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PEREIRA, R.R. EFEITO DO OZONIO NA REFRIGERACAO DO SEMEN EQUINO.
2019. Dissertacao- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo fundamentais para fisiologia da célula
espermatica, participando de eventos importantes a fertilizacdo, como reac¢do do acrossoma,
capacitacdo e hiperativagdo espermaticas. Porém, quando h&d um desequilibrio entre a
producdo das ROS e a capacidade antioxidante, um processo de estresse oxidativo &
estabelecido. Os espermatozoides equinos sdo mais susceptiveis ao estresse oxidativo,
porque apresentam quantidades elevadas de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) nas
membranas. Essas insaturacées sdo mais facilmente oxidadas e vulneraveis a peroxidacdo
lipidica. O ozénio, quando usado em pequenas doses, causa um pré-condicionamento a
oxidacdao, estimulando uma forte resposta antioxidante. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito da ozonioterapia na qualidade esperméatica do sémen equino refrigerado. Apds
a colheita, os ejaculados foram divididos em cinco grupos, controle (sem adi¢éo de 0z6nio) e
outros quatro tratamentos nos quais adicionou-se ao meio de refrigeracdo diferentes
concentracdes de 0zénio: 5 ug/m?, 15 pg/m?, 30 pg/m? e 60 ug/m? (Os3-5, Os-15, O3-30, O3-60,
respectivamente). As andlises espermaticas das amostras de sémen ocorreram nos
momentos 24 h (M24) e 48 h (M48) de refrigeracdo a 5°C e apos estresse térmico de 37°C
por 30 minutos (M24-30 e M48-30, respectivamente apds 24 h e apds 48 h de refrigeracéo).
A cinética espermaética realizou-se pela analise computadorizada do sémen e as avaliacdes
de les6es de membranas e peroxidacao lipidica por citometria de fluxo. De acordo com 0s
resultados, a adicdo de ozOnio na concentracdo de 15 pg/m3, apés 24 h de refrigeracédo
demonstrou aumento nos parametros de motilidade total e progressiva do sémen equino
refrigerado, comparada ao controle e aos grupos 30 pg/m? e 60 pug/m?3; ja a concentracéo de
5 ug/m? apresentou melhora significativa em relagdo ao controle, 30 pg/m3 e 60 ug/m?3, na
integridade de membrana plasmatica e acrossomal. Na avaliacdo de 48 h de refrigeracéo, a
adicdo de 5 pg/m® e 15 pg/m*® apresenta maiores resultados de porcentagem de
espermatozoides rapidos e integridade de membrana em relagdo aos demais grupos nos dois
momentos avaliados. Notou-se, também, queda da cinética e integridade de membrana nas
maiores concentracdes (30 pg/m3 e 60 ug/m3). Portanto o efeito pré-oxidante do ozodnio,
guando em baixas concentracdes de ozénio (5 e 15 upg/m®) conferiu protecdo ao
espermatozoide equino refrigerado, melhorando os parametros cinéticos de motilidade total e

progressiva, e aumentando a integridade de membrana plasmética e acrossomal. Ja as
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concentracdes mais altas (30 e 60 pug/m?® demonstraram ser deletérias ao espermatozoide
equino refrigerado.

Palavras-chave: Espermatozoide; Garanhao; oxidante.
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Abstract UFMS

PEREIRA, R.R. OZONE EFFECT ON EQUINE SEMEN COOLING. Ano. 20109.
Dissertacdo- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

Reactive oxygen species (ROS) are fundamental for sperm cell physiology,
participating in important fertilization events, as well as acrosome reaction,
capacitation and hyperactivation. However, when there is an imbalance between ROS
production and antioxidant capacity, an oxidative stress process is established. Equine
sperm are more susceptible to oxidative stress because they have high amounts of
polyunsaturated fatty acids (PUFAS) in the membranes. These unsaturations are more
easily oxidized and vulnerable to lipid peroxidation. Ozone when used in small doses
causes a preconditioning of oxidation, thus stimulating a strong antioxidant response.
The objective of this work was to evaluate the pro-oxidant effect of ozone on equine
sperm cells submitted to refrigeration. Five stallions were used, four of which were
ejaculated from each. After the collect, the ejaculates were divided into five groups,
control (without addition of ozone) and four other groups in which different
concentrations of ozone were added to the cooling medium: 5 pg/m3, 15 pg/m3, 30
ng/m3 and 60 pg/m3 (Oz-5, Os-15, 03-30, O3-60 respectively). The sperm analysis of
the semen samples took place at 24 h (M24) and 48 h (M48) cooling at 5°C and after
thermal stress of 37°C for 30 minutes (M24-30 and M48-30, respectively after 24 h and
after 48 h of cooling). Sperm kinetics were performed by computerized semen analysis
and the evaluation of membrane lesions and lipid peroxidation by flow cytometry.
According to the results, the addition of ozone at a concentration of 15 ug/ m?, after 24
h of refrigeration demonstrated an increase in the parameters of total and progressive
motility of refrigerated equine semen compared to the control and to the groups 30
ng/m3and 60 pg/m? the concentration of 5 pg/m? showed significant improvement in
relation to the control, 30 pg/m?® and 60 pg/m?3, in the integrity of the plasma and
acrosomal membrane. In the evaluation of 48 h of refrigeration, the addition of 5 pg/m?3
and 15 pg/m? presented higher results of percentage of fast sperm and membrane
integrity in relation to the others in the two evaluated moments. There is also a drop in
membrane kinetics and integrity at the highest concentrations (30 pg/m3 and 60

ug/m?3). Therefore, the pro-oxidant effect of ozone in low concentrations of ozone (5
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and 15 pg/m?3) provided protection to refrigerated equine sperm by improving the
kinetic parameters of total and progressive motility, and increasing the integrity of the
plasma and acrosomal membrane. The highest concentrations, 30 and 60 pg/m?3, were
shown to be lethal to refrigerated equine sperm.

Keywords: Sperm, Stallion, oxidant.
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CAPITULO 1- REVISAO DE LITERATURA
1.INTRODUCAO

O tipo de selecdo realizada em equinos para a reproducdo € baseado
principalmente pelo desempenho fisico ou desportivo, deixando o potencial
reprodutivo em segundo plano, comprometendo a qualidade do ejaculado (Battut et
al., 2016). Esse fato resulta na heterogeneidade dos reprodutores equinos que, por
sua vez, pode levar ao uso de garanhdes que nao apresentam bons resultados na
refrigeracdo do sémen (Martins et al., 2016).

O sémen equino refrigerado é uma biotécnica de grande importancia para a
reproducao assistida na equideocultura (Martins et al., 2016). Porém, quando o sémen
é refrigerado de forma inapropriada, pode levar ao choque térmico, fazendo com que
ocorram danos irreversiveis para o espermatozoide. Ha alteracdes nos parametros
essenciais para fertilidade, como movimentos anormais (circular ou retrégrado), perda
da motilidade, lesGes no acrossoma, lesées ha membrana plasmatica, diminuicdo da
atividade metabdlica e perda dos componentes intracelulares. A exposi¢cao as baixas
temperatura ocasiona a reorganizacdo dos fosfolipidios da membrana plasmética
(MP), levando ao aumento da producéo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
peroxidacao lipidica (Squires et al., 1999).

Assim, diversos estudos vém acrescentando antioxidantes aos meios diluidores
na tentativa de atenuar ou, até mesmo, neutralizar os efeitos nocivos das ROS
(Ghallab et al., 2017). As terapias com o0zénio vém sendo testadas em diferentes
estudos com acéo antioxidante e resultados promissores para reducéo do estresse
oxidativo (Di Fillipo et al., 2008; Bocci et al., 2011; inal et al., 2011; Ho et al., 2013; Haj
et al., 2014; Onal et al., 2015; Sayar et al., 2016).

A ozonioterapia é realizada com uma mistura de gases: 5% de O3 (0z6nio) e
95% de Oz (oxigénio). O 0zbnio é um gas instavel, formado pela combinagéo de trés
atomos de oxigénio em uma estrutura ciclica. O oz6nio é o terceiro oxidante mais
potente apods fluor e persulfato (Bocci, 2006). De acordo com Bocci et al (2011), o
ozb6nio, quando utilizado em concentracdes adequadas, produz alguns efeitos
importantes, como a regulagdo positiva das enzimas antioxidantes, a modulacéo

imunologica pela ativacdo da sintese de neutrdfilos e citocinas e 0 aumento da



11

oxigenacao tecidual. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da ozonioterapia na
qualidade espermética do sémen equino refrigerado.

2. ESPERMATOZOIDE EQUINO

Os espermatozoides séo células altamente especializadas, desempenhando
um papel fundamental para a fertilizacdo e carreando o DNA paterno. Ocorre um
intenso deslocamento do espermatozoide desde a sua deposi¢do no Utero até o local
de fertilizacao na tuba uterina, esta célula deve ser capaz de se movimentar e passar
pelo processo de capacitacdo espermatica a fim de fertilizar o odcito (Flesch e
Gadella, 2000).

O processo de espermatogénese requer remodelacéo extensiva de uma célula
esférica convencional para se tornar uma célula morfologicamente distinta. Durante
essa transformacéo, a cromatina no interior do nucleo do espermatozoide € altamente
condensada, com volume cerca de 10% menor do que o de uma célula soméatica
(Flesch e Gadella, 2000). Para adquirir esse nivel de compactacdo, as histonas sédo
substituidas por protaminas e o complexo DNA-protamina € enrolado numa forma
helicoidal. Esse modelo fornece protecdo adicional contra os efeitos de fatores
genotoxicos (fragmentacdo de DNA) e confere conformacdo ideal a célula para
executar sua funcdo, facilitando a motilidade e penetracdo na zona pelicida (Braun,
2001; Miller et al., 2010).

O acrossoma espermatico recobre dois ter¢cos do nucleo em sua porgao apical,
estrutura vesicular derivada do complexo de Golgi, rica em enzimas hidroliticas,
proteases e receptores para executar a interagdo com 0 00cito, possibilitando a
fertilizacéo (Flesch e Gadella, 2000; Hermo et al., 2010).

A vulnerabilidade dos espermatozoides ao estresse oxidativo €, em grande
parte, consequéncia de sua estrutura anatbmica e composigéo bioquimica altamente
especializadas. Além disso, ao contrario da maioria das células somaticas, que
possuem um espacgo citoplasmatico abundante para abrigar suas enzimas
antioxidantes, as células espermaticas possuem um citoplasma limitado, sendo sua
porcdo mais abundante na peca intermediéria (Aitken et al., 2014).

Os espermatozoides equinos apresentam quantidades elevadas de acidos
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graxos poli-insaturados (PUFAS) nas membranas. Em relagdo aos constituintes das
membranas celulares, estas células contém em média 14% de lipidios, sendo 59,0%
de fosfolipidios, 13% de colesterol, 9,0% de diglicerideos, 8,0% de triglicerideos e
11,0% de ésteres. Dentre os lipidios neutros, o colesterol € o que apresenta o teor
mais variavel entre espécies e entre ejaculados de um mesmo individuo, variando de
13 a 37% do total de lipideos. A funcdo do colesterol é estabilizar os fosfolipidios,
mantendo a membrana em um estado de fluidez compativel com a sobrevivéncia da
célula e execucéo de sua tarefa. Os acidos graxos insaturados em concentracdo mais
elevada séo acido araquiddnico (18%), acido docosapentandico (17%), acido oleico
(5%) e acido docosahexandico (8%). A proporcao de 4cidos graxos insaturados para
acidos graxos saturados nos fosfolipidios dos espermatozoides de garanhéo é de 0,90
(Flesch e Gadella, 2000). Essa alta proporcao de acidos graxos insaturados € outro
ponto de vulnerabilidade dos espermatozoides aos efeitos de ROS. PUFAS tornam os
espermatozoides mais sensiveis ao estresse oxidativo, pois as ligagcdes carbono-
hidrogénio adjacentes as ligacfes duplas sdo mais instaveis e susceptiveis ao

sequestro de hidrogénio pelas ROS (Aitken et al., 2014).

3. CAPACITACAO E REACAO DO ACROSSOMA

Os espermatozoides alcancam competéncia funcional pelo processo de
maturagédo pos-testicular, durante o transito no epididimo. Apoés a ejaculagdo, no
trajeto pelo trato reprodutivo feminino, os espermatozoides passam por uma série
complexa de transformacfes que envolvem alteracbes metabdlicas, iGnicas e
estruturais que sao chamadas, coletivamente, de capacitagcdo (Jonge, 2005). Este
processo fornece aos espermatozoides uma série de comportamentos essenciais
para a consecucao da fertilizagcéo, incluindo motilidade hiperativada, reconhecimento
de espermatozoide - zona pellicida e a exocitose das enzimas contidas no acrossoma
(Gadella et al., 2001).

A hiperativacdo do movimento € necessaria para 0 espermatozoide penetrar
na zona pellcida do odcito, e ocorre no local da fertilizacdo, durante o processo de

capacitacdo espermética (Ho e Suarez, 2001). J& a reacdo acrossdbmica é um evento
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de exocitose, iniciado apdés a ligacado de uma célula esperméatica a glicoproteina 3 da
zona pelacida (ZP3) do odcito, no qual enzimas hidroliticas e proteoliticas
(principalmente acrosina e hialuronidase) séo liberadas para poder penetrar a zona
peltucida e fundir-se ao odcito. A fusdo entre a membrana acrossomal externa e a
membrana plasmética na cabeca do espermatozoide ocorre de forma a liberar o

contetdo acrossémico (Florman et al., 2008).

O primeiro evento na capacitacdo é o efluxo de colesterol, que esta associado
com a ativacao das vias de transducao de sinais (Flesch e Gadella, 2000). O efluxo é
promovido mediante carreadores de esterol, como albumina e lipoproteinas de alta
densidade presentes nos fluidos uterino e folicular. Esse aumento na fluidez da
membrana pode incrementar a permeabilidade desta para varios ions, tais como

calcio e bicarbonato, que afetam as moléculas de sinalizacdo (Naz e Rajesh, 2004).

A capacitacdo espermatica é um processo regulado pela reducéo da oxidacéo
(redox) (Figural). Essa via de transducédo de sinal é dirigida pelo monofosfato ciclico
de adenosina (AMPc), modulada pelo status redox das células (Aitken et al., 1998). A
geracdo de ROS exerce uma influéncia positiva na fosforilagdo da tirosina, como
demonstrado nos espermatozoides de seres humanos (Aitken et al., 1998), roedores
(Lewis & Aitken, 2001), bovinos (O'Flaherty et al., 2005) e equinos (Baumber et
al., 2002).

Os mecanismos pelos quais as ROS estimulam a capacitacao espermatica sdo
numerosos e envolvem a estimulacdo da atividade da adenilciclase (Aitken et
al., 1998), acompanhados pelo ativacdo da proteina quinase A (O'Flaherty et al.,
2006), inducdo da oxidacdo do colesterol e consequente efluxo da membrana
plasmatica (Boerke et al., 2013 ), ativacao de proteinas do tipo quinase (O'Flaherty et

al., 2006) e a inibicéo da atividade da tirosina fosfatase (Aitken et al., 1998).

A acdo das ROS no processo de capacitagdo dos espermatozoides de
mamiferos é dependente do bicarbonato; quando este encontra-se em niveis
aumentados, ha um aumento da producdo de ROS (Ecroyd et al., 2003) e oxidacao
de esterdis (Boerke et al., 2013 ). A regulagéo do bicarbonato, tanto na fosforilacéo
da tirosina quanto na geracdo de radicais livres, provavelmente é pela producdo de
AMPc. O requisito para capacitacdo envolve a estimulacdo da geracdo de AMPc e a

inibicdo da atividade da tirosina fosfatase (Boerke et al., 2013 ). No entanto, o
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conhecimento atual das vias bioquimicas que ligam Bicarbonato- ROS — AMPc, e a
ativacdo da proteina cinase A, fosforilagdo de proteinas e capacitacdo ndo €

completamente esclarecido (Aitken, 2017).
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Figura 1. Regulacédo redox da capacitacdo espermatica. NADPH oxidases sdo capazes de
gerar O> (1). A segunda fonte de O, espermatozoides de mamiferos sdo as mitocéndrias, que
produzem ROS durante a respiracdo em estado estacionario, mas tém o potencial de acelerar
essa atividade quando esses gametas entram na via apoptotica intrinseca (2). O Oy liga-se
com NO produzido por sintase de 6xido nitrico (NOS), resultando no peroxinitrito (ONOO -), que
medeia a oxidag&o do colesterol em oxisteréis. Esses oxisterdis saem da membrana plasmética,
aumentando a fluidez da membrana (3). A acdo combinada de ONOO - e H, O, (gerado como
um resultado da atividade da SOD), concomitantemente, leva a inibicdo da atividade da tirosina
fosfatase (4). A combinacgédo de Oy, bicarbonato (HCO3") e Ca > ativa adenilciclase, estimulando a
producdo de AMPc e a ativacdo da Proteina quinase A (PKA). Estes Ultimos ativam diretamente
SRC (5). O SRC, entdo, fosforila e inativa a proteina fosfatase, permitindo a fosforilagéo da tirosina

que caracteriza o estado capacitado (6). Fonte: Aitken (2017).
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Um papel central para o H202 durante a capacitacao é indicado pelo fato de
que a sua adicdo direta em experimentos com sémen de humanos, hamsters e
bovinos aumenta a fosforilacéo da tirosina e os indicativos de capacitacéo (Bize et al.,
1991, Aitken et al., 1998; O’Flaherty et al., 2006). Da mesma forma, a criacao artificial
de condicdes de oxidagcdo pela exposicdo dos espermatozoides as ROS geradas
extracelularmente, usando sistemas de glicose oxidase ou xantina oxidase, estimula
a capacitacdo e a fosforilacdo da tirosina em varias espécies (humanos, hamsters,
bovinos e equinos), e podem ser revertidos pela adicdo da enzima catalase (Bize et
al., 1991; Aitken et al.,1995; Baumber et al., 2002; Rivlin et al., 2004). A importancia
biolégica do H20: € enfatizada ainda mais pela capacidade da enzima catalase de
inibir a inducdo espontanea da fosforilagdo da tirosina nos espermatozoides de
mamiferos em capacitacao e suprimir as funcdes espermaticas, como hiperativacao,
exocitose acrossomal e fusdo de odcitos e espermatozoides que sao, em ultima

analise, dependentes da obtencédo de um estado capacitado (Aitken et al., 1995).

4. REFRIGERACAO DO SEMEN EQUINO

O sémen resfriado é utilizado na rotina de muitos centros de coletas. Porém os
efeitos negativos atribuidos ao estresse oxidativo no espermatozoide, que ocorre nos
procedimentos em baixas temperaturas, limita o uso desta biotecnologia (Newcombe
et al., 2011).

O sémen equino pode ser refrigerado rapidamente de 37 a 20°C mas, entre 20
a 5°C, deve-se obedecer a uma curva lenta de refrigeragcdo, menor que -0,1°C/min.
Nesta faixa de temperatura ocorre a transicdo de fase dos lipideos da membrana
plasmatica (MP), que passam do estado liquido-cristalino para gel, e uma curva de
refrigeracao lenta neste periodo pode reduzir os danos causados a MP, relacionados
ao estresse térmico. Esta fase critica ocorre entre 19 e 8°C, momento em que a taxa
de refrigeracdo deve ser de -0,05°C/min, favorecendo a reorganizagéo dos lipideos

da membrana plasmatica (Squires et al., 1999).

A funcdo dos diluidores, tanto no processo de refrigeragdo como de

congelacao, é a diminui¢cdo dos efeitos do estresse osmdético e do estresse oxidativo,
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estabilizacdo dos componentes da membrana plasmaética e prolongar sua viabilidade
(Graham, 2011). Os diluidores mais comumente utilizados séo a base de leite em p6
desnatado, glicose e tamp&o bicarbonato. Alguns diluidores incorporam em seu meio
gema de ovo, antibioticos, acucares, aminoacidos (Loomis e Squires, 2001; Loomis,
2006) e substancias antioxidantes (Ghallab et al., 2017).

5. METABOLISMO ENERGETICO

Como nas células sométicas, as vias metabdlicas comumente utilizadas pelos
espermatozoides para produzir ATP sé@o a glicélise e a fosforilacdo oxidativa
(OXPHOS). As enzimas necessarias para a glicOlise estdo, principalmente,
associadas a bainha fibrosa localizada na parte principal da cauda. Por outro lado,
OXPHOS ocorre nas cristas mitocondriais, sendo um meétodo significativamente mais
eficiente de producéo de ATP do que a glicélise. Apesar disso, 0s espermatozoides
de espécies como humanos e roedores dependem, predominantemente, da glicélise

para a producdo de ATP (Storey, 2008).

Apesar da presencga bem caracterizada de proteinas transportadoras de glicose
(GLUTS) no espermatozoide equino, tornou-se evidente que os espermatozoides de
garanhao diferem das outras espécies, pois suas principais demandas de energia sao
atendidas nédo pelas vias glicoliticas, mas pela OXPHOS e, na presenca de inibidores
mitocondriais, eles sofrem um rapido declinio no contetdo de ATP. Essa dependéncia
resulta em uma relacdo inversamente proporcional entre a producdo de ROS e a
fertilidade no garanhao (Gibb et al., 2014).

Grandes moléculas polares, como a glicose, ndo podem se difundir através das
membranas, e seu transporte é facilitado pelas proteinas transportadoras de glicose
(GLUTSs), as quais sao classificadas de acordo com sua capacidade relativa de
transportar hexoses (como glicose, manitol e frutose), amino-agucares ou
vitaminas. Desde a descoberta do transportador de glicose GLUT1, muitas GLUTs
adicionais foram caracterizadas. Nos espermatozoides da maioria das espécies, a
distribuicdo de GLUTs muda junto com o status de capacitacdo da célula (ou seja,
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entre estados néo capacitados e capacitados), para fornecer energia nos locais que
requerem modificagdes na membrana ou hiperativagdo da motilidade. Por outro lado,
a distribuicdo de GLUTs nos espermatozoides do garanhdo ndo muda com o status
de capacitacado da célula, indicando que, em espécies que dependem prioritariamente
de OXPHOS, a glicdlise ndo é necessaria para apoiar a producdo de ATP para

capacitacdo e reagao do acrossoma (Bucci et al., 2010).

Os componentes da cadeia transportadora de elétrons estédo localizados na
membrana interna das mitocondrias. A OXPHOS é a via comum pela qual os elétrons
de diferentes combustiveis do organismo fluem para o oxigénio (Champe et al., 2006).
A cadeia respiratOria é organizada em cinco complexos supramoleculares, sendo que,
ao final, o oxigénio (Oz) é reduzido, gerando agua (H20). O complexo | catalisa a
transferéncia de elétrons para a ubiquinona a partir de dois doadores de elétrons
diferentes: nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH, complexo 1) e flavina-
adenina dinucleotideo (FADH2), os quais sdo oriundos do ciclo de Krebs e da glicélise
(Ferramosca e Zara, 2014). O complexo Il carreia elétrons da ubiquinona reduzida
para o citocromo c, e o complexo IV transfere elétrons do citocromo ¢ para o Oz. Neste
processo, prétons (H*) bombeados para o espaco entre as membranas geram um
gradiente quimico e elétrico que possibilita o fluxo inverso dos protons pela ATP

sintetase (complexo V), com a resultante formacao de ATP (Nelson e Cox, 2014).

A producéo mitocondrial de radicais superdxido ocorre, principalmente, em dois
pontos da cadeia transportadora de elétrons, no complexo | (NADH: coenzima Q
redutase) e no complexo Il (ubiquinol: citocromo c redutase). No entanto, dentre os
dois pontos, o complexo Ill € o principal local de producdo de ROS. Elétrons dos
complexos desidrogenases | ou Il sdo transferidos a coenzima Q (ubiquinona). A
forma reduzida resultante (QH2), em seguida, sofre duas reducdes sequenciais de um
elétron (o ciclo Q) usando formas de citocromo b oxidada e reduzida e citocromo c. O
intermediario instavel no ciclo Q pode conduzir a formacdo de superoxido por
transferéncia direta de elétrons para o oxigénio molecular. A geracdo de &nion
superéxido é ndo enzimatica e, portanto, quanto maior a taxa de metabolismo, maior
sera a producao de ROS (Finkel e Holbrook, 2000).

A alta producdo de ROS pelo espermatozoide equino é um cenario

fisiologicamente normal causado por vazamento de superoxido da cadeia de



18

transporte de elétrons mitocondriais durante a OXPHOS, levando ao aumento das
taxas de peroxidacao lipidica e, ap6s armazenamento prolongado, perda da cinética
espermatica e danos morfofuncionais da estrutura espermatica (Gibb et al,
2014). Esse fendbmeno introduz uma série de implicacdes para o armazenamento dos
espermatozoides de garanhfes, uma vez que a geracao prolongada de ROS na
auséncia de radicais extracelulares e sequestradores de aldeidos lipidicos leva a
danos oxidativos irreversiveis, prejudicando a integridade do DNA e a funcionalidade

dos espermatozoides (Aitken et al., 2014).
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Figura 2. Compartimentalizagdo da OXPHOS e da (glicolise no
espermatozoide. O sistema OXPHOS é composto por cinco complexos. O transporte
de elétrons do Complexo | para o Complexo IV é acoplado a sintese de ATP. Os
equivalentes redutores (NADH e FADH 2) produzidos pela glicélise e as rea¢des do
ciclo de Krebs séo transferidos para a cadeia de transporte de elétrons ligada a

membrana. ¢, citocromo c; Q, ubiquinona. Fonte: Ferramosca e Zara (2014).
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6. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

As ROS sao produzidas por meio de reacfes metabdlicas normais e
desempenham papéis em mdultiplos processos, como apoptose e sinalizagdo celular.
Algumas das ROS se enquadram na categoria de radicais livres, definidos por a&tomos
ou moléculas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima
camada (Nordberg e Arnér, 2001). As ROS reagem com qualquer componente
bioquimico da célula, particularmente lipidios nas membranas celulares. Os
espermatozoides, como as células somaticas, possuem a capacidade de gerar e
degradar ROS que, em equilibrio com antioxidantes, sdo importantes para que a
célula realize suas funcdes fisiologicas. Desempenham, também, um papel importante
na fungcdo normal dos espermatozoides, incluindo a hiperativagdo da motilidade, a
guimiotaxia, a capacitacéo e a reacao acrossdmica (Gibb et al., 2014).

A principal ROS produzida é o anion superéxido (O2"), formado apds o oxigénio
ser reduzido na presenca de um elétron livre (e7). O anion superéxido esta presente,
principalmente, em ambientes aerdbicos ricos em elétrons, na membrana mitocondrial
e através da cadeia respiratoria (Maia e Bicudo, 2009). Na presenca de superéxido
dismutase (SOD) ou pela desmutagéo espontanea forma-se o peréxido de hidrogénio
(H202) (Ball, 2011).

O H20:2 penetra facilmente em membranas bioldgicas, desempenhando um
papel formador de radical como um intermediario na producéo de moléculas de ROS
mais reativas como o radical hidroxila (OH"), por meio de oxidacdo de metais de
transicao (Silva e Guerra, 2010).

O radical hidroxila (OH") é o radical livre com maior capacidade de danos a
célula espermatica, formado a partir da reacdo de Fenton, em que o peroxido de
hidrogénio sofre uma reacéo catalisada por ions metalicos (Fe?* ou Cu*): H202+ Cu*/
Fe*~ OH+OH+ Cu?*Fe3* (Nordberg e Arnér, 2001). Este radical é considerado o mais
deletério para a célula espermatica, pois reage rapidamente com metais ou outros
radicais no sitio onde foi produzido, promovendo danos ao DNA e oxidacdo de acidos
graxos de membranas celulares (Sikka, 2001).
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7. ESTRESSE OXIDATIVO E PEROXIDACAO LIPIDICA

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre as ROS e as defesas
antioxidantes das células. Este desequilibrio na producédo ou degradacdo das ROS
pode ter efeitos adversos nos espermatozoides (Nordberg e Arnér, 2001). Durante o
armazenamento por refrigeracdo ou criopreservacado, 0 estresse oxidativo é ainda
maior em situacbes em que grande parte do plasma seminal € removido de uma
amostra de sémen, onde esta a maioria das enzimas antioxidantes (Ball, 2008;
Loomis, 2006). No decorrer do procedimento de refrigeracdo, ha um aumento na
concentracdo de calcio intracelular e uma geracdo aumentada de ROS. Ha também
uma elevacao nos niveis de osmolaridade, estimulando um aumento dependente de
ROS na fosforilagdo da tirosina, podendo levar a capacitacdo prematura dos
espermatozoides (Nordberg e Arnér, 2001).

Sabe-se que o0 estresse oxidativo causa danos ao espermatozoide, as ROS sao
um dos fatores que influenciam a fertilidade equina (Morrell et al., 2014). E descrita
na literatura uma correlacdo positiva entre a taxa de prenhez utilizando sémen
refrigerado e a proporgao de espermatozoides com morfologia normal, bem como uma
correlacao negativa significativa entre a taxa de prenhez e células espermaticas com
danos a cromatina. Este dano foi atribuido, principalmente, pelo estresse oxidativo ao
qual o sémen foi submetido durante o procedimento de refrigeracdo (Morrell et al.,
2008).

Morrell et al. (2014), em experimento com sémen refrigerado, encontraram alta
variacdo nos niveis de ROS entre garanhdes. Animais que apresentavam menor
quantidade de H202 mostravam maior motilidade, menos lesdo de membrana
plasmatica e menor dano na cromatina. Ja aqueles que apresentavam maiores niveis
de H20:2 foram relacionados negativamente com a taxa de fémeas prénhes. Esses
resultados, para amostras de sémen, indicam que existe uma alta variagédo individual
das concentracdes de anion superoxido e peréxido de hidrogénio, e que o status de
ROS pode influenciar a qualidade seminal.

Nas cristas mitocondriais ocorre o metabolismo oxidativo que resulta na doacgéo
de elétrons para a molécula de oxigénio, gerando anion superoéxido, que rapidamente
se desloca para o H202 sob a acdo da superoxido dismutase (SOD). Qualquer

impedimento ao fluxo de elétrons ao longo da membrana mitocondrial interna,
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desencadeard geracdo de anion superoxido por essas organelas da célula
espermética (Pefa et al., 2009). Embora os espermatozoides defeituosos tenham,
frequentemente, perdido seu potencial de membrana mitocondrial, a despolarizacéo
nessas organelas nao desencadeia, por si s6, uma explosdo de geracdo de ROS
mitocondriais. Contudo, a perda de potencial mitocondrial vista, em casos de funcao
espermética defeituosa, pode ser uma consequéncia e ndo uma causa de estresse
oxidativo dentro dessas células. A reducdo da motilidade espermatica associada as
ROS ocorre na auséncia de qualquer diminuicdo detectavel na integridade da
membrana plasmatica, integridade acrossomal ou potencial de membrana
mitocondrial. Portanto, a motilidade dos espermatozoides € um indicador sensivel do
estresse oxidativo e pode ser um dos primeiros parametros afetados durante o

estresse oxidativo (Pefia et al., 2015).

O processo das reacdes em cadeia de peroxidacéo lipidica € facilitado pelas
duplas ligacBes presentes nos acidos graxos insaturados. Os espermatozoides sao
particularmente susceptiveis ao ataque oxidativo, porque sua membrana plasmética
é rica em PUFAS, para fornecer a fluidez de membrana necesséria para os eventos
de fusdo associados a fertilizacéo, especialmente a reacdo do acrossoma e a fuséo
de espermatozoides-odécitos (Aitken et al., 2014). O impacto da peroxidacao lipidica
na fungdo espermatica é claramente refletido pela perda de motilidade. De fato, a
relacdo entre peroxidacao lipidica e motilidade é evidente quando ocorre um aumento
na motilidade espermatica dos espermatozoides depois de serem expostos aos
antioxidantes como melatonina, carnitina e a-tocoferol (Ashrafi et al., 2013; Nogueira
et al., 2015; Longobardi et al., 2017).

Proteinas do DNA funcionalmente importantes também estdo sujeitas a
modificacdo por aldeidos, como o 4-hidroxinonenal (4HNE), gerado em consequéncia
do processo peroxidativo. As proteinas adicionadas pelo 4HNE incluem elementos da
cadeia mitocondrial de transporte de elétrons, como a desidrogenase do &cido
succinico (Aitken et al.,1995). O resultado desse ataque eletrolitico é estimular a
producdo de ROS nas mitocondrias em um ciclo de peroxidacdo lipidica
autoperpetuante que, em Ultima instancia, desencadeia a via apoptotica intrinseca,
levando a uma rapida perda de motilidade e apoptose celular. Um dos principais
pontos de diferenca entre a apoptose em espermatozoides e células somaticas é que,

na célula espermatica, o DNA nuclear estd localizado na cabeca, separado da
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mitocondria e da maior parte do citoplasma. Como resultado, as nucleases ativadas e
liberadas na peca intermediaria durante a apoptose ndo acessam o DNA na cabeca
do espermatozoide para cliva-lo. No entanto, as ROS geradas durante a apoptose
podem facilmente obter acesso ao nucleo do espermatozoide e gerar uma base
oxidativa, tipicamente 8-hidroxi, 2'-desoxiguanosina (80OHdG), que s&o convertidos
em locais basicos por 8-oxoguanina glicosilase (OGGL1), a Unica enzima da via de

reparo de excisédo de base existente nos espermatozoides (Aitken et al., 2014).

Uma vez iniciado o estresse oxidativo (Figura 3), aldeidos como o 4-
hidroxinonenal ou a acroleina, gerados como consequéncia da peroxidacao lipidica,
desencadeiam uma geracao adicional de ROS pelas mitocondrias do espermatozoide
e aceleram o inicio de um processo apoptatico intrinseco, que inevitavelmente, leva a
morte celular (Moazamian et al., 2015). A peroxidacéo lipidica de acidos graxos
insaturados na membrana plasméatica do espermatozoide interrompe todas as funcées
dependentes da membrana nessas células, incluindo motilidade e fusdo de
espermatozoides-odcito. Além disso, o estresse oxidativo pode danificar a integridade
do DNA no nucleo espermatico e nas mitocondrias. Esse dano pode ser aumentado
por erros de espermiogénese, levando a remodelacdo da cromatina prejudicada
durante os estagios finais da diferenciacdo espermatica e a fraca protaminacdo da
cromatina. A presenca de dano ao DNA nos espermatozoides também esta associada
as falhas na fertilizacdo e desenvolvimento embrionario anormal (Aitken e
Curry, 2011).
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Figura 3. Implicacbes da fosforilacdo oxidativa (OXPHOS). O vazamento
de superdxido mitocondrial (O2'7) causa peroxidagao lipidica e producéo reativa de
aldeido eletrofilico. Esses aldeidos se agregam as proteinas funcionais, resultando
em perda de motilidade e danos mitocondriais, que podem desencadear apoptose e
danos oxidativos no DNA. Fonte: (Gibb e Aitken, 2016).

8. SISTEMA ANTIOXIDANTE

BN - 7

O sistema responsavel pela resposta a oxidacdo € constituido pelos
antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos. A principal defesa, do sistema
antioxidante enzimético, chamado também de agentes naturais do sémen, é
composta pelos sequestradores de ROS primarios: a catalase (CAT), a (SOD) e a
glutationa peroxidase (GPx) (Ball, 2008). A SOD é considerada uma metaloenzima;
seu papel antioxidante é exercido quando catalisa a dismutacédo de duas moléculas
de Oz em H202 e O2. A CAT é responséavel por catalisar a dismutacdo de H20z2,
reduzindo-o a duas moléculas de H20 e uma de O2. Sua acgdo antioxidante é de
grande importancia, pois diminui o risco de formacéo do radical OH". Ja a GPx, além
de atuar na reducdo do H202 em H20 e O2, também atua na reducdo de outros
perdxidos a alcool, como o lipoperéxido nas membranas celulares (Nordberg e Arnér,
2001).
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Os antioxidantes ndo enziméaticos, conhecidos como compostos de baixo peso
molecular, incluem vitamina C, vitamina A, a-tocoferol (a-TOH), acido a-lipoico, acido
arico, zinco, taurina, hipotaurina, coenzima Q10 e melatonina, sendo encontrados no
plasma seminal (Andrade et al., 2010). Estudos vém acrescentando antioxidantes aos
meios diluidores na tentativa de atenuar ou, até mesmo, neutralizar os efeitos nocivos
das ROS (Sikka, 2010; Ghallab et al., 2017). Porém, esta abordagem é restrita pela
biodisponibilidade escassa no citoplasma ou a incapacidade desses agentes de atingir
0s receptores apropriados para estimular a resposta antioxidante (Bocci e Valacchi.,
2015).

9. PRO-OXIDANTES E ESTRESSE SUBLETAL

Pré-oxidantes sédo definidos como produtos quimicos que induzem o estresse
oxidativo, geralmente através da formacdo de espécies reativas de (Oz2 e N2) ou
inibindo sistemas antioxidantes (Puglia e Powell, 1984; Carocho e Ferreira, 2013).
Trabalhos vem sendo realizados com substancias pré-oxidantes adicionadas ao
sémen, a fim de induzir um estresse subletal, estimulando a resposta do sistema
antioxidante, melhorando a resisténcia de od0citos, embrides e espermatozoides
(Pribenszky et al., 2011; Sharafi et al., 2015).

O uso de oxido nitrico na dose subletal (NO-0,01uM) antes da criopreservacao
dos espermatozoides humanos melhorou significativamente a motilidade total e
progressiva pos descongelamento (Hezavehei et al., 2019). Sharafi et al. (2015)
utilizaram, o 6xido nitrico antes da criopreservacdo do sémen bovino e tiveram como
resultado, com a dose deletéria (NO- 1 puM), aumentos significativos na motilidade
total e progressiva, integridade de membrana plasmatica e diminuicdo de células
espermaticas apoptoéticas. Dodaran et al. (2015) expds espermatozoides bovinos ao
estresse subletal utilizando etanol antes do procedimento de criopreservacgéo, o que

aumentou o potencial mitocondrial das células espermaticas pds descongelamento.

Rahman et al. (2012) induziram o estresse subletal oxidativo com a

concentragéo de 200 pM de H202 em espermatozoides bovinos antes da fertilizagédo
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in vitro, tendo como resultados o aumento da integridade de cromatina, das taxas de
fertilizacéo e de clivagem. Os espermatozoides de suinos foram submetidos a tensdes
subletais com alta pressao hidrostatica (HHP) e demonstraram uma melhora na
motilidade, integridade de membrana plasmatica e integridade de membrana
acrossomal da célula espermatica aos procedimentos de armazenamento (fresco e
criopreservado) e aumentaram a taxa de fertilizacdo (in vitro e por inseminacao)
(Pribenszky et al., 2011; Horvath et al., 2016). Cole e Meyers (2011) utilizaram a
pressdo osmaotica em espermatozoides de primatas durante os procedimentos de
criopreservacéao, o que aumentou a fosforilagéo da tirosina e, com isso, a capacitacao

espermaética.

10. 0ZONIO

A ozonioterapia tem sido amplamente utilizada como coadjuvante no
tratamento em diversas condicbes, como Ulceras cutaneas crbnicas, peritonites,
feridas infectadas, doencas isquémicas, problemas articulares, doencas vasculares
(isquemia cronica de membros, infarto cardiaco e acidente vascular cerebral)
(Hernandez et al., 2005; Bocci et al.,, 2011). Atua regulando o estresse oxidativo
principalmente através da estimulacéo do sistema antioxidante da célula (Bocci et al.,
2011).

O ozbnio reage com PUFAS, antioxidantes como os &cidos ascorbico e urico,
compostos tiol com grupos -SH, como cisteina, glutationa reduzida (GSH) e albumina.
Dependendo da dose de ozbnio, carboidratos, enzimas, DNA e RNA também podem
ser afetados (Bocci.,, 2006). Todos esses compostos atuam como doadores de
elétrons e sofrem oxidagédo. A molécula ROS fundamental € o peroxido de hidrogénio,
gue € um oxidante ndo radical capaz de atuar como mensageiro do ozonio,
responsavel por desencadear diversos efeitos biologicos e terapéuticos (Bocci et al.,
2011)

Tem sido relatado que 0 ozénio aumenta a atividade de enzimas antioxidantes,
como GPx, SOD e CAT (Di Fillipo et al., 2008). Um estudo realizado por inal et al

(2011) mostrou que o tratamento com 0z6nio suprime significativamente os niveis de
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malondialdeido (MDA), que sdo subprodutos da peroxidacao lipidica (inal et al., 2011).
Estudos recentes mostraram que o efeito pro-oxidante do 0zénio € um meio eficaz de
prevenir danos de isquemia e reperfusdo (I/R) em varios érgaos, como figado, pulméo,
intestino, ovario e rim (Ho et al., 2013; Haj et al., 2014; Onal et al., 2015; Sayar et al.,
2016). A ozonioterapia pode inibir a inflamacao e a apoptose apos lesdo de isquemia
e reperfuséo renal em ratos. Os niveis aumentados de estresse oxidativo e inflamacgéo
(atividade de mieloperoxidase e expressdo dos marcadores interleucina-1 beta, fator
de necrose tumoral alfa e molécula de adeséo intercelular-1) foram reduzidos pela

terapia com ozonio (Chen et al., 2008).

Ha também utilizacdo da ozonioterapia como efeito protetor nos casos de
modelos experimentais de torcdo testicular, diminuindo a gravidade da lesdo de
isquemia e reperfusdo pela inibicdo do estresse oxidativo. A ozonioterapia protegeu
contra danos em um modelo de torcao testicular experimental unilateral em ratos,
reduzindo a apoptose e a INOS e aumentando a atividade da CAT (Ekici et al., 2012;
Alpcan et al., 2014; Aydos et al., 2014; Tusat et al., 2017). Salem et al. (2016)
avaliaram o efeito protetor do tratamento com 0z0onio na toxicidade testicular induzida
por Adriamicina, demonstrando que a ozonioterapia exibiu efeitos positivos sobre a
espermatogénese, viabilidade, e suprimiu o estresse oxidativo aumentando o0s niveis

de antioxidantes, e reduzindo os niveis de MDA e NO.

10.1 MECANISMO DE ACAO DO 0ZONIO

O mecanismo pelo qual o 0zénio induz uma resposta antioxidante esta sendo
amplamente estudado (Galie et al., 2018; Galié et al., 2019). De acordo com Bocci
(2015), pesquisas realizadas partiram do pressuposto de que esses beneficios podem
depender da capacidade do estresse oxidativo leve para sustentar vias protetoras por
ativacdo do fator de transcricdo nuclear, o fator nuclear eritrdide 2 (NrF2) (Bocci,
2015). O NrF2 é um regulador dos genes que protegem as células dos efeitos
endogenos e exdgenos do estresse oxidativo (Motohashi e Yamamoto, 2004).

A eficacia da terapia com o0zonio depende de uma inducdo ao estresse
oxidativo, o qual é capaz de estimular as vias de defesa celular sem causar efeitos
deletérios. Doses altas induziram um efeito oxidativo prejudicial & célula, porém baixas

concentragbes de o0zobnio induziram um efeito pré-oxidativo, ativando vias
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antioxidantes (Galié et al., 2019).

Em um experimento com células de cultivo HeLA, as quais foram submetidas
a um estresse oxidativo e depois tratadas com o0zonio, foi observado um aumento da
translocacdo nuclear de NrF2 em locais de cromatina e ativacdo do gene controlado
pelo elemento da resposta antioxidante (ERA). ApOs a ozonioterapia, a translocagéo
do NrF2 foi significativamente maior guando comparado ao controle. O 0z6nio também
evitou a degradacéo de NrF2 induzida por Keap 1 (Galie et al., 2018).

O tratamento sistémico com oz6nio aumentou os niveis de NrF2 nas células
mononucleares do sangue periférico de humanos em consequéncia ocorreu um
aumento da atividade da SOD e CAT (Re et al., 2014). O uso de solugéo salina
ozonizada em queratinécitos humanos in vitro, para a cicatrizacdo de feridas
comprovou a ativacdo de NrF2, resultando no aumento da expressdo do gene
HMOX1. A administragdo sistémica de ozonio em ratos com doenga renal crénica
induzida induziu, resultou na ativacado do NrF2, tendo regulag&o positiva de enzimas
antioxidantes, e diminuindo a insuficiéncia renal (Yu et al., 2016). O tratamento em
ratos com ozoénio induziu uma pré-oxidacao ativando o NrF2, protegendo o pulméo e
o miocardio da lesdo de isquemia e reperfusdo, uma das principais causas de
disfuncdo cardiaca e respiratoria durante cirurgias cardiovasculares, transplante
cardiaco e procedimentos de circulacdo extracorporea (Meng et al., 2017; Wang et
al., 2018).

O fator de transcricdo NrF2 e seu inibidor Keapl, também atuam na regulacao
direta da bioenergética mitocondrial. A inibicdo de NrF2leva a despolarizacédo
mitocondrial, diminuicdo dos niveis de ATP e diminuicdo do potencial da membrana
mitocondrial, enquanto que a ativacdo de NrF2 aumentou o potencial da membrana
mitocondrial e os niveis de ATP e a eficiéncia da fosforilagdo oxidativa. O NrF2
também aumentou a producéo de ATP na glicélise, que € usada pela F1Fo-ATPase
para manutencao do potencial da membrana mitocondrial (Holmstronm et al., 2013).

A expressdo do RNAm do NrF2 apresentou niveis significativamente menores
no sémen de pacientes que apresentavam quadros de oligozoospermia e
astenozoospermia. Observou-se, também, correlacdo positiva entre o nivel de
expressdo do RNAm de NrF2 e parametros da funcdo espermatica como motilidade
progressiva e concentracdo de espermatozoide, demonstrando que o nivel de

expressdo de RNAmM de NrF2 é significativamente menor em homens com baixa
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motilidade espermética (Chen et al.,2012). Isto sugere que estimular a expressao de
NrF2 com baixas doses de 0zonio, melhora pardmetros essenciais como a motilidade

progressiva.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da ozonioterapia na qualidade
espermética do sémen equino refrigerado. Utilizaram-se cinco garanhdes, sendo
quatro ejaculados de cada. Apds a colheita, os ejaculados foram divididos em cinco
grupos, um controle (sem adicado de 0z6nio) e outros quatro adicionou-se ao meio de
refrigeracéo diferentes concentracdes de ozo6nio: 5 pg/ms3, 15 ug/m3, 30 ug/m3 e 60
ng/m3 (0O3-5, 03-15, 03-30, 03-60 respectivamente). Apos a adicdo do tratamento
foram acondicionadas por 24 h e 48 h sob a temperatura de 5°C na caixa de
refrigeracdo Botuflex (Botupharma®, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil). As analises
espermaticas das amostras de sémen ocorreram nos momentos 24 h (M24) e 48 h
(M48) de refrigeracéo a 5°C e apos estresse térmico de 37°C por 30 minutos (M24-30
e M48-30, respectivamente apds 24 h e apdés 48 h de refrigeracdo). A cinética
espermatica realizou-se pela analise computadorizada do sémen e as avaliacdes de
lesbes de membranas e peroxidacéo lipidica por citometria de fluxo. De acordo com
os resultados, a adicdo de ozOnio na concentragdo de 15 ug/m3, apés 24 h de
refrigeracdo determinou aumento nos parametros de motilidade total e progressiva do
sémen equino refrigerado comparada ao controle e aos grupos 30 pg/m? e 60 pg/ms3;
ja a concentracéo de 5 pg/m? apresentou melhora significativa em relacéo ao controle,
30 pg/m3 e 60 pug/m3, na integridade de membranas plasmatica e acrossomal. Na
avaliacdo de 48 h de refrigeracéo a adicdo de 5 pg/m3e 15 ug/m3 apresentou maiores
resultados de porcentagem de espermatozoides rapidos e integridade de membrana
em relagcdo aos demais nos dois momentos avaliados. H4 uma queda da cinética e
integridade de membrana nas maiores concentragdes (30 pg/md e 60 pg/m?d).
Portanto, o efeito do 0z6nio em baixas concentracdes (5 e 15 pg/m?) conferiu protecéo

ao espermatozoide equino refrigerado, melhorando os parametros cinéticos de
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motilidade total e progressiva, e aumentando a integridade de membrana plasmatica
e acrossomal.

Palavras-chave: Espermatozoide, Garanhéo, oxidante.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of ozone therapy on the
sperm quality of refrigerated equine semen. Five stallions were used, four of which
were ejaculated from each. After the collect, the ejaculates were divided into five
groups, control (without addition of ozone) and four other groups in which different
concentrations of ozone were added to the cooling medium: 5 ug/ms3, 15 pug/m3, 30
nug/m2and 60 pg/m?3 (Os-5, 03-15, 03-30, 03-60 respectively). The sperm analysis of
the semen samples took place at 24 h (M24) and 48 h (M48) cooling at 5°C and after
thermal stress of 37°C for 30 minutes (M24-30 and M48-30, respectively after 24 h and
after 48 h of cooling). Sperm kinetics were performed by computerized semen analysis
and the evaluation of membrane lesions and lipid peroxidation by flow cytometry.
According to the results, the addition of ozone at a concentration of 15 ug/ m?, after 24
h of refrigeration demonstrated an increase in the parameters of total and progressive
motility of refrigerated equine semen compared to the control and to the groups 30
ug/m3 and 60 pg/m3 the concentration of 5 pg/m? showed significant improvement in
relation to the control, 30 pg/m® and 60 pug/m?3, in the integrity of the plasma and
acrosomal membrane. In the evaluation of 48 h of refrigeration, the addition of 5 pg/m?3
and 15 pg/m? presented higher results of percentage of fast sperm and membrane
integrity in relation to the others in the two evaluated moments. There is also a drop in
membrane kinetics and integrity at the highest concentrations (30 pg/m3 and 60
ng/m3). Therefore, the effect of ozone in low concentrations (5 and 15 pg/m?3) provided
protection to the chilled equine sperm, improving the kinetic parameters of total and
progressive motility, and increasing the integrity of the plasma and acrosomal

membrane.

Keywords: Sperm, Stallion, oxidant.
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l.Introducéo

A inseminacdo artificial (IA) com sémen resfriado equino, e umas das
biotecnologias mais importantes na reproducdo equina, pois possibilita um maior
desenvolvimento do setor através do ganho na eficiéncia reprodutiva, prevencao de
doencas, variabilidade genética, etc [1]. Porém, o tipo de selecao realizada para a
reproducdo em equinos pode comprometer o sucesso da refrigeracdo do sémen, visto
qgue, em geral, a escolha de um garanhéo € baseada principalmente no desempenho
fisico ou desportivo, deixando o potencial reprodutivo em segundo plano [2]. Esse fato
resulta na heterogeneidade reprodutiva de garanhdes, que por sua vez pode levar ao
uso reprodutores que nao apresentam bons resultados na refrigeracdo. Estima-se que
somente 30 a 40% dos garanhdes produzem células adequadas que resistem aos
procedimentos em baixas temperaturas [3]. Assim, melhorias nos procedimentos de

refrigeracdo aumentariam a eficiéncia da técnica.

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio
(ROS), e as defesas antioxidantes das células. A vulnerabilidade dos
espermatozoides ao estresse oxidativo €, em grande parte, consequéncia de sua
estrutura anatdmica e composicdo bioquimica altamente especializadas [4]. Os
espermatozoides equinos apresentam guantidades elevadas de acidos graxos poli-
insaturados (PUFAS) nas membranas, que 0s tornam mais sensiveis ao estresse
oxidativo, pois as ligacdes carbono-hidrogénio adjacentes as ligacdes duplas sdo mais
instaveis e mais susceptiveis ao sequestro de hidrogénio pelas espécies reativas de
oxigénio ROS [5]. A maioria das células sométicas possui um espaco citoplasmatico
abundante para abrigar suas enzimas antioxidantes, ja as células esperméticas
possuem um citoplasma limitado, sendo sua por¢cdo mais abundante na peca
intermediaria [4]. Assim, diversos estudos vém acrescentando antioxidantes aos
meios diluidores na tentativa de atenuar ou, até mesmo, neutralizar os efeitos nocivos
das ROS [6-9].

A ozonioterapia tem sido amplamente utilizada como pré-oxidante, e tem
demonstrado em seus resultados um efeito positivo em diversas condi¢cdes, como
controle da dor [10], doencgas gastrointestinais [11], doencas pulmonares [12-13],
diabetes [14], doencas isquémicas [15], cancer [16-17], doencas infecciosas [18-19] e

odontologia [20-22]. A ozonioterapia é realizada com uma mistura de gases: 5% de
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O3 (0zbnio) e 95% de O2 (oxigénio). O o0zbnio é um gas instavel, formado pela
combinacao de trés a&tomos de oxigénio em uma estrutura ciclica. Embora o 0zbnio
nao seja uma molécula radical, € o terceiro oxidante mais potente apos fllor e
persulfato. No entanto, quando o ozénio € utilizado em pequenas doses atua como
pré-oxidante, estimulando assim uma forte resposta antioxidante [23]. Deste modo, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da ozonioterapia na qualidade espermética

do sémen equino refrigerado.

2.Material e Métodos

2.1 Aspectos éticos

Estudo realizado de acordo com preceitos éticos recomendados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), apos
aprovacdo pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMS, sob
protocolo n® 913/2017.

2.2 Ozbnio
O gerador de Oz6nio (0O3) Ozone & life ®1.5 portatil (Ozone & life, Sdo José
dos Campos, Sao Paulo Brasil) foi calibrado para as concentracbes de

5ug/m3,15ug/ms3, 30ug/m3 e 60 g/m?.

2.3 Animais

Experimento realizado utilizando coletas de cinco garanhfes adultos (Racas
Quarto de milha n=3, Paint Horse n=1, Pantaneiro n=1) de idade entre 3 a 10 anos,
férteis, localizados em Haras préximo a Campo Grande/MS. O processamento e as
analises laboratoriais realizados no Laboratorio Multiuso da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da Fundagéo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

2.4 Colheita, Processamento e Refrigeracdo do Sémen.

Realizadas quatro colheitas de cada garanh&o (n=20), utilizando vagina artificial
modelo Botucatu (Botupharma®, Botucatu, Sao Paulo, Brasil), mantida a uma
temperatura entre 42 e 45°C. As colheitas ocorreram com o auxilio de uma fémea em
cio. As amostras de sémen mantidas em banho-maria a 37°C foram submetidas a
analise das variaveis macroscopicas (volume, aspecto e cor) e microscopicas
(motilidade, vigor, concentracdo), diluidas em meio a base de leite desnatado e
antibioticos, Inra 96® (IMV Techonologies) na concentracdo de (1:1) e transportadas
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em caixa de refrigeracédo Botubox (Botupharma®, Botucatu, S&o Paulo, Brasil) para o
laboratério de processamento e analises.

O ejaculado foi centrifugado a 600g/10 min e ressuspendido na concentracao de
50x10° sptz/ml, em meio a base de leite desnatado e antibiéticos, Inra 96® (IMV
Techonologies), e realizou-se uma andlise pré-refrigeracéo, e entdo divididos em 5
grupos experimentais: Controle - Inra 96 ®; O3-5 - Inra 96 ® + 5ug/m3; 03-15 - Inra
96 ® + 15ug/m3; 03-30 - Inra 96 ® + 30ug/m3; O3-60 - Inra 96 ® + 60ug/m*de Ozo6nio.
Para cada amostra tratada, o 0zonio foi adicionado ao sémen com o auxilio de uma
seringa acoplada no gerador de oz6nio, na proporcdo de 1:1 e homogeneizado de
forma lenta por 30 segundos. Apoés a adicao do tratamento foram acondicionadas por
24 h e 48 h sob a temperatura de 5°C na caixa de refrigeracéo Botuflex (Botupharma®,

Botucatu, Sdo Paulo, Brasil), segundo metodologia utilizada por Hartwig et al [9].

2.5 Analises espermaticas
As analises espermaticas ocorreram nos momentos 24 h (M24) e 48 h (M48)
de refrigeracdo a 5°C e apos incubacéo a 37°C por 30 minutos (M24-30 e M48-30,

respectivamente apds 24 h e apés 48 h de refrigeracao).

2.5.1 Cinética espermética

Avaliados pelo sistema computadorizado CASA (modelo Sperm Class Analyzer
- SCA) os parametros de cinética espermatica, motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP), velocidade de trajeto (VAP), velocidade retilinea (VSL), velocidade
curvilinea (VCL), retilinearidade (STR) e rapidos. Para essa avaliacdo colocou-se
5,0uL de sémen na camara de Makler previamente aquecida a 37°C, as configuracfes

do CASA usado neste estudo estao descritas no Quadro 1.
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Quadro 1. Ajuste do sistema computadorizado CASA (modelo Sperm Class Analyzer
- SCA) para as realizacdes das analises seminais em equideos.

Parametros Ajustes
Numero de imagens adquiridas 40

Taxa de aquisicdo de imagens 60 Hertz
Contraste minimo da célula 75 pixels
Tamanho minimo da célula 4 pixels
Contraste para células imoveis 5 pixels
Intensidade para células imoéveis 110
Limite para velocidade média do percurso. 50p/s
Limite para indice retilineo 80%
Referéncia de Vap para células lentas 30u/s
Referéncia de VSL para células lentas 0,0u/s
Limite superior de tamanho da célula 2,99
Limite inferior de tamanho da célula 0,59
Limite superior da intensidade estatica da célula 1,74
Limite inferior da intensidade estatica da célula 0,68
Limite superior de alongamento da célula 97%
Limite inferior de alongamento da célula 12%
Temperatura 37°C

2.5.2 Citometria de Fluxo

Para a avaliacdo espermatica por citometria de fluxo foi utilizado o equipamento
CytoFLEX® (Beckman Coulter, Pasadena, Califérnia, EUA) equipado com laser:
violeta 405 nm, azul 488 nm e vermelho 638 nm e 12 canais de deteccdo de
fluorescéncia. Apdés a analise, avaliou-se os dados pelo programa do mesmo
fabricante CytExpert Aquisition software.

A avaliacdo de integridade de membrana plasmética e acrossomal, ocorreu pela
associacao de Hoechst 33342 (H342), iodeto de propidio (Pl) e FITC-PNA (aglutinina
de Peanut conjugada ao isotiocianato de fluoresceina) de acordo com Freitas-
Dell’Aqua et al. [25], modificado pela adi¢cdo da sonda MitoStatus Red (MST) seguindo
método de Camargo et al. [26]. Em uma amostra de 200 pL de sémen diluido em
TALP-PVA, na concentracdo de 5x108 espermatozoides/mL adicionou-se 7 pM de
H342, 1,5 uM de PI, 2 ng de FITC-PNA e 20 nM de MST, incubando-se durante 20
min a 37°C ao abrigo da luz. Ao término deste periodo, a amostra foi avaliada no
citbmetro de fluxo.

Para a avaliacdo de fluidez de membrana (Hoechst, Yopro e Merocianina),
diluiu-se as amostras de sémen em TALP-PVA na concentragdo de 5x10°

espermatozoides/mL, em 200 pL dessa solucdo acrescentou-se 7 yM de Hoechst
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3342, 7,5 yM de Merocianina (M24571 — Life Technologies) e 25 nM de Yopro (Y3603
— Life Technologies) incubados por 20 minutos a 37°.C ao abrigo da Luz.

Para a peroxidacéao lipidica, utilizou-se protocolo de Guasti et al. [27] com a
sonda C11-BODYPY (D-3861; Molecular Probes). Em 500 yL de sémen diluido em
TALP-PVA foi adicionado 5 yM de C11-BODIPY581/591, seguido por incubacao por
30 minutos a 37 °C. Apos a incubacéo, foram realizadas duas lavagens consecutivas
por centrifugacao a 300g por 5 minutos, com TALP-PVA e o pellet ressuspendido em
500 pl de TALP-PVA.

2.6 Andlise estatistica

O delineamento experimental ocorreu em forma de parcelas subdivididas,
considerando-se a adigdo de ozbnio Os, isoladas e em associagédo, como tratamento,
e 0S momentos de avaliacdo como sub-parcelas. Para comparar as variaveis
dependentes (motilidade, integridade da membrana plasmatica, acrossomal,
capacitacdo espermatica, atividade mitocondrial e lipoperoxidagdo) utilizou-se a
analise de variancia, pelo procedimento GLM do Programa Estatistico SAS University,
considerando-se os efeitos fixos de tratamento e momentos de avaliacdo seminal.
Compararam-se as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de significancia. As

variaveis expressas em porcentagem foram transformadas em arco seno (x/100).
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Os resultados obtidos da estatistica descritiva durante as andlises pré-
refrigeracdo, sem adicéo de ozénio estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1; Parametros da qualidade do sémen equino pré-refrigeracdo (n=20) e
variabilidade dos parametros da qualidade do sémen (CV%), obtidos com Sperm Class

Analyser (SCA) e Citometria de fluxo.

Unidade Média = EP Min-max CV
SCA
Motilidade total % 63.9+4.6 43-84 7.2
Motilidade progressiva % 545+49 24-78 9
VAP pum/s 51.9+3.2 32.3-79.7 6.1
VSL pum/s 37.9+£3.2 19.8-55.3 6.1
VCL pum/s 139.1+50.1 64.7-108.8 36
STR % 73.5+4.4 66.1-86.7 5.9
Rapidos % 51.4+37 15.3-73.9 7.3
Citometria de fluxo
Membrana plasmatica integra com mebrana % 716+ 26 50.8-90.2 36
acrossomal integra
Membrana plasmatica integra e estavel. % 28.2+5.4 23.2-91.8 19.1
Alto potencial da membrana mitocondrial. % 34970 50.0-89.0 20.0
Peroxidacgéo lipidica (UA) % 5349.3£520.5 2904-9059 9.7

UA: unidade arbitraria.
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As analises do momento M 24 demonstraram que o tratamento O3-15 teve um
efeito positivo nos parametros de motilidade total e progressiva. O tratamento Oz-5
aumentou a integridade da membrana plasmética com membrana acrossomal integra
em relacdo ao controle, O3-30 e O3-60. O tratamento Os.5 também obteve a maior
porcentagem de espermatozoides considerados rapidos, quando comparados com o
controle, 0O3-30, 0O3-60. N&o ocorreram diferencas significativas nos demais

parametros avaliados (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros esperméaticos (MEAN+ SEM) do sémen equino refrigerado dos grupos
controle e diferentes concentragdes de Oz 0zonio Os-5, Os-15, 03-30, O3-60 avaliados apés
24 h de refrigeracdo (M 24).

M 24
Controle O3-5 03-15 03-30 03-60

MT% 54.9 + 4° 55.8 +52° 60.3 +32 53.8+2.3° 52.8 + 4°
MP% 35.0 +4.4° 36.8+4.7% 40.7+£3.42 34.1+4° 34.0 +3.8°
VCL (um/s) 61.9+0.8 68.8+ 3.2 67.9+2 66.8 + 3.6 64.2+ 2.5
VSL (pm/s) 24.8+1.4 26.9+23 29.1+15 27.8+2.4 27.1+15
VAP (um/s) 31.8+1.6 36.2+21 365+17  349+27 33.7+1.6
LIN (%) 39.7+1 40.6 £1.5 42.3+1.3 40.7+14 41.8+1.2
STR (%) 77.5%1.2 73+4.6 75.6 +4.7 79+0.9 79.8+1.1
Réapidos(%) 24.2+ 3.3° 28.0+ 3.52 27.5+ 2.8% 24.2+3.8° 21.3+ 3.0°
MPIAI(%) 46.1 +3.9° 51.1+3.68 47.2+3.1% 459 + 2P 43.1+2.8°
YP-Mero-(%) 28.9+4.4 27.4+£5.1 27.1+5.6 289+ 5.2 27.6+5.4
PM* (%) 72.8+5.5 70.3+5.9 73.6+5.5 68.7 + 6.8 69.5+6.3
PER (UA) 4971.4+184.8 4980.3+158.2 4957.1+163.5 5273.7+£193.9 5235.8+322.9

Motilidade espermética total (MT); Motilidade espermatica progressiva (MP); Velocidade
curvilinea (VCL); Velocidade retilinea (VSL); Velocidade de trajeto (VAP); Amplitude lateral de
cabeca (ALH); Linearidade (LIN); Retilinearidade (STR); Membrana plasmatica e membrana
acrossomal integra (MPIAI); Células integras (YP- Mero -); Alto potencial da membrana
mitocondrial (PM*); Peroxidado (Per); Unidade arbitraria (UA). Letras diferentes nas linhas
indicam diferencas estatisticas entre tratamentos (p<0,05).
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O tratamento O3-60 no momento M24-30 apresentou espermatozoides com alta
retilinearidade e linearidade, porém a porcentagem de espermatozoides com
movimentos rapidos foi a menor entre tratamentos. O tratamento Os-5 diferiu
significativamente dos tratamentos controle, O3-30 e Os-60quanto a integridade da
membrana plasmatica com membrana acrossomal integra; os demais parametros da
qualidade espermaética avaliados nao foram significativamente diferentes (Tabela 3).

Tabela 3. Pardmetros espermaticos (MEAN+ SEM) do sémen equino refrigerado dos grupos
controle e as e as diferentes concentracdes de Os; Oz6nio 035, 03-15, 03-30, O3-60, apos 24

h de refrigeragcéo e submetidos a estresse térmico pela incubacdo por 30 minutos a 37°C (M
24-30).

M 24- 30
Controle 035 03-15 03-30 03-60
MT% A44+46  449+52  A474+46 42741  406+43
MP% 28.7+41  314+43  288+41 234+33 229+3.6
VCL (um/s) 63.3+2.9%  685+32%® 635+3.3% 587+27°  56.9+1.9°
VSL (um/s) 233+2.1 259+24  246+23 220+21  234%22
VAP (um/s) 331+17  363+22 337+21 303%19 316+15
LIN (%) 38.9+0.9%°  412+1.0% 41.9+13® 399+16% 453+20°
STR (%) 69.2+53%  704+57% 714+54® 69.8+57% 78.1+15°
Rapidos(%) 195+3.2%¢ 256+3.7%° 215+38° 16.6+22° 12.6+2.6¢
MPIAI (%) 324+26° 434+31° 387+£3.0% 337+220 34.0%24°
YP-Mero- (%)  27.2+6.0  27.0+6.1  33.2+6.7 29.0+58 25055
PM+ (%) 723+52  68.9%7.0 69.1+7.3 741+52 735+6.1
Per (UA) 5764.0+311.2 5367.0+276.0 5327.6+328.7 5454.3+230.9 5476.8+211.2

Motilidade espermatica total (MT); Motilidade espermatica progressiva (MP); Velocidade
curvilinea (VCL); Velocidade retilinea (VSL); Velocidade de trajeto (VAP); Amplitude lateral de
cabeca (ALH); Linearidade (LIN); Retilinearidade (STR); Membrana plasmatica e membrana
acrossomal integra (MPIAI); Células integras (YP- Mero -); Alto potencial da membrana
mitocondrial (PM*); Peroxidado (Per); Unidade arbitraria (UA). Letras diferentes nas linhas
indicam diferencas estatisticas entre tratamentos (p<0,05).
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No momento M 48, o tratamento O3-60 e teve efeito prejudicial na motilidade
total e progressiva, e também nos parametros da qualidade do movimento
espermatico (VCL, VSL, VAP e Rapidos). O tratamento ozbnio Os-5, melhorou a
integridade da membrana plasmatica com membrana acrossomal integra quando
comparado ao controle, Os3-30 e 0O3-60. As demais variaveis avaliadas, células
integras sem indicativo de capacitagdo e alto potencial da membrana mitocondrial ndo

apresentaram diferencas significativas (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros esperméaticos (MEAN+ SEM) do sémen equino refrigerado dos grupos
controle em diferentes concentragdes de O; Ozbnio O3-5, O3-15, 03-30, O3-60 avaliados apds
48h de refrigeracdo (M 48).

M 48
Controle O3-5 03-15 03-30 03-60
MT% 53.6 + 4.52 54.7 + 4,22 54.4 + 4,32 47.3+3.3° 36.8 + 3.9¢
MP% 36.4 +4.02 38.3+4.1% 38.2+4.0% 27.1 +3.5° 19.3+3.2°¢
VCL (um/s) 70.9 +4.0° 74.1+3.1% 721+26%® 63.9 + 3.3° 57.4 + 3.4°
VSL (um/s) 29.2 +1.42 31.1+1.8 30.4+1.9% 25.3+1.9° 22.6+1.8°
VAP (um/s) 38.2 +1.8° 40.1+£2.22 39.2+24% 33.1+2.6° 29.4+23°
LIN (%) 40.1+0.8 41.5+1.2 41.5+13 43.1+13 385+17
STR (%) 76.6 + 0.7 74.0+3.1 77.3+0.1 76.4+1.1 76.1+1.7
Rapidos(%) 27.7 £ 3.42 29.8 + 3.7 27.3+3.32 19.1 +3.1° 11.2+2.4°
MPIAI(%) 36.1+3.0° 40.4 + 3.42 37.4+33 36.5+3.3° 29.6 £ 2.5°
YP-Mero-(%) 22.5+6.6 23.7+54 21.0+ 3.2 21.8+4.1 20.9+4.3
PM* (%) 77.8+5.3 73.1+6.6 74.8+5.4 77.2+5.7 79.4+5.0
PER (UA) 5082.3+203.4 5096.3+149.3 5283.2+190.8 5374.5+243.6 5397.3+213.6

Motilidade espermética total (MT); Motilidade espermatica progressiva (MP); Velocidade
curvilinea (VCL); Velocidade retilinea (VSL); Velocidade de trajeto (VAP); Amplitude lateral de
cabeca (ALH); Linearidade (LIN); Retilinearidade (STR); Membrana plasmatica e membrana
acrossomal integra (MPIAI); Células integras (YP- Mero -); Alto potencial da membrana
mitocondrial (PM*) ; Peroxidado (Per); Unidade arbitraria (UA). Letras diferentes nas linhas
indicam diferencas estatisticas entre tratamentos (p<0,05).
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O grupo O3-60 de maior concentracdo de oz6nio diminuiu significativamente
os parametros de motilidade total e progressiva no momento M48-30. Ocorreram
diferencas significativas dos tratamentos do 0zénio Os-5 e O3-15 com o grupo controle,
conferindo assim um efeito protetor da integridade de membrana plasmatica e
membrana acrossomal. Os demais parametros analisados nao apresentaram

diferencas significativas entre os tratamentos e o grupo controle (Tabela 5).

Tabela 5. Parametros esperméticos (MEAN+ SEM) do sémen equino refrigerado dos grupos
controle em diferentes concentragdes de Oz Oz6nio Os-5, O3-15, 03-30, O3-60 avaliados apos
48h de refrigeragdo (M48) e submetidos a estresse térmico pela incubac¢do por 30 minutos a
37°C.

M 48- 30
Controle 0Os3-5 0Os-15 03-30 0s-60

MT% 35.2+4.7% 394378 35.8 £ 5.1 34.8+4.3° 244+ 42°
MP% 23.9 + 3.7 27.5+29%2a 22.9 + 3.92 205+ 3.7° 12,5+ 2.9¢
VCL (um/s) 62.2 £ 242 62.8 £2.32 61.9+25 58 +2.92 50.2 + 3.2P
VSL (um/s) 23.7 + 1.8 26.3+2.1° 23.8 + 2.1 23.4 + 2.42b 21.2+2.3°
VAP (um/s) 32.1+1.5% 34.1+ 2.0 329+1.9%  31.1+25» 26.7 +2.1%
LIN (%) 39.8+1.6 432+15 418+1.1 40522 63.4+22
STR (%) 73.1+4.0 76.4+3.9 71.3+5.3 72.7+4.1 70.0+£5.6
Rapidos(%) 16.8 + 3.22 17.3+2.32 14.6+2.9° 13.5+3.2P 7.442.3¢
MPIAI (%) 27.9+2.3° 35.0+ 242 33.6 £ 3.62 28.5+ 3.0° 249+2.0°
YP-Mero- (%) 20.8+4.3 17.7+ 4.5 20.3+5.6 18.8+4.5 17.7£5.9
PM+ (%) 76.6 £5.0 77.4+53 73.5+5.9 79.3+45 81.6+4.2
Per (UA) 5606.0+308.6 5210.4+262.5 5505.1+251.4 5505.1+ 143.5 55474.0+226.9

Motilidade espermética total (MT); Motilidade espermatica progressiva (MP); Velocidade
curvilinea (VCL); Velocidade retilinea (VSL); Velocidade de trajeto (VAP); Amplitude lateral de
cabeca (ALH); Linearidade (LIN); Retilinearidade (STR); Membrana plasmatica e membrana
acrossomal integra (MPIAI); Células integras (YP- Mero -); Alto potencial da membrana
mitocondrial (PM*); Peroxidado (Per); Unidade arbitraria (UA). Letras diferentes nas linhas
indicam diferencas estatisticas entre tratamentos (p<0,05).
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4. Discussao

A eficécia da terapia do ozénio depende de inducéo da pré-oxidacdo, o qual é
capaz de estimular as vias de defesa celular sem causar efeitos deletérios. O 0zdnio
ativa a transcricdo do RNAm do fator de transcricdo NrF2, direcionado pelo estimulo
a resposta antioxidante de maneira dependente da dose. Altas concentragfes
induzem um efeito oxidativo prejudicial a célula e baixas concentracdes de 0zbnio
induzem um efeito pro-oxidativo, ativando vias antioxidantes [28,29,30]. Este
resultado dose-dependente também foi testado no presente experimento, as maiores
doses de ozobnio testadas (0O3-30 e 0Os3-60), em alguns momentos, obtiveram
resultados negativos em relacdo a qualidade da cinética espermética e da integridade
da membrana plasmatica, demonstrando uma certa toxicidade a célula espermatica.
Porém, as baixas doses do tratamento com ozénio (Os3-5 e 03-15), estas tém
resultados significativos em relacdo a motilidade total e progressiva, e a integridade

da membrana plasmética com membrana acrossomal integra.

No presente experimento, ocorreu um aumento da cinética espermatica nos
tratamentos com baixas doses de O3 (Os-5 e Os-15) quando comparados ao controle. O
aumento da motilidade dos tratamentos com 0z6nio (Oz-5 e O3-15) neste experimento
pode ser correlacionado com fator de transcricdo NrF2 e seu inibidor Keapl, que
controlam os genes antioxidantes e também atuam na regulacdo da bioenergética
mitocondrial [33-34]. A expressdo do RNAm do gene antioxidante NrF2 apresentou
niveis significativamente menores no sémen humano de pacientes que apresentavam
quadros de oligozoospermia e astenozoospermia [35]. A substancia pré-oxidante
adicionada ao sémen Oxido nitrico na dose subletal (NO-0.01uM) antes da
criopreservacdo dos espermatozoides de humanos também melhorou
significativamente a motilidade total e motilidade progressiva pés descongelamento
[31]. Sharafi et al., 2015 [32] utilizaram em seu experimento o oxido nitrico antes da
criopreservacdo do sémen bovino e tiveram como resultado na dose subletal (NO-1
pMM) aumentos na motilidade total e progressiva, integridade de membrana plasmatica

e diminuicdo de células espermaticas apoptoticas.

A perda de motilidade é uma consequéncia e ndo uma causa de estresse
oxidativo. A diminuicdo da motilidade espermatica associada as ROS ocorre na
auséncia de qualquer diminuicao detectavel na integridade da membrana plasmatica,

integridade acrossomal ou potencial de membrana mitocondrial [4]. Portanto, a
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motilidade dos espermatozoides parece ser um indicador sensivel do estresse
oxidativo e pode ser um dos primeiros parametros afetados durante o estresse
oxidativo [4]. Como observado neste experimento a dose deletéria do tratamento com
0z6nio O3-60 (60png/ml) diminuiu motilidade total e progressiva, mas ndo aumentou a
peroxidacgéo lipidica, demonstrando assim essa sensibilidade da motilidade frente a

uma alta dose oxidante.

Trabalhos realizados com 0zénio demonstraram que a ozonioterapia suprimiu
o malandialdeido o principal subproduto da peroxidacao lipidica [36-37]. Porém neste
trabalho com células espermaticas refrigeradas, a peroxidacdo lipidica ndo diferiu
entre os tratamentos em nenhum dos momentos testado. Este experimento esta de
acordo com Kankofer et al. [38] que avaliaram a intensidade da peroxidacao lipidica
no sémen de garanhdo armazenados a 5°C e concluiram que esta variavel néo

aumenta substancialmente durante a refrigeragéo.

Os espermatozoides equinos apresentam quantidades elevadas de PUFAS
nas membranas e baixa porcentagem de colesterol (13%), quando comparado a
outras espécies [39]. A baixa proporcdo de colesterol/fosfolipidios pode levar a
alteracdes na fluidez e estabilidade promovendo areas de fragilidade na membrana,
sujeitas a rupturas e permeabilidade a ions durante o armazenamento em baixas
temperaturas [4]. O tratamento com o0zénio (Os-5) neste experimento conferiu a célula
espermatica maior integridade de membrana plasmatica e acrossomal em todos 0s
momentos analisados, demonstrando que este tratamento pode ser realizado nas

células esperméticas durante o procedimento de refrigeracao.

O estresse térmico submetido aos espermatozoides, neste experimento, em
todos os grupos avaliados diminuiu os parametros de cinética espermatica,
integridade das membranas plasmaticas e acrossomais e aumentando os parametros
de peroxidacao lipidica. Este resultado deve-se pelo fato de que o estresse térmico
promove decréscimo irreversivel da motilidade espermatica, além de mudancas
bioquimicas e funcionais nos espermatozoides, devido a um rearranjo de alguns
fosfolipidios da membrana plasmatica, alterando suas propriedades biolégicas

basicas, como permeabilidade seletiva e difusdo lateral de proteinas [40].
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5.CONCLUSAO

Baixas concentragdes de ozonio (5 e 15 pg/m?3) no sémen equino refrigerado
promove protecdo ao espermatozoide melhorando os parametros cinéticos de
motilidade total e progressiva, e aumentando a integridade de membrana plasmatica
e acrossomal. Concentracdes mais altas (30 e 60 pug/m3) demonstram ser deletérias

ao espermatozoide.
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Autorizagoes Leqgais

Servigo Publico Federal
Ministério da Educagao
Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Respostas do sémen equino
criopreservado com o uso de substdncias antioxidantes”, registrada com o n°
913/2017, sob a responsabilidade de Maria Inés Lenz Souza - que envolve a
utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS/ICEUA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO

SUL/UFMS, na 102 reunido ordinaria do dia 09/11/2017.

FINALIDADE ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacéo 10/03/2015 a 10/03/2019
Espécie/Linhagem/Raca Equus caballus / Quarto de Milha
N° de animais Machos 5/Fémeas 1=6
Peso/ldade 550kg /5 - 10 anos
Sexo Macho / Fémea
Origem Fazenda Escola da FAMEZ/UFMS

Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 09 de novembro de 2017.

Comiss3o de Etica no Uso de Animais/CEUA
http://www.propp.ufms.br/ceua
ceua.pro ufms.br
fone (67) 3345-7925
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