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RESUMO

O uso de sémen refrigerado é uma boa op¢do na rotina clinica de inseminagdo, sendo
um método prético e barato que permite melhor preservagao da fertilidade quando comparado
ao sémen congelado. Contudo, o periodo de sobrevivéncia dos espermatozoides € curto. A
adicdo de moléculas antioxidantes ao meio de diluicdo pode reduzir o estresse oxidativo
durante o armazenamento e assim melhorar sua qualidade. O objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito da adicdo da catalase e vitamina C ao diluente sobre a qualidade do s€émen
canino refrigerado. Para isso foram utilizados cinco cies com idade variando de 2 a 5 anos, e
cinco com mais de sete anos. O sémen foi colhido e dividido em trés amostras para a
refrigeracdo nos meios controle (sem adi¢do de antioxidante), com adi¢do de vitamina C e
com adicdo de catalase. Antes e apds a refrigeracdo as amostras foram analisadas através do
sistema computadorizado CASA, da andlise da morfologia espermdtica e da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal. No presente trabalho a tnica varidvel que se beneficiou
da acdo dos antioxidantes foi a integridade do acrossomo nas amostras de sémen resfriado
obtidas de animais idosos. Além disso, neste mesmo grupo a concentragdo de catalase
utilizada parece ter tido um efeito deletério sobre parametros da motilidade espermatica. Estes
resultados reforcam a evidéncia de variagdes individuais na resposta a refrigeracao
espermdtica e indicam a necessidade de um maior nimero de estudos envolvendo animais
com idades diferentes.
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SUPPLEMENTATION OF VITAMIN C AND CATALASE FOR COOLING YANG
AND AGED DOG’S SEMEN

ABSTRACT

The use of cooled semen is anoption for clinical practice, since it’s a practical and
inexpensive method, which allows a god preservation of fertility. However, spermatozoa
stored under refrigeration conditions become aged, losing fertilizing capacity. The
addition of antioxidant molecules tocooling extenders could reduce oxidative stress during
storage improving semen quality. The goal of this study was to analyze the effects of the
addition of catalaseand vitamin C over the quality of refrigerated semen. Semen from five
dogs aging between 2 to 5 years and five with more than 7 years was used. After collection
the ejaculates were divided into three samples, one diluted in the cooling extender (control
without antioxidant), another diluted in the extender with vitaminC, and the last with extender
with catalase. Before and after cooling all samples were analyzed by Computer Assisted
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Semen Analysis (CASA), sperm morphology and analysis of the plasmatic and acrosomal
membrane integrity. In this study the only variable that has benefited from the action of
antioxidants was the acrosome integrity in cooled samples obtained from aged animals. In
addition, in this same group the concentration of catalase used seems to have had a deleterious
effect on sperm motility parameters. These results provide additional evidence of individual
variations in response to cooling suggesting the need for a larger number of studies involving
experimental animals of different ages.

Keywords: antioxidant, cooled semen, dog

INCORPORACION DE VITAMINA C Y CATALASA ENLA REFRIGERACION DE
SEMEN DE PERROS JOVENES Y VIEJOS

RESUMEN

El interés en las técnicas de preservacion de los espermatozoides y de la inseminacion
artificial ha crecido mucho en todo el mundo. La utilizacién del semen refrigerado es una
opcidn para el uso en la rutina clinica, ya que es un método practico, mds barato, que preserva
mejorla fertilidad y con el cual la inseminacién puede ser hecha por la via transvaginal. La
principal desventaja del uso del semen refrigerado es el corto periodo de supervivencia de los
espermatozoides, siendo necesaria la utilizaciéon de la muestra en aproximadamente 4,9 dias
después de la colecta. La incorporacién de moléculas antioxidantes en el diluyente de semen
refrigerado podria reducir el impacto del estrés oxidativo durante el proceso de
almacenamiento espermadtico y asi mejorar la calidad del semen, propiciando un mayor
tiempo de supervivencia de los espermatozoides y la disminucion de la dosis de inseminacion.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la incorporacién de la catalasa
y de la vitamina C en el diluyente sobre la calidad del semen refrigerado de perros y comparar
estos antioxidantes, enzimaticos o no (catalasa x vitamina C), en la calidad de semen
refrigerado de perros. Para esto fueron utilizados 10 perros, cinco de ellos con edad entre 2 y
5 afios (jovenes) y cinco con mds de siete afios (mayores). El semen fue colectado por
manipulacién digital del pene, en embudo de pléstico, acoplado en un tubo plastico graduado.
El semen de todos los animales fue analizado utilizando la prueba hipoosmdética, marcadores
fluorescentes, sistema computadorizado CASA, andlisis de la morfologia espermatica e
integridad acrosomal. Después, el semen fue dividido en tres muestras con el fin de ser
sometidas a refrigeracion a 5°C por 96 horas en los medios de refrigeracion control (sin
incorporacién de antioxidante), con incorporacion de vitamina C y con adicién de catalasa.
Después de este periodo de refrigeracion los andlisis fueron repetidos en todas las muestras.
Los resultados fueron evaluados por el andlisis de variancia y las diferencias fueron
verificadas por la prueba de Tukey, siendo el nivel de significancia adoptado de 5%. Los
resultados obtenidos demuestran que la tnica variable que fue beneficiada por la accion de los
antioxidantes fue la integridad acrosémica. Se concluye que los oxidantes vitamina C y
catalasa no actuaron positivamente en el proceso de refrigeracion de semen de perros jévenes
y mayores.

Palabras clave: antioxidantes; semen refrigerado; perro.
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REVISAO DE LITERATURA

A técnica de inseminacdo artificial (AI) em cdes pode ser utilizada como um meio
alternativo a cobertura natural. Para sua realizacdo deve-se coletar, analisar e preservar o
sémen. O interesse nas técnicas de preservacdo da célula espermatica e de IA em cdes vem
crescendo e novas tecnologias estdo sendo estudadas em todo mundo (1).

Sabe-se que o uso de sémen congelado para a IA permite a preservacdo dos gametas por
tempo ilimitado e possibilita, com isso, a multiplicacio de potenciais genéticos valiosos.
Contudo, em cdes, a taxa de prenhes apds a IA usando s€émen congelado € insatisfatéria. Além
disto, a insemina¢do com sémen congelado ¢ um procedimento sofisticado e necessita de
técnicas e equipamentos especificos, uma vez que a deposicao de s€émen deve ser intrauterina
(1).

O uso de sémen refrigerado seria, portanto, uma boa opg¢ao para a aplicacao clinica, ja
que possui menor custo, ¢ um método pratico, permitindo melhor preservagdo da fertilidade
erealizacdo da inseminacdo via transvaginal. A limitacdo para o seu uso € o curto tempo de
sobrevivéncia dos espermatozoides armazenados (2). As maneiras existentes para prolongar
essa sobrevivéncia seriam a utilizacdo de meios diluentes adequados, que oferecam energia,
manuten¢do do pH e osmolaridade, protecdo da integridade do acrossomo e membrana
plasmética e diminui¢do do metabolismo dos espermatozdides através do armazenamento a
temperatura de 4 a 5 °C. Contudo, a fertilidade do s€men refrigerado s6 é mantida por 12 a 24
horas (2), necessitando assim de estudos para desenvolver um método que preserve o sémen
por 4 a 5 dias, a fim de possibilitar um periodo de transporte prolongado.

Um dos obsticulos a ser contornado seria a peroxidagdo lipidica a qual os
espermatozdides sdo submetidos durante o processo de refrigeracdo e armazenamento. O
inicio e propagacao da peroxidacdo lipidica sao mediados pelos radicais livres, os quais sao
definidos como qualquer 4tomo, grupo atdmico ou molécula que possui um elétron ndo
pareado, ocupando uma orbita externa. Estas substancias recebem o nome de espécie reativa
de oxigénio (ROS) e quando em contato com os &dcidos decosahexaendicos presentes na
membrana espermadtica ddo inicio a chamada cascata de peroxidacdo que causa perda de
fluidez da membrana e da capacidade de regular a concentragdo intracelular de ions
envolvidos no controle da homeostase espermatica (3).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) presentes no ejaculado sdo produzidas pelos
espermatozdides e por leucdcitos (4,5). Contudo, os espermatozdides submetidos a
refrigeracdo e armazenamento se tornam envelhecidos e tendem a sofrer a peroxidacdo
lipidica, perdendo assim, algumas caracteristicas principais para a manuten¢do da sua
capacidade fertilizante.

As ROS podem causar, diretamente, a peroxidacdo lipidica, levando a queda na
motilidade espermadtica e danos protéicos e de 4cido nucléico levando a apoptose e a morte
celular (6-8); ou indiretamente, causar estresse oxidativo devido a destruicdo dos
antioxidantes citoplasmaticos. Apesar disso, pequenas quantidades de ROS sdo necessarias
para a capacitacdo espermatica (9) e processo de hiperativacdo (6, 10), sendo portanto,
fundamentais durante a fertilizacao.

As enzimas antioxidantes produzidas pelo organismo como a superéxido desmutase, a
catalase e a glutationaperoxidade sdo antioxidantes preventivos, por eliminarem as ROS
envolvidas na iniciagdo das reagdes em cadeia. A catalase é a enzima que ird catalisar
diretamente a decomposicado do H,O, ao oxigénio no estado fundamenta 1(11). O &cido
ascorbico (vitamina C) € um antioxidante ndo enzimatico, que tem sido usado pela sua agdo
protetora contra o radical peroxil e também por proteger e regenerar a atividade da superéxido
desmutase e do tocoferol (vitamina E). As propriedades antioxidantes do 4cido ascérbico
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permitem proteger as membranas celulares, proteinas, DNA e lipidios dos danos que as ROS
podem causar (12).

Com isso, sugere-se que a adi¢do de moléculas antioxidantes no meio de dilui¢do do
sémen refrigerado reduziria o impacto do estresse oxidativo durante o processo de
armazenamento espermatico e assim melhoraria a qualidade do sémen, propiciando um maior
tempo de sobrevivéncia dos espermatozdides e diminui¢do da dose inseminante do s€émen
refrigerado (13).

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adicdo da catalase e da vitamina C ao
meio diluente sobre a qualidade do sémen refrigerado de caes jovens e idosos.

MATERIAL E METODOS
Preparaciao dos meios diluentes

Foram preparados trés meios diluentes a base de gema de ovo para a refrigeracdo do
sémen, sendo eles, um meio controle (sem antioxidante), um meio com adi¢do de 1 mM de
vitamina C e outro com adi¢do de 300U/ml decatalase.Apds a preparagdo os meios foram
armazenados em freezer e aquecidos em banho-maria a 37°C no momento da diluicao do
sémen.

Coleta do s€émen

Foi realizada a coleta do s€émen de 10 cdes, 5 jovens (2 a 5 anos) e 5 idosos (mais de 7
anos). O sémen foi colhido no préprio criatério e transportado imediatamente até o
Laboratério de Reprodugdo de Pequenos Animais e Silvestres (REPAS), para analises e
processamento.

Ap6s a limpeza do prepucio com uso de uma compressa, o s€émen foi colhido por
manipulacdo digital do pénis, na auséncia de uma fémea no estro, em funil pléstico, acoplado
a um tudo pléstico graduado. O transporte foi realizado em uma garrafa térmica com 4gua
aquecida (35°C) e protegido da luz.

A primeira fracdo do sémen foi desprezada, e a segunda e terceira fracdo foram
utilizadas para as andlises morfofuncionais e processamento.

Analise do sémen

A morfologia espermética foi avaliada através da confecc¢ao de esfregacos em laminas,
coradas pelo método de Karras modificado. A avaliacdo da integridade das membranas
plasmaéticas foi realizada através da utiliza¢do de sondas fluorescentes.

A andlise funcional do sémen foi realizada pela avaliacdo da motilidade, vigor
espermatico, concentragio espermatica e teste hiposmético. A motilidade e vigor espermatico
do sémen foram avaliados colocando-se uma gota de sémen em uma ladmina aquecida a 38°C
e recobrindo com uma laminula para a observa¢do em microscopio de contraste de fase. O
resultado foi expresso em porcentagem (0 a 100%) para espermatozédides com movimento
progressivo e um escore de 0 a 5 para o vigor. O teste hiposmético constituiu em misturar
0,1ml de s€émen em 0,9ml de solucao hiposmética (150 mOsmol) e 0,1 ml de sémen em 0,9ml
de solucdo isosmoética (300 mOsmol), o resultado foi dado em porcentagem pela subtracao
dos espermatozdides com cauda enrolada na solucao hiposmotica dos espermatozdides com
cauda enrolada na solugdo isosmdtica.
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A concentragdo espermadtica, assim como as andlises dos pardmetros espermaticos
relacionados a cinética do movimento foram avaliadas através do sistema computadorizado
CASA.

ApOs essas andlises, o restante do s€émen foi diluido 1:1 em meio controle, dividido em
trés frascos e submetido a centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram
ressuspendidos utilizando o meio controle, 0 meio com vitamina C e 0 meio com catalase, um
em cada frasco. As amostras foram submetidas a refrigeracdo a 5°C por 96 horas e as andlises
foram repetidas.

Foram comparados os parametros dos trés grupos de tratamento dos cdes jovens e
idosos separadamente e entre os grupos (jovens e idosos).

Os resultados foram avaliados pela andlise de varidncia e as diferencas foram
verificadas pelo Teste de Tukey, sendo o nivel de significancia adotado de 5%.

RESULTADOS

Tabelal. Média e desvio padrio das andlises de morfologia e integridade estrutural dos
espermatozoides frescos (TO) e refrigerados (T96) obtidos de animais jovens e idosos.

Jovens Idosos
Analise T0 T96- T96- T96- T0 T96- T96- T96-
Controle Vit. C Catalase Controle Vit. C Catalase
Hi Tes“ft. 81,8 + 69,8 + 69,6 + 69,0 + 550+ 454 + 450 + ‘3“1"3 61’
lpjsl;zl)o ico 10.66, 15,35, 12,38, 11,83, 33,53, 22,86, 29,74, Da
Fluorescéncia 89,4 + 7202+ 78,8 + 71,8+ 81,4+ 68.6 + 67,4 + Z(S)(Z)Si
(%) 6,62, 18,39, 14,11, 24,03, 8.9, 9,5, 6,58, H%
Defeitos L6456 504353 4,0 + 4,0 + 20,8 + 274 + 212+ ﬁ’é;"
Maiores (%) DEIDa U =I5 4,58, 4,36, 15,06, 17,85, 18,32, Ol
Defeitos 64445 64445 82442 74+ 11,8+ 6,2 + 20,4 + %g’g;—'
Menores (%) oo oo o 1,34, 8,26, 4,87, 22,85, v
I“;igrf)‘:si‘:ﬁode 98+ 00010 99,6 + 976+ 982+ 9462 954 + 94,8 +
) 0,45, HELYL g9 3,784 1,79, 1,82, 2,88, 4,32,

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de Tukey
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Tabela 2. Média e desvio padraoda motilidade e cinética dos espermatozéides frescos (TO) e
refrigerados (T96) obtidos de animais jovens e idosos.

Jovens Idosos
Analise To T96- T96- T96- To T96-  T96- _ T9%-
Controle Vit. C Catalase Controle Vit.C Catalase
Motilidade _ 85.0%£ 872+ 760+ 842+ 792+ 716+ 624+ 626+
Total (%) 8.99, 7.82, 14.81, 672, 1386, 1226, 2084,  19.94,
Il,\fggz‘:;‘ig 708+ 758+ 608+  71,0% 61,6+ 622+ 456+ 426+
25 1103, 1227, 1755, 652, 16655 988,  25.18,  16.83,
VAP (umy  1201E 11196 10682 10862+ 12134x 10348% 889% 8424
1801, 1746, 2344, 1457, 2801, 1241, 1939,  9.73,
VSLGue 110685 1002%  920%  9652% 1061 904 7786z T5l4x
17.82, 1742, 2048, 136, 2767, 908, 1677, 921,
VCL sy 15564 13854 1465% 13678+ l6h02: 1358+ 124985 112762
2512, 2041, 4132, 1991, 2091, 2228, 2628, 1547,
) , 5.26 + 42+ 436+ 556+ 448+ 452+ 428+
Area (um’) o5 024, F2EOM g0 001, 034, 053, 0.4da
. 808+ 830+ 684+ 782+  T22+ 704+ 506+ 460+
Rapidos (%)

11,92, 11,51, 19,94, 6,87, 16,53, 13,24, 28,39, 18,12,

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de Tukey

DISCUSSAO

A anélise dos defeitos maiores e menores dos espermatozoides frescos e congelados de
cdes com idades diferentes mostrou similaridades entre os grupos (Tabela 1). Da mesma
forma, nao foram observadas diferencas entre a porcentagem de espermatozdides com
membrana plasmatica intacta, tanto através do teste hiposmoético, como através da anélise com
sondas fluorescentes (Tabela 1). Entretanto, quando a integridade acrossomal foi avaliada,
observou-se que espermatozoides de animais idosos quando submetidos a refrigeracdo na
auséncia de antioxidantes apresentavam uma maior porcentagem de lesdo acrossomal em
comparacdo com o controle fresco de animais jovens (Tabela 1). Quando os antioxidantes
foram adicionados a amostra de sémen essa diferenca desapareceu (Tabela 1).

No presente experimento os parametros de motilidade e cinética espermatica foram
avaliados através da andlise computadorizada (CASA). A motilidade total foi semelhante
entre os grupos estudados, ndo se observando efeito da idade dos animais ou do protocolo de
refrigeracdo (Tabela 2). Entretanto, observou-se uma menor motilidade progressiva nas
amostras de sémen de animais idosos resfriadas com catalase em comparacdo ao s€émen de
animais jovens resfriado sem adicao de antioxidantes (Tabela 2). Da mesma forma, as
amostras obtidas de animais idosos e refrigeradas com catalase tiveram uma menor
velocidade média (VAP) em comparacdo ao controle fresco de animais jovens.

Quando comparado separadamente os grupos de animais, de acordo com a idade
observou-se que o Unico parametro que apresentou diferenca significativa entre as andlises do
sémen no grupo dos animais jovens foi a drea de cabeca (Tabela 2). Nesse parametro o s€men
fresco apresentou resultados significativamente superiores em relacdo ao controle refrigerado
e ao sémen refrigerado com antioxidantes.

Da mesma forma, no grupo dos animais idosos (Tabela 2), o Unico parametro que
apresentou diferenca significativa entre as amostras foi, novamente, a drea de cabega, onde o
sémen fresco foi significativamente superior em relacdo ao controle refrigerado, ao sémen
refrigerado com antioxidantes.
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Todas as amostras de s€émen coletadas apresentaram boa qualidade, nao diferindo de
acordo com a idade do animal. De fato, ndo € esperado que ocorra diminuicao da motilidade
espermatica de acordo com a idade dos animais (14, 15). Da mesma forma a patologia
espermatica ndo € afetada (16) ou até diminui com o aumento da idade (17). Estes resultados
foram confirmados no presente experimento, uma vez que a porcentagem de espermatozoides
apresentando defeitos maiores € menores ndo foi diferente entre os grupos de animais
estudados.

E esperado que o resfriamento espermitico leve a uma deteriorizagio do sémen. Esta
deteriorizagdo passa a ser evidente apds 12 a 24 horas de armazenagem sendo constante e
gradual (2). Este efeito, entretanto, ndo foi observado no presente experimento, tanto em
animais jovens como em idosos. As andlises de integridade de membrana, realizadas apds 96
horas de resfriamento, demonstraram similaridades entre os resultados, tanto na avaliacdo do
teste hiposmotico, como das sondas fluorescentes.

A integridade da membrana acrossomal também ndo foi afetada pelo resfriamento
quando foram analisados isoladamente os animais jovens. Por outro lado, foi observada uma
diminui¢do significativa da integridade da membrana acrossomal em espermatozoides de
animais idosos submetidos a refrigeracdo, em compara¢do com o sémen fresco de animais
jovens. Este aumento da lesdo acrossomal foi revertido pela adicdo das substancias
antioxidantes indicando um efeito benéfico das mesmas. Estes achados concordam com
aqueles descritos por Maxwell e Strojanov(18) que demonstraram um efeito positivo da
catalase sobre a preservacdo das membranas espermdticas em sémen ovino resfriado a 5°C.
Uma explicagdo para isso € o fato dos antioxidantes restaurarem o equilibrio entre a
quantidade de ROS produzido e eliminado preservando a integridade metabdlica e estrutural
das células (19).

Entretanto vale ressaltar que no presente experimento os efeitos benéficos da adi¢ao de
antioxidantes foram pouco evidente. A adi¢do de antioxidantes a meios de congelacdo de
sémen tem se mostrado eficiente para prote¢cdo das membranas e da motilidade espermatica
(20). Entretanto, seu uso em sistemas de refrigeracdo espermatica ainda é controverso. Este
efeito contraditério parece estar associado a diferencas na peroxidagdo lipidica entre as
espécies, relacionado, principalmente a variacdes na constituicdo da membrana espermatica e
na concentragdo de antioxidantes do plasma seminal. Além disso, o insulto oxidativo
provavelmente afeta as diferentes estruturas espermaticas de forma diversa ressaltando as
variagdes entre espécies, e individuos (21). Adicionalmente Bucak e Tekin(22) ressaltam que
a estabilizacdo da membrana por outros componentes do meio de resfriamento, como por
exemplo, a gema de ovo, é mais efetiva na prote¢do contra os efeitos do abaixamento da
temperatura do que os antioxidantes.

Tanto no grupo de animais jovens como idosos, a drea da cabeca espermatica foi
significativamente maior quando o s€émen foi analisado fresco. Este resultado indica que o
processo de refrigeracdo talvez tenha influenciado a drea de cabeca dos espermatozoides por
alterar o estado de hidratacdo das células. A osmolaridade do meio utilizado para a
refrigeracdo foi de 279 mmOsm o que é semelhante afisioldgica para o sémen de cado
(280/300 mmOsm). Apesar de durante a refrigeracao o dano criobiolégico imposto as células
ser muito menor que o da congelagcdo, danos osméticos podem ocorrer. Além disso, o longo
tempo de armazenamento do s€émen resfriado pode ter ressaltado essa alteracdo pois nestas
condi¢des, a membrana espermdtica, estd sujeita a uma reestruturacdo durante a mudancga de
fase dos fosfolipidios (22).

Quando comparamos os grupos dos animais jovens com os dos idosos, observamos que
a motilidade progressiva e o VAP do sémen dos animais idosos refrigerado com adicdo de
catalase apresentou o pior resultado. Este resultado concorda parcialmente com o obtido por
Camara et al. (23) que observou uma menor motilidade do sémen resfriado de carneiros
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tratado com 400U/mL em comparacdo com o uso de 100 a 200U/mL de catalase. Trabalhos
realizados com eqiiinos e bovinos, também ndo tiveram resultados positivos com a adi¢do de
catalase no meio de refrigeracao (24-26). Além disso, Beccaglia et al. (27) também mostraram
que a adicdo de catalase nas concentragdes de 150 Ul/ml e 450 Ul/ ml ndo influenciou
positivamente a qualidade do s€émen de caes refrigerado por 4 dias a 5°C. Contudo, Michael et
al. (28) relataram que a adi¢do de catalase na concentracdo de 100Ul/ml afetou positivamente
a qualidade do sémen canino refrigerado por 72h. No presente experimento somente foi
testada a concentragdo de 300u/mL e esta pode ter apresentado um efeito toxico
particularmente evidente nas amostras de sémen dos animais idosos.

A vitamina C ndo apresentou efeito sobre o sémen de nenhum dos grupos. Este
resultado € semelhante ao relatado por Aurich et al. (24), Ball et al. (25) e Michael et al. (28).
Além disto, Michael et al.(28)concluiram que concentracdes superiores a | mM de vitamina C
influenciaram negativamente a qualidade do sémen de cdes refrigerado a 4°C. Estes
resultados sdo opostos aos relatados em humanos, onde a deficiéncia de vitamina C foi
associada ao aumento de anormalidades esperméticas e diminui¢ao da motilidade. Contudo,
os cdes, diferentemente dos humanos, produzem quantidade adequada de vitamina C para
suprir suas necessidades metabdlicas (29).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste experimento ndo demonstram acdo evidente dos
antioxidantes sobre a qualidade do sémen canino resfriado. Entretanto, o s€men obtido de
animais idosos se mostrou mais sensivel ao tratamento, uma vez que unica varidvel que se
beneficiou da acdo dos antioxidantes foi a integridade de acrossomo nas amostras de s€émen
resfriado obtidas de animais idosos. Da mesma forma, neste mesmo grupo a concentracdo de
catalase utilizada parece ter tido um efeito deletériosobre parametros da motilidade
espermatica. Estes resultados reforcam as variagdes individuais na resposta a refrigeracao
espermdtica e indicam a necessidade de um maior nimero de estudos envolvendo animais
com idades diferentes.
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