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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de mio-inositol ao sémen caprino pds-descongelacdo. Amostras
seminais de diferentes reprodutores caprinos da raca Boer (n=3) foram descongeladas (37°C/30s) e
homogeneizadas para formacao do pool. Quatro grupos experimentais foram formados: GC=grupo controle,
sem adicdo de antioxidante; G1=sémen + 5 mM de mio-inositol; G2=sémen + 15 mM de mio-inositol;
G3=sémen + 30 mM de mio-inositol, sendo submetidos as avalia¢fes de motilidade subjetiva, integridade e
funcionalidade da membrana plasmatica nos periodos Oh, 2h a 25°C e 2h a 37°C pds-descongelacdo. Nao
houve diferenca (P>0,05) entre o grupo controle e os suplementados com mio-inositol para o parametro de
motilidade total nos momentos pds-descongelacao e 2h de incubagdo a 25°C. No momento 2h a 37°C houve
reducdo de 30% (P<0,05) dos parametros cinéticos qguando comparados ao momento pés-descongelagéo e 10%
apos 2h a 25°C. Nao foram observadas diferencas (P>0,05) para os parametros de integridade e funcionalidade
da membrana plasmatica entre os grupos tratados e o grupo controle. A adicdo de mio-inositol, na concentracdo
de 30 mM, reduz a motilidade de espermatozoides caprinos ap6s duas horas de incubacgdo a 37°C.

Palavras-chave: antioxidante; descongelacdo; espermatozoide; motilidade.

Abstract

The effect of myo-inositol addition in post-thaw goat semen was evaluated in this study. Seminal samples from
different Boer goat breeders (n = 3) were thawed (37°C/30s) and homogenized to form a pool. Four
experimental groups were formed: CG = control group, without antioxidant; G1=semen + 5 mM myo-inositol;
G2=semen + 15 mM myo-inositol; G3=semen + 30 mM myo-inositol. Subjective sperm motility and plasma
membrane functionality and integrity after incubation for 2h at 25°C and 2h at 37°C post-thawing were
evaluated. No significant differences (P>0.05) were observed in post-thaw sperm motility between the control
group and the ones supplemented with myo-inositol after 2h of incubation at 25°C. There was a 30% reduction
(P<0.05) of the kinematic parameters after 2h at 37°C, and 10% when compared to 2h at 25°C. No significant
differences (P>0.05) were observed for the integrity and functionality of plasma membrane parameters
between treated and control groups. Myo-inositol at 30 mM reduced goat sperm motility after two hours of
incubation at 37°C.

Keywords: antioxidant; thawing; spermatozoon; motility.

Introducéo

A criopreservacdo de sémen consiste em inativar o seu metabolismo, por refrigeragéo ou
submeter espermatozoides a temperaturas abaixo congelacéo, respectivamente. Assim, este material
da condicdo corporal (+38°C) para reduzir ou genético pode ser transportado, comercializado ou
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armazenado por tempo indeterminado (Mariante et
al., 2011).

Espermatozoides  de  caprinos  pos-
descongelados, entretanto, ainda apresentam
resultados aquém dos alcangados na bovinocultura
guando utilizados em programas de inseminacao
artificial. Diferentemente da criopreservacdo do
sémen de bovinos, que tem aplicabilidade real e
excelentes resultados, fruto de pesquisas realizadas
ha décadas, a preservacdo de gametas caprinos
permanece em condicBes experimentais.

No plasma seminal do ejaculado caprino ha
presenca de fosfolipases, enzimas que interagem
tanto com a membrana plasmatica do
espermatozoide quanto com os componentes do
diluente, promovendo a formagéo de substancias
toxicas que danificam o espermatozoide caprino
(La Falci et al., 2002). Desta forma, a centrifugacédo
para remogdo do plasma seminal ¢ uma etapa do
processamento do sémen para criopreservagao. Por
outro lado, esta centrifugagdo pode promover
estresse mecanico as células, como ainda aumenta
0 tempo de manipulagdo das células espermaticas
(Oliveira et al., 2017). Esta exposi¢do favorece a
formacdo de espécies reativas ao oxigénio (ERO)
qgue interferem na integridade da membrana
plasméatica (Borges et al., 2011). A membrana
plasmatica cede fosfolipidios para estabilizar as
ERO, alterando sua conformacao e reconhecimento
estrutural, evento conhecido como peroxidacdo
lipidica, tornando-se invidvel para executar as
cascatas de capacitacdo espermatica e reacdo
acrossomal com consequente perda da capacidade
fertilizante do espermatozoide (Patricio et al.,
2016).

O Inositol, encontrado mais abundantemente
na forma de mio-inositol (cis-1,2,3,4-trans-4,6-
cicloexanoexol) é um poli-alcool ciclico que
desempenha importante papel como base estrutural
para mensageiros secundarios em células
eucaridticas. Proveniente do metabolismo da
glicose, o mio-inositol é encontrado em tecidos
animais como um componente dos fosfolipidios e
encontra-se no cérebro e fluido cérebro-espinhal,
sendo encontrado ainda no esqueleto, musculo
cardiaco e outros tecidos (Croze e Soulage, 2013).
O nivel de inositol livre é especialmente elevado
em todos os 6rgdos do trato reprodutor masculino,
particularmente no fluido seminal (Pruneda et al.,
2007).

Na técnica de criopreservacdo do sémen
caprino, entretanto, antes do sémen ser submetido

as curvas de refrigeracdo e congelagdo, se faz
necessario o processo de centrifugacdo do sémen
para remogdo do plasma seminal, como citado
anteriormente. Assim, 0s antioxidantes presentes
no plasma, como o mio-inositol, séo igualmente
removidos, diminuindo drasticamente suas
concentragdes, 0 que pode comprometer o sistema
de defesa antioxidante.

Em estudo com humanos foi observado que
0 mio-inositol melhora a atividade mitocondrial
dos espermatozoides com consequente aumento da
capacidade movel da célula espermatica
(Condorelli et al., 2012). Na criopreservacdo do
sémen ovino foram adicionadas diferentes
concentragbes de mio-inositol ao diluente de
congelacdo e apbs andlise, percebeu-se que a
concentragdo de 10 mM foi eficiente na reducéo
dos niveis de malonaldeido, subproduto da
peroxidacdo lipidica, um dos marcadores do
estresse oxidativo (Kulaksiz et al., 2011). Em
contrapartida, o mio-inositol no sémen de equinos
foi acrescentado na concentracdo de 30 mM
durante o processo de refrigeracdo sem produzir
efeitos sobre a viabilidade espermatica (Affonso et
al., 2017).

Diante da diversidade de estudos com a
adicdo do mio-inositol em diferentes espécies
animais, assim como em variadas concentracdes,
objetivou-se avaliar o efeito da adi¢cdo de mio-
inositol no sémen caprino apds a criopreservacao.

Material e Métodos
Obtencao de Amostras e Local

Neste trabalho foram utilizadas amostras
congeladas de sémen caprino da raca Boer, obtidas
em central de reproducdo, no ano de 2007,
armazenadas em botijao criogénico (-196°C). O
sémen caprino, colhido por método de vagina
artificial, foi submetido a centrifugacdo para
remocdo do plasma seminal, por duas vezes,
diluido individualmente em leite desnatado (10g de
leite em p6 desnatado, 194 mg de glicose, 100 mL
de agua bidestilada, aquecimento a 90°C por 10
minutos, 3 mg de Penicilina e Estreptomicina, 7%
de glicerol) e submetido & criopreservacdo em
sistema automatizado (TK 3000®) - informacdes
cedidas pela Central. O experimento foi realizado
no Laboratdrio de Biotecnologia em Reprodugéo
Animal (LABRA), lotado no Centro de
Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal
da Paraiba, Campus I, Jodo Pessoa.
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Delineamento Experimental

Foram descongeladas seis palhetas (0,25
mL) de diferentes reprodutores (n=3) a temperatura
de 37°C por 30 segundos. Apds descongelacéo, as
amostras foram homogeneizadas para formagéo do
pool com o objetivo de reduzir a interferéncia
individual, conforme descrito por Bucak et al.
(2008). Na sequéncia foram formados quatro
grupos experimentais, sendo o Grupo Controle
(GC) sem adigéo do antioxidante, o Grupo 1 (G1)
com adi¢do de 5 mM de mio-inositol, o Grupo 2
(G2) com adigdo de 15 mM de mio-inositol e o
Grupo 3 (G3) com adicdo de 30 mM de mio-
inositol. De cada grupo foram utilizados 10 pL para
avaliacdo subjetiva da motilidade e do teste
hiposmatico (HOST) e 20 pL foram utilizados para
avaliacdo com o corante Eosina-Nigrosina (EN),
nos momentos 0 e 2 horas (h) p6s-descongelacao.
Apés a primeira avaliagdo, realizada
imediatamente apds a descongelacdo, 0s grupos
foram divididos em dois grupos de incubacéo,
sendo um a temperatura ambiente (25°C) e outro a
temperatura de incubacédo a 37°C (Figura 1). Foram
realizadas quatro repeticdes e cada repeticdo foi
realizada em triplicata.
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Figura 1. Delineamento experimental para avaliagdo da
adicdo do antioxidante mio-inositol ao sémen
caprino pés-descongelagao.
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Analise Espermatica
Motilidade Espermatica

A motilidade espermatica foi avaliada
subjetivamente com a deposi¢do de 10 pL de
sémen entre lamina e laminula (18x18) em
microscopio Gtico (Coleman, Sdo Paulo) com
aumento de 40x. A avaliacdo da motilidade foi
expressa em porcentagem considerando a média de
dois avaliadores, conforme recomendado pelo
CBRA (2013).

Teste de Funcionalidade da Membrana Plasmética

O teste hiposmético (HOST) foi empregado
para avaliar a funcionalidade da membrana
plasmatica dos espermatozoides caprinos. A leitura
do percentual de reacdo dos espermatozoides ao
HOST foi feita através de microscopia 6tica com
aumento de 40 vezes, colocando-se 10 pL de
sémen/solucdo entre lamina e laminula. Foram
retirados 10 pL de cada grupo experimental, onde
este foi diluido em 100 pL de solugdo hiposmética
(100 mOsm/Kg H20), composta por citrato de
sodio, frutose e agua destilada, como preconizado
por Oliveira e colaboradores (2013). Apds a
incubacéo, a 37°C por 30 minutos foi acrescentado
50 uL de solucdo formol-salina com o objetivo de
estabilizar a reacdo osmatica dos espermatozoides.
As células foram classificadas quanto a presenca
ou ndo de cauda enrolada. Com o objetivo de
minimizar o erro de leitura e interpretacdo do
percentual de reagdo ao HOST, foi utilizada a
férmula proposta por Melo e Henry (1999), na
qual, contando-se 100 células, subtrai-se as células
com cauda enrolada encontradas na avaliagdo da
morfologia espermatica.

Teste de Integridade da Membrana Plasmatica

Para este teste foi empregada dupla
coloragdo com o0s corantes eosina-nigrosina,
conforme proposto pelo CBRA (2013). Para
realizacdo desta técnica foram diluidos 20 pL de
sémen de cada grupo experimental em solucdo
contendo 20 pL do corante e 20 pL de solucédo
fisioldgica. Apds a diluicdo, foi realizado o estiraco
com 10 L de cada amostra e realizada a contagem
de 200 células com aumento de 40x.

Anédlise Estatistica

Para comparagéo entre os grupos GC, G1,
G2 e G3 e cada parametro avaliado utilizou-se o
método de analise de variancia (ANOVA) e teste
de Tukey, caso identificado variagdo entre os
grupos e os tempos de incubagdo, com nivel de
significancia de 5%.

Resultados

Os dados da motilidade total foram
expressos na forma de média e desvio padrdo
(Tabela 1). Como observado nesta tabela, nédo
houve diferenca significativa (P>0,05) entre os
grupos controle e os suplementados com mio-
inositol, considerando 0s momentos  pos-
descongelacéo e 2h de incubacéo a 25°C. Porém,
foi observado que os grupos avaliados no momento
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2h a 37°C demonstraram reducdo (P<0,05) dos
pardmetros cinéticos quando comparados ao

momento pos-descongelacdo e 2h apdés a
descongelacéo, a 25°C.

Tabela 1. Porcentual (média + desvio padrdo) de motilidade subjetiva de espermatozoides caprino da raga
Boer, pds-descongelacdo, com adicdo ou ndo de mio-inositol.
Motilidade Total (%)

Grupos TO T2 (25°C) T2 (37°C)
GC 65,00+7,36% 55,62+14,77 38,75+13,625
G1 55,004,564 57,13+6,37% 33,75+11,828
G2 62,50+10,99 50,63+7,18™ 31,254,338
G3 58,75+11,09 53,13+6,58™ 19,385,548

GC= Grupo Controle; G1= Grupo 1 (5 mM de Mio-inositol); G2= Grupo 2 (15 mM de Mio-inositol); G3= Grupo 3 (30 mM de
Mio-inositol). TO= Momento de avaliagdo pds-descongelagdo; T2 (25°C) = Momento de avaliacdo 2h pds-descongelacédo a
temperatura ambiente; T2 (37°C) = Momento de avaliacdo 2h pos-descongelacdo e incubagdo a 37°C. Letras maidsculas
diferentes na mesma linha indicam diferenca entre os tempos de avaliagdo. Letras mintsculas na mesma coluna indicam diferencga
entre 0s grupos.

Os parametros obtidos nas avaliacbes de diferenca significativa (p>0,05) para estes
integridade e funcionalidade da membrana parametros tanto para o grupo controle quanto para
plasmatica estdo descritos nas Tabelas 2 e 3, na 0S grupos que receberam concentracBes de mio-
forma de média e desvio padrdo. Ndo houve inositol nos tempos de incubacao.

Tabela 2. Porcentual (média + desvio padrao) de integridade da membrana plasmatica de espermatozoides
caprino da raca Boer, pos-descongelacdo, com adi¢do ou ndo de mio-inositol.
Integridade de Membrana Plasmatica (%)

Grupos TO T2 (25°C) T2 (37°C)
GC 48,69+4,712 46,81+4,428 40,38+1,89%
Gl 48,442,078 44,565,072 46,94+7,612
G2 48,81+5,442 47,13+7,092 43,69+3,99%
G3 52,88+5,962 50,68+9,042 45,31+6,99%

GC= Grupo Controle; G1= Grupo 1 (5 mM de Mio-inositol); G2= Grupo 2 (15 mM de Mio-inositol); G3= Grupo 3 (30 mM de
Mio-inositol). TO= Momento de avaliagdo pos-descongelacdo; T2 (25°C) = Momento de avaliacdo 2h po6s-descongelagdo a
temperatura ambiente; T2 (37°C) = Momento de avaliagdo 2h pds-descongelacdo e incubacdo a 37°C. Letras iguais ha mesma

coluna e/ou linha indicam néo haver diferenca estatistica (P>0,05).

Tabela 3. Porcentual (média + desvio padrdo) de funcionalidade da membrana plasmatica de
espermatozoides caprino da raca Boer, pds-descongelacdo, com adicdo ou ndo de mio-inositol.

Funcionalidade de Membrana Plasmatica (%0)

Grupos TO T2 (25°C) T2 (37°C)
GC 41,13+7,76° 40,25+3,20° 44,756,142
Gl 40,886,522 43,63+7,73? 43,38=11,56°
G2 42,25+6,17 44,13+5,15? 38,509,17°
G3 43,38+7,23? 47,88+8,20? 36,007,742

GC= Grupo Controle; G1= Grupo 1 (5 mM de Mio-inositol); G2= Grupo 2 (15 mM de Mio-inositol); G3= Grupo 3 (30 mM de
Mio-inositol). TO= Momento de avaliagdo pds-descongelagdo; T2 (25°C) = Momento de avaliacdo 2h pds-descongelacdo a
temperatura ambiente; T2 (37°C) = Momento de avaliagcdo 2h pos-descongelagdo e incubacéo a 37°C. Letras iguais na mesma

coluna e/ou linha indicam ndo haver diferenga estatistica (P>0,05).

Discusséo

A redugdo da motilidade observada nos
grupos mantidos na temperatura de 37°C, apds 2h
de descongelagdo, pode ser atribuida & manutencéo
da temperatura que é similar a do trato genital da
fémea. A temperatura pode ter mantido a atividade
flagelar do espermatozoide, com consequente
aumento do consumo energético, e estimulado a

célula espermatica a sofrer o processo de
capacitacdo. Esse processo envolve mudancas
bioquimicas e estruturais das membranas celulares
(Assumpcéo et al., 2002). Tais mudancas alteram
as concentracdes idnicas intracelulares, a fluidez da
membrana plasméatica, o metabolismo e a
motilidade dos espermatozoides (Yanagamachi,
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1994), caracteristicas necessarias para a reagdo do
acrossoma com a zona peldcida do odécito.

Flesch e Gadelha (2000) observaram que
espermatozoides de humano e suino possuem
maior tempo de laténcia para sofrer o processo de
capacitacdo, de quatro a cinco horas, 0 que ndo é
observado em ovinos, que ocorre em
aproximadamente em 2h. Além disso, o sémen
caprino criopreservado € desprovido de substancias
secretadas pelas glandulas sexuais acessorias, as
quais inibem a habilidade do espermatozoide de
fecundar o 6vulo (decapacitacdo), prevenindo a
ocorréncia de capacitagdo prematura (Sidhu e
Guraya, 1989). Estes fatores, associados a
temperatura, podem ter possibilitado o processo de
capacitacdo da célula nestas 2h de incubacao,
entretanto, como ndo houve fecundagdo, o
espermatozoide sofreu degradacdo, produzindo
substancias téxicas, como ERO, que se acumulam
no meio e causam a morte das outras células,
diminuindo a quantidade de espermatozoides
moveis.

Observou-se que entre 0s grupos incubados
a 37°C por 2h pos-descongelacdo, o0 G3 (30 mM de
mio-inositol) apresentou 0 menor parametro
cinético. Sabe-se que o mio-inositol é precursor do
fosfatidilinositol, molécula essencial para o
metabolismo celular. O fosfatidilinositol tem efeito
estimulante na célula espermatica, aumentando as
taxas de glicélise, respiracdo celular e aumento da
motilidade (Voglmayr e Amann, 1973). A alta
concentracdo de mio-inositol associada a esta
temperatura, possivelmente potencializou 0o
metabolismo celular, estimulando o ciclo de Krebs,
B-oxidacdo e fosforilagdo oxidativa na producéo de
adenosina trifosfato (ATP) por meio da respiracéo
aerébica na mitocondria como observado por
Cémara e Guerra (2008). No processo de
respiracdo, 1 a 3% dos elétrons envolvidos na
cadeia transportadora de elétrons determinam a
formagdo de ERO (Guerin et al., 2001), que em
concentragdes reduzidas medeia fungdes essenciais
para a fecundacdo do dvulo pelo espermatozoide,
como a capacitacdo, hiperativagdo e reacdo
acrossomal como sugerido por Camara e Guerra
(2008).  Possivelmente, a  potencializagdo
metabolica induzida pelo mio-inositol estimulou a
respiragdo mitocondrial induzindo a maior
producdo de espécies reativas de oxigénio,
provocando o estresse oxidativo com consequente
lesbes na membrana mitocondrial, além de
diminuir o aporte energético requerido pela célula
espermatica.

Os dados sobre a integridade e
funcionalidade da  membrana  espermatica
evidenciam que a  preservacdo  dessas
caracteristicas no espermatozoide caprino nao foi
influenciada pela adicdo de mio-inositol.
Entretanto, segundo Baumber et al. (2000), a
diminuicdo da motilidade espermatica pode ocorrer
mesmo que ndo seja detectada a presenca de
diminuicdo em outros parametros de avaliagéo,
como a integridade da membrana plasmatica.

Assim, outros testes devem ser realizados
para complementar este estudo, como a atividade
mitocondrial, que atrelada a reducdo da motilidade
observada neste experimento, pode indicar a acao
direta do mio-inositol como potencializador da
funcdo mitocondrial, caso utilizado em altas
concentragdes. Esta hipGtese é sustentada pela
variacdo da concentracdo deste antioxidante na
fisiologia reprodutiva masculina, uma vez que
menores concentragdes de mio-inositol  sdo
encontradas na cauda do epididimo, segundo
Hinton et al. (1980), local onde os espermatozoides
diminuem seu potencial cinético para minimizar o
consumo energético.

Concluséo

A adicdo de mio-inositol a 30 mM interfere
negativamente na motilidade de espermatozoides
caprinos ap6s 2h de incubacdo a 37°C, entretanto,
as concentracdes de 5, 15 e 30 mM deste
antioxidante ndo exercem influéncia sobre a
integridade e funcionalidade da membrana
plasmatica.
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