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RESUMO

VIEIRA, M. J. Adicdo de carnosina como antioxidante em sémen bovino congelado. 2020. 30f.
Dissertacéo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade federal
de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2020.

A criopreservacdo de sémen é uma tecnologia de grande importancia na area reprodutiva, por
possibilitar melhor disseminacdo genética de touros, consequentemente aumentando a
produtividade dos rebanhos comercias nacionais, por ser a técnica com maior custo-beneficio
é a mais utilizada, porém ainda se tem algumas dificuldades a qual deve-se solucionar para
obter maior producdo. A excessiva producdo de radicais livres apds o descongelamento é uma
delas, com o objetivo amenizar os danos causados pelas moléculas dos radicais livres
adicionou-se a proteina carnosina que possui propriedades antioxidativas ao diluente de
congelacdo. Foram utilizados os ejaculados de 5 touros da raca nelore de idade superior a 24
meses com fertilidade comprovada, cada animal foi coletado 3 vezes somando-se 15 ejaculados,
posteriormente cada amostra foi subdividida em a 4 parcelas: Grupo controle (sem carnosina),
CAR1 (100ng/ml), CAR2 (200ng/ml) e CAR3(300ng/ml), as amostras foram envasadas em
palhetas de 0,5ml com concentracdo de 30 milhdes de espermatozoides vivos e submetidas ao
processo de congelamento lento convencional, onde as palhetas foram acomodadas em uma
caixa térmica sob refrigeracdo de 5°C por 4 horas, passado o tempo de resfriamento as palhetas
foram relocadas para uma caixa de isopor com nitrogénio liquido a uma distancia de 5cm da
superficie do liquido por 20 minutos e posteriormente mergulhadas no nitrogénio liquido a uma
temperatura de -196°C e armazenadas em botijdo criogénico. Todas as amostras foram
submetidas as analises em dois momentos, apos o descongelamento a 37°C por 30 segundos
(MO) e apos o teste de termo regulacéo rapida (M30) onde uma parcela da amostra é incubada
a46°C por 30 minutos. Em ambos 0s momentos as amostras passaram por avaliacao pelo CASA
para analise da cinética espermatica e pela avaliacdo do citdmetro de fluxo para averiguar as
injdrias estruturais ocasionadas pelos radicais livres. As avaliagdes estatisticas foram realizadas
através do software SAS utilizando a analise de variancia entre os grupos. Nao houve alteracdes
nos padrdes de motilidade gerais, porém as médias do grupo mais concentrado (300ng/ml) foi
observado taxas de células vivas melhores no momento de descongelamento (controle = 55,56
+ 22,37 e CAR3 = 60,91 + 19,38). A carnosina ndo demostrou estatisticamente efetividade na
protecdo contra os danos causados pelos radicais livres em nenhuma das concentracGes
utilizadas, porém também ndo ocasionaou danos as células espermaticas.

Palavras-chave: lipoperoxidacéo, integridade de membrana, crioprotetor, estresse oxidativo.



ABSTRACT

VIEIRA, M. J. Addition of carnosine as an antioxidant in frozen bovine semen. 2020. 30f.
Dissertacéo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade federal
de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2020.

The cryopreservation of a technology of great importance in the reproductive area, as it allows
a better genetic dissemination of bulls, is consequently impaired in the tests of herds of national
traders, as it is the most cost-effective technique, it is the most used, but still has some
difficulties to qualify problems for greater production. An excessive production of free radicals
after thawing is one of them, with the objective of causing damage caused by free radical
molecules, applied to a fleshy protein that has antioxidant properties and freezing diluents.
Ejaculates from 5 bulls aged over 24 months with proven fertility were used, each animal was
collected 3 times with the command 15 ejaculates, afterwards each sample was subdivided into
4 parcels: Control group (without carnosine), CAR1 (100ng / ml), CAR2 (200ng / ml) and
CAR3 (300ng / ml), as the samples were packaged in 0.5 ml palettes with a concentration of 30
million live sperm and subjected to a conventional slow freezing process, where the palettes
were accommodated in a thermal box under 5°C refrigeration for 4 hours, after the cooling time
as reeds were relocated to a Styrofoam box with liquid nitrogen at a distance of 5cm from the
liquid surface for 20 minutes and after drying in liquid nitrogen at a temperature of -196°C and
stored in a cryogenic cylinder. All samples were subjected to analysis in two moments, after
thawing at 37°C for 30 seconds (MO0) and after the rapid thermodynamics test (M30) where a
portion of the sample is incubated at 46°C for 30 minutes. At both times, the tests were evaluated
by CASA for analysis of sperm kinetics and by the evaluation of the flow cytometer for average,
according to injuries occasionally shown by free radicals. How the statistics were performed
using the SAS software, using an analysis of variation between groups. There were no changes
in the general mobility patterns, however the media of the most concentrated group (300ng /
ml) were observed better live cell rates at the time of thawing (control = 55.56 + 22.37 and
CAR3 =60.91 + 19 38). Carnosine does not demonstrate statistically effectiveness in protecting
against damage caused by free radicals in any of the applications used, but it also does not cause
damage such as sperm cells.

Keywords: lipoperoxidation, membrane integrity, cryoprotectant, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

A representatividade da pecuaria na balanca econdmica do Brasil possui grande destaque,
por possuir altas quantidades de producao e exportacdo quando comparado com outros paises,
mas principalmente pelo potencial produtivo que pode atingir por contar com vastas extensoes
terrestres (MAPA, 2017). Para auxiliar e alavancar a producdo, as biotecnologias tem
fundamental importancia, principalmente as técnicas com foco na reproducdo com o intuito de
otimizar os indices produtivos das propriedades com os ganhos genéticos dos rebanhos.

A Dbiotecnologia reprodutiva mais utilizada e com maior viabilidade econdmica é a
inseminacdo artificial e a utilizacdo de sémen congelado possui destaque por possibilitar o
avancgo genético dos rebanhos e conservacdo dos espermatozoides de animais superiores por
longos periodos. O comércio de sémen tem crescimento acentuado conforme ha uma busca por
aumento de producéo, segundo a ASBIA (2020) no ano de 2018 a produgéo foi de 9.630.303
de dose e em 2019 foram 10.940.746 doses, um crescimento de cerca de 14%. Os numeros de
exportaces também aumentaram em cerca de 16%, esse crescimento de producéo e exportacao
foram encabecados principalmente de racas destinadas a corte, principalmente a raca Nelore.

Um desafio a ser enfrentado para a otimizacao da qualidade e viabilidade do sémen ap0s o
processo de descongelamento € a neutralizagdo das moléculas pro-oxidantes, produzidas pelo
espermatozoide por seu metabolismo aerobico. Durante o processo de congelamento e
descongelamento, ha uma elevacdo na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
através de processo de respiracdo celular, com o0 aumento da concentracdo dessas moléculas
oxidativas hd também o comprometimento das membranas plasmatica e acrossomal
concomitante com a elevacao da permeabilidade e peroxidacao lipidica (BORGES et al., 2011).
Para diminuir as lesdes e consequentemente obter uma qualidade espermatica maior, a adi¢cao
de produtos com funcdo antioxidante sdo constantemente testados para verificar sua
efetividade. A carnosina dentre os diversos efeitos como relata Rocha et al. (2018), também
apresenta a funcdo de neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio.

A carnosina (B-alanil-L-histidina) sendo um dipeptideo naturalmente encontrado no
organismo de mamiferos, age eliminando os produtos responsaveis pela peroxidacéo lipidica,
com maior influéncia sobre a molécula de malondialdeido (MDA) como apontado por Drozak
et al. (2010), sendo uma proteina nativa do organismo e hidrossoltvel, facilita a diluicdo e

possibilita a incorporacgdo ao diluidor sem causar impacto a composi¢éo. O objetivo do estudo



foi adicionar a carnosina ao diluidor de congelamento e verificar a efetividade na diminuicéo

das lesGes ocasionadas por acao das espécies reativas de oxigénio.

2. Estrutura e metabolismo dos espermatozoides

Geralmente os espermatozoides sdo as menores células do organismo animal e se dividem e
duas regides distintas, tanto morfologicamente quanto funcionalmente (cabeca e cauda) que sao
revestidas por apenas uma camada de membrana plasmatica. Sdo dotados de flagelos fortes que
0S permitem movimentar-se em meio aquoso. N&o possuem organelas no citoplasma, que sao
desnecessarias para transferir o DNA para 0 6vulo. Mas contém varias mitocdndrias para a
producéo de energia ao flagelo (ALBERTS, 1997).

A cabeca do espermatozoide conta com um nucleo haploide, onde se localiza 0 DNA
compactado para diminuir o volume no transporte. No topo da cabeca do espermatozoide se
encontra a vesicula acrossomal ou acrossoma, esta tem a funcdo de auxiliar a penetragdo do
espermatozoide no invélucro externo do ovocito por meio da liberagdo de enzimas hidroliticas
(ALBERTS, 1997).

O flagelo tem a funcdo de impulsionar o espermatozoide e auxiliar na penetracdo pelo
involucro do ovdcito. Se divide em, peca intermediaria: onde se encontram as mitocondrias que
envolvem o inicio do flagelo, e a peca principal (ALBERTS, 1997). As mitocondrias tem
fundamental importancia na peca intermediaria e esta relacionada diretamente com as duas
principais vias metabolicas, a fosforilacdo oxidativa e glicolise, na producdo de ATP nos
espermatozoides, necessario para manter as estruturas celulares, composicao iénica intracelular
e principalmente motilidade (CELEGHINI, 2005).

A membrana plasmatica é responsavel por envolver completamente a célula e € a peca mais
externa. A composicdo da membrana é formada por camadas lipidicas compostas por
fosfolipideos, glicolipideos e colesterol, somados a algumas proteinas. A membrana possui a
funcdo de manter o equilibrio osmotico e protecdo do meio intracelular e extracelular. As lesGes
que acometem a membrana plasmatica levam a desregulacdo da homeostase celular e
consequentemente a morte da célula (ALBERTS, 1997).

Dos componentes lipidicos da membrana plasmatica, os fosfolipidios se encontram com
maior abundancia, o colesterol é o esterol com mais presenca na membrana plasmatica dos
mamiferos, com a funcdo de estabilizar a fluidez da bicamada lipidica pela sua interacdo
estérica junto aos fosfolipidios presentes (PARKS, 1997).

A célula espermatica pode utilizar o metabolismo aerdbico, quanto o anaerdbico para suprir

suas necessidades energéticas da motilidade. Em condigdes normais, o espermatozoide tem



quatro substancias que podem ser utilizados como fonte energética: sorbitol, frutose e
glicerilfosforilcolina, que estdo presentes no sémen, e no espermatozoide temos o plasmogénio
(TURNER, 2003).

2.1 Criopreservacao do espermatozoide

Para que o espermatozoide seja capaz de fertilizar o odcito, deve-se preservar quatro
principais atributos ap6s os processos de congelamento e descongelamento: metabolismo para
a producdo de energia; motilidade progressiva; enzimas no acrossoma e proteinas da membrana
plasmatica, que sdo de fundamental importancia para o espermatozoide sobreviver no trato
reprodutivo da fémea e para ocorrer a ligacdo com a membrana plasmatica do odcito para a
fertilizacdo. A desfragmentacdo dos componentes da células espermatica correlacionada a estas
funcoes, reduzira a fertilidade (AMANN & PICKETT, 1987).

Os diluidores possuem em sua constituicdo substancias que promovem a preservacdo da
integridade da membrana plasméatica, manter a motilidade e pH, anular moléculas toxicas
formadas pelos espermatozoides, promover a protecdo contra possiveis choques térmicos,
manter o equilibrio osmatico viavel a célula, fornecer energia e inibir o crescimento de agentes
patologicos (AMANN & PICKETT, 1993). O periodo de resfriamento (20°C a 5°C) é o
momento no qual ocorrem as maiores problemas com irreversibilidade a membrana plasmatica
da células espermatica, principalmente devido a ruptura e a perda de seus arranjos celulares
(WATSON, 1995). Esta fase tem como caracteristica a transicdo da membrana plasmatica do
estado liquido para o cristalino, demonstrando a principal dificuldade no sucesso da congelacao.
Com o decaimento da producao de energia a elevacdo da permeabilidade da membrana estéo
ligados diretamente a essas alteracbes (WATSON, 1995).

A sensibilidade ao choque sofre uma variacdo conforme o grau de matura¢do dos
espermatozoides, espécie a ser tratada, aspectos quantitativos e qualitativos do plasma seminal,
onde o grau de colesterol e acidos graxos sdo determinantes (WATSON, 1981).

A curva de congelacdo possui especial importancia para manter a integridade da célula, se
houver um decréscimo muito acentuado, ndo havera tempo suficiente para a desidratacdo da
célula espermatica, conduzindo a ocorréncia de formacéo de gelo no meio intracelular, levando
ao rompimento da célula. Em caso de curva com intensidade baixa, ocorrera a desidratacao do
espermatozoide que nao formara gelo intracelular, mas a alta concentracdo dos solutos também
acarretara a danificacdo da célula (WATSON, 1995).

Durante o processo de criopreservacdo os niveis de calcio no meio intracelular diminuem,

levando a suspensdo do metabolismo espermatico e mantendo suas caracteristicas por muito
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tempo, em consequéncia a rea¢do acrossomal das células advindas do processo de congelacéo
e descongelacdo pode ocorrer em tempo inferior para a inducdo in natura nos 6rgaos genitais
da fémea (O FLAHERTY et al., 1999). O sémen congelado possui uma menor capacidade de
fertilizar em comparagdo com o sémen fresco, isso € ocasionado devido ao processo de
criopreservacdo, que passa por diversas fases até seu armazenamento e durante o
descongelamento, onde o espermatozoide sofre diversos estresses (térmico, osmatico e toxico)
e rapidas alteracBes no volume celular, levando a lesbes na membrana plasmética (GIRAUD et
al., 2000)

3. Espécies reativas de oxigénio

O espermatozoide é uma célula que se utiliza do metabolismo aerobico, sendo assim o
oxigénio se torna essencial para a manutencao das funcfes. Porém, a geracdo de energia leva a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (reactive oxigen species — ROS) que, quando em
excesso, podem ocasionar danos ao espermatozoide. As ROS formam um grupo dos derivados
do oxigénio que sdo encontrados em todos os sistemas biologicos. Dentre as ROS, as com maior
relevancia s@o as que possuem o radical anion superéoxido, hidroxila, hidroperoxila, éxido
nitrico e perdxido de hidrogénio (SHARMA & AGARWAL, 1996).

As células aerobicas contam com substratos e enzimas que sdo capazes de neutralizar a
potencial toxidade das ROS, mas os espermatozoides possuem limitadas defesas contra o
estresse oxidativo (NAIR et al., 2006). A geracdo das ROS somado a uma deficiéncia no sistema
antioxidativo da célula resultam no estresse oxidativo, sendo assim acarreta uma reacdo em
cadeia nos é&cidos graxos poli-insaturados presentes na membrana plasmatica do
espermatozoide, denominada de peroxidacao lipidica. Deste processo, se resulta a alteracdo de
fluidez plasmatica e como consequéncia o decaimento de motilidade e a capacidade de fecundar
(SANOKA & KURPISZ, 2004).

A célula espermatica tem especial sensibilidade ao estresse oxidativo por possuir um
citoplasma muito reduzido, e por possuir esse menor espaco também tem concentracao limitada
das enzimas antioxidantes. Sua membrana também possui grande concentracdo de &cidos
graxos poli-insaturados, que eleva sua possibilidade de peroxidacéo lipidica, devido as ligacbes
dos carbonos (NICHI et al., 2007).

3.1 Estresse oxidativo



5

H& dois sistemas para a producdo de ROS no nivel espermatico, um se localiza na membrana
plasmética, semelhante 8 NADPH oxidase (enzima que gera H202), e outro que se encontra na
peca intermediaria, juntamente ao sistema de respiracdo mitocondrial, oxido-redutase
dependente da NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo). Por isso, NADPH e NADH séo
fontes que geram ROS (MAKKER et al., 2009).

Geralmente, se observa equilibrio na producdo dos radicais livre e seus inibidores. Nas
condicgdes fisioldgicas, as ROS mediam as fun¢des normais do espermatozoide, como a reacéo
do acrossomo, capacitacdo, hiperativacdo e fusdo da célula com o ovdcito. Porém, pode
acontecer o estresse oxidativo do espermatozoide, seja in vivo quanto in vitro, recorrente do
desequilibrio da producdo das ROS e as a¢des dos antioxidantes presentes no sémen (SALEH
& AGARWAL, 2002). O excesso de producédo de ROS leva a danos a membrana mitocondrial,
que leva a modificacdes patofisioldgicas das células espermaticas (MAKKER et al., 2009).

Segundo Makker (2009) as ROS prejudicam a células espermatica e quando encontradas em
altas concentracdes culminam na toxicidade, com a perda da funcdo de motilidade devido a
ocorréncia da peroxidacao lipidica. Os efeitos da peroxidacéo lipidica incluem irreversibilidade
da motilidade, inibicdo da respiracéo espermatica, lesbes a0 DNA espermatico e a perda das
enzimas intracelulares, que interferem na capacidade de fertilizar do espermatozoide (SIKKA,
2004).

Como é de conhecimento os efeitos prejudiciais das ROS, os produtos gerados através da
reacdo da peroxidacdo lipidica, o maior destaque é o malondialdeido (MDA) que é 0 mais
produzido e pode ser agressivo quanto as ROS (SHARMA & AGARWAL, 1996). O MDA é
altamente citotoxico a célula espermatica, ocasionando a reducdo da motilidade, danos ao DNA
e 0 decréscimo na fecundacdo espermatozoide-odcito, levando a infertilidade da célula
(AITKEN et al., 2010).

3.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo a defesa principal para o estresse oxidativo pelos radicais livres.
Teoricamente, os impactos causados pelas ROS podem ser minimizados com a adicdo de
antioxidantes no plasma seminal ou aos diluentes que sdo utilizados na criopreservacao (SILVA
et al., 2008).

Os antioxidantes possuem funcdo inibitéria na formagdo das ROS e de suas agbes. No
entanto, as enzimas antioxidantes intrinsecas ndo fornecem uma protecdo total ao plasma
seminal (ZINI et al., 2001). Ainda ndo hd um consenso quanto a dosagem e o tipo de

antioxidante ideal que forneca uma protecdo da células espermética, pelo fato de que as
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pesquisas utilizam diferentes metodologias, diversas formas de avaliagdo espermatica e de
diferencas na criopreservacao de sémen quanto as espécies, ragas e aos ejaculados dos animais
(SILVA et al., 2008).

Os mecanismos de defesa antioxidante encontradas no plasma seminal e nas células
espermaticas se dividem em: sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos. O sistema enzimatico
compreende enzimas como: superoxido desmutase, catalase, glutationa peroxidase e a
glutationa redutase. A catalase age como catalisadora na reacdo de reducdo do peroxido de
hidrogénio a adgua e oxigénio molecular. O seu papel como antioxidante minimiza o risco da
formacdo do radical hidroxila a partir do peroxido de hidrogénio. Os antioxidantes néo
enzimaticos inclui-se: vitamina E, vitamina C, urato, glutationa reduzida, taurina, hipotaurina,
ubiquinomas, carotenoides, acido (rico e 4cido lipdico (NORBERG & ARNER, 2001).

Sistemas enzimaticos podem atuar como removedores do agente oxidante, previamente a
lesdo celular (glutationa reduzida, superéxido desmutase, catalase, glutationa peroxidase e
vitamina E) ou como reparadores das lesfes ja ocorridas (vitamina C, glutationa peroxidase,
glutationa redutase). Grande parte destes elementos antioxidantes se encontram no meio
intracelular, exceto a vitamina E, que também constitui a membrana espermatica (FERREIRA
& MATSUBARA, 1997).

4. Carnosina

A carnosina (B-alanil-L-histidina) ¢ um dipeptideo que ocorre de forma natural nos
organismos de mamiferos, peixes e aves. Principalmente nos musculos esqueléticos, rins e
cérebro em concentraces altas de cerca de 100mmol kg-1 (DUNNET & HARRIS, 1997). Sua
descoberta foi realizada por Gulewistch & Amiradzibi na Russia no ano de 1900 da solucao de
extrato da carne de bovino (GARIBALLA & SINCLAIR, 2000). As pesquisas realizadas em
mamiferos de diferentes espécies demostram que a maior concentracao se localiza no bulbo
olfatério e € menor sua concentracdo no cerebro e medula espinhal (BONFANTI et al., 1999;
DE MARCHIS, 2000).

A sintese da carnosina ocorre em diversas formas a partir dos aminoacidos beta-alanina e
histidina, pela enzima carnosina sintetas, que é dependente do ATP com grande especificidade
ao seu substrato. A enzima possui um dominio C-terminal, que pertence ao sitio catalitico
responsavel pela ligacdo da L-histidina com a beta-alanina e os aminoécidos relacionados
(DROZAK et al., 2010). Entre as funcBes fisiologicas da carnosina, podemos destacar a
regulacdo da sensibilidade do aparato contrétil ao calcio, quelagdo de ions metalicos,

tamponamento de ions de hidrogénio, liberacdo de calcio contido nos reticulos



sarcoplasméticos na contragdo muscular, inibe a formacdo de produtos avangados da
glicoxidagéo e lipooxidacao e se demostra um potencial antioxidante (DUTKA et al., 2012).

E de conhecimento que o dipeptideo tem funcdo de realizar os sequestro de radicais
hidroxila, sendo assim possui acao antioxidante por efetivar a regulacdo de espécies reativas de
oxigénio em volume intracelular e neutralizar os produtos oriundos da peroxidagdo lipidica
como os aldeidos insaturados (KYRIAZIS, 2010).

A carnosina tem atuacdo no decaimento da senescéncia e longevidade de fibroblasto
humanos, sendo conhecido como um potente agente antienvelhecimento, que esta diretamente
ligado a uma producdo elevada de radicais livres, também com a glicacdo ndo enzimatica de
proteinas (HIPKISS et al., 1998). O envelhecimento tem como caracteristica a modificacéo das
proteinas como a oxidacdo, desaminacdo e glicacdo ndo enzimatica. A acdo antioxidante da
carnosina é intermediado por diferentes maneiras que estdo envolvidos neutralizar os radicais
livres e o hidroxil, e quelar os ions metélicos (BOLDYREV; ALDINI; DERAVE, 2013). Por
ser hidrossoltvel, atua no citosol como um sistema antioxidativo, no qual os metais de transicéo
e radicais livres mediadores estdo em maior concentracdo (GARIBALLA; SINCLAIR, 2000).
Segundo Rocha (2017) os testes realizados em sémen de garanhdes a quantificacdo de carnosina
contida no ejacula obteve influéncia direta e positiva na neutralizacdo de radicais livres,

ocasionando a diminuicédo das les6es provocadas pelas ROS’s.

5. CASA (computer-assisted sperm analysis)

O CASA é um sistema de analise computadorizada no qual consiste em uma alta sucessao
de fotos das células espermaéticas, que unidas formam um pequeno filme onde é possivel
identificar com precisdo as informacGes de movimento dos espermatozoides (AMANN &
KARTZ, 2004).

A captura das fotografias € realizada por um estroboscépio ligado ao computador, com a
digitalizacdo das imagens, um software as interliga e possibilita a formacéo do video. O sistema
realiza o trajeto do espermatozoide pela marcagédo da cabeca em cada quadro da imagem, essa
marcacdo € realizada por ter uma viabilidade melhor acompanhar a cabeca e ndo outras pecas
como o flagelo (AMANN & KARTZ, 2004). A micrometragem varia conforme a espécie
animal em um tamanho maximo e minimo pré-estabelecido.

Apos a identificagdo, os espermatozoides sao classificados quanto a seu movimento que séo:
mdvel ndo progressivo, imovel, linear lento e linear rapido. Segundo Sousa (2002), para o
estabelecimento de qual movimento a célula apresenta, é necessario a mensuracdo dos

parametros:
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- VAP: Velocidade de trajeto (um/s); E a velocidade da trajetoria média do
espermatozoide.

- VSL: Velocidade progressiva (um/s); E o espago retilineo percorrido divido pelo
tempo.

- VCL: Velocidade curvilinear (um/s); E a velocidade da trajetoria real.

- ALH: Amplitude de deslocamento lateral da cabeca (um); E a largura média da
variacao da cabeca do espermatozoide em seu deslocamento.

- BCF: Frequéncia de batimento de flagelos (Hz); E a medida da frequéncia que a cabeca
da célula ultrapassa a trajetéria independente do direcionamento.

- STR: Retilinearidade (%); E o quanto o espermatozoide se afasta da trajetoria
considerando uma linha reta e estima a proximidade de um percurso retilineo.

- LIN: Linearidade (%); E a medida do afastamento da célula de uma linha reta.

6. Citdmetro de fluxo

O citbmetro de fluxo permite a avaliacdo da célula espermatica em uma serie de
caracteristicas como: integridades das membranas plasmaticas e acrossomal, viabilidade e
funcéo celular. A técnica permite o isolamento, contagem e classificacdo dos espermatozoides,
marcando as células com sondas especificas que unitariamente sdo movidas por um sistema
detector 6ptico em fluxo laminar para a contagem (FREITAS-DELL’AQUA et al., 2009). A
especificidade e variedade dos fluorocromos e suas conjugacdes de fluorescéncia possibilitam
a analise com maior detalhamento da qualidade das células espermaticas nos niveis estruturais,
bioguimicos e moleculares. A utilizacdo da técnica também possibilita a avaliacdo de diversos
parametros na amostra. As associa¢fes das sondas varia conforme o tipo de laser, dos filtros e
dos detectores de radiacdo do aparelho. Sua composicdo é de basicamente quatro sistemas:
fluido, dptico, eletrénico e software (HOSSAIN et al. 2011).

A avaliacdo da viabilidade espermatica pode ser feita de diversas formas dos quais muitos
sdo subjetivos e sua avaliacdo classifica-se em apto e ndo apto a reproducdo, ignorando o fato
da subfertilidade de certos individuos. A utilizacdo da citometria de fluxo tem ganhado espaco
e tendo maior utilizacdo por seu alta repetibilidade nas analises bioquimicas e moleculares do
sémen mas também nos detalhes estruturais. A técnica se demostra vantagem quando
comparada com técnicas utilizadas rotineiramente para a viabilidade e integridade espermatica,
pois possibilita a avaliagcdo de 10.000 espermatozoides em tempo extremamente reduzido

entregando resultados mais ageis e com maior exatiddo (ARRUDA, 2000).
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Resumo

As biotecnologia aplicadas a reproducdo tem constantemente destacando-se na area de producédo
animal, devido ao fato de elevar as taxas de fertilidade e ganhos genéticos dos rebanhos. Neste cenario, a
utilizacdo do sémen congelado tem destaque por facilitar o intercAmbio de genes e aumentar a disseminacgéo
da genética de um macho em uma grande quantidade de fémeas. Porém, ainda ha algumas dificuldades na
qualidade final dos espermatozoides apds o descongelamento, principalmente ligado a lesGes ocasionadas
pelas acdes das espécies reativas a oxigénio (ERO’s). Objetivou-se avaliar a agdo antioxidante da proteina
carnosina em sémen congelado de bovinos adicionando a um diluente comercial, tentando neutralizar ou
diminuir as lesdes ocasionadas pelas a¢des das espécies reativas. Foram utilizados 15 ejaculados de 5 touros
adultos da raca Nelore divididos em trés grupos de diluidores com diferentes concentragbes de carnosina
(100ng/ml, 200ng/ml e 300ng/ml) e um grupo apenas com o diluente de congelacéo (controle), as amostras
foram submetidas ao teste de termo-regulagdo (TTR) rapida em incubacdo de 46°C durante 30 minutos e
avaliadas em dois momentos, no descongelamento (MO0) e ap6s a TTR (M30), as avaliacdes foram
realizadas usando-se o sistema de anélise computadorizada do movimento espermatico (CASA) para a
avaliacdo da cinética espermatica e citometria de fluxo para a quantificacdo de células lesionadas e quais
componentes acometidos. Os resultados obtidos ndo demostraram diferenca estatistica (P < 0,05) na acdo
antioxidante, porém também ndo demonstrou afetar negativamente os pardmetros de motilidade e de
oxidacao do espermatozoide.

Palavras-chave: Lipoperoxidago, radicais livres, motilidade, crioprotetor.

Abstract

Biotechnology applied to reproduction has constantly stood out in the area of animal production,
due to the fact of raising the fertility rates and genetic gains of herds. In this scenario, the use of frozen
semen stands out for facilitating the exchange of genes and increasing the dissemination of a male's genetics
in a large number of females. However, there are still some difficulties in the final quality of sperm after
thawing, mainly linked to injuries caused by the actions of reactive oxygen species (ROSs). The objective
was to evaluate the antioxidant action of carnosine protein in frozen bovine semen by adding it to a
commercial diluent, trying to neutralize or reduce the lesions caused by the actions of reactive species.
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Fifteen ejaculates from 5 adult Nellore bulls were used, divided into three groups of thinners with different
concentrations of carnosine (100ng / ml, 200ng / ml and 300ng / ml) and one group with only the freezing
diluent (control), the samples were subjected to the rapid thermo-regulation test (TTR) in an incubation of
46°C for 30 minutes and evaluated in two moments, in thawing (MQ) and after TTR (M30), the evaluations
were performed using the computerized analysis system sperm movement (CASA) for the evaluation of
sperm kinetics and flow cytometry for the quantification of injured cells and which components are
affected. The results obtained did not demonstrate a statistical difference (P <0.05) in the antioxidant action,
but it also did not demonstrate to negatively affect the motility and oxidation parameters of the sperm.
Keywords: Lipoperoxidation, free radicals, motility, cryoprotectant.

Introducéo

Com destaque na pecudaria mundial, o Brasil, por contar com grandes extensfes terrestres possui
potencial para aumentar sua producdo, e conseguir atender as demandas internas e externas. O setor da
pecudaria de corte ha um protagonismo por atender os rigidos parametros de exportacdo que outros paises
exigem. Para haver aumento de lucro do produtor, o emprego das biotecnologias tornam-se necessarias para
possibilitar a otimizacao dos sistemas de producdo. As biotecnologias com foco na reproducéo, possibilitam
a maximizacdo dos ganhos genéticos com animais que apresentam maior produtividade (MAPA, 2017).

A técnica de inseminacdo artificial em tempo fixo, em bovinos é a biotecnologia de maior
viabilidade econdmica para aumentar o ganho genético dos rebanhos. O comércio de sémen quando
comparado os anos de 2018 e 2019, apresentaram alta de cera de 14% na produgdo com um total de cerca
de 10 milhdes de doses, e para exportacdo cerca de 16%, sendo encabecado por sémen de animais
destinados ao corte (ASBIA, 2020). Na técnica da IATF, o sémen utilizado tem fundamental importancia
no resultado final, ndo dizendo somente ao doador do material genético, mas também a uma série de eventos
que ocorrem durante o processo de congelacdo e descongelacdo. A criopreservacao de sémen bovino possui
grande importéncia para a conservacdo de material genético de touros, por tempo indeterminado, o que
possibilita o resgate de genes perdidos que expressam caracteristicas desejadas para certas situacdes
(WATSON, 1995).

Para a otimizacdo da qualidade e viabilidade do sémen apds o processo de descongelamento ¢é a
neutralizacdo das moléculas pré-oxidantes, produzidas pelo espermatozoide por seu metabolismo aerébico,
durante o processo de congelamento e descongelamento hd uma elevacdo na producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) atraves de processo de respiracdo celular, com o aumento da concentracdo dessas
moléculas oxidativas hd também o comprometimento das membranas plasmética e acrossomal
concomitante com a elevagéo permeabilidade e peroxidacéo lipidica (SANOKA et al., 2004; BORGES et
al., 2011).

Dentre varias moléculas com funcéo antioxidativa, a carnosina (B-alanil-L-histidina) apesar de
recente seu uso como potencial antioxidante, possui diversas fun¢des como tampéo fisioldgico, cicatrizante
e agente antiglicante. A carnosina age eliminando os produtos da peroxidacdo lipidica, com especial
predilecdo a molécula malondialdeido (MDA). O experimento teve como objetivo a adi¢do da carnosina ao
diluente de congelamento em concentracdes diferentes e realizar a anélise dos pardmetros de motilidade e
de nivelacdo de danos ocasionados pela acdo das espécies reativas a oxigénio e atestar sua funcédo
antioxidante (DROZAK et al., 2010).

Material e métodos

Considerag0es éticas e local de desenvolvimento da pesquisa

Este experimento foi aprovado pela Comiss&o de Etica de Uso Animal (CEUA) da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, sob o protocolo n® 1.082/2019. Apds a aprovagdo o estudo foi conduzido
no laboratério de Reproducdo Animal da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Coleta do sémen, processo de congelamento e analises

Foram utilizados 15 ejaculados, obtidos de cinco touros com idades superiores a 24 meses, Nelore,
com fertilidade comprovada para submeter o0 sémen ao processo de congelamento onde motilidade minima
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de 60%, vigor minimo de 3 e concentragdo média de 350 x 10° de espermatozoides por ml, conforme
determinado pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal. Foram realizadas 3 coletas por touro através
da técnica de eletroejaculacdo, previamente a coleta foi realizada a higienizagdo interna e externa do
prepucio com tricotomia e lavagem com solucao fisiologica (NaCl 0,9%), todos os animais foram coletados
no mesmo dia e sob as mesmas condicdes.

As amostras de sémen foram mantidas em banho-maria a 37°C e submetidas a analises das
variaveis macroscopicas (volume, aspecto e cor) e microscopicas (motilidade, vigor, concentragdo e
morfologia espermatica). Para a analise subjetiva de motilidade (0 — 100%) e vigor (escore 0 — 5), uma
aliquota (10ul) foi depositada entre a lamina e laminula previamente aquecidas e mantidas a 37°C sobre a
mesa aquecedora e posteriormente avaliadas em microscopio éptico de contraste de fase com objetiva de
200x.

Para a analise de concentracdo espermatica, uma amostra (10pl) de sémen foi diluida em 2000ul
de agua destilada (1:200) e realizada a contagem em camara de Neubauer. A partir do estabelecimento da
concentracéo foi adicionado o diluente comercial BotuBov® estabelecendo a concentragdo de 30 milhdes
de espermatozoides viaveis por palheta de volume de 0,5 ml. Cada ejaculado foi distribuido em 4 grupos
experimentais, sendo: CONT (controle — contém somente o diluente para o congelamento), CAR1 (100
ng/ml de carnosina), CAR2 (200ng/ml) e CAR3 (300ng/ml), foi utilizado a carnosina sélida (Sigma —
Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo — SP) previamente diluida em agua deionizada.

Apo6s o0 envase iniciou-se 0 processo de congelamento lento convencional em que as palhetas
foram acomodadas em caixa térmica de gelo por 4 horas, sob refrigeracdo a 5°C, para a estabilizacdo dos
espermatozoides como aponta Leite et al. (2010), apds esse periodo foram realocadas para uma caixa de
isopor que continha nitrogénio liquido mantendo uma distancia de 5cm da lamina do liquido por 20
minutos, ap6s o tempo decorrido as palhetas foram mergulhadas totalmente reduzindo a temperatura a -
196°C, apds o término do processo foram armazenadas em um botijéo criogénico.

O processo de descongelamento foi realizado com a submersao da palheta em banho-maria a 37°C
por 30 segundos, imediatamente uma parcela da amostra foi retirada para a analise p6s-descongelamento
(MO0) no sistema de andlise computadorizada do movimento espermético (CASA) e citometria de fluxo, o
restante da amostra foi devidamente acomodada em um eppendorf e direcionado para o processo de teste
de termo resisténcia (TTR), sendo incubado por 30 minutos a 46°C, apds decorrido o tempo a amostra foi
submetida a segunda anélise (M30). A utilizacdo do teste de termo resisténcia tem como objetivo aproximar
0 maximo o ambiente do trato genital da fémea, forcando reacfes que deveriam ocorrer no interior da fémea
a ocorrerem em eppendorfs.

A avaliacdo no CASA foi realizada acomodando uma parcela de 10pl do ejaculado na cdmara de
contagem, posteriormente foi realizado a captura de 5 campos aleatérios, fornecendo os resultados médios
de valores de motilidade. As avaliagBes pela citometria de fluxo foram realizadas com a utilizagéo de sondas
fluorescentes e as quantidades conforme a Tabela 1. A avalia¢do da integridade acrossomal e da membrana
plasmatica foi utilizado a conjugacdo de Hoeschst, iodeto de propicio (Pl) e FITC-PNA (aglutinina de
Peanut associada a isotiocianato de fluoresceina) conforme afirma Freitas-Dell’Aqua et al.(2012) e
modificado adicionando MitoStatus Red (MST). Para a fluidez de membrana foi utilizada a associagéo de
Hoechst, Yopro e Mericianina. Das amostras retirou-se uma aliquota de 200ul de sémen e diluiu-se em
TALP-PVA na concentragéo de 5x10° de sptz/ml e adicionando-se a mistura de sondas, posteriormente
incubadas por 20 minutos em banho-maria a 37°C sem a incidéncia de luminosidade. Para a avaliagdo de
peroxidacdo lipidica foi utilizada a associacdo de Hoechst e Bodipy conforme indicado por Guasti et al.,
diluindo 500ul de sémen em TALP-PVA e incubado por 30 minutos a 37°C, apés o tempo decorrido foi
realizado 2 lavagens seguidas por centrifugacdo de 300g durante 5 minutos, o pellet produzido foi
ressuspenso em 500ul de TALP-PVA.

Para a andlise dos dados utilizou-se o software SAS (Statistical Analysis System), utilizando o
método de andlise de variancia, considerando os efeitos fixos de momento e tratamento com nivel de
significancia de 5%.

Resultados e discussao

As amostras ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (P<0,05). No descongelamento
(M0), o grupo CAR3 descongelou com média pouco maior que o grupo controle, indicando que o fator de
crioprotecdo da carnosina comeca a ser observado na concentragdo de 300ng/ml. Em experimentos
conduzido por Rocha et al. (2018) em sémen garanh®es, 0os grupos com maiores concentragdes de carnosina
demonstraram congelabilidade melhor, quando comparado com grupos que possuiam menor
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concentragdes, guardadas as diferencas entre espécies, os resultados nos espermetazoides de bovinos
corroboram com os apontados no experimento. Os parametros de motilidade espermética podem ser
observados na Tabela 1.

Tabela 1. Média e DP dos parametros de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade de trajeto
(VAP), velocidade de trajeto (VSL) e deslocamento de cabega (ALH) avaliada por CASA (Computer Assisted Semen
Analyzer) nos momentos M0 e M30.

Tratamento

Item CONT CAR1 CAR2 CAR3

MO

MT (%) 55,56 +22,37 54,04 +16,67 53,49+14,66 60,91+19,38

MP(%) 37,11+18,71 37,11+18,71 3562+12,63 41,09+ 1572
VAP(um/s) 36,15+7,08 36,15+7,08 36,61+791 36,94+09,16
VSL(um/s) 30,08+654 31,00+7,87 3051+7,78  31,02+9.08

ALH (um) 2,2+0,16 2,2+0,12 2,29+0,23 2,2+0,13

M30

MT (%) 30,41+16,36 29,09+16,07 31,61+16,01 31,08+1584
MP(%) 18,58 +12,49 17,55+12,27 18,69+12,15 18,16+ 11,95
VAP(um/s) 23,26 +11,87 26,86 +11,55 24,13+1121 26,23+10,82
VSL(um/s) 19,48+11,82 23,02+11,48 20,26+11,12 22,74+10,76

ALH (um) 1,82+0,39 1,78+ 0,38 1,89+0,38 1,78 0,37

CONT (controle), CARL1 (carnosina 100ng/ml), CAR2 (200ng/ml), CAR3 (300ng/ml), MO (pés descongelamento), M30 (apés
TTR).

A adicdo das concentracdes de carnosina ndo demonstraram influéncia no pardmetro de motilidade
dos espermatozoides bovinos, resultados que divergem do experimento de Losano et al. (2017) que
submeteu sémen de cdes a diferentes concentragdes de carnosina e constatou sua influéncia negativa na
motilidade conforme aumentava-se a dosagem. A carnosina pode ter influéncia na producdo de ATP,
sugere-se que a acdo desse dipeptideo possui influéncia direta na inibi¢do da glicélise e por consequéncia
diminuindo a producdo de ATP (BEORLEGUI et al., 1997; HIPKISS & GAUNITZ, 2014).

Os resultados da acdo antioxidativa da carnosina, também ndo apresentaram diferencgas entre os
grupos. Porém novamente o grupo CAR3 apds o M30, demostrou médias superiores de espermatozoides
ndo peroxidados, o que aponta guardada as respectivas proporgdes a concentragdo com melhores resultados
para a peroxidacdo. A potencial fun¢do antioxidativa da carnosina demonstrou pardmetros melhores na
concentracdo 300ng/ml.

O potencial mitocondrial dos espermatozoides mensurados, o grupo CAR1 demonstrou menor taxa
de decaimento quando comparado com os dois momentos de analise, isso por ter a menor concentracéo de
carnosina, o que possivelmente influenciou pouco a producdo de ATP. Porém o grupo CAR3 mostrou os
maiores niveis de alta performance mitocondrial.



Tabela 2. Percentual de células espermaticas lesionadas antes e ap6s o processo de TTR de acordo com a adicdo de

carnosina
Tratamento
Item (%) CONT CAR1 CAR2 CAR3
MO
MPI/ACI 55,22+0,18 5259+0,18 4855+0,18 51,48+0,18
PI-/MS+ 12,07+0,13 4,75+0,12 9,67+0,14 10,48+0,15
YO-/MERO- 22,49+0,23 31,83+0,23 13,94+0,23 13,17 £0,24
BO 21,92+0,14 23,66+0,14 23,24+0,14 24,81+0,14
M30
MPI/ACI 35,83+0,18 37,54+0,18 32,37+0,18 38,50+0,17
PI-/MS+ 547+0,07 3,40+£0,07 2,74+£0,07 8,23+0,08
YO-/IMERO- 18,74+0,27 25,13+0,27 24,30+0,26 20,05=*0,27
BO 18,42 +0,14 11,54+0,14 10,98+0,14 20,19+0,13
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MPI/ACI (membrana plasmatica e acrossoma integro), PI-/MS+ (integridade de membrana e potencial mitocrondrial), YO-/MERO-
(permeabilidade de membrana), BO (peroxidagéo lipidica)

Os resultados, quando comparados entre a motilidade espermética e a peroxidacdo, mostram uma
relacdo, em que o grupo que apresentou uma motilidade relativamente menor (CARL), também foi o que
houve a maior parcela de lipoperoxidagao ao decorrer do teste. Os resultados corroboram com a pesquisa
de Beorlegui et al. (1997), que relacionaram a baixa motilidade espermaética de bovinos, com a elevacédo da
producdo de espécies reativas a oxigénio, levando consequentemente a maior peroxidacdo da membrana
plasmatica induzida pelo célcio ionéforo. Nesses dados, é demonstrado também que os espermatozoides
com menores lesdes de membrana plasmética, tem melhor capacidade de passar pela reacéo acrossomal.

Possivelmente a carnosina nédo teve influéncia nas taxas de motilidade devido a fonte de obtengéo
de ATP do espermatozoide bovino. Em experimentos com cées e equinos a carnosina apresentou relacdo
negativa quanto a dose e motilidade, pois a cerca de 90% da obtenc¢do energética é em forma de fosforilagdo
oxidativa, enquanto o espermatozoide bovino obtém cerca de 60% de glicdlise e o restante da fosforilacéo.
Ou seja, tendo uma variacdo de fonte energética, a influéncia do carnosina principalmente na molécula de
piruvato, é mais prejudicial para as células com predominancia maior do processo de fosforilagdo oxidativa.

As analises realizadas pela citometria de fluxo, mostram também que o grupo CAR3 apresentou
maior estabilidade quanto a integridade de acrossoma, quando comparados com outros grupos, como
demonstrado na figura 1.
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Figura 2. Exemplificagdo sobre a comparacéo entre integridade de acrossoma no MO e M30 de amostra de
CAR3 (300ng/ml).
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Figura 1. Comparativo de peroxidacéo lipidica entre amostras dos grupos CONT e CAR3 da mesma partida,
ambas avaliadas no M30.

As avaliacdes sobre integridade de acrossoma (Fig. 1) e peroxidacdo lipidica (Fig. 2) do grupo
CAR3, apresentam valores superiores, consequentemente, o valor bioldgico de viabilidade espermética da
amostra demonstra melhor qualidade. Evidentemente o processo de criopreservacao afeta diversos atributos
estruturais e fisiologicos dos espermatozoides, afetando diretamente o tempo e as taxas de fertiliacdo, sendo
assim, economicamente representa um aproveitamento melhor de doses de sémen, possibilitando que os
ejaculados de touros congelados tenham melhor qualidade e aproveitamento nos processos de fertilizagao.

A susceptibilidade as lesdes oxidativas, possuem uma vasta variagao sobre os individuos, espécies
e ejaculados, com isso a incidéncia e a gravidade das peroxidacdes também possuem diferencas segundo
Maia e Bicudo (2009), mas a questdo mais importante é a severidade das lesGes causadas e ndo a presenca
dessas espécies reativas a oxigénio no sémen.
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Conclusao

Conclui-se que a adicdo de carnosina nas proporcoes testadas, ndo surtiram efeito antioxidativo,
porém observou-se valor biolégico superiores dos espermatozoides, a literatura escassa sobre a sua
influéncia sobre o sémen bovino dificulta a relagdo comparativa de resultados, sendo necessarios novos

experimentos com maiores concentraces para atestar sua real efetividade.
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