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RESUMO

ALVES, A. M. Terapias mitocondriais para a prevencdo do estresse oxidativo
durante a criopreservacao espermatica em bovinos [Mitochondrial therapies on the
prevention of oxidative stress during sperm cryopreservation in bulls]. 2023. 71f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdadde de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2023.

A criopreservagao espermatica é considerada um processo - chave para 0 uso das
biotecnologias reprodutivas em bovinos, como inseminacao artificial e producdes in vivo
e in vitro de embrides. No entanto, tal técnica causa reducdo da qualidade espermatica,
sendo o estresse oxidativo um dos principais mecanismos envolvidos em injdrias
espermaticas pés-descongelamento. Neste contexto, acredita-se que a mitocdndria possua
um papel central no desequilibrio oxidativo durante a criopreservacao espermatica, por
ser a principal fonte liberadora de espécies reativas de oxigénio (EROS). Assim, uma
possivel alternativa para melhorar a qualidade espermatica pos-criopreservagdo seria uma
terapia especifica tendo como alvo essa organela, visando reduzir a liberacéo excessiva
de EROS neste processo. Uma molécula promissora seria 0 MitoTEMPO que é capaz de
quelar metais de transicdo responsaveis pela reacao de Fenton, prevenindo a geracédo do
radical hidroxila. Além disso, esta molécula possui papel na matriz mitocondrial com
acdo mimética de superdxido dismutase, 0 que, no entanto, pode levar a um acimulo de
peréxido de hidrogénio. Desta forma uma associacdo com mecanismos voltados ao
peréxido de hidrogénio seria necessaria (e.g., GSH). Portanto, o objetivo do presente
estudo foi avaliar se o tratamento com o protetor mitocondrial MitoTEMPO, associado
ou ndo a GSH, é capaz de prevenir a producdo excessiva de EROS por meio da protecdo
e manutencdo da funcdo mitocondrial, melhorando aspectos quantitativos e qualitativos
espermatozoides criopreservados de bovinos. Para tanto, ejaculados de 17 touros (N=17)
foram submetidos a criopreservacdo com diluidores suplementados com diferentes
concentragdes dos antioxidantes supracitados. Cada ejaculado foi dividido em 8 aliquotas,
contendo concentragdes crescentes da molécula MitoTEMPO (0, 25, 50 e 100 pM) com
ou sem GSH (0 e 5 mM). Apos a diluicdo de cada ejaculado nos meios contendo seus
respectivos tratamentos antioxidantes, as amostras foram submetidas a criopreservacao,
descongelacdo e avaliacdo espermética. Observamos que as amostras, quando
suplementadas em associagdo com GSH, apresentaram uma piora na de atividade

mitocondrial (teste DAB), em algumas caracteristicas da cinética espermatica, como



motilidade total, ALH e linearidade, e integridade de membranas plasmatica e
acrossomal. A suplementagcdo somente com o MitoTEMPO ndo apresentou melhoras
significativas na qualidade espermética ap0os a descongelacdo. Os resultados do presente
estudo indicam que a suplementacdo com MitoTEMPO e GSH nas doses utilizadas,

associados ou ndo, ndao melhoram a qualidade espermatica ap0os a descongelacao.

Palavras chave: GSH. MitoTEMPO. Estresse redutivo. Antioxidantes. Espécies reativas
de oxigénio.



ABSTRACT

ALVES, A. M. Mitochondrial therapies on the prevention of oxidative stress during
sperm cryopreservation in bulls [Terapias mitocondriais para a prevencdo do estresse
oxidativo durante a criopreservacdo espermatica em bovinos]. 2023. 71 f. Dissertation
(Masters in Science) — School of Veterinary Medicine and Animal Sciences, University
of Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

Sperm cryopreservation is considered a key process for logistics of other
biotechniques in bulls, such as artificial insemination and in vivo and in vitro embryo
production. However, such a technique reduces sperm quality, oxidative stress being one
of the main mechanisms involved in post-thaw sperm injuries. In this context, it is
believed that mitochondria play a central role in oxidative imbalance during sperm
cryopreservation, as it is the main source of reactive oxygen species (ROS). Thus, a
possible alternative to improve post-cryopreservation sperm quality would be a specific
therapy targeting this organelle, aiming to reduce the excessive release of ROSs in this
process. A promising molecule would be MitoTEMPO, which is capable of chelating
transition metals responsible for the Fenton reaction, preventing the generation of the
hydroxyl radical. In addition, this molecule plays a role in the mitochondrial matrix with
mimetic action of superoxide dismutase, which, however, can lead to an accumulation of
hydrogen peroxide. Thus, an association with mechanisms aiming hydrogen peroxide
would be necessary (e.g., GSH). Therefore, the objective of the present study was to
assess whether treatment with the mitochondrial protector MitoTEMPO, associated or not
with GSH, is able to prevent the excessive production of ROS through the protection and
maintenance of mitochondrial function, improving quantitative and qualitative aspects of
cryopreserved sperm in bull. Towards this aim, ejaculates of 17 bulls (N = 17) were
subjected to cryopreservation with extenders supplemented with different concentrations
of the aforementioned antioxidants. Each ejaculate was divided into 8 aliquots, containing
increasing concentrations of MitoTEMPO (0, 25, 50 and 100 uM) with or without GSH
(0 and 5 mM). After diluting each ejaculate in the media containing their respective
antioxidant treatments, the samples were subjected to cryopreservation, thawing and
sperm analysis. We observed that the samples, when supplemented in association with
GSH, showed a deleterious effect on mitochondrial activity (DAB test), in some
characteristics of sperm kinetics, such as total motility, ALH and linearity, and integrity

of plasmatic and acrosomal membranes. Supplementation with MitoTEMPO alone did



not show significant improvements in sperm quality after thawing. The results of the
present study indicate that supplementation with MitoTEMPO and GSH at the doses used,
associated or not, do not improve sperm quality after thawing.

Keywords: GSH. MitoTEMPO. Reductive stress. Antioxidants. Reactive oxigen species.
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1. INTRODUCAO

Os sistemas de producdo da pecuaria no Brasil sdo heterogéneos em relagéo a
forma do uso da terra, tecnologia empregada, animais, entre outros, o que representa um
desafio para a sustentabilidade nos contextos econdmico, social e ambiental. No entanto,
0 pais vem apresentando melhorias nas técnicas de producéo e uso das terras cultivaveis,
0 que elevou a produtividade do setor, passando de 39,2 kg de carcaca por hectare em
2001, para 59,5 em 2021 (ABIEC, 2022; NETO; REZENDE; GAMEIRO, 2023). Além
disso, nos ultimos 20 anos, a area de pastagem reduziu de 177 para 149 milhdes de
hectares e, em 2021, o pais apresentou 0 segundo maior rebanho mundial, com 196,47
milhdes de cabecas (LANDAU; SIMEAO; NETO, 2020). Esse aumento da produtividade
se tornou possivel com a tecnificagcdo da cadeia produtiva. No entanto, em comparagdo a
outros paises, a produtividade ainda é baixa (ABIEC, 2022). Para que o Brasil atinja seu
potencial como maior produtor de proteina de origem animal é premente o
desenvolvimento e utilizacdo de biotecnologias que melhorem os indices produtivos. No
aspecto da reproducdo, as biotecnologias reprodutivas desempenham um papel de
destaque para a melhoria da produgéo.

A criopreservacdo espermatica € um processo chave para a utilizacdo das
biotecnologias reprodutivas em bovinos (HAMMERSTEDT; GRAHAM; NOLAN,
1990; HOLT, 2000; ZAPZALKA; REDMON; PRYOR, 1999). Porém, sabe-se que este
procedimento causa danos ao espermatozoide. Entre os fatores envolvidos na reducdo da
qualidade espermatica durante o processo de criopreservacdo, pode-se citar a formacéo
de cristais de gelo extra e intracelulares, choques térmico e osmético e alteracGes de
permeabilidade de membrana (GAO; CRITSER, 2000; OLDENHOF et al., 2013). Essas
alteracdes, direta ou indiretamente, estdo envolvidas no desencadeamento de processos
oxidativos. As espécies reativas de oxigénio (EROS), principais mediadoras de eventos
oxidativos, possuem um papel essencial na fisiologia espermatica, atuando em
importantes processos, tais como, capacitacdo, hiperativacdo, reacdo acrossomal e a
interacdo entre espermatozoide e o6cito (AGARWAL et al., 2014; LAMIRANDE et al.,
1997). No entanto, um desequilibrio entre a producdo de EROS e a capacidade
antioxidante celular leva ao chamado estresse oxidativo, onde as EROS produzidas em
excesso irdo causar danos as estruturas espermaticas. Sabe-se que a mitocéndria € a
principal fonte de ERQOS, uma vez que a matriz mitocondrial € um ambiente rico em

elétrons e oxigénio, essenciais para a formacdo de compostos pro-oxidativos
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(AGARWAL et al., 2014; KOPPERS et al., 2008). Desta forma, acredita-se que esta
organela possua um papel central no desequilibrio oxidativo dos espermatozoides durante
a criopreservacdo (AGARWAL et al., 2014). De fato, estudos anteriores indicam que a
etiologia de diversos danos criogénicos esta relacionada a disfun¢bes mitocondriais,
possivelmente pela liberacdo excessiva de fatores pro-oxidativos durante a
criopreservagio (O’CONNELL; MCCLURE; LEWIS, 2002; SARIOZK AN et al., 2009a;
THOMSON et al., 2009).

Nesse sentido, diversos pesquisadores investigam alternativas para prevenir o
estresse oxidativo espermatico durante o processo de criopreservacdo, por meio de
terapias antioxidantes. No entanto, os resultados obtidos com esta abordagem trazem
resultados bastante variaveis (BILODEAU et al., 2001; GUERRA et al., 2012; TAYLOR
et al., 2009; VERNET; AITKEN; DREVET, 2004). Para que uma terapia antioxidante
seja efetiva, é importante levar em consideracao que cada ERO sera neutralizada por um
sistema antioxidante especifico. Uma vez que a susceptibilidade dos espermatozoides as
diferentes EROS pode ser variavel entre diferentes situacGes, a identificacdo daquela mais
deletéria pode indicar a terapia antioxidante mais promissora (AITKEN et al., 2016;
GUTHRIE; WELCH, 2012). Além disso, cada estrutura espermatica pode ser mais
susceptivel a agdo de uma ERO especifica, sendo necessario em alguns casos a associa¢ao
entre antioxidantes. Por fim, é essencial determinar a concentracdo ideal de cada
antioxidante, uma vez que concentracdes elevadas poderiam inibir processos fisiologicos
inerentes as EROS e, por outro lado, subdoses podem néo ser eficientes na prevencédo do
estresse oxidativo (NICHI, 2003). Portanto, para que este tratamento seja eficiente, pode
ser necessaria uma associacdo de antioxidantes com concentragdes especificas
necessarias para cada ERO, o que pode tornar tal tratamento inviavel (LOSANO et al.,
2017a; LUCIO et al., 2016a; NICHI, 2009; TESARIK; GRECO; MENDOZA, 2004).

De forma alternativa ao tratamento antioxidante convencional, terapias
especificas tendo como alvo a mitocdndria teriam o potencial de melhorar a qualidade
espermatica pos-descongelamento, por meio da prevengdo na liberagcdo excessiva de
agentes pro-oxidativos mitocondriais (CUNHA et al., 2011; FANG et al., 2014;
SCHOBER et al., 2007). Tal mecanismo poderia ser mais eficiente em comparacao a
utilizacdo de antioxidantes convencionais, que irdo eliminar as EROS que ja& foram
formadas em resposta a um estresse celular. Uma molécula interessante a ser estudada
seria 0 antioxidante mitocondrial MitoTEMPO que tem o potencial de proteger a

mitocondria contra o estresse oxidativo induzido pela criopreservacao espermatica. Esta
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molécula possui acdo mimetica a enzima superoxido dismutase (SOD). Além disto, é
capaz de prevenir a geragdo do radical hidroxila (*OH), por meio do sequestro de metais
de transicdo que participam da reacdo de Fenton. Outra acdo interessante seria a
prevencdo da peroxidacéo lipidica por inibir a etapa de iniciacdo do processo, interagindo
com o radical livre que o inicia (SOULE et al., 2007). Diferente de um antioxidante
convencional, o0 MitoTEMPO ndo possui especificidade a uma determinada ERO e
devido a sua facilidade de ser incorporada e se acumular na mitocondria, a utilizacéo desta
molécula como terapia mitocondrial durante a criopreservacdo espermatica pode ser
promissora. Apesar das vantagens supracitadas em se utilizar o MitoTEMPO como
terapia mitocondrial, por mimetizar a agdo da enzima SOD, o0 aumento da dismutagéo do
anion superdxido pode elevar a producdo de perdxido de hidrogénio (H202), causando
um efeito deletério aos espermatozoides. Baseado nestas assertivas, a associacdo entre a
molécula MitoTEMPO e antioxidantes especificos para neutralizar a formacdo excessiva
de peréxido de hidrogénio, como os compostos do sistema da glutationa, pode promover
uma atuacdo sinérgica na prevencdo do estresse oxidativo espermatico induzido pela
criopreservacao.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar se o tratamento com o
MitoTEMPO associado ou ndo a glutationa reduzida (GSH) é capaz de prevenir a
producdo excessiva de EROS por meio da protecdo e manutengéo da fungdo mitocondrial,

melhorando aspectos quantitativos e qualitativos do sémen criopreservado de bovinos.
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2. REVSAO DE LITERATURA

2.1. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E O ESPERMATOZOIDE

A fosforilacdo oxidativa é o estagio final do metabolismo produtor de energia em
forma de ATP nos organismos aerobios, envolvendo a reducédo de Oz a H2O. A energia
para a sintese de ATP mitocondrial vem do gradiente eletroquimico de protons através de
membrana mitocondrial interna. Esse gradiente, é formado pelas enzimas da cadeia de
transporte de elétrons enquanto elas bombeiam prétons da matriz mitocondrial para o
espaco intermembrana (LAMBERT; BRAND, 2009). A energia necessaria para o
bombeamento de protons é obtida a medida que os elétrons passam atraves dos complexos
mitocondriais (Complexos | a IV). No entanto, parte desses elétrons pode escapar dos
complexos enzimaticos e reduzir o oxigénio molecular, dando origem a primeira ERO, o
anion superoxido (O2*). A partir da formacao do O2* inicia-se uma reacao em cascata de
oxirreducdo dando origem as outras EROS, como perdéxido de hidrogénio (H202) e o
radical hidroxila (OH®*) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; LAMBERT; BRAND,
2009; NORDBERG; ARNER, 2001). As EROS possuem um papel fisiol6gico na fungéo
espermatica, atuando em importantes processos, tais como a hiperativacao espermatica
(DE LAMIRANDE; GAGNON, 1993), capacitacdo espermatica (AITKEN et al., 2004),
reacdo acrossomal (DE LAMIRANDE et al., 1998), e interacédo entre o espermatozoide e
azona pelucida (AITKEN et al., 1995), atuando geralmente como gatilhos destas reacoes.

Os espermatozoides, bem como o plasma seminal, contétm uma série de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, que possuem especificidade na eliminagédo
das EROS formadas em excesso, principalmente durante a respiragdo mitocondrial
(Figura 1). A enzima superoxido dismutase (SOD) é o antioxidante que atua no inicio da
cascata de oxirreducdo de formacdo das EROS, participando na dismutacdo do anion
superoxido (O2*), dando origem ao peroxido de hidrogénio (H202) (ALVAREZ et al.,
1987). O perdxido de hidrogénio pode ser inativado por dois sistemas antioxidantes
diferentes: acdo da enzima catalase, ou pela acdo do sistema antioxidante da glutationa
(NORDBERG; ARNER, 2001). Caso estes sistemas ndo sejam eficientes, o H.O2 pode
ainda reagir com o Fe?* ou com o Cu* (Reacdo de Fenton), dando origem ao radical
hidroxila (OH*"), que por sua vez pode ser inativada por antioxidantes ndo enzimaticos,

tais como o 4cido ascorbico e o o — tocoferol (Figura 1).
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Figura 1 — Reacdo em cascata de oxirreducdo da formacdo das Espécies Reativas de
Oxigénio, bem como suas eliminacGes por seus antioxidantes especificos.
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Fonte: Leite (2023)

Nesta reacdo, a enzima superoxido dismutase (SOD) participa na dismutagdo do anion
superoxido (0O2*), dando origem ao peroxido de hidrogénio (H202). O peroxido de
hidrogénio pode ser inativado por dois sistemas antioxidantes diferentes: agdo da enzima
catalase, ou pela acdo do sistema antioxidante da glutationa. O H>O; pode ainda reagir
com o Fe?* ou com 0 Cu* (Reagdo de Fenton), dando origem ao radical hidroxila (OH*),
que por sua vez pode ser inativada por antioxidantes ndo enzimaticos, tais como o acido
ascorbico e o a — tocoferol.
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2.2. DISFUNCOES MITOCONDRIAIS E A SUSCEPTIBILIDADE DOS
ESPERMATOZOIDES AS EROS

Apesar da funcdo fisiologica das EROS, quando hd um desequilibro entre sua
formacéo e a capacidade antioxidante espermatica, a célula se encontra em um estado de
estresse oxidativo, que pode ser letal (Figura 2) (O’CONNELL; MCCLURE; LEWIS,
2002; SARIOZKAN et al., 2009a; THOMSON et al., 2009). Nestas condigdes, o
espermatozoide, por ter um contetdo citoplasméatico menor em relacdo a uma célula
somatica, e consequente limitacdo na quantidade de antioxidantes e mecanismos de
reparacao de danos celulares, é particularmente susceptivel aos efeitos deletérios das
EROS (KUMAR et al., 2019; NICHI et al., 2007b; SARIOZKAN et al., 2009b). Além
disso, a membrana plasmatica do espermatozoide é rica em &cidos graxos poli-
insaturados, que sao essenciais a fisiologia espermatica, porém mais susceptiveis a serem
oxidados pelas EROS (LAMIRANDE et al., 1997; NICHI et al., 2007a). Ademais, 0s
produtos da peroxidacdo lipidica, como o malondialdeido (MDA), podem ser tdo toxicos
aos espermatozoides quanto as proprias EROS. Assim, o desbalanco oxidativo pode
causar danos as diferentes estruturas do espermatozoide, como a membrana plasmatica e
acrossomal, a mitocondria e 0 DNA espermatico. Essa situacdo é ainda mais grave, ja que
0 espermatozoide ndo possui um mecanismo de reparo de danos oxidativos, além de ser
uma célula transcricionalmente silenciada (AGARWAL et al., 2014; NICHI et al., 2007a;
VERNET; AITKEN; DREVET, 2004).

Sabe-se que a mitocéndria € a principal fonte de EROS em células aerdbias, uma
vez que a matriz mitocondrial € um ambiente rico em elétrons e oxigénio, essenciais para
a formacdo de compostos pré-oxidantes (AGARWAL et al., 2014; KOPPERS et al.,
2008). De fato, estudos anteriores indicam que a etiologia de diversos danos criogénicos
esta relacionada a disfuncdes mitocondriais, possivelmente pela liberacdo excessiva de
fatores pré-oxidativos durante a criopreservacdo (O’CONNELL; MCCLURE; LEWIS,
2002; SARIOZKAN et al., 2009a; THOMSON et al., 2009). Sendo assim, diversos
estudos investigam maneiras de prevenir 0 estresse oxidativo dos espermatozoides

submetidos as biotecnologias do sémen.



Figura 2 — Papéis fisiologicos e efeitos patoldgicos das EROS no espermatozoide, sendo a mitocondria considerada uma organela-chave na

homeostase ou desequilibrio oxidativo celular.
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2.3. TERAPIA ANTIOXIDANTE ESPERMATICA

Diversos pesquisadores investigam alternativas para prevenir o estresse oxidativo
espermatico durante o processo de criopreservacao por meio de terapias antioxidantes
(BILODEAU etal., 2001; TAYLOR etal., 2009). No entanto, estudos utilizando a terapia
antioxidante em amostras espermaticas apresentam resultados controversos; alguns
observando melhora, outros apresentando resultados inconclusivos e alguns obtendo
resultados negativos (LOSANO et al., 2017a; LUCIO et al., 2016a; TESARIK; GRECO;
MENDOZA, 2004). E importante destacar que, para que uma terapia antioxidante seja
eficiente, deve-se considerar alguns aspectos. Um ponto inicial e fundamental seria a
presenca de espécies reativas capazes de sobrepujar as defesas antioxidantes do sistema,
ou seja, o sistema celular deve estar em estresse oxidativo. No caso da criopreservagédo
espermatica, diversos estudos indicam este quadro de fato ocorre (AITKEN; CURRY,
2011; MARTINDALE; HOLBROOK, 2002). Outro aspecto que deve ser considerado é
que cada ERO sera neutralizada por um sistema antioxidante especifico. Estudos indicam
que, diferentes espécies reativas podem ser mediadoras de danos dependendo da espécie
ou condicdo (AITKEN; ROMAN, 2008; O’FLAHERTY, 2014). Sendo assim, um
tratamento antioxidante que ndo possua especificidade a espécie reativa de oxigénio em
questdo, pode ndo ser eficiente ou até mesmo exercer um efeito tdxico. Ademais, cada
estrutura espermatica pode ser mais susceptivel a acdo de uma ERO especifica, nos
sugerindo que, em alguns casos faz-se necessario a associacdo entre antioxidantes, para
que estes atuem de forma sinérgica a fim de prevenir danos oxidativos destas estruturas
(BANDAY et al., 2017; CAMARA et al., 2011). Por fim, é essencial determinar a
concentracdo ideal de cada antioxidante antes utiliza-lo em uma terapia, uma vez que,
quantidades reduzidas podem ndo ser suficientes para manter a homeostase oxidativa
celular e, por outro lado, niveis elevados de antioxidantes podem inibir 0s processos
fisiologicos das EROS, promovendo um efeito deletério aos espermatozoides e aos
processos de fecundagdo (LOSANO et al., 2017b; LUCIO et al., 2016b). Tendo em vista
as dificuldades do tratamento antioxidante convencional, a prevencdo da formagéo de
EROS pela mitocéndria seria uma alternativa interessante (SCHOBER et al., 2007). Desta
forma, terapias especificas tendo como alvo essa organela, com o intuito de prevenir a
producdo excessiva de EROS durante a criopreservacao, teriam o potencial de melhorar

a qualidade espermatica pos-descongelamento.
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2.4. TERAPIA MITOCONDRIAL

Uma possivel alternativa a terapia antioxidante convencional, seria o uso do
MitoTEMPO ((2-(2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl-4-ylamino)-2-oxoethyl)
triphenylphosphonium chloride) como protetor mitocondrial contra o estresse oxidativo
induzido pela criopreservagdo espermatica. Esta molécula é composta pela combinacéo
entre um nitréxido de piperidina (TEMPO) e o cation lipofilico trifenilfosfonio (TPP)
(TRNKA et al., 2009). O TEMPO, assim como outros nitroxidos, possui acdo mimética
a enzima superéxido dismutase (SOD), participando na reacdo de dismutacdo do anion
superoxido (O2") como catalisador, ndo sendo consumido no processo; além disso é
capaz de prevenir a geracdo do radical hidroxila (*OH), formado por meio da reagdo de
Fenton, por aceitar um elétron do complexo metélico reduzido, e consequentemente,
previne a peroxidacao lipidica por inibir a etapa de iniciacdo do processo, interagindo
com o radical livre que o inicia (SOULE et al., 2007). Em um estudo anterior realizado
pelo nosso grupo, verificou-se que os espermatozoides bovinos s&o mais susceptiveis a
peroxidacdo lipidica quando desafiados com radical hidroxila em comparagéo aos outros
compostos pré-oxidativos (dados ndo publicados).

O TPP é um cétion lipofilico permeavel a membrana mitocondrial interna, que
possui um efeito acumulativo nesta organela, uma vez que a matriz mitocondrial possui
caracteristicas negativas, atraindo esta molécula constantemente para a mitocondria
(MURPHY; SMITH, 2007; ROSS et al., 2005). Além disso, ao atuar na mitocondria
neutralizando ou prevenindo a formacdo das espécies reativas de oxigénio, o
MitoTEMPO ¢ espontaneamente regenerado pela ubiquinona, composto presente na
cadeia transportadora de elétrons, favorecendo a manutencéo da biodisponibilidade desta
molécula em sua forma ativa na matriz mitocondrial (MURPHY'; SMITH, 2007; ROSS
et al., 2005). Portanto, por esta molécula ndo possuir especificidade a uma determinada
ERO, como um antioxidante convencional, e devido a sua facilidade de ser incorporada
e se acumular na mitocondria, a utilizagdo desta molécula como terapia mitocondrial
durante a criopreservacgao espermatica pode ser promissora.

Apesar das vantagens supracitadas em se utilizar o MitoTEMPO como terapia
mitocondrial, por mimetizar a agdo da enzima SOD, o0 aumento da dismutac&o do &nion
superdxido pode elevar a producdo de perdxido de hidrogénio (H202), causando um efeito
deletério aos espermatozoides.Sendo assim, para que 0 MitoTEMPO possa expressar seu
méaximo potencial antioxidante sem causar efeitos deletérios, a neutralizagdo da formacao

excessiva de perdxido de hidrogénio deve ser levada em consideragdo. Baseado nestas



30

assertivas, a associacdo entre a molécula MitoTEMPO e antioxidantes especificos para
neutralizar a formacg&o excessiva de perdxido de hidrogénio, como a glutationa reduzida
(GSH), podem atuar sinergicamente na prevencdo do estresse oxidativo espermatico
induzido pela criopreservacdo. Portanto, objetivamos no presente estudo verificar um
possivel efeito sinérgico desses compostos na prevencdo do estresse oxidativo dos

espermatozoides bovinos submetidos a criopreservagéo.
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3. HIPOTESE
A suplementacdo do meio de criopreservacdo espermatica com os antioxidantes
MitoTEMPO e glutationa reduzida (GSH), isoladamente ou em conjunto, melhoram a

qualidade seminal p6s descongelamento.

Figura 3 — Modelo hipotético grafico demonstrando os efeitos protetores do tratamento
com MitoTEMPO e GSH durante a criopreservacao espermatica.
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O MitoTEMPO mimetiza a a¢do da enzima superdxido dismutase (SOD), participando
na reacdo de dismutacdo do anion superdxido (O2") e previne a geracdo do radical
hidroxila (*OH), formado por meio da reacdo de Fenton, por aceitar um elétron do
complexo metalico reduzido. Porém, por ter acdo mimética a enzima SOD causa um
aumento na formacao do perdxido de hidrogénio (H-0Oz). Portanto, a associagdo entre a
molécula MitoTEMPO e antioxidantes especificos para a eliminagdo do perdxido de
hidrogénio, como a glutationa reduzida (GSH), atuam sinergicamente prevenindo a
liberacdo excessiva de EROS, mantendo o equilibrio oxidativo e consequentemente
melhorando a qualidade espermatica.



32

4. OBJETIVOS

Verificar o efeito de diferentes concentragcbes da molécula antioxidante
MitoTEMPO com e sem a associacdo do antioxidante glutationa reduzida (GSH) nas
caracteristicas morfofuncionais e status oxidativo dos espermatozoides bovinos
criopreservados.

Verificar se as moléculas MitoTEMPO e GSH atuam de forma sinérgica
melhorando a qualidade espermatica pds-descongelamento por meio da prevencdo da

liberacdo excessiva de EROS durante o processo de criopreservacao.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Ejaculados de 17 bovinos, doados pela central Seleon Biotecnologia, foram
coletados com uso de vagina artificial. Recebidos os ejaculados, foram divididos em 8
aliquotas, que foram diluidas em meio de criopreservacdo a uma concentracao final de

120 x 10° espermatozoides/ml, sdo elas:

- Aliquota ndo tratada, considerada grupo controle, nomeada C;

- Aliquota tratada apenas com GSH, controle GSH, nomeada CG;

- Aliquota tratada com MitoTEMPO na concentragdo 25 uM (MT25);

- Aliquota tratada com MitoTEMPO na concentra¢do 50 uM (MT50);

- Aliguota tratada com MitoTEMPO na concentra¢cdo 100 uM (MT100);

- Aliguota tratada com MitoTEMPO na concentracdo 25 uM na presenga de GSH
(GMT25);

- Aliguota tratada com MitoTEMPO na concentracdo 50 uM na presenga de GSH
(GMT50);

- Aliguota tratada com MitoTEMPO na concentragdo 100 uM na presenca de GSH
(GMT100).

Apbs a diluicdo, as amostras foram estabilizadas a 4 °C, envasadas em palhetas
de 0,25 ml e submetidas ao processo de criopreservacao, descongelacdo e avaliacdes
espermaticas (Figura 4). As concentracGes de MitoTEMPO que foram utilizadas neste
estudo, foram baseadas em um estudo conduzido por Zhang et al (2019a), no qual
espermatozoides humanos foram submetidos ao tratamento com essa molécula, no
entanto, no presente estudo foram utilizadas doses espagadas para selecionar uma faixa
ideal de MitoTEMPO para a espécie bovina. A concentracdo de GSH utilizada foi baseada
no estudo conduzido por Daghigh-Kia et al (2014).
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Figura 4 — Delineamento experimental.
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5.2. CRIOPRESERVACAO E DESCONGELACAO ESPERMATICA
Imediatamente apds as dilui¢ces e tratamentos, as amostras foram envasadas em
palhetas de 0,25mL e submetidas a criopreservacao espermatica. Uma semana apos o
processo de criopreservacdo, as amostras foram descongeladas a 37°C durante 30

segundos e submetidas as analises espermaticas.

5.3. AVALIACOES ESPERMATICAS

5.3.1. Avaliacdo da fun¢io mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado por meio da sonda
fluorescente JC-1 (5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'201-tetraethyl-
benzimidazolylcarbocyanine chloride; Invitrogen, Eugene, OR, USA), utilizando
citbmetro de fluxo (Guava EasyCyteTM Mini System, Guava® Technologies, 190
Hayward, CA, E.U.A.). Para realizar esta técnica, 187.500 espermatozoides foram
adicionados a 0,5uL de JC-1 (76.5mM) e incubados a 37°C durante 5 minutos.
Posteriormente, as amostras foram classificadas em porcentagem de células com alto (JC-
1 alto), intermediario (JC-1 intermediario) e baixo potencial de membrana mitocondrial
(JC-1 baixo).

Para analisar a atividade mitocondrial, a eficiéncia do transporte de elétrons entre

0s complexos enzimaticos na membrana mitocondrial interna foi verificada pela técnica
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citoguimica utilizando a 3,3 ‘diaminobenzidina (DAB). Esta molécula é oxidada por um
dos complexos enzimaticos, chamados citocromo C, e forma um complexo de coloragao
marrom que se deposita em mitocondrias ativas (HRUDKA, 1987). Para a realizagdo
desta técnica, uma aliquota de 20uL da amostra foi incubada junto a 20uL de 3’3
Diaminobenzidina (Img/mL de PBS) em um tubo de microcentrifuga &mbar durante 1
hora em banho-maria a 37°C. Ap6s a incubagdo, foi realizado um esfregaco em Iaminas
de microscopia em local protegido da luz, que foram posteriormente fixadas em
formaldeido 10% durante 10 minutos. A leitura das laminas foi realizada em microscopia
com contraste de fase em magnificacdo de 1000 x sob 6leo de imersdo. Foram contadas
200 células e classificadas em 4 classes de acordo com a porcentagem de mitocéndrias
coradas em marrom, portanto ativas, sendo classificadas em: alta atividade mitocondrial
(Classe 1), intermediaria (Classe Il), baixa (Classe IllI) e auséncia de atividade

mitocondrial (Classe 1V).

5.3.2. Avaliacao da integridade de membranas plasmatica e acrossomal

Para avaliacdo da integridade das membranas plasmatica e acrossomal, cerca de
2 milhdes de espermatozoides foram diluidos em meio TALP sémen (Modified Tyrode’s
Albumin Lactate Pyruvate) e avaliados por citometria de fluxo Guava EasyCyte®. As
sondas de iodeto de propideo (PI 0,5% mg/ml, 0,9% NaCl) e pisum sativum conjugada
ao isotilcianeto de fluoresceina (FITC-PSA 100ug/ml, azida sodica 10% m/v, DPBS
g.s.p. 20ml) foram adicionadas na mesma amostra seminal, obtendo-se assim o resultado
combinado entre integridade das membranas plasmatica e acrossomal, da mesma
populacdo de células, conforme Celeghini et al. (2007). Desta maneira quatro populacdes
espermaticas foram formadas: acrossoma integro e membrana plasmatica integra (AIMI),
acrossoma integro e membrana plasmatica lesionada (AIML), acrossoma lesionado e
membrana plasmética integra (ALMI) e acrossoma lesionado e membrana plasmaética
lesionada (ALML).

Também foi utilizada a coloragdo Eosina Nigrosina (EN) para avaliar a
integridade da membrana plasmatica. Uma aliquota de 5uL de sémen foi misturada a uma
de 5 uL de corante em uma mesa aquecida a 37 °C. Apos 30 segundos de incubacdo, foi
realizado o esfregaco e em seguida a analise em aumento de 1000 vezes sob 6leo de
imersdo em microscopio otico (Nikon, Eclipse E200, Japan). Os resultados foram

expressos em porcentagem (%). Foram contadas 100 células por lamina, classificadas
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como: membrana integra: 0 corante ndo penetrou e observa-se a cabeca do
espermatozoide branca em contraste ao fundo escuro da nigrosina; e membrana lesionada:
0 corante consegue penetrar na célula e observa-se coloracdo rosa na cabega do

espermatozoide.

5.3.3. Avaliacao do status oxidativo

As deteccOes das espécies reativas de oxigénio foram realizadas por meio da sonda
fluorescente CellRox® green (Molecular Probes, Eugene, OR, E.U.A.). Esta sonda
fluorescente penetra na célula e, quando oxidada por EROS intracelulares, se ligaao DNA
emitindo uma fluorescéncia verde mais intensa. Para realizar este procedimento, 187.500
células foram incubadas com a sonda CellRox® green, em uma concentragéo de 5 UM, a
37 °C durante 30 minutos e, 10 minutos anteriormente aos 30 minutos a sonda IP foi
adicionada a uma concentracéo final de 6 uM. As amostras foram analisadas por meio da
técnica de citometria de fluxo, excitadas a 488nm e detectadas a 630-650nm para a sonda
IP e 515-530 para a sonda CellRox® green., obtendo-se assim o resultado combinado
entre integridade das membranas plasmatica e deteccdo de espécies reativas de oxigénio.
Desta maneira quatro populacGes espermaticas foram formadas: células com deteccdo de
altos niveis de espécies reativas de oxigénio e com membrana plasmatica lesionada
(CRPPIP), células com deteccdo de altos niveis de espécies reativas de oxigénio e com
membrana plasmatica integra (CRPPIN), células com deteccdo de baixos niveis de
espécies reativas de oxigénio e com membrana plasmatica lesionada (CRNPIP) e células
com deteccdo de baixos niveis de espécies reativas de oxigénio e com membrana
plasmatica integra (CRNPIN).

A avaliacdo das amostras a susceptibilidade a peroxidacao lipidica foi realizada
por meio do Ensaio TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances), desenvolvido
por Ohkawa et al. (1979), por meio da inducdo da peroxidacdo lipidica. A
lipoperoxidagéo das amostras foi induzida pela incubagéo de 50 pL de acido ascorbico
(20 mM) e 50 uL de sulfato de ferro (4 mM) junto a 200 pl de sémen em banho-maria
durante 90 minutos. Apo6s a inducéo, junto aos 300 uL de amostra (sémen com adigdo de
sulfato de ferro e &cido ascorbico), foram adicionados 600 pL de acido tricloroacétido a
10% (TCA 10%). Em seguida, a amostra foi entdo centrifugada na capacidade méaxima
de rotacdo da centrifuga (20800G) durante 15 minutos a 5 °C para que ocorra a

precipitacdo das proteinas e células. Aliquotas de 800 pL de sobrenadante foram
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recuperadas e transferidas para criotubos, nos quais foram adicionados 800 pL de acido
tiobarbitarico 1% (TBA 1%). Os tubos foram submetidos a 95 °C em banho-maria
durante 15 minutos para que as moléculas de malondialdeido e TBA reajam, e
posteriormente imersos em gelo para interrupcdo da reacdo. ApOs a inducdo da
peroxidacdo lipidica da membrana espermatica, ocorre a formacdo do malondialdeido
(MDA, principal produto da peroxidacao lipidica), que ao reagir com o TBA produz uma
solucdo de coloracdo rosea. Essa coloracdo por sua vez, foi quantificada em
espectrofotdmetro (Ultrospec 3300 pro®, Amersham Biosciences) com comprimento de
onda de 532 nandmetros. Sendo assim, a avaliacdo da susceptibilidade a peroxidagéo
lipidica foi expressa em nanogramas de TBARS/ 10° espermatozoides (NICHI et al.,
2006).

5.3.4. Avaliacao da cinética espermatica

As motilidades total e progressiva foram analisadas por meio do sistema CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis; Hamilton-Thorne®, Ivos 12.3, USA). Além das
motilidades, foram avaliados diversos parametros do movimento espermatico, descritos
no Quadro 1.

Ademais, os espermatozoides foram divididos em 4 grupos baseando-se nas
respectivas velocidades: Répidos (RAPID; VAP > 50 um/s; %), Médios (MEDIUM, 30
um/s < VAP < 50 pm/s; %), lentos (SLOW; VAP < 30 um/s ou VSL < 15 pm/s; %) e
estaticos (STATIC; %).

Quadro 1 — Siglas, caracteristicas do movimento espermatico e seus respectivos
significados.

Sigla Terminologia Significado

VAP Velocidade média de | Velocidade média do espermatozoide considerando-

percurso se um caminho suavizado.
(nm/s)

VSL Velocidade retilinea | E a velocidade média em funcdo da linha reta
(um/s) estabelecida entre o primeiro e o ultimo ponto da

trajetdria do espermatozoide.
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%)

VCL | Velocidade  curvilinea | E a velocidade da trajetdria real do espermatozoide.
(Lm/s)
ALH | Amplitude do movimento | E a amplitude do deslocamento médio da
lateral da cabega (um) cabeca do espermatozoide em sua trajetdria real.
BCF Frequéncia de batimento | E o nimero de vezes que a cabeca do
cruzado (Hz) espermatozoide cruza a direcdo do movimento.
STR Retilinearidade Qualidade do movimento retilineo
(VSL/VAP, %) suavizado percorrido
LIN Linearidade (VSL/VCL, | Qualidade do movimento retilineo real

percorrido.

Para a andlise, utilizou-se o setup para espécie bovina previamente definido pelo

fabricante do aparelho, como descrito no Quadro 2.

Quadro 2 — setup da avaliacdo da cinética espermatica de bovinos no CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis).

Image Capture

Frames per second (Hz) 60

Number of frames 30
Cell Detection

Minimum contrast 80

Minimum cell size (pix) 5

Progressive Cells

Path velocity (VAP - pum/s) 50
Straightness (STR - %) 70
Defaults (if<5 motile cells)
Cell size (pix) 5
Cell intensity 70
Slow Cells
VAP cutoff (pm/s) 30
VSL cutoff (um/s) 15
Static Intensity Gates
Minimum 0.3
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Maximum 1.7
Static Size Gates

Minimum 0.1

Maximum 34

Static Elongation Gates

Minimum 8

Maximum 97
Fonte: Hamilton Thorne Technical Guide for IVOS, TOX/IVOS, CEROS version 12.3 (2008).

5.4. ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram analisados por meio do programa do SAS System for Windows (SAS

Institute Inc., Cary, NC, E.U.A.). Os dados de cada variavel resposta foram testados quanto
a normalidade dos residuos (distribuicdo de Gauss) e homogeneidade das variancias por
meio do aplicativo Guided Data Analysis. Apos este procedimento, quando necessario, as
variaveis foram submetidas as suas devidas transformacdes. O efeito do MitoTEMPO em
cada concentracdo de GSH foi realizada através da analise de variancia seguido do teste de
médias (LSD), e o efeito do GSH em cada concentracdo de MitoTEMPO foi realizada
através do teste t de student.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipotese de nulidade) foi de 5%,
isto é, para um nivel de significancia menor que 0,05; considerar-se-a que ocorreram
diferencas estatisticas entre as variaveis classificatorias (tratamentos) para uma

determinada variavel resposta.
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6. RESULTADOS

6.1. EFEITO DO GSH EM CADA DOSE DE MITOTEMPO

Na avalia¢do da atividade mitocondrial através do teste DAB, nas amostras tradadas
com GSH e 50 uM de MitoTEMPO houve reducéo da porcentagem de espermatozoides
com alta (DAB 1) e aumento de espermatozoides com baixa (DAB I11) ou auséncia (DAB
IV) de atividade mitocondrial, quando comparado com as amostras sem GSH na mesma
concentracdo de MitoTEMPO (figura 5). Nesta mesma comparacao, houve aumento do
ALH e reducdo da linearidade (figuras 6 e 7) nas amostras tratadas com GSH.

Figura 5 — Gréfico do efeito do GSH na dose 50 uM de MitoTEMPO no teste de atividade
mitocondrial (teste DAB).

Atividade Mitocondrial

50 uM MitoTEMPO
0.0288
80
R
_1C [ -
go [l E

DABI DAB II DAB I DABIV

Resultados apresentados em boxplot com mediana, espaco interquartil, limites maximo e
minimo e média (+); diferencas entre 0s grupos sao marcadas por linhas com o valor de
P sobre as mesmas.
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Figura 6 — Grafico do efeito do GSH nas diferentes doses de MitoTEMPO na Amplitude
do movimento lateral da cabeca (ALH).
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Resultados apresentados em boxplot com mediana, espaco interquartil, limites maximo e
minimo e média (+); diferencas entre as doses de GSH sdo marcadas por linhas com o
valor de P sobre as mesmas.

Figura 7 — Gréafico do efeito do GSH nas diferentes doses de MitoTEMPO na Linearidade
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Resultados apresentados em boxplot com mediana, espaco interquartil, limites maximo e
minimo e média (+); diferencas entre 0s grupos sao marcadas por linhas com o valor de
P sobre as mesmas.
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Ainda na associacdo com GSH, houve aumento na porcentagem de espermatozoides
com membrana acrossomal lesionada e membrana plasmatica integra (ALMI) (figura 8)

e redugdo nos com membrana acrossomal e plasmaética integras (AIMI) (figuras 9).

Figura 8 — Grafico do efeito do GSH nas diferentes doses de MitoTEMPO na
porcentagem de espermatozoides com membrana acrossomal lesionada e membrana
plasmatica integra (ALMI).
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Resultados apresentados em boxplot com mediana, espaco interquartil, limites maximo e
minimo e média (+); diferencas entre 0s grupos sao marcadas por linhas com o valor de
P sobre as mesmas. 2: letras diferentes indicam diferenca significativa (p <0.05).
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Figura 9 — Gréafico do efeito do GSH nas diferentes doses de MitoTEMPO na
porcentagem de espermatozoides com membrana acrossomal integra e membrana
plasmatica integra (AIMI).
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Resultados apresentados em boxplot com mediana, espaco interquartil, limites maximo e
minimo e média (+); diferencas entre os grupos sao marcadas por linhas com o valor de
P sobre as mesmas. 2: letras diferentes indicam diferenca significativa (p <0.05).
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Nas amostras tratadas com GSH e 25 uM de MitoTEMPO houve reducdo da

motilidade total e aumento da porcentagem de células com lesdo acrossomal e membrana

plasmaética integra (ALMI), comparado ao grupo sem GSH, na mesma concentra¢ao de
MitoTEMPO (figuras 8 e 10).

Figura 10 — Grafico do efeito do GSH nas diferentes doses de MitoTEMPO na motilidade

total.
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Resultados apresentados em boxplot com mediana, espaco interquartil, limites maximo e
minimo e média (+); diferencas entre 0s grupos sao marcadas por linhas com o valor de

P sobre as mesmas. 2: letras diferentes indicam diferenca significativa (p <0.05).

Assim como nas doses de 25 e 50, a dose de 100 uM MitoTEMPO apresentou

aumento significativo (p<0,05) na porcentagem de células com acrossoma lesionado e

membrana plasmatica integra (ALMI) quando associado ao GSH (tabela 1).
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Tabela 1 — Efeito do GSH nas diferentes doses de MitoTEMPO na porcentagem de
espermatozoides com membrana acrossomal lesionada e membrana plasmatica integra
(ALMI).

ALMI
GSH
MitoTEMPO 0 mM 5 mM P
0pm 547+0.76 5.66+0.54 0.5621

25 M 498+047 7.45+059 0.0018
50 pM 541+0.60 7.12+0.52 0.022
100 pM 5.00+0.61 7.03+0.57 0.0099

Resultados descritos como média + SEM (erro padrdo da média) e valor de p. Valores de p < 0.05
representam que houve diferenca estatistica significativa (em vermelho).

Amostras tratadas com GSH e 100 pM de MitoTEMPO apresentaram maior
porcentagem de células com baixo potencial de membrana mitocondrial (PMM baixa) em
relacdo ao grupo sem GSH (figura 11).

Figura 11 — Gréfico do efeito do GSH nas diferentes doses de MitoTEMPO no potencial
de membrana mitocondrial (PMM).
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Resultados apresentados em boxplot com mediana, espaco interquartil, limites maximo e
minimo e média (+); diferencas entre 0s grupos sao marcadas por linhas com o valor de
P sobre as mesmas.
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As tabelas com todos os resultados dos efeitos das doses de GSH em cada dose de
MitoTEMPO estéo disponibilizadas no apéndice 1, tabelas 4 a 7. Resultados descritos
como média = SEM (erro padrdo da média).

6.2. EFEITO DO MITOTEMPO EM CADA DOSE DE GSH

Nos parametros de cinética ndo houve diferenca entre as doses de MitoTEMPO na
presenca de GSH. Na auséncia do GSH houve diferenca (p < 0,05) entre os grupos
tratados com 25 e 50 uM de MitoTEMPO na motilidade total, espermatozoides lentos e

estaticos, porém nenhuma dose diferiu do grupo controle (tabela 2).

Tabela 2 — Efeito das diferentes doses de MitoTEMPO, na auséncia de GSH, nos
pardmetros de cinética espermatica. Resultados expressos em porcentagem (%).

GSH 0 mM

» MitoTEMPO
Variavel

0 pm 25 uM 50 uM 100 uM P

Motilidade 74.41+2.41% 7865+1.69° 67.94+2.68" 73.35+2.25% (0.0159
Lentos 11.76 £ 1.012 11.88+0.94% 9.06+0.66° 12.53+0.80®°  0.03
Estaticos 2559 +2.41%® 21.35+1.69° 32.06+2.68% 26.65+2.25% 0.0166

Resultados descritos como média + SEM (erro padrdo da média).*®: letras diferentes indicam
diferenca significativa (p <0.05).

Observou-se ainda que, na auséncia do GSH, houve aumento na porcentagem de
celulas com marcagdo de estresse oxidativo e lesdo de membrana plasmatica (CRPPIP)
no grupo controle em relacdo aos tratados e maior porcentagem de células sem marcacao
de estresse, mas com lesdo de membrana plasmatica (CRNPIP) nos grupos tratados em

relagdo ao controle (tabela 3).
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Tabela 3 — Efeito das diferentes doses de MitoTEMPO, na auséncia de GSH, no estresse
oxidativo e lesdo de membrana plasmatica. Resultados expressos em porcentagem (%).

GSHOmM
MitoTEMPO
0 um 25 UM 50 pM 100 pM P
CRPPIP 271+077% 119+027° 1.04+019° 116+033" 00432
CRPPIN 489+160  187+063  155+044 214+0.83 0.2292
CRNPIP 5894+201° 63.67+178% 6391+148° 6598+1.46% 0.0396
CRNPIN  3344+237 3328+1.84 3351+150 30.73+187 0.714

Variavel

Resultados descritos como média + SEM (erro padrdo da média).*®: letras diferentes indicam
diferenca significativa (p <0.05).

As tabelas com todos os resultados dos efeitos das doses de MitoTEMPO em cada
GSH estdo disponibilizadas no apéndice 2, tabelas 8 e 9. Resultados descritos como média

+ SEM (erro padrdo da media).
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7. DISCUSSAO

O estresse oxidativo € um dos grandes responsaveis pela queda da qualidade
espermatica pds-criopreservacdo devido a formacdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (EROS) (LAMIRANDE et al., 1997). Elas sdo formadas principalmente na
mitocondria, no decorrer do metabolismo do oxigénio para a formacdo de energia na
forma de ATP durante a fosforilagdo oxidativa (LAMBERT; BRAND, 2009). O
espermatozoide possui mecanismos antioxidantes para o combate da formacdo das
ERQOS, porém existem limitacGes. Nesse estudo avaliamos os efeitos da suplementacao
da GSH e do antioxidante sintético MitoTEMPO no diluidor para a criopreservacéo de

sémen bovino.

Diversos estudos avaliaram o efeito da suplementacdo de GSH, um importante
mecanismo de defesa contra as EROS na inativacdo do peroxido de hidrogénio (H202),
em diluidores para a criopreservacdo e refrigeracdo do sémen de diferentes espécies. No
entanto, estes estudos reportam tanto efeitos positivos quanto negativos da adi¢cdo de GSH
(ANDERSEN et al., 2018; DAGHIGH-KIA et al., 2014; GANGWAR et al., 2018;
LUCIO et al., 2016b). Em condicdes fisioldgicas, as células aerdbicas dependem de uma
condigdo pré-oxidante para desempenhar suas funcbes. Assim, quando os niveis de
agentes redutores, como GSH, estdo elevados, pode ocorrer um quadro de estresse
redutivo, o qual pode inibir eventos fisioldgicos dependentes de oxidacdo (XIAO;
LOSCALZO, 2020). O trabalho de Zhang (2012), demonstrou, em células somaticas, in
vitro, que o excesso de GSH causou oxidagdo mitocondrial e citotoxicidade em niveis
reduzidos de ERQOS, evidenciando o estresse redutivo, com aumento da GSH dissociado
do excesso de EROS e associado a morte celular. Efeito semelhante pode ter ocorrido no
presente estudo, ja que ndo houve aumento expressivo na formacdo de EROS e aumento
na susceptibilidade ao estresse oxidativo, mas uma menor porcentagem de células com
alta atividade mitocondrial, reducdo da linearidade e menor porcentagem de células com
membranas integras com a presenca de GSH. Tais efeitos indesejados podem indicar uma

suplementacédo excessiva desta molécula.

Quando desempenha sua funcdo antioxidante, a GSH é oxidada a GSSG, que é
novamente reciclada a GSH pela glutationa redutase (GR) na dependéncia de NADPH
(RIBAS; GARCIA-RUIZ; FERNANDEZ-CHECA, 2014). Uma fonte significativa de
NADPH mitocondrial € o nucleotideo nicotinamida transidrogenase, que obtém elétrons
do NADH para reduzir o NADP* em NADPH. Este, por sua vez, é um doador de elétrons
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para o complexo | da cadeia transportadora de elétrons (NELSON; COX, 2014). E
possivel que o excesso de GSH tenha afetado o balanco NADPH/NADP* e
NADH/NAD?, interferindo no transporte de elétrons entre os complexos da cadeia
transportadora de elétrons. Desta forma, o transporte seria insuficiente para suprir a
demanda de ATP, refletindo na motilidade reduzida observada nas amostras deste estudo.
Outro indicio que suportaria esta hipotese seria a reducdo na porcentagem de células com
alta atividade mitocondrial e aumento da porcentagem de células com baixa e auséncia
de atividade mitocondrial observados, aléem do aumento da porcentagem de células com

baixo potencial de membrana mitocondrial.

Considerando-se os resultados observados, o possivel excesso de GSH e outros
agentes redutores podem ter levado a uma condicdo estresse redutivo em parte dos
espermatozoides das amostras avaliadas. Esses agentes podem causar dano por meio da
inibicdo de mecanismos oxidativos fisioldgicos, promovendo injuria tecidual ou um
paradoxal aumento de EROS como sugerido por Halliwell (2000). Ainda que de modo
geral o sistema ndo apresente niveis altos de EROS, existe uma porcentagem de células
que estdo com sua funcdo prejudicada e produzem fatores pro-oxidativos que sdo
liberados no meio. Um exemplo sdo as células com baixa atividade mitocondrial, que tem
falha no transporte de elétrons e consequente reducdo na producdo de ATP, mas que
produzem EROS que, no meio, podem agravar 0s danos oxidativos (BLUMER et al.,
2008, 2012; LUCIO et al., 2016b). Tendo isso em vista, 0 aumento da porcentagem de
células baixa atividade mitocondrial na dose 50 uM com GSH em relacdo a mesma dose
sem GSH, pode ter agravado os danos em membrana pela maior liberagdo de EROS,
refletindo em uma menor porcentagem de células com membranas plasmatica e
acrossomal integras. Apesar de ndo haver diferenca significativa, a porcentagem de
espermatozoides com baixa atividade mitocondrial foi maior em todos os grupos na
presenca do GSH comparado aos mesmos grupos na auséncia dele, e 0 a porcentagem de
células com acrossoma lesionado e membrana plasmatica integra acompanhou esse
padrdo. Do mesmo modo, apesar de sé haver diferenca entre os grupos com e sem GSH
na dose de 100 pM de MitoTEMPO, numericamente foi observada uma maior
porcentagem de espermatozoides com baixo potencial de membrana mitocondrial nas

amostras em todas as concentragdes de MitoTEMPO com GSH.

Na avaliacdo de cinetica espermatica, além da reducdo da motilidade total com a
adicdo de GSH na dose 25 uM de MitoTEMPO, foi observado aumento na amplitude de
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movimento lateral da cabeca e reducdo na linearidade nas amostras tratadas com GSH na
dose de 50 pM de MitoTEMPO. Esses resultados levantam a possibilidade da presenca
de um inicio de capacitacdo espermatica desencadeada pelo GSH em parte dos
espermatozoides nas amostras. Estudos demonstram que neste processo, 0s
espermatozoides apresentam menor linearidade aumento da amplitude do movimento
lateral da cabeca e reducdo do movimento progressivo (LEITE etal., 2022; MORTIMER,;
MORTIMER, 1990; SUAREZ, 2008). Desta forma, possivelmente, disfuncfes
mitocondriais causadas pelo excesso de GSH, podem ter levado a uma diminui¢do na
producdo de ATP e aumento no estresse oxidativo que levaram, respectivamente, a uma
diminuicdo na motilidade e a lesdo dos espermatozoides e inicio de um processo de

capacitacao precoce.

Outro antioxidante com acao avaliada nesse estudo foi 0 MitoTEMPO, uma molécula
sintética analoga a superoxido dismutase (SOD), conjugada com o cation lipofilico
trifenilfosfonio (TPP), que confere especificidade a mitocondria por atravessar facilmente
a sua membrana interna. Ha poucos estudos avaliando a suplementacdo de MitoTEMPO
em diluidores na criopreservacdo espermatica. Entre estes, apesar de avaliacbes em
espécies como bubalinos, ovinos, aves, suinos e humanos (KUMAR et al., 2022; LU et
al., 2018; ZAREI et al., 2021; ZHANG et al., 2019b), ndo h& estudos sobre a
suplementacdo desta molécula em diluidores para a criopreservacdo de espermatozoides
de bovinos. Distintamente dos estudos utilizando suplementacdo com MitoTEMPO, no
presente estudo se optou pela associacdo com GSH visando proteger as células de um
possivel aumento de perdxido de hidrogénio que pode ocorrer na presenca de
MitoTEMPO, evitando também a formacdo de uma ERO ainda mais deletéria, o radical

hidroxila.

Os resultados observados neste estudo demonstraram que ndo houve melhora do
status funcional dos espermatozoides tratados com as doses de MitoTEMPO utilizadas
durante a criopreservagdo. Em relagdo as doses utilizadas, a dose de 25 pM de
MitoTEMPO apresentou maior motilidade total em comparacdo a dose de 50 uM, no
entanto, ndo houve diferenca em relacdo ao grupo controle. Na analise com a sonda
CellRox, observamos maior porcentagem de células com marcagdo de estresse e
membrana plasmatica lesionada no grupo controle quando comparado com 0s grupos

tratados somente com MitoTEMPO, isso pode indicar um possivel efeito benéfico dessa
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molécula na protecdo contra o estresse oxidativo, evitando maior formacdo de EROS e

consequentemente menor leséo em membrana.

E importante ressaltar que as amostras de sémen utilizadas nesse estudo foram de
animais de central de coleta de sémen, ou seja, de animais com alto indice de selegdo
genética, com histdrico de fertilidade conhecido, alta qualidade espermaética e ejaculados
resistentes ao processo de criopreservacdo. Durante as analises notou-se que dos 17
animais, no grupo controle apenas 5 animais possuiam motilidade total menor do que
70% apos a criopreservacdo. Portanto, é possivel que os tratamentos utilizados neste
estudo ndo apresentaram a eficiéncia esperada por terem sido realizadas em amostras que
n&o estavam num quadro de estresse oxidativo, 0 que poderia levar a reducéo da qualidade

espermatica.

Os resultados obtidos neste estudo, principalmente considerando-se que este é 0
primeiro a ser realizado em amostras de sémen bovino, sugerem a realiza¢do de novos
estudos com suplementacdo de diluidores com MitoTEMPO e sem adicdo de GSH, em
amostras de animais com qualidade seminal inferior e/ou maior suscetibilidade ao
processo de criopreservagdo. Em relacdo as doses utilizadas, deve-se considerar
concentracdes mais proximas de 25 UM, na qual se observou resultados que podem levar
a melhora de parametros funcionais dos espermatozoides, como por exemplo doses nas

concentragdes de 15, 20, 25 e 30 uM.
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8. CONCLUSAO
A suplementacdo do meio de criopreservacdo espermatica com os antioxidantes
MitoTEMPO e glutationa reduzida (GSH), isoladamente ou em conjunto, ndo melhoram

a qualidade seminal pds descongelamento nas doses utilizadas no estudo.
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10. APENDICES

Apéndice 1 — Tabelas dos efeitos do GSH em cada dose de MitoTEMPO

Tabela 4 — Efeito do GSH sem MitoTEMPO

MitoTEMPO 0 uM

Variaveis GSHO mM GSH5mM P
VAP 74.04 £ 1.59 73.11£1.60 0.6807
VSL 60.17 £ 1.30 59.42 +1.28 0.685
VCL 118.72 £ 3.35 116.94+£3.94 0.7318
ALH 5.81+£0.20 574 £0.22 0.8313
BCF 24.25 £+ 0.65 2290+0.76  0.1863
STR 82.00+1.18 82.06 £1.42  0.9748
LIN 53.47 £1.47 53.65+2.11 0.9711
Motilidade 7441 +2.41 69.71+£3.52  0.3049
Progressiva 40.24 +2.38 37.76 £ 2.51 0.4801
Répidos 49.71 £ 2.65 47.06£3.09  0.5204
Médios 12.76 £1.12 12.18 £ 1.04 0.7156
Lentos 11.76 £ 1.01 10.59+1.08  0.4315
Estaticos 25.59 +2.41 30.29+352  0.3338
EN 80.53 +1.89 79.06 £1.98  0.5931
DAB | 44.88 + 3.27 38.82+3.73 0.151
DAB 11 39.65 +2.35 38.00 £2.10 0.5384
DAB 111 7.41+£1.22 9.71+£1.19 0.1876
DAB IV 8.18 £ 1.07 13.47 £ 1.46 0.012
CRPPIP 2.71+0.77 1.33+0.40 0.025
CRPPIN 4.89 + 1.60 2.34 £ 0.96 0.0757
CRNPIP 58.94 +2.01 63.75+1.71 0.0776
CRNPIN 33.44 £2.37 3256 +1.72 0.7669
ALML 32.53+1.70 35.18+1.73 0.2816
ALMI 5.47 £0.76 5.66 £ 0.54 0.5621
AIML 27.89+1.78 28.86 + 1.59 0.627
AIMI 34.13+1.72 30.29+1.78 0.1303
Alto PMM 2252 +2.73 18.94+285  0.3076




61

Baixo PMM 46.06 +1.86 48.31 + 2.66 0.4931
PMM intermediario 31.88+1.84 33.41+1.95 0.5707
TBARS 19.02 + 1.49 18.62 + 1.70 0.7767

Resultados descritos como média + SEM (erro padrdo da média) e valor de p. Valores de p < 0.05
representam que houve diferenca estatistica significativa (em vermelho). VAP (velocidade media
de percurso, um/s), VSL (velocidade retilinea, um/s), VCL (velocidade curvilinea, um/s), ALH
(amplitude do movimento lateral da cabeca, um), BCF (frequéncia de batimento cruzado, Hz)
STR (retilinearidade, %), LIN (linearidade, %), DAB | (alta atividade mitocondrial, %), DAB I
(atividade mitocondrial intermediéria, %), DAB Il (baixa atividade mitocondrial, %), DAB IV
(auséncia de atividade mitocondrial, %), PMM (potencial de membrana mitocondrial, %),
CRPPIP (cellrox positivo, PI positivo), CRPPIN (cellrox positivo, Pl negativo), CRNPIP (cellrox
negativo, Pl positivo), CRNPIN (cellrox negativo, Pl negativo), ALML (acrossoma lesionado,
membrana plasmaética lesionada), ALMI (acrossoma lesionado, membrana plasmaética integra),
AIML (acrossoma integro, membrana plasmatica lesionada), AIMI (acrossoma integro,
membrana plasmatica integra), TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitdrico).



Tabela 5 — Efeito do GSH na dose 25 pM de MitoTEMPO

MitoTEMPO 25 uM

GSH 0 mM GSH5mM P
VAP 73.63+1.74 71.05+1.67 0.2942
VSL 60.09 + 1.30 58.45 + 1.62 0.4394
VCL 116.68 £ 3.74 113.39 £ 2.40 0.4655
ALH 573+£0.21 5.69+0.15 0.8719
BCF 24.46 £+ 0.65 22.62 £ 0.66 0.0555
STR 82.29+1.11 82.71+0.78 0.7638
LIN 54.29 £ 1.64 54.00 £1.33 0.9394
Motilidade 78.65 = 1.69 71.47 £2.08 0.0109
Progressiva 42.88 +2.21 37.94 +2.58 0.156
Répidos 52.76 £ 2.45 45.94 +2.77 0.0741
Médios 13.94 £ 1.25 14.41 £ 1.08 0.734
Lentos 11.88 £ 0.94 11.35+0.65 0.646
Estaticos 21.35+1.69 28.53 £2.08 0.0096
EN 76.06 £ 2.09 79.12 £1.45 0.26
DAB I 4747 +2.51 42.24 + 3.08 0.1331
DAB II 36.29 £1.98 37.65+1.89 0.6191
DAB 111 6.71+£0.80 8.88+£1.35 0.1783
DAB IV 9.53+0.85 11.24 £ 0.82 0.1428
CRPPIP 1.19+0.27 1.21+0.36 0.6367
CRPPIN 1.87 +0.63 2.05+0.92 0.8904
CRNPIP 63.67 £ 1.78 63.02 +1.47 0.7807
CRNPIN 33.28+1.84 33.71+151 0.8581
ALML 35.31+1.72 36.32 £ 1.53 0.6611
ALMI 4.98 £ 0.47 7.45%0.59 0.0018
AIML 29.24 +1.42 27.10+1.28 0.2543
AlIMI 30.47 +£1.68 29.13+1.32 0.5345
Alto PMM 21.87+3.34 21.19+2.74 0.9393
Baixo PMM 4549 £ 2.38 47.68 £ 1.86 0.4738
PMM intermediério 33.16 £3.29 31.58 +2.36 0.8702
TBARS 17.52 £ 1.80 18.34 £ 2.02 0.7626
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Resultados descritos como média + SEM (erro padrdo da média) e valor de p. Valores de p < 0.05
representam que houve diferenca estatistica significativa (em vermelho). VAP (velocidade media
de percurso, um/s), VSL (velocidade retilinea, um/s), VCL (velocidade curvilinea, um/s), ALH
(amplitude do movimento lateral da cabeca, pm), BCF (frequéncia de batimento cruzado, Hz)
STR (retilinearidade, %), LIN (linearidade, %), DAB | (alta atividade mitocondrial, %), DAB I
(atividade mitocondrial intermediéria, %), DAB Il (baixa atividade mitocondrial, %), DAB IV
(auséncia de atividade mitocondrial, %), PMM (potencial de membrana mitocondrial, %),
CRPPIP (cellrox positivo, PI positivo), CRPPIN (cellrox positivo, Pl negativo), CRNPIP (cellrox
negativo, Pl positivo), CRNPIN (cellrox negativo, Pl negativo), ALML (acrossoma lesionado,
membrana plasmaética lesionada), ALMI (acrossoma lesionado, membrana plasmaética integra),
AIML (acrossoma integro, membrana plasmaética lesionada), AIMI (acrossoma integro,
membrana plasmatica integra), TBARS (substancias reativas ao &cido tiobarbiturico).



Tabela 6 — Efeito do GSH na dose 50 uM de MitoTEMPO

MitoTEMPO 50 uM

GSH 0 mM GSH5mM P
VAP 72.64 +£1.75 74.78 £1.97 0.4226
VSL 60.20 £ 1.26 59.51 +1.37 0.7138
VCL 11444 £ 346 123.65+3.80 0.0826
ALH 552+0.18 6.08 £ 0.17 0.0301
BCF 23.18 £ 0.82 23.48 £ 0.58 0.7636
STR 83.59 + 0.96 80.53 £ 1.05 0.0389
LIN 55.18 £1.31 51.06 £1.30  0.0331
Motilidade 67.94 + 2.68 72,59 + 2.07 0.2
Progressiva 39.47 £ 2.60 37.00 £ 1.86 0.4453
Répidos 46.94 + 3.04 4747 +2.44  0.8929
Médios 11.94 £ 0.91 12.18£1.12 0.9198
Lentos 9.06 £ 0.66 12.82£0.71 0.0005
Estaticos 32.06 + 2.68 27.41 +£2.07 0.235
EN 77.71+2.46 80.06 + 1.95 0.4974
DAB I 51.59 +3.22 41.41 +2.99 0.0288
DAB II 34.35+2.38 37.59+1.82 0.326
DAB Il 6.35+ 1.00 10.29 £ 1.36 0.0263
DAB IV 7.71+£0.83 10.71 £ 0.99 0.0209
CRPPIP 1.04+0.19 1.17+0.24 0.8887
CRPPIN 155+0.44 2.19 £ 0.62 0.5875
CRNPIP 63.91+1.48 65.48 + 2.22 0.5603
CRNPIN 33.51+1.50 31.14+£1.95 0.343
ALML 35.92+£2.10 38.56 £ 1.75 0.3416
ALMI 5.41 +£0.60 7.12 £ 0.52 0.022
AIML 27.82+1.53 28.30+1.38 0.7384
AlMI 30.85+1.76 26.01+£1.29 0.0347
Alto PMM 19.22 + 2.97 23.35+2.80 0.7783
Baixo PMM 46.78 £ 2.44 51.26 + 2.22 0.1832
PMM intermediério 34.41 £ 3.27 25.95+1.28 0.0528
TBARS 20.25 +£2.95 21.78 £3.23 0.5575
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Resultados descritos como média + SEM (erro padrdo da média) e valor de p. Valores de p < 0.05
representam que houve diferenca estatistica significativa (em vermelho). VAP (velocidade media
de percurso, um/s), VSL (velocidade retilinea, um/s), VCL (velocidade curvilinea, um/s), ALH
(amplitude do movimento lateral da cabeca, pm), BCF (frequéncia de batimento cruzado, Hz)
STR (retilinearidade, %), LIN (linearidade, %), DAB | (alta atividade mitocondrial, %), DAB I
(atividade mitocondrial intermediéria, %), DAB Il (baixa atividade mitocondrial, %), DAB IV
(auséncia de atividade mitocondrial, %), PMM (potencial de membrana mitocondrial, %),
CRPPIP (cellrox positivo, PI positivo), CRPPIN (cellrox positivo, Pl negativo), CRNPIP (cellrox
negativo, Pl positivo), CRNPIN (cellrox negativo, Pl negativo), ALML (acrossoma lesionado,
membrana plasmaética lesionada), ALMI (acrossoma lesionado, membrana plasmaética integra),
AIML (acrossoma integro, membrana plasmaética lesionada), AIMI (acrossoma integro,
membrana plasmatica integra), TBARS (substancias reativas ao &cido tiobarbiturico).



Tabela 7 — Efeito do GSH na dose 100 uM de MitoTEMPO

MitoTEMPO 100 puM

GSH O mM GSH5mM P
VAP 71.34+£1.73 72.99+2.13 0.5516
VSL 59.18 £1.33 59.12+1.43 0.9785
VCL 112,92 +3.79 116.70+4.28 0.5131
ALH 5.53+£0.19 5.83+£0.18 0.262
BCF 24.78 + 0.58 23.31+£0.62 0.0907
STR 83.47 £ 1.05 82.00+1.50 0.4291
LIN 55.18 £ 1.75 53.71+1.79 0.5326
Motilidade 73.35+2.25 70.94 +2.34 0.4555
Progressiva 39.00 + 2.30 36.24 +2.41 0.4128
Répidos 46.41 +2.49 4541 +2.45 0.7764
Médios 14.29 £ 1.53 1359+ 144 0.7414
Lentos 12.53+£0.80 11.88+£0.92 0.6001
Estaticos 26.65 = 2.25 29.06 +2.34 0.4193
EN 78.94 +£1.62 78.88£2.02 0.9728
DAB I 51.47 £2.99 44,24 +3.38 0.0894
DAB |1 33.41+231 36.47+1.79 0.3472
DAB 111 6.65+1.13 8.71+142 0.2653
DAB IV 8.47 £ 0.97 10.59+1.27 0.2541
CRPPIP 1.16 +0.33 1.92+0.49 0.4687
CRPPIN 2.14 +0.83 3.56+0.83 0.5513
CRNPIP 65.98 + 1.46 64.85+1.24 0.558
CRNPIN 30.73 +£1.87 29.68+1.75 0.6842
ALML 35.88+1.75 36.47+1.82 0.8151
ALMI 5.00 £ 0.61 7.03+£0.57 0.0099
AIML 29.74 £1.42 28.16 £1.41 0.3965
AlIMI 29.39 £ 1.45 28.34+£1.79 0.6519
Alto PMM 22.40 +£3.08 16.95+299 0.1844
Baixo PMM 46.69 + 2.14 53.34 +£2.26 0.0407
PMM intermediério 31.49+1.90 30.29+1.75 0.707
TBARS 17.96 £ 1.29 19.23+1.92 0.8028
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Resultados descritos como média + SEM (erro padrdo da média) e valor de p. Valores de p < 0.05
representam que houve diferenca estatistica significativa (em vermelho). VAP (velocidade media
de percurso, um/s), VSL (velocidade retilinea, um/s), VCL (velocidade curvilinea, um/s), ALH
(amplitude do movimento lateral da cabeca, pm), BCF (frequéncia de batimento cruzado, Hz)
STR (retilinearidade, %), LIN (linearidade, %), DAB | (alta atividade mitocondrial, %), DAB I
(atividade mitocondrial intermediéria, %), DAB Il (baixa atividade mitocondrial, %), DAB IV
(auséncia de atividade mitocondrial, %), PMM (potencial de membrana mitocondrial, %),
CRPPIP (cellrox positivo, PI positivo), CRPPIN (cellrox positivo, Pl negativo), CRNPIP (cellrox
negativo, Pl positivo), CRNPIN (cellrox negativo, Pl negativo), ALML (acrossoma lesionado,
membrana plasmaética lesionada), ALMI (acrossoma lesionado, membrana plasmaética integra),
AIML (acrossoma integro, membrana plasmaética lesionada), AIMI (acrossoma integro,
membrana plasmatica integra), TBARS (substancias reativas ao &cido tiobarbiturico).
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Apéndice 2 — Tabelas dos efeitos das diferentes doses de MitoTEMPO em cada dose

de GSH

Tabela 8 — Efeito das doses de MitoTEMPO sem GSH

GSH 0 mM
MitoTEMPO
0 pm 25 uM 50 uM 100 M P
VAP 7404+159  7363+1.74 7264+175  71.34+173  0.6847
VSL 60.17+1.30  60.09+1.30 6020+126  59.18+1.33  0.9337
VCL 118.72+3.35 116.68+3.74 11444+3.46 11292+3.79  0.6821
ALH 5.81 +0.20 5.73+0.21 5.52 +0.18 5.53+0.19 0.6579
BCF 2425+065  2446+0.65  23.18+0.82  2478+058  0.3788
STR 82.00+1.18  8229+1.11  8359+096  8347+1.05  0.6404
LIN 53.47+147  5429+164 5518+131  5518+1.75  0.8315
Motilidade 7441 +241% 7865+1.69° 67.94+268° 73.35+225%  0.0159
Progressiva 4024 +238  42.88+221  3947+260 39.00+£230  0.6619
Réapidos 49714265  52.76+245  4694+3.04  4641+249  0.3169
Médios 1276 +1.12  1394+125  11.94+091  1429+153  0.5973
Lentos 11.76 £1.01*°  11.88+0.94*  9.06+0.66°  12.53+0.80% 0.03
Estaticos 2559+2.41%  2135+1.69° 32.06+2.68 26.65+2.25®%  0.0166
EM 80.53+1.89  76.06+2.09  77.71+246  78.94+162  0.4642
DAB | 4488+327  A747+251  5159+3.22  5147+299  0.2987
DAB Il 39.65+2.35° 36.29+1.98%® 3435+238% 3341+231° 0.1833
DAB III 7.41+1.22 6.71 +0.80 6.35 + 1.00 6.65+1.13 0.9075
DAB IV 8.18 + 1.07 9.53 +0.85 7.71+0.83 8.47 +0.97 0.5842
CRPPIP 2.71+0.772 1.19 £ 0.27° 1.04 +0.19° 1.16 + 0.33" 0.0432
CRPPIN 4.89 +1.60 1.87 £ 0.63 1.55 + 0.44 2.14 +0.83 0.2292
CRNPIP 58.94 +2.01° 63.67+1.78%° 6391+1.48  6598+146°  0.0396
CRNPIN 33.44+237 3328+1.84  3351+150  30.73+1.87 0.714
ALML 3253+170 3531+1.72 3592+210 3588+175  0.5078
ALMI 5.47 +0.76 4.98 +0.47 5.41 + 0.60 5.00 + 0.61 0.9519
AIML 27.89+1.78  29.24+142  27.82+153  29.74+142 0.644
AlMI 34.13+1.72%2 30.47+1.68®° 30.85+1.76® 29.39+1.45°  0.2223
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Alta PMM 22.52+2.73 21.87+3.34 19.22 + 2.97 22.40 + 3.08
Baixo PMM 46.06 + 1.86 45.49 +2.38 46.78 £ 2.44 46.69 + 2.14
PMM intermediario  31.88+1.84 33.16 £3.29 34.41 +3.27 31.49+£1.90
TBARS 19.02 +£1.49 17.52 +1.80 20.25 +£2.95 17.96 £1.29

0.8362
0.9738
0.9851

0.866

Resultados descritos como média + SEM (erro padrdo da média).?®: letras diferentes indicam
diferenca significativa (p <0.05 —em vermelho). VAP (velocidade media de percurso, um/s), VSL
(velocidade retilinea, pm/s), VCL (velocidade curvilinea, um/s), ALH (amplitude do movimento
lateral da cabeca, um), BCF (frequéncia de batimento cruzado, Hz) STR (retilinearidade, %), LIN
(linearidade, %), DAB | (alta atividade mitocondrial, %), DAB Il (atividade mitocondrial
intermediéria, %), DAB 11l (baixa atividade mitocondrial, %), DAB IV (auséncia de atividade
mitocondrial, %), PMM (potencial de membrana mitocondrial, %), CRPPIP (cellrox positivo, Pl
positivo), CRPPIN (cellrox positivo, Pl negativo), CRNPIP (cellrox negativo, Pl positivo),
CRNPIN (cellrox negativo, Pl negativo), ALML (acrossoma lesionado, membrana plasmaética
lesionada), ALMI (acrossoma lesionado, membrana plasmatica integra), AIML (acrossoma
integro, membrana plasmatica lesionada), AIMI (acrossoma integro, membrana plasmatica
integra), TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitdrico).



Tabela 9 — Efeito das doses de MitoTEMPO com 5 mM de GSH
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GSH 5 mM
MitoTEMPO
0 UM 25 uM 50 pM 100 uM P
VAP 73.11+160 71.05+1.67 7478+197 7299+213 0.5707
VSL 59.42 +1.28 5845+1.62 5951+137 59.12+1.43 0.9516
VCL 116.94+3.94 113.39+2.40 123.65+3.80 116.7+4.28 0.2593
ALH 574+0.22 569+0.15 6.08+0.17 583+0.18 0.4372
BCF 22.90+0.76 22.62+0.66 23.48+058 23.31+0.62 0.7879
STR 82.06 +1.42 8271+0.78 8053+1.05 82.00+150 0.6402
LIN 53.65+2.11 54.00+1.33 51.06+130 5371+179 0.5711
Motilidade 69.71+352 71.47+2.08 72594207 70.94+234 0.9447
Progressiva 3776 £+251 37.94+258 37.00+1.86 36.24+241 0.9539
Réapidos 47.06 £3.09 4594+277 4747244 4541+245 0.9447
Médios 1218 +1.04 1441+1.08 12.18+1.12 1359+ 1.44 0.47
Lentos 1059 +1.08 11.35+0.65 12.82+0.71 11.88+0.92 0.3172
Estaticos 30.29+352 2853+208 27.41+207 29.06+234  0.967
E/N 79.06 £1.98 79.12+1.45 80.06+195 78.88+2.02  0.967
DAB | 38.82+373 4224+308 4141+299 4424+3.38 0.5754
DAB 11 38.00+210 37.65+1.89 3759+182 36.47+179 0.9037
DAB I 971+119 888+135 10.29+1.36 8.71+1.42 0.8193
DAB IV 1347+1.46 11.24+0.82 1071099 1059+1.27 0.4855
CRPPIP 1.33+040 1.21+036 117+024  192+0.49 0.8765
CRPPIN 234+096 205+092 219+0.62 356+0.83 0.7904
CRNPIP 63.75+1.71 63.02+1.47 6548+222 6485+124  0.739
CRNPIN 3256+172 3371+151 3114+195 29.68+1.75 0.3936
ALML 3518 +1.73 36.32+153 3856+1.75 36.47+1.82 05683
ALMI 5.66 +0.54° 7.45+059° 7.12+0.52° 7.03+057®  0.067
AIML 28.86+159 27.10+1.28 2830+1.38 28.16+1.41 0.8634
AIMI 3029+1.78 29.13+1.32 2601+1.29 2834+1.79 0.2687
Alta PMM 18.94+2.85 21.19+274 2335+280 16.95+2.99 0.3043
Baixo PMM 4831+266 47.68+186 51.26+222 53.34+226 0.2642
PMM intermediario  33.41+1.95* 3158+236% 25.95+1.28° 30.29+1.75® 0.0353
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TBARS 18.62+1.70 18.34+202 21.78+3.23 19.23+1.92 0.7457

Resultados descritos como média + SEM (erro padrdo da média).*®: letras diferentes indicam
diferenca significativa (p <0.05 —em vermelho). VAP (velocidade media de percurso, um/s), VSL
(velocidade retilinea, um/s), VCL (velocidade curvilinea, um/s), ALH (amplitude do movimento
lateral da cabeca, pm), BCF (frequéncia de batimento cruzado, Hz) STR (retilinearidade, %), LIN
(linearidade, %), DAB | (alta atividade mitocondrial, %), DAB Il (atividade mitocondrial
intermediéria, %), DAB Il (baixa atividade mitocondrial, %), DAB IV (auséncia de atividade
mitocondrial, %), PMM (potencial de membrana mitocondrial, %), CRPPIP (cellrox positivo, Pl
positivo), CRPPIN (cellrox positivo, Pl negativo), CRNPIP (cellrox negativo, Pl positivo),
CRNPIN (cellrox negativo, Pl negativo), ALML (acrossoma lesionado, membrana plasmaética
lesionada), ALMI (acrossoma lesionado, membrana plasmatica integra), AIML (acrossoma
integro, membrana plasmética lesionada), AIMI (acrossoma integro, membrana plasmatica
integra), TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitirico).



