, 0 aumento drastico do uso de A em equinos se deu
nos anos de 1980. Na Alemanha e Franca, a IA em equinos se tornou possivel aos
criadores pela oferta dos servicos estatais ainda disponiveis (AURICH e AURICH, 2006)
na atualidade.

Segundo Alvarenga et al. (2003), estima-se que somente 30 a 40% dos garanhdes
produzem sémen de boa qualidade para o processo de congelamento. Tendo em vista que
pequena porcentagem de garanhdes toleram o congelamento de sémen, o resfriamento

vem sendo a principal alternativa para a sua conservagdo. Apesar de apresentar curto
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tempo de conservagdo quando comparado com o congelamento, o sémen resfriado tem

uma maior viabilidade no trato uterino e consequentemente maior taxa da fertilidade.

2.2 Espermatozoide e membrana plasmatica

Os espermatozoides sdo células altamente especializadas em armazenar e
transportar material genético, que tem habilidades de motilidade e fertilizagdo do 6vulo
(AURICH, 2005). Qualquer dano a membrana plasmaética é irreversivel e causa um
decréscimo na motilidade e na capacidade de fertilizacdo. Na ejaculacéo e no trato genital
feminino os espermatozoides estdo sujeitos a danos de membrana e até morte celular,
sendo que dos bilhdes do ejaculado, apenas algumas centenas chegardo ao oviduto
(MORRIS et al., 2000). A membrana plasmatica do espermatozoide é heterogénea e
consiste em cinco areas especificas: acrossoma, segmento equatorial, regido basal, parte
intermediaria e a cauda (LADHA, 1998). As diferencas entre essas regides estdo
diretamente ligadas a sua funcéo fisioldgica especializada. Antes e depois da ejaculagédo
a membrana plasmatica passa varias mudancas (GADELLA et al., 2001).

Segundo Jasko et al. (1992), o simples processamento do sémen para
armazenamento e inseminacdo artificial pode danificar a membrana plasmatica do
espermatozoide. O sémen armazenado a 5°C por 24 h tem a mesma eficiéncia que o sémen
fresco. No entanto, 0 sémen com mais tempo de armazenamento diminui drasticamente a
taxa de motilidade e fertilidade. Os processos de peroxidacdo lipidica da membrana
plasmatica do esperma podem causar a perda da motilidade e da capacidade de
fertilizacdo (AITKEN, 1994; STOREY, 1997).

2.3 Plasma seminal

O plasma seminal (PS) ¢ uma mistura de fluidos provenientes dos testiculos
epididimos e principalmente das glandulas sexuais acessOrias (prostata, vesiculas
seminais e glandula bulbouretral). Embora muitos estudos bioquimicos ja tenham sido
publicados sobre PS, ainda ndo é totalmente compreendido a sua real funcédo fisiologica
(KARESKOSKI e KATILA, 2008). Em um ejaculado, um garanhdo pode ter de seis a
nove fragbes de sémen, sendo que as trés primeiras contém 70% do total de
espermatozoides (KOSINIAK, 1975). A composicao do PS varia em cada fracéo, pois as

glandulas acessorias liberam seus fluidos em uma ordem especifica.
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O plasma seminal contém varios antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, a
total remogéo pode aumentar a suscetibilidade dos espermatozoides as EROs devido a
remocdo de antioxidantes presentes no PS (WAHEED et al., 2013). O estudo
desenvolvido por Brinsko et al. (2000) revelou que apds centrifugacao e remocao parcial
do plasma seminal, a motilidade progressiva aumentou e limitou a reducdo da mesma de
garanhdes com dificuldade de resfriamento, apds 48 h de resfriamento e armazenamento.

Sob condic¢bes fisiolégicas em monta natural, o sémen é ejaculado diretamente no
limen uterino e a exposicdo do espermatozoide ao plasma seminal € bem menor ap6s
coleta de sémen com vagina artificial (WALTON, 1960 apud AURICH, 2008). Sabe-se
que altas concentracdes de plasma seminal em sémen equino resfriado /armazenado é
deteriorante para a motilidade e fertilidade (JASKO et al., 1992). Por outro lado, com
diluente a remogéo completa do plasma seminal ndo melhora a sua vida util, mas existem
indicativos consistentes de que 5% a 20% de plasma seminal deve ser mantido apds a
centrifugacdo (JASKO et al., 1992; LOOMIS, 2006).

Pesquisas na linha humana revelaram o potencial do plasma seminal atraves do
aumento das taxas de prenhez em programas de fertilizacdo in vitro e em ICSI (VON
WOLFF et al., 2009). Muitas moléculas presentes no plasma seminal podem se ligar a
receptores especificos em células localizadas no trato reprodutivo da fémea e ativar
mudancas em expressdo génica, levando a uma modificacdo na composicdo celular,
estruturas e funcdes nos tecidos locais até mesmo em tecidos distantes do Utero, por
exemplo, ovario. A composicdo do plasma seminal pode influenciar na estabilidade da
membrana, mas estudos do efeito dos compostos do plasma seminal na fungdo do sémen
sdo contraditorios (PICKETT et al., 1975; BAAS et al., 1983; VARNER et al., 1987;
JASKO et al., 1992).

2.4 Diluentes de sémen

O uso do diluente adequado é essencial para a protecdo do espermatozoide equino
durante seu armazenamento (BATELLIER et al., 1997). Os esfor¢os para melhorar a
preservacdo do sémen equino resfriado tém sido centrados na alteracao dos diluentes, bem
como na inclusdo de componentes especificos adicionados para manter a integridade da
membrana, prevenir o estresse oxidativo ou preservar a motilidade dos espermatozoides
(SAMPER, 2000).
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N&o e possivel preservar sémen por mais de duas horas sem a adicdo de diluente. Os
diluentes prolongam a vida dos espermatozoides pela estabilizagdo dos sistemas
enzimaticos mantendo a integridade da membrana, protegem o espermatozoide do meio
ambiente desfavoravel, choques de temperatura, efeitos do plasma seminal, dos produtos
toxicos produzidos pelo proprio espermatozoide, previne o crescimento de micro
organismos e aumenta o volume da dose inseminante (PICKETT e AMANN, 1987). Os
diluentes devem ser aquecidos e adicionados ao sémen imediatamente apds a coleta do
ejaculado e entre 3 a 5 minutos apds a coleta para avaliagdo da concentracdo e da
motilidade (BRINSKO e VARNER, 1992 apud KATILA, 1997).

A maioria dos diluentes de sémen para diluigdo, centrifugacéo, resfriamento e
armazenamento sdo a base de leite ou de gema de ovo (VARNER et al., 1989; JASKO et
al., 1992). Além de diluir o plasma seminal, um efeito positivo do diluente é controlar o
pH e osmolaridade e fornecimento de energia (PAGL et al., 2006). Os diluentes de sémen
deveriam ter uma pressdo osmatica compativel com a do sémen e um pH proximo de
neutro. A osmolaridade do plasma seminal equino é aproximadamente 300 mOsm/L
(PICKETT et al., 1976). A 6tima osmolaridade de um diluente depende da combinacao
dos reagentes e da proporcao de eletrolitos (PICKETT e AMANN, 1987). Os diluentes
disponiveis comercialmente tem osmolaridade entre 250 e 400 mOsm/L (KATILA,
1997). Valores de osmolaridade abaixo de 200 e acima de 400 mOsm/L sdo deletérios
aos espermatozoides. O pH espermatico varia de 7,4 a 7,6 e um pouco acima no segundo
ejaculado coletado uma hora apos o primeiro. A maioria dos diluentes a base de leite tem
um pH de 6,6, podendo variar de 6,5 a 7,0 (PICKETT e AMANN, 1987).

Os diluentes mais utilizados na conservacdo de sémen refrigerado sdo os que
contém leite, principalmente o leite em p6 desnatado (KENNEY et al., 1975) pela sua
praticidade. O diluente desenvolvido com proteinas purificadas do leite compostas com
sais de Hank (INRA96) resultaram em melhores taxas de prenhez quando o sémen foi
mantido a 15°C. A vantagem atribuida a esses resultados foram que a purificacdo das
proteinas eliminou as que causam danos aos espermatozoides, principalmente as que

agem em temperaturas mais altas de armazenamento (BATELLIER et al., 1998).

2.5 Temperatura e curvas de resfriamento

O resfriamento do sémen equino para o transporte e subsequente inseminagdo

artificial, tornou-se generalizado na industria equina. Durante o resfriamento o0s
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espermatozoides passam por uma rapida mudanca de temperatura e passam pelo chamado
“choque térmico pelo frio” (WATSON et al., 1987). Isso ocorre quando alguns liquidos
especificos da membrana plasmatica passam por mudancas estruturais devido a reducao
da temperatura (QUIN, 1985; QUIN, 1989 e PARKS e LYNCH, 1992 apud MORAN et
al., 1992). Jasko (1994) recomenda que padrdes minimos sejam definidos para o
ejaculado ser submetido a refrigeracdo, como concentracdo espermatica maior que
60x10° espermatozoides/ml e motilidade progressiva maior que 40% apos a diluicao.

O espermatozoide equino pode sofrer danos irreversiveis durante o resfriamento
rapido, similar aos ja citados em outras espécies (JASKO et al., 1992); esses danos sdo
conhecidos como “choque térmico pelo frio” e incluem o decréscimo da motilidade,
metabolismo e perdas da proteina intracelular e enzimas. A adi¢cdo de gema de ovo ao
sémen tem mostrado um efeito protetor contra o choque térmico pelo frio.

O Equitainer® (Hamilton-Thorn) é o equipamento mais utilizado mundialmente
para transporte de sémen. O sistema oferece uma média de resfriamento menor que
0,03°C/m e a temperatura fica entre 4 e 6°C, que pode ser mantida por mais de 36 h
(DOUGLAS-HAMILTON et al., 1984). Os referidos pesquisadores demonstraram a
possibilidade da remessa de sémen em Equitainer® com obtencéo de alta taxa (91%) de
concepgéo.

O estudo realizado por Katila (1997) com sémen equino evidenciou que 0S
espermatozoides ficam mais susceptiveis a faixa de temperatura entre 19 e 8°C, pois
coincidem com a mudanca do estado fisico de diversos &cidos graxos presentes na
membrana plasméatica (AMANN e GRAHAM, 1993). O controle gradual de temperatura
necessaria deve obedecer a reducdo de temperatura < 1,0°C/min e, preferencialmente, -
0,03 a-0,05°C/min, entre 20 e 5°C, parece ser a mais indicada por minimizar as alterac6es
fisico-quimicas e estruturais da membrana plasmatica causadas pelo frio (KAYSER et
al., 1992).

2.6 Motilidade e Vigor

A motilidade espermatica € importante porque é prontamente avaliada e reflete
varios aspectos essenciais do metabolismo espermatico e deve ser avaliada em conjunto
com outros pardmetros ao estimar o potencial de fertilizacdo dos espermatozoides
(KATILA, 2001).
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A avaliacéo espermatica convencional em microscopio optico avalia a motilidade
(progressiva e local), morfologia espermatica e, também, a velocidade de movimento dos
espermatozoides (VARNER, 2008). A avaliacdo da motilidade espermatica pode ser
realizada com sémen puro ou previamente diluido, sendo considerada um teste
laboratorial fundamental para estimar/julgar a provavel capacidade fertilizante deste
ejaculado. A avaliacdo do sémen puro mostra a real funcionalidade do sémen em seu
préprio fluido, mas por outro lado pode ser de dificil avaliacdo pela alta concentragdo
espermatica causando aglutinago. E de fundamental importancia o uso de uma platina
aquecedora para laminas acoplada ao microscépio para ter um resultado fidedigno. Nesta
avaliagdo se estima a porcentagem da motilidade total e motilidade progressiva e o vigor
(velocidade de movimento).

A motilidade do sémen é extremamente suscetivel a condi¢cbes ambientais, tais
como excesso de frio ou calor, lubrificantes, luz, desinfetantes e também a osmolaridade
e ao pH do diluente utilizado no sémen. Por esses motivos, & necessario proteger o sémen
do efeito de tais fatores antes da anélise (VARNER, 2008).

2.7 pH e osmolaridade do sémen

O pH do ejaculado equino varia entre 7,4 e 7,6 (PICKETT e AMANN, 1987). O
pH de diluente nesta faixa é tolerado sem efeitos prejudiciais. Durante o0 armazenamento,
bactérias e contaminantes que podem estar no sémen podem produzir metabdlitos que
vao causar uma mudanca no pH do diluente. O pH interno do espermatozoide esta
diretamente relacionado com o pH do diluente (GATTI et al., 1993; JONES e
BAVISTER, 2000) e, novamente, correlacionado com a motilidade espermatica (JONES
e BAVISTER, 2000).

Quando o pH do sémen é drasticamente reduzido, a motilidade e o metabolismo
espermatico por consequéncia também sdo reduzidos (GADEA, 2003). O principal
metabolito responsavel pela diminui¢do do pH do sémen é o cido latico (produzido pelo
metabolismo glicolitico do esperma) que pode ser utilizado como indicador de qualidade
do sémen (RIGAU et al., 1996). A pesquisa conduzida por Wendt et al. (2002) com
avaliacdo do pH em amostras de sémen equino revelou que a motilidade média apds 24 h
tende a ser maior em pH 6,6-6,8 comparado com médias em pH 7,4-7,8 apos

armazenamento em Equitainer®.
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O sémen equino tem osmolaridade aproximada de 300 mOsm/L. A osmolaridade
dos diluentes pode variar de 250 a 400 mOsm/L sem causar perdas significativas.
Segundo Aurich (2011), diluentes com a osmolaridade préxima de 350 mOsm/L mostram
melhores resultados de longevidade do sémen. De acordo com a teoria osmotica, quando
as condicBes se alteram, ocorre o movimento da &gua até a pressdo osmotica do
citoplasma se equilibrar com a pressdo osmotica externa (SIEME et al., 2008). Pommer
et al. (2002) mostraram que a viabilidade espermatica pode cair abaixo de 60% quando o
sémen é exposto a um diluente com osmolaridade de 150 mOsm.kg™.

2.8 Funcionalidade da membrana — Teste hiposmético

O teste hiposmotico foi desenvolvido inicialmente com a finalidade de avaliar a
funcionalidade da membrana plasmatica de espermatozoides humanos (JEYENDRAN et
al., 1984). Este teste verifica o percentual de células espermaticas que apresentam
membrana funcional quando submetidas a uma solucéo hipotdnica compreendida entre
25 e 150 mOsm/kg H.O. Nesta condigdo ocorre edemaciamento do flagelo em células
viaveis e, consequentemente, o dobramento da cauda. O método é simples e de facil
execucdo, sendo amplamente utilizado com sucesso nas avaliagcdes rotineiras de sémen
equino (NIELD et al., 2000), continuando até a presente data por ser fidedigno.

A membrana plasmatica do espermatozoide tem por caracteristica permitir o
transporte de moléculas de forma seletiva, o qual provoca aumento de volume ou edema
do espermatozoide, visivel na cauda (DREVIUS, 1972). Assim, a capacidade da cauda
espermatica enrolar na presenca de solugdo hiposmotica demonstra que esta ocorrendo
transporte de &gua através da membrana, indicando que a membrana esta intacta
(DREVIUS e ERIKSSON, 1966). Portanto, o enrolamento da cauda pode ser relacionado
a funcionalidade da membrana da cabeca. A pesquisa de Jeyendran et al. (1984)
evidenciou que ha correlacdo positiva entre caudas enroladas e penetracdo em odcitos de

hamsters.
2.9 Atividade mitocondrial — Teste de MTT
A viabilidade mitocondrial é avaliada em espermatozoides equinos através do

Teste do 3- (4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT; AZIZ et

al., 2005). O MTT é um sal tetrazélio amarelo solivel em dgua. Em mitocdndrias ativas,
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0 sistema de succinato desidrogenase converte o corante em uma forma insolivel em
agua, por meio da clivagem redutora do seu anel de tetraz6lio formando o cristal de
formazan, de coloracdo purpura (NASR-ESFAHANI et al., 2002). Assim, a quantidade
de formazan formada pode ser determinada através de espectrofotdmetro que fornece uma
estimativa do nimero de mitocéndrias e, portanto, o nimero de células vivas na amostra
(AZIZ et al., 2005; AZ1Z, 2006).

2.10 Antioxidantes utilizados na refrigeracéo

Estudos conduzidos na década de 90 apontam que o uso de antioxidantes melhora

a viabilidade espermatica (BILODEAU et al., 2001; BALL et al., 2001; MICHAEL et al.,

2009), enquanto em outros estudos ndo se obteve melhora na viabilidade espermatica
(PAGL et al., 2006; REGUINI et al., 2011).

Para prevenir a reducdo da motilidade do sémen bovino congelado, com ou sem a

inducdo do estresse oxidativo com perdxido de hidrogénio, Bilodeau et al. (2001)

avaliaram o efeito dos tiois cisteina, glutationa e f-mercaptoetanol, produtos que tém sido

utilizados como antioxidantes em alguns estudos.

2.11 Efeito das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Em condicdes aerobicas o espermatozoide produz EROs, na maioria das vezes
originadas do metabolismo fisiologico das células. Dentre as EROs produzidas podem
ser citadas algumas: anion superoxido, peroxido de hidrogénio, os radicais hidroxil,
hidroperoxil, peroxil e alcoxil, e ainda, o acido hipocloroso (AITKEN, 1995; DE
LAMIRANDE et al., 1997). A centrifugacéo espermatica utilizada para remover o plasma
seminal e para concentrar 0s espermatozoides durante o congelamento remove
antioxidantes presentes no sémen, expondo 0s espermatozoides a danos excessivos de
EROs (BALL, 2008)

No espermatozoide e plasma seminal existem enzimas e algumas moléculas com
acdo antioxidante incluindo a superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase,
redutase, vitamina E, vitamina C, uratos, albumina, taurina e hipotaurina (DE
LAMIRANDE et al.,, 1997). As EROs atacam os fosfolipidios das membranas

especificamente em regides proximas as insaturacdes dos acidos graxos poli-insaturados,
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onde inicia uma cascata de peroxidag&o lipidica que, se ndo for interrompida, compromete
a integridade da cromatina espermética (AITKEN e KRAUSZ, 2001).

2.12 Uso de N-Acetil-L-Cisteina

A N-Acetil-L-Cisteina € um tiol de baixo peso molecular (VAN ZANDWIJK, 1995)
usado como agente mucolitico e, em casos de superdosagem de paracetamol, apresenta
também acdo antioxidante e ha relatos que pode contribuir na prevencao de alguns tipos
de céancer (VIEIRA e FATIBELLO-FILHO, 2005). Em pesquisa conduzida por nossa
equipe (RODRIGUES et al., 2016) foram adicionados 0,0 mM, 1,0 mM, 2,5 mM e
5,0 mM de NAC ao diluente, com manutencdo de 50% de plasma seminal com objetivo
de avaliar o efeito de NAC e o plasma seminal na preservacéo de sémen da espécie equina.
O referido percentual de plasma, com ou sem NAC, ndo resultou em efeito positivo na
avaliagéo a fresco (0), 24 e 48 h de resfriamento a 5°C nos pardmetros de motilidade
progressiva, funcionalidade da membrana e dispersdo da cromatina espermatica.

Mesmo que a suplementacdo de NAC apresente resultados satisfatorios nas
concentracdes 0,5 mM e 1,0 mM, respectivamente no sémen canino (MICHAEL et al.,
2010) e suino (WHITAKER et al., 2012), em equinos ndo apresentou melhora na
integridade da membrana e na motilidade quando testadas as concentracGes entre 0,209 e
20,0 mM (PAGL et al., 2006; REGHINI et al., 2011). J& em humanos, a adicdo de NAC
intensificou o aparecimento de lesdes no DNA espermatico (HUGHES et al., 1998).

Com o objetivo de elucidar o efeito da NAC sobre a viabilidade espermatica e o
estresse oxidativo do sémen de péneis resfriado a 5°C, esta pesquisa foi desenvolvida
com aproximadamente 20% de plasma seminal, percentual bem inferior ao utilizado por
Rodrigues et al. (2016).
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Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da N-acetil-L-cisteina (NAC), adicionada
ao diluente composto de leite em pO desnatado, sobre a viabilidade espermaética e o
estresse oxidativo do sémen equino resfriado a 5°C. Ejaculados de 8 po6neis da raca
Brasileira foram coletados em triplicata resultando em 24 ejaculados. O sémen foi
distribuido em 4 grupos: Equidil® + 0,00 mM (controle), 0,5 mM, 1,0 mM ou 2,5 mM
de NAC. As amostras foram armazenadas em tubos de 15mL e mantidas em caixas de
transporte de sémen BotuFLEX® (Botupharma, Botucatu-SP, Brasil). Parametros como
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), vigor, pH, resposta ao teste
hiposmético (HOST) e atividade mitocondrial (MTT) foram avaliados nas 24 e 48 h, bem
como no sémen fresco, apos a diluicdo. O vigor, MT e MP foram também avaliados ap06s
teste de termorresisténcia (TTR), na auséncia e presenca de peroxido. A MT, a MP, o
vigor espermatico e a MTT foram similares (P > 0.05) entre as concentra¢des de NAC,
nas 24 e 48 h. A resposta ao HOST foi semelhante entre as concentragdes de NAC (P >
0,05) nas 24 h de resfriamento, porém nas 48 h ocorreu diminui¢do da funcionalidade da
membrana no grupo NAC 2,5 mM em comparacéo ao grupo EQUIDIL, sem adi¢cdo de NAC.
A MT, a MP e vigor, das amostras resfriadas por 24 h e submetidas ao TTR, diferiu entre
sem e com peroxido (P < 0,05) nos grupos Equidil, 0,5 mM e 1,0 mM, mas foi similar na
concentracdo de 2,5 mM de NAC. Quando o sémen foi resfriado por 48 h, houve diferenca
no vigor e MT entre amostras com e sem peroxido (P < 0,05), em todos 0s grupos testados,
mas a MP foi similar entre amostras com e sem perdxido, na concentracdo 2,5 mM. O pH
do diluente Equidil® foi o maior e os grupos Equidil + 0,5 mM e 1,0 mM tiveram valores
intermediarios, enquanto a concentracdo de 2,5 mM de NAC gerou valores mais baixos,
nos trés momentos avaliados (P < 0,05). Nao houve variacéo significativa de pH entre os
momentos 0 e 24 h (P=0,7075) e entre 0 e 48 h (P=0,4617), em todos 0s grupos testados.
As concentracdes de NAC testadas ndo melhoraram a motilidade, integridade da
membrana plasmatica, atividade mitocondrial e resposta ao HOST de espermatozoides
equinos resfriados a 5°C e armazenados por 48 h. Apos TTR, as concentracdes de NAC
testadas ndo evitaram a diminuicdo da motilidade e vigor espermatico, na presenca de
perdxido.

Palavras-chave: Garanhdo; Sémen; Motilidade; N-acetil-L-cisteina.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of N-acetyl-L-cysteine (NAC) based on
skim milk powder extender on sperm viability and oxidative stress of equine semen
cooled to 5°C. Ejaculate of 8 ponies of the Brazilian breed were collected in triplicate,
resulting in 24 ejaculates, distributed in 4 groups: Equidil® extender + 0.00mm (control),
0.5mM, 1.0mM and 2.5mM of NAC with the semen samples were The samples were
stored in 15mL tubes and kept in BotuFLEX® semen transport boxes (Botupharm,
Botucatu/SP/Brazil). Parameters, such as motility, vigor, pH, osmolarity, HOST, and
MTT were evaluated at 24 and 48 h of cooling also in fresh semen. Vigor, total (TM) and
progressive motility (PM) were also evaluated after thermoresistance test (TTR), in the
absence and presence of peroxide. TM, PM, sperm vigor and MTT were similar (P >
0.05) between NAC concentrations at 24 and 48 h. The response to HOST was similar
between NAC concentrations (P > 0.05) at 24 h cooling, but at 48 h there was a decreased
in membrane functionality in 2.5mM NAC group compared to the EQUIDIL group. TM,
PM, and vigor of the samples cooled by 24 h and submitted to TTR differed between
without and with peroxide (P< 0.05) in the EQUIDIL, 0.5mM and 1.0mM groups, but
was similar in 2.5mM NAC. After cooling for 48 h, there was difference in vigor and TM
between samples with and without peroxide (P < 0.05) in all groups tested, but the PM
was similar between samples with and without peroxide at concentration 2.5mM of NAC.
The pH of the EQUIDIL extender was higher and the EQUIDIL + 0.5mM and 1.0mM
groups had intermediate values, while the 2.5mM NAC concentration generated lower
values in the three evaluated periods (P < 0.05). There was no significant variation of pH
between 0 and 24 h (P=0.7075) and between 0 and 48 h (P=0.4617) in all groups tested.
The concentrations of NAC tested did not improve motility, plasma membrane integrity,
mitochondrial activity and response to HOST equine spermatozoa cooled to 5°C and
stored for 48 h. After TTR, the concentrations of NAC tested did not prevent the decrease

of motility and sperm vigor in the presence of peroxide.

Keywords: Stallion; Semen; Motility; N-acetyl-1-cysteine
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Introducéo

O uso da inseminacgéo artificial e o transporte de sémen equino teve aumento
significativo nas décadas de 1970 e 1980, embora ainda algumas associa¢des de raca ndo
registrem potros provenientes de sémen transportado (KATILA, 1997; LOOMIS, 2006).
A inseminacdo artificial € uma ferramenta que, se utilizada corretamente, permitira a
maxima eficiéncia reprodutiva e melhoria no progresso genético (PICKETT e SHINER,
1994).

O uso apropriado do diluente é essencial para a protecdo dos espermatozoides
equinos durante o resfriamento e armazenamento (BATELLIER et al., 1997). Os esfor¢os
para melhorar a preservacdo do sémen equino resfriado foram focados nos diluentes, bem
como a adicdo de componentes especificos para manter a integridade da membrana,
prevenir o estresse oxidativo ou preservar a motilidade do espermatozoide.

O oxigénio é essencial para a sobrevivéncia, mas o metabolismo oxidativo das
moléculas bioldgicas pode ser potencialmente toxico, devido a alta formacgéo das espécies
reativas de oxigénio (ROS), que podem alterar a funcdo celular ou sua viabilidade
(BAUMBER et al., 2000). O estresse oxidativo denota uma condi¢do associada ao
aumento dos niveis de danos celulares, induzindo a producdo de ROS (SIKKA et al.,
1995). A mudanca de antioxidante para oxidante pode ocorrer devido ao aumento da
producdo de ROS, a diminuicdo da capacidade antioxidante ou, possivelmente, a
combinacdo de ambos (BAUMBER et al., 2000).

A N-acetil-cisteina (NAC) é um tiol de baixo peso molecular (VAN ZANDWIJK,
1995) utilizado como agente mucolitico. Nos casos de sobredosagem de acetaminofeno,
também tem acdo antioxidante e ja foi relatada na literatura que pode prevenir alguns
tipos de cancer (VIEIRA e FATIBELLO-FILHO, 2005). Embora a suplementacdo de
NAC apresenta resultados satisfatérios em concentracbes de 0,5 mM e 1,0 mM,
respectivamente em sémen canino (MICHAEL et al., 2010) e suino (WHITAKER et al.,
2012), em equino ndo houve melhora da integridade e motilidade da membrana, quando
concentracdes entre 0,209 mM e 20,0 mM (PAGL et al., 2006; REGHINI et al., 2011)
foram testadas. Nos seres humanos, a adicdo de NAC aumentou as lesbes do DNA
espermatico (HUGHES et al., 1998).

O teste hipoosmotico foi inicialmente desenvolvido com o objetivo de avaliar a
funcionalidade da membrana espermatica humana (JEYENDRAN et al., 1984). A



26

membrana espermatica pode permitir o transporte de algumas moléculas de forma
seletiva aumentando seu volume ou causando edema visivel na cauda do espermatozoide
(DREVIUS, 1972). Assim, a habilidade da cauda espermatica em enrolar-se, na presenca
de uma solucdo hipoosmética, significa que estd ocorrendo transporte de &gua na
membrana, indicando que a membranda esté intacta (DREVIUS e ERIKSSON, 1966).
Assim sendo, o enrolamento da cauda pode estar relacionado com a funcionalidade da
membrana e esta proposi¢édo foi formulada em fungéo da correlacdo entre o enrolamento
da cauda e a penetracdo espermatica em o6citos de hamster (JEYENDRAN et al., 1984)

Considerando que ainda ndo esta esclarecida a concentracao ideal de NAC para o
sémen equino, para manter a qualidade seminal e conferir protecdo ao estresse oxidativo
durante o armazenamento e refrigeracéo, o presente estudo foi delineado para avaliar o
efeito de diferentes concentracdes de NAC sobre a viabilidade espermatica e o estresse

oxidativo do sémen equino resfriado a 5°C.

Materiais e Métodos

Este estudo foi conduzido de margo de 2016 a outubro de 2017 durante a estacdo
reprodutiva no hemisfério sul (29°41'-03° Sul, 53°48'-25° Oeste) no Laboratdrio de
Embriologia Animal (Embryolab) da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM,
localizado no Hospital Veterinario Universitario (HVU), em Santa Maria - RS, Brasil.

Oito garanhdes saudaveis da raca ponei Brasileira com fertilidade previamente
comprovada e entre 10 e 16 anos de idade foram utilizados. Os animais foram mantidos
em potreiros com pastagem nativa, acesso a pastagem cultivada e agua ad libitum. Esta
pesquisa fez parte de um projeto registrado e aprovado no Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Maria-UFSM sob namero
1318280916. Como manequim, uma fémea previamente treinada serviu para
procedimentos de coleta de sémen. Esta fémea foi mantida em pastagem nativa com agua
ad libitum. Os ejaculados foram coletados com vagina artificial Hannover (Hannover
Model; Minitube, Tiefenbach, Germany). Os procedimentos para coleta do sémen foram
adaptados de Klug e Sieme (KLUG e SIEME, 2003).

Para compor o estudo, trés ejaculados de cada um dos garanhdes foram obtidos
totalizando 24 ejaculados. Os machos foram submetidos a coleta de sémen a cada trés
dias. Uma vez por semana, uma amostra de sémen foi utilizada para o experimento e as

outras para 0 esgotamento das reserva espermatica gonadal. A temperatura da vagina
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artificial durante a coleta foi mantida entre 42°C e 45°C. Para a coleta, o copo coletor foi
preparado com um filtro de nylon para separar a fragéo gel do ejaculado.

Imediatamente apos a coleta foi realizada avaliagdo macroscopica do ejaculado
para registrar o aspecto, coloragdo e volume. Imediatamente apds, uma amostra foi
retirada para verificar o pH e a osmolaridade do sémen puro. O restante do sémen de cada
ponei foi diluido a 1:1 (sémen:diluente) com diluente a base de leite em p6 desnatado
(Equidil® -Embryolab/UFSM, Santa Maria/RS, Brasil) e centrifugado a 600 x g por 10
minutos. O sobrenadante foi removido e a concentragdo foi ajustada para 50 x 10°
espermatozoides/ml e distribuidos em 4 tubos para adicionar diferentes concentracdes de
N-Acetil-L-cisteina (NAC; A9165, Sigma-Aldrich). O plasma seminal que permaneceu
junto ao pellet foi de aproximadamente 20%. O Equidil®, utilizado no experimento é uma
modificacdo do diluente Kenney (KENNEY et al., 1975), composto por 4,9g de glicose
(Merck 1.08337.1000), leite em p6 desnatado (2,4g) e 95ml de agua ultrapura, sem 0 uso
de antibidticos. As quatro diferentes concentracdes de NAC (0,0 mM; 0,5 mM; 1,0 mM
ou 2,5 mM) foram adicionadas ao diluente assim que o mesmo foi preparado.

Imediatamente apos a diluicdo, as amostras de sémen foram submetidas a
avaliacdo do vigor, motilidade (total e progressiva), pH, concentracao, funcionalidade da
membrana plasmatica (teste hiposmético - HOST) e atividade mitocondrial (MTT).

Imediatamente apos a primeira analise do sémen a fresco, as amostras de sémen
foram acondicionadas em tubos corning e armazenadas em caixas de transporte de sémen
BotuFlex® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) que mantém temperatura de 5°C durante
24 h. No momento da retirada das amostras para a segunda analise (24 h), o gelo reciclavel
foi trocado, mantendo a temperatura ideal por mais 24 h, quando foi conduzida a terceira
analise das amostras. Nas 24 e 48 h, uma amostra de cada concentracdo testada e
suficiente para as avaliacdes foi retirada com rapidez para evitar a exposicdo a luz e a
temperatura ambiente por longo periodo de tempo. As amostras para avaliacdo nas 24 h
e 48 h foram mantidas por 5 minutos em mesa térmica previamente ajustada a 37°C.

A concentragdo espermatica foi determinada com uma amostra de 50ul de sémen
puro adicionada a 9,95ml de citrato de formaldeido. A amostra diluida e depositada em
dois reticulos de uma camara de Neubauer permitiu a determinacdo da concentracdo
espermatica. A avaliacdo da motilidade espermatica foi realizada com microscépio de
contraste de fase (Olympus BX Japan) com aumento de 200x e 400x como preconizado
por Varner et al. (1989).
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O protocolo para avaliar a integridade da membrana plasmatica, descrito por
Lagares et al. (2000), foi conduzido neste estudo. O pH foi verificado no sémen a fresco,
apos diluicdo e, também, com 24 e 48 h de resfriamento (medidor de pH Tec-2, Tecnal,
Brasil). A analise da atividade mitocondrial foi efetuada com uma amostra de cada
concentracdo submetida a centrifucdo a 600 x g por 10 minutos, ajustando-se a
concentracdo para 100 x 10° espermatozoides/ml. Duas aliquotas da amostra contendo
100 x 106 células/ml foram depositadas em tubos de 2 ml em banho-maria a 37°C. Em
seguida, adicionou-se a estes tubos 20 pl da solugdo de Tetrazolium (5 mg/ml de brometo
de tetraz6lio azul de Thiacolyl (M2128, Sigma-Aldrich) em PBS salino, incubados em
banho-maria a 37°C por 30 minutos. Na sequéncia, as amostras receberam 200ul de
solucdo de 0,04 M de HCI em isopropanol. Cada aliquota foi homogeneizada e
centrifugada a 12000 x g durante 5 minutos. Imediatamente apds, a partir do
sobrenadante, foi determinada a atividade mitocondrial em espectrofotometria de luz
visivel com um comprimento de onda de 540 nm.

Para o teste de termorresisténcia, duas amostras de 200 pul de sémen de cada
concentracdo testada foram adicionadas a tubos de 2 ml. Em uma das amostras foi
adicionado também peroxido de hidrogénio (10 pl de uma solugdo de PBS salina + 0,60
mM de perdxido de hidrogénio). Na sequéncia, as duas amostras de cada tratamento
foram incubadas em banho-maria a 37°C por 4 h e, apds este periodo, foram avaliados
novamente o vigor, motilidade total e progressiva de amostras resfriadas por 24 e 48 h.

O software SAS® (versdo 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC) foi utilizado para a
andlise estatistica. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a
comparacdo das médias de motilidade, vigor, pH, osmolaridade, MTT, HOST foi
efetuada utilizando o teste de Tukey. Diferencas entre os grupos foram consideradas

significativas quando P foi menor ou igual a 0,05.

Resultados

O volume médio do ejaculado dos oito pdneis foi de 17,65 + 10,35ml e a
concentracio total média foi de 218,20 + 86,54 x 10° espermatozoides/ml. A motilidade
total e progressiva foram similares (P > 0.05) entre 0s grupos testados Equidil®, 0,5 mM,
1,0 mM e 2,5 mM de NAC nas 48 h de resfriamento (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias e desvio padrdo de motilidade total e progressiva do sémen de poneis

da raga Brasileira nos grupos controle, 0,5 mM, 1,0 mM e 2,5 mM de N-Acetil-L-

cisteina, avaliado a fresco (Oh), 24 h e 48 h resfriado a 5°C.

Diluente Oh 24 h 48 h
Motilidade total
EQUIDIL® 70,00+6,42 59,3748,11 52,70+8,07
0,5 mM 70,20+6,99 60,62+7,70 54,16+8,55
1,0 mM 69,37+6,30 58,33+6,53 52,70+6,91
2.5 mM 70,00+8,34 58,75+9,35 52,91+9,31
p 0,9794 0,7712 0,9144
Motilidade progressiva
EQUIDIL® 59,37+7,41 48,95+8,20 41,87+8,44
0,5mM 59,37+7,98 49,37+8,76 43,95+8,72
1,0 mM 59,16+6,37 47,9146,74 42,50+6,91
2,5 mM 59,16+9,16 47,91+10,09 42,9149,31
P 0,9994 0,9090 0,8533

ANOVA (P > 0,05)

O vigor seminal foi similar entre os grupos testados (Tabela 2). A analise do teste
hiposmdtico que permitiu determinar a integridade e funcionalidade da membrana
plasmatica revelou que houve similaridade (P > 0,05) nos resultados do sémen a fresco
(0 h) e apds 24 h de resfriamento, porém nas 48 h ocorreu diminuicdo da funcionalidade
da membrana no grupo NAC 2,5 mM em comparac¢éo ao grupo EQUIDIL, sem adi¢do de
NAC (Tabela 2).

Quanto a atividade mitocondrial, as diferentes concentracdes de NAC avaliadas
no sémen fresco, 24 e 48 h foram similares (P > 0,05) nos tempos avaliados (Tabela 2).

O pH diferiu (P < 0,05) entre os grupos testados a fresco (0 h), 24 h e 48 h. O pH
do diluente Equidil® foi maior e os grupos Equidil + 0,5 mM e 1,0 mM tiveram valores
intermediarios, enguanto a concentracdo de 2,5 mM de NAC gerou valores mais baixos
nos trés momentos avaliados (Figura 1). Nao houve variacéo significativa de pH entre os
momentos 0 e 24 h (P=0,7075) e entre 0 e 48 h (P=0,4617), em todos 0s grupos testados.
No geral, a variacdo de pH foi 0,028 e -0,015 em 24 e 48 h de armazenamento,

respectivamente.



30

Tabela 2. Médias e desvios padréo do vigor, teste hiposmotico e atividade mitocondrial
no sémen de poneis da raca brasileira dos grupos controle, 0,5 mM, 1,0 mM e 2,5 mM

de N-Acetil-L-cisteina, avaliados a fresco (0 h), 24 h e 48 h resfriado a 5°C.

Diluente Oh 24 h 48 h
Vigor

EQUIDIL® 3,70+0,46 3,08+0,40 2,91+0,40
0,5mM 3,70+0,46 3,16+0,48 3,00+0,41
1,0 mM 3,75+0,44 3,04+0,46 3,00+0,29
2,5mM 3,75+0,44 3,12+0,53 2,91+0,28

P 0,9770 0,8196 0,7263
Teste hiposmético (HOST)

EQUIDIL® 60,62+12,38 36,08+10,72 32,95+8,93%
0,5mM 60,08+9,24 37,66+11,78 28,37+9,99%
1,0 mM 61,91+10,72 35,00+11,54 28,29+12,87%
2,5mM 62,20+12,43 33,25+14,90 23,79+10,55"

P 0,8992 0,6539 0,0372
Atividade mitocondrial (MTT)

EQUIDIL® 278,54+69,28 304,67+91,72 278,35+73,70
0,5mM 296,19+110,34 268,00+75,78 268,00+86,90
1,0 mM 298,06+78,22 290,48+80,33 306,46+78,97
2,5mM 302,29+81,57 271,31+67,29 276,73+88,33

P 0,7866 0,3423 0,4019

ab | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (P < 0,05).

O vigor das amostras resfriadas por 24 h e seguidas de incubacao durante 4 h, em
banho-maria a 37°C, diferiu entre sem e com peroxido (P < 0,05) nos grupos Equidil, 0,5
mM e 1,0 mM, mas foi similar para o sémen resfriado com a concentracao de 2,5 mM de
NAC. Houve diferenca entre amostras com e sem perdxido (P < 0,05) em todos 0s grupos

testados, quando o sémen foi resfriado por 48 h (Figura 2).
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Figura 1- Valores de pH durante o resfriamento de sémen de pdneis da racga
Brasileira em diluente a base de leite em p6 desnatado (Equidil) no grupo controle
e grupos com 0,5 mM, 1,0 mM ou 2,5 mM de N-Acetil-L-cisteina (NAC), avaliado
a fresco (0 h) e resfriado por 24 ou 48 h a 5°C. a,b,c indicam diferenca entre as

concentracdes de NAC, nos diferentes momentos de avaliagdo (P < 0,05).
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Figura 2- Valores de vigor apds teste de termorresisténcia por 4 h a 37°C com diferentes
concentracdes de N-Acetil-L-cisteina (NAC) das amostras resfriadas a 5°C por 24 e 48
h do sémen de pbneis da raca Brasileira. a,b indicam diferenca entre sem e com peroxido,
dentro de cada concentragdo de NAC (P < 0,05).
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No sémen resfriado por 24 e 48 h, a motilidade total e a motilidade progressiva,
apos o teste de termorresisténcia, foram maiores (P < 0,05) nas amostras sem do que na
presenca de peroxido, nos grupos Equidil, 0,5 mM e 1,0 mM. N&o houve diferenca na
motilidade total e progressiva, entre amostras com e sem perdxido, no sémen resfriado
por 24 h com 2,5 mM de NAC, mas a motilidade total foi maior nas amostras sem
peréxido do que com perdxido, no sémen resfriado por 48 h (Tabela 3).

Tabela 3. Motilidade espermatica total e progressiva de pbneis da raca Brasileira em
diluente a base de leite em p6 desnatado (Equidil®) com 0,5 mM, 1,0 mM ou 2,5 mM de
N-acetil-L-cisteina com e sem peréxido resfriado a 5°C e incubados em banho-maria a
37°C por 4 h.

Diluente Sem Peroxido Com Peroxido P
Motilidade total - 24 h
Equidil 31,90+£13,91° 15,00+13,22° 0,0002
0,5mM 33,33+14,86° 15,00+14,23° 0,0002
1,0 mM 32,38+14,19° 17,62+15,46° 0,0025
2,5mM 20,95+14,54° 17,62+13,65° 0,4484
Motilidade total - 48 h
Equidil 25,83+11,19° 9,58+10,72" <0,0001
0,5mM 26,04+10,93 10,83+12,90° <0,0001
1,0 mM 26,46+9,72° 10,00+10,73° <0,0001
2,5mM 19,58+8,06° 12,7#12,15° 0,0255
Motilidade progressiva - 24 h
Equidil 20,00+12,54° 5,95+8,15" 0,0001
0,5mM 21,43+14,67° 6,43%9,37" 0,0003
1,0 mM 20,48+11,50° 7,62+10,44° 0,0005
2,5mM 11,90+12,09° 9,77+8,87% 0,5163
Motilidade progressiva - 48 h

Equidil 14,5849,77° 3,83%6,08" <0,0001
0,5mM 16,25+10,45° 5,21+8,53" 0,0002
1,0 mM 15,83+9,28? 4,17+6,70° <0,0001
2,5mM 9,37+6,64° 5,42+7,50% 0,0592

ab | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca (P < 0,05).
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Discussao

O sémen da maioria dos garanhdes sobrevive ao resfriamento lento até 4°C,
mantendo bom indice de fertilidade até 48 e 72 h se a temperatura for mantida
(BATELLIER et al., 2001). No presente experimento, o sémen foi mantido a 5°C por 48
h para mimetizar o tempo de envio que € mais comumente realizado a campo durante
transporte.

No presente trabalho, ap6s a centrifugacdo para o ajuste da concentracdo, as
amostras foram mantidas com aproximadamente 20% do plasma seminal. O estudo de
Katila (1997) mostrou que altas propor¢des (> 20%) do plasma seminal sdo deletérias
para a motilidade do sémen durante longo periodo de resfriamento (PICKETT et al., 1975;
JASKO et al., 1992). No entanto, a remog¢do completa do plasma seminal é prejudicial
para a motilidade apos 24 h de resfriamento. A recomendacao € que 5 a 20% do plasma
seminal deve ser incluido no diluente (JASKO et al., 1992). No estudo desenvolvido por
Kawai et al. (2017), em que as amostras de sémen foram tratadas com malondialdeido,
maiores motilidade e integridade de membrana foram observadas no grupo com plasma
seminal (32,69% e 51,07%) do que no grupo sem plasma seminal (5,76% e 7,84%). E
importante enfatizar que a concentragao dos componentes do plasma seminal difere entre
garanhdes. Quando a proporg¢do de plasma seminal ¢ reduzida para < 5%, a manutengdo
da motilidade dos espermatozoides € maior em comparacdo com concentracoes elevadas
(> 30%), tanto durante o resfriamento quanto no congelamento (JASKO et al., 1991;
ALGHAMDI et al., 2002).

A perda de qualidade seminal no resfriamento pode ser reduzida por centrifugacéo
e retirada do plasma seminal ou diluicdo de 1:2 ou mais (AURICH, 2005). Deve-se levar
em consideracdo que a centrifugacdo em si € critica para a membrana plasmatica dos
espermatozoides e pode levar a peroxidacdo lipidica (PARINAUD et al., 1997).
Especialmente em garanhdes com baixa qualidade seminal ap6s o resfriamento e
armazenamento, a remocao parcial do plasma seminal por centrifugacdo pode resultar em
melhor qualidade seminal durante o resfriamento (BRINSKO et al., 2000).

Em nosso estudo, o pH ja foi mais baixo nos grupos com 1,0 e 2,5 mM de NAC,
logo ap6s a diluicdo, e a diferenca entre os grupos foi mantida ao longo do
armazenamento. Essa reducdo de pH pode ser explicada pelo fato de que o pH de uma
solucdo com NAC ¢é baixo (OEDA et al., 1997) e sua adicdo nessas concentragdes

contribuiu para alterar o pH.
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A N-acetil-L-cisteina atua como um antioxidante (GRESSIER et al., 1994) e
fornece tiois que podem prevenir danos oxidativos & membrana plasmatica de sémen
durante o armazenamento (BAKER et al., 1996; BILODEAU et al., 2001). As diferentes
concentracgdes testadas no presente estudo ndo foram capazes de melhorar a qualidade do
sémen armazenado no diluente EQUIDIL. Em outro estudo, também ndo houve efeito de
diferentes concentragdes de NAC (de 1,0 mM até 20,0 mM) na motilidade total,
motilidade progressiva e integridade da membrana plasmatica em sémen equino
refrigerado por 24 h a 5°C ou 15°C (REGHINI et al., 2011).

No teste de termorresisténcia, a NAC ndo melhorou a motilidade,
independentemente da concentracdo utilizada. O decréscimo do vigor e da motilidade
observados com a adicdo de peréxido e NAC, por 4 h, mostra que as concentragdes
utilizadas ndo foram suficientes para evitar danos aos espermatozoides decorrentes da
oxidag&o pelo perdxido. Em equinos, ndo houve melhora na integridade e motilidade da
membrana quando testada em concentracdes entre 0,209 e 20,0 mM (PAGL et al., 2006;
REGHINI et al., 2011), mesmo quando adicionadas a diluentes diferentes do utilizado no
presente estudo. Nos seres humanos, a adicdo de NAC intensificou o aparecimento de
lesbes no DNA no espermatozoide (HUGHES et al., 1998). Se consideradas em conjunto
com os resultados do nosso estudo, as observacdes indicam que o uso de NAC néo é
eficaz para proteger os espermatozoides equinos durante o resfriamento a 5°C, apesar de
ser uma molécula com propriedades antioxidantes. De acordo com Pagl et al. (2006),
apesar da peroxidacdo lipidica ocorrer ao longo do armazenamento de sémen equino
resfriado, seu dano sobre a membrana espermatica parece nao ser a causa predominante
da queda de motilidade. Considerando que o efeito antioxidativo da NAC foi dependente
do ajuste do pH, sobretudo quando maiores concentrag¢des de NAC (5 vs 1 mg/ml) foram
adicionadas ao sémen humano (OEDA, et al., 1997), pode ser especulado que a auséncia
de efeito protetor da NAC, no presente estudo, também possa ter sido influenciada pela

alteracdo de pH observada ap0s sua adicdo ao sémen.
Concluséao
As concentracdes de NAC testadas (0,5, 1,0 e 2,5 mM) ndo melhoraram a

motilidade, integridade da membrana plasmatica, atividade mitocondrial e resposta ao

teste hiposmotico de espermatozoides equinos resfriados a 5°C e armazenados por 48 h.
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Apos teste de termorresisténcia, as concentragcbes de NAC testadas ndo evitaram a
diminuicdo da motilidade e vigor espermatico, na presenca de peroxido.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As concentracdes de NAC testadas (0,5, 1,0 e 2,5 mM) nd&o melhoraram a
motilidade, integridade da membrana plasmatica, atividade mitocondrial e resposta ao
HOST de espermatozoides equinos resfriados a 5°C e armazenados por 48 h. Apés TTR,
as concentracdes de NAC testadas ndo evitaram a diminuicdo da motilidade e vigor
espermatico, na presenca de peréxido. Resta esclarecer em estudos futuros se a NAC
poderéd implementar a motilidade e integridade espermatica fazendo uso de testes mais
apurados como a avaliagdo da quantidade de EROs nas amostras ap0s o resfriamento para
avaliar se a diminuigdo da motilidade e integridade da membrana esta relacionada ao

estresse oxidativo.
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