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Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o papel das
isoformas éxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e induzivel (iNOS)
durante a capacitagdo in vitro de espermatozéides bovinos (5 h),
utiizando-se diferentes concentragdes do inibidor da iNOS,
aminoguanidina (AG) (0,001, 0,01 e 0,1 M) e de &cido retindico (AR)
(1, 10, 100 e 1000 uM), um inibidor da eNOS, ao meio de
capacitacao in vitro induzida pela heparina, e nitroprussiato de sddio
(SNP), doador de NO (500 uM) a concentragcdo que apresentou
efeito deletério (0,1 M e 1000 uM, respectivamente). O inibidor da
sintese do GMPc, 1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-a]- quinixalina-1-one
(ODQ - 10 uM) foi adicionado ao longo da capacitacao para verificar
a via de acdo do NO. A motilidade e o vigor foram avaliados de
maneira subjetiva por meio de microscopia de luz indireta, e a
integridade de membrana plasmatica foi avaliada por meio da
coloracgéao vital com azul de Tripan (2%). A adi¢cao de 0,1 M de AG
diminuiu a motilidade e o vigor a partir dos 15 minutos, quando
comparada ao controle e as demais concentragbes (P<0,05),
chegando a auséncia de movimento a partir dos 120 minutos. A
adicao de 500 uM de SNP a 0,1 M AG reverteu a motilidade e o
vigor apenas nos primeiros 15 e 60 minutos, respectivamente. As
concentragdes de AG utilizadas (0,001, 0,01 e 0,1 M) diminuiram o
percentual de espermatozéides com membrana plasmatica integra
comparando-se ao controle (P<0,05). Contudo, a adicdo de SNP a
concentracdo de 0,1M de AG levou ao aumento de 83,3% neste
parametro quando comparada ao uso exclusivo do inibidor. A
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utilizagcdo de 1000 uM de AR no meio de capacitacao in vitro de
sémen fresco bovino, diminuiu a motilidade progressiva e o vigor
espermatico (P<0,05). A integridade de membrana plasmatica
diminuiu quando se utilizou 1000 uM em relagdo ao controle e as
demais concentragdes (1, 10 e 100 uM), que também diferiram do
controle (P<0,05). A adicdo de SNP nédo reverteu os efeitos da
adicdo de AR na motilidade e no vigor, porém houve um aumento
(10 e 45%) no percentual de espermatozéides com membrana
plasmatica integra, quando comparada ao controle e 1000 uM de
AR, respectivamente. A adigdo de ODQ nao influenciou a motilidade
e 0 vigor, contudo aumentou a integridade de membrana em 11%
em relagdo ao controle. A atividade mitocondrial foi verificada por
meio do teste do MTT (sal brometo de difeniltetrazolium 3-[4,5-
dimetiltrazol-2yl]-2,5), e a capacitagcado espermatica foi observada por
meio do teste de penetragdo em odécitos homologos. A adicdo de AG
nao influenciou a atividade mitocondrial. Houve uma diminuigdo
(P<0,05) na percentagem de penetracdo de espermatozoides
tratados com 0,01 e 0,1 M de AG (20,26 e 100%, respectivamente)
em relacdao ao controle (P<0,05%). Porém, ao utilizar-se od6citos
desnudos acrescidos de espermatozéides com 0,1M de AG,
observou-se um aumento de 15%. Ja a adicao de AR levou a
diminuicdo progressiva na atividade mitocondrial quando
adicionados 100 e 1000 pM de AR (38,84 e 71,73%,
respectivamente), quando comparada ao controle (P<0,05). Houve
uma diminuicdo (P<0,05) na percentagem de penetracdo de
espermatozdides tratados com 100 e 1000 uM de AR (16,61 e
100%, respectivamente) em relacdo ao controle. Contudo, a
percentagem de odcitos desnudos penetrados com espermatozdides
capacitados em presengca de 1000 uM de AR aumentou 5% o
percentual de odcitos penetrados. Conclui-se que: 1) a inibicdo da
sintese de NO pela INOS e eNOS diminuiu a motilidade progressiva,
0 vigor espermatico, a integridade de membrana plasmatica e a
capacitacado in vitro, porém apenas o AR diminuiu a atividade
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mitocondrial; 2) somente a integridade de membrana foi revertida
pela a adicdo de NO, demonstrando diferentes mecanismos de ac¢ao
do NO na qualidade espermética ao longo da capacitacdo; 3) a via
utilizada pela eNOS na motilidade, no vigor e na integridade de
membrana é uma via independente do GMPc/NO; 4) a integridade
de membrana é modulada pela acdo do NO e uma pequena parte
pela via GMPc.
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