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Resumo

A demanda da inseminacao artificial com sémen criopreservado canino tem
aumentado. No entanto, a qualidade espermatica e a fertilidade ainda sao inferiores a
do sémen resfriado. Durante o processo de congelamento ha necessidade do
descarte de grande parte do plasma seminal para redugcdo da capacitacao
espermatica in vitro. No entanto, isto aumenta a vulnerabilidade espermatica ao
estresse oxidativo. Portanto, a adicdo de substancias antioxidantes ao meio de
congelamento de sémen canino que aumentem o metabolismo espermatico é de
grande interesse para aumento da qualidade do sémen congelado de caes. O
presente estudo teve como objetivo aumentar a qualidade do sémen congelado canino
com a adicao de 5-, 7,5- e 10-mM de L-carnitina (LC) ao diluidor de congelamento de
sémen modificado com 2 % de gema de ovo. A qualidade do sémen pos-
descongelamento foi avaliada in vitro quanto a motilidade e cinematica espermatica,
funcionalidade e integridade de membrana plasmatica (MP), reagdo acrossémica
espontanea, peroxidagao lipidica, morfologia espermatica e concentragao de perdxido
de hidrogénio, nitrito e malonaldeido no sémen. As médias e o erro padrao foram
calculados e analisados com analise de variancia e comparados com o teste de
Duncan. A probabilidade de P<0,05 foi considerada significativa. Nao houve influéncia
da adicdo de 5e 7,5 mM de LC sobre o percentual de espermatozoides com motilidade
total (MT: 55,8 £ 6,7 e 46,1 + 6,6 %) comparada ao controle (51,3 £ 4,1 %, P> 0,05).
No entanto, a concentragdo de 10 mM LC reduziu a MT (24,6 + 4,0 %) comparada aos
outros tratamentos (P<0,05). O ALH sofreu redugdo com 10 mM LC comparado ao
controle (3,1 £ 0,2 x 3,6 £ 0,1 ym, P<0,05), embora ambos nao tenham diferido de 5
e75mMLC(34%20,1e3,3%0,1 um, P>0,05). A taxa de espermatozoides com MP
integra nao diferiu com adicéo de LC comparada ao controle (39,2 £ 4,5 x 42,2 + 2,2
%, P>0,05). No entanto, a concentragao de 10 mM LC aumentou o percentual de MP
integra em relacdao a 7,5 mM LC (47,9 + 3,8 x 34,4 + 6,0 %, P<0,05). As outras
variaveis nao diferiram entre os tratamentos (P>0,05). Em conclusao, o diluidor de
sémen TRIS modificado com 2% de gema de ovo preservou as caracteristicas do
espermatozoide congelado tao bem quanto com a adigao de baixas concentracgdes de

LC. Por outro lado, a LC em alta concentragao foi prejudicial a motilidade espermatica.

Palavras chaves: sémen — criopreservagao — cao - antioxidante - gema de ovo



Abstract

The request for artificial insemination with canine cryopreserved semen has increased.
However, sperm quality and fertility are still lower than the cooled semen. During the
freezing process, high proportion of seminal plasma is discarded to avoid in vitro sperm
capacitation. Nonetheless, it increases sperm vulnerability to oxidative stress.
Therefore, the addition of antioxidant substances to the canine sperm during semen
freezing is of great interest to protect sperm against oxidative stress and increase their
metabolism. This study aimed to enhance frozen canine semen quality with the
addition of 5-, 7.5- and 10-mM L-carnitine (LC) to the TRIS frozen semen extender
modified with 2% egg yolk. The frozen-thawed semen parameters were in vitro
evaluated to sperm motility and kinematics, plasma membrane (PM) functionality and
integrity, spontaneous acrosome reaction, lipid peroxidation, sperm morphology,
hydrogenperoxide, nitrite and malonaldehyde semen concentration. The average and
standard error were calculated and analyzed with analysis of variance and compared
with Duncan test. The probability of P<0,05 was considered significant. There was no
influence of the addition of 5- and 7.5-mM LC on sperm total motility (TM: 55.8 £ 6.7
and 46.1x 6.6%) compared to the control (51.3 £4.1%, P> 0.05). However, 10 mM LC
decreased TM (24.6 £ 4.0%) compared to other treatments (P < 0.05). The ALH was
reduced with 10 mM LC compared to that in the control (3.1 £+ 0.2 x 3,6 + 0,1 ym, P <
0.05), eventhough both did not differ from 5- and 7.5-mM LC (3.4 £ 0.1 € 3.3+ 0.1 uym,
P>0,05). The rate of sperm PM integrity did not differ with LC addition in comparison
to the control (39.2+4.5vs. 42.2 + 2.2 %, P>0.05). However, 10 mM LC increased the
percentage PM integrity compared to that in 7.5 mM LC (47.9 £+ 3.8 x 34.4 + 6.0%,
P<0.05). The other variables did not differ among the treatments (P>0,05). In
conclusion, the modified TRIS semen frozen extender with 2% egg yolk preserved the
characteristics of the frozen sperm as well as with low LC concentrations. On the other

hand, LC in high concentration was harmful to sperm motility.

Keywords: semen - cryopreservation - dog - antioxidant - egg yolk
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CAPITULO 1

1 INTRODUGCAO

O uso de biotecnologias permite maior aproveitamento genético das espécies. Na
cinofilia, tem sido frequente o intercambio mundial de material genético de caes de
diversas racas entre criadores profissionais. Essa demanda mundial gera a
necessidade de melhorar a qualidade do sémen canino, principalmente por meio do

uso de biotecnias como a criopreservagao de sémen.

Os métodos mais usados para preservacao do sémen canino sao o resfriamento
(Wittayarat et al., 2012) e congelamento (Futino et al., 2010). Contudo, ha uma grande
variacao das taxas de fertilidade obtidas com a utilizagdo do sémen criopreservado.
Essa condigao esta diretamente relacionada a perda de qualidade espermatica apos

o congelamento e descongelamento (Schafer-Somi e Aurich, 2007).

O uso do sémen canino congelado possibilita a manutengao do material genético de
animais de grande interesse zootécnico por um periodo indeterminado, reduz o
estresse animal provocado pelo transporte, pela mudanga de clima e pelo tempo.
Além disso, reduz o risco de transmissao de doengas e do desconforto pela insergcao

dos caes em ambientes desconhecidos (Linde-Forsberg e Forsberg, 1989).

Por outro lado, o sémen de cédo congelado/descongelado tem uma vida util curta
devido a perda da integridade das células espermaticas durante os processos de
resfriamento, congelamento e descongelamento (Alhaider e Watson, 2009). Ressalta-
se que no processo de criopreservagao, os gametas podem passar por alteragoes
estruturais e funcionais, como a ruptura das membranas plasmaticas e a

fragmentacao do DNA (Sieme et al., 2016).

Nao existe um padrao ou protocolo ideal para o congelamento do sémen canino,
principalmente devido a grande variagdo individual. Foram descritas diferentes
técnicas que variam quanto aos meios de preservagao, seus agentes crioprotetores e

protocolos de congelamento de sémen (Eilts, 2005).
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Durante o processo de congelamento de sémen canino, este é centrifugado para que
grande parte do plasma seminal seja descartado. Este procedimento, embora reduza
a capacitacao espermatica in vitro, reduz a concentragao de antioxidantes do sémen
presentes no plasma seminal (Srtzezek et al., 2009; Bunyaga e Kashoma, 2018). Por
isso, a adigao de antioxidantes tem sido preconizada para aumentar a viabilidade

espermatica da espécie.

O antioxidante L-carnitina (LC) esta presente no trato genital masculino de mamiferos,
especificamente no tecido epididimario, no plasma seminal e nos espermatozoides
(Johansen e Bohmer,1978). A LC é uma amina quaternaria, polar e hidrofilica (Bieber,
1988). Ela age reduzindo a peroxidacao lipidica e aumentando os niveis e a atividade
de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase e a glutationa peroxidase
(Neumam et al., 2002).

Depois de ejaculado, 90% da produgao de ATP espermatico passa a ser de substratos
exogenos (Hammerstedt, 1983; Johnson et al.,, 2008). As carnitinas continuam
atuando sobre as vias metabolicas mesmo quando durante a fertilizagao, o
espermatozoide dependa diretamente da glicolise e da oxidagao de lactato e piruvato
provenientes do meio externo (Casillas e Erickson, 1975; Milkowsky et al., 1976;
Huston et al., 1977).

A espécie canina apresenta indice variavel de fertilidade com a inseminagao artificial
principalmente com sémen criopreservado. Por isso, o desenvolvimento de
alternativas para maximizar o sucesso da reprodugao canina com sémen congelado
e de grande importancia. A adicao de antioxidantes e potenciadores da motilidade
espermatica a diluidores de sémen pode ser uma opgao para melhorar a qualidade do

sémen congelado canino.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfologia espermatica

A primeira descricdo de um espermatozoide canino foi feita por Leeuwenhoek, em
1678, mas somente no século XIX, com o surgimento da microscopia, foi possivel a
descricao morfologica dessa célula. A morfologia do espermatozoide canino € um dos
parametros mais importantes durante a analise do sémen, pois fornece informacées

importantes sobre a qualidade seminal (Oettle, 1993; Tesi et al., 2018).

O espermatozoide € constituido de duas partes morfolégicas e funcionalmente
distintas: a cabecga e a cauda. A principal caracteristica da cabega € o nucleo achatado
de forma oval, contendo cromatina altamente condensada (Hafez, 2004). Na
extremidade da cabeca do espermatozode tem-se o acrossoma, estrutura semelhante
a uma capa que contéem e secreta enzimas, como hialuronidase, acrosina,
neuraminidase e fosfatase acida (Chlopik e Wysokinska, 2020). A cauda do gameta
masculino é composta de colo e pecas intermediaria, principal e terminal (Hafez,
2004). Em mamiferos, o axonema € um elemento basico que forma a cauda do
espermatozoide, localizado na regiao central da cauda. Dessa forma, o axonema
funciona como o nucleo da cauda do espermatozoide (Chlopik e Wysokinska, 2020),
sendo responsavel pela movimentagao espermatica. As mitocéndrias presentes na
espermatide, durante a espermiogénese, se alinham em forma de hélice em volta da
primeira parte da cauda, formando a “peca intermediaria”. A por¢ao da cauda que nao
é recoberta pelas mitocondrias & denominada “peca principal” (Hafez, 2004). A peca
terminal, posterior ao final da camada fibrosa, contém apenas o axonema central

recoberto pela membrana plasmatica (Fig. 1, Aquivo pessoal).
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Figura 1: Desenho esquematico da morfologia espermatica (Arquivo pessoal).

2.1.2 Membrana espermatica

Nos espermatozoides, a membrana plasmatica segue o modelo estrutural de
bicamada fosfolipidica e proteinas associadas (Fig. 2, Watson, 1995). Ela também
desempenha papel fundamental na fertilizacao, recebendo sinais e modificando-se ao
longo do processo da espermatogénese, transito e armazenamento no epididimo,
ejaculacao, ligacado ao trato genital feminino e, capacitacao e penetracdo do odcito
(Cunha, 2002).
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Figura 2: Organizacao da membrana plasmatica; modelo “mosaico fluido” (Singer e
Nicolson, 1972).

A membrana plasmatica dos espermatozoides contém grandes quantidades de
fosfolipidios e, em sua estrutura sao encontrados colesterol e glicoproteinas (Chlopik
e Wysokinska, 2020). A fluidez da membrana depende de alguns fatores, como
temperatura, concentracao de colesterol e o grau de saturagao lipidica (Andrade et al,
2010). Os acidos graxos saturados garantem maior rigidez, enquanto que os

insaturados conferem maior fluidez a membrana (Andrade et al, 2010).

O colesterol reduz a mobilidade dos fosfolipidios presentes na bicamada que compde
as membranas, promovendo maior estabilidade (Watson, 1995). A membrana
plasmatica do espermatozoide canino apresenta uma baixa propor¢cao de acidos
graxos poliinsaturados em relagao aos acidos graxos saturados (Bouchard et al.,
1990). A presencga de ligagbes duplas aumenta a reatividade quimica dos acidos
graxos, 0 que os tornam instaveis e susceptiveis a participarem de uma ampla
variedade de reacbes quimicas, podendo levar a perda de motilidade e danos a

membrana (Lucio et al., 2017).
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2.2 Capacitagao espermatica

Mudancas na estrutura da membrana plasmatica do espermatozoide sdo necessarias
para que ocorra a capacitagao e fertilizacao (Keel e Webster, 1990). Os componentes
da superficie dos espermatozoides sao modificados ou removidos pelas secregoes do
trato genital, desestabilizando a bicamada fosfolipidica e permitindo a reagao do
acrossoma (Hafez, 2004). Apds a capacitacao observa-se um aumento da motilidade
espermatica, chamado de hiperativagdo espermatica, caracterizada por um
movimento da cauda semelhante a de um chicote com maior frequéncia e amplitude

que a motilidade espermatoca nao hiperativada (Cummins, 1983).

Para penetrar a zona pelicida o espermatozoide sofre a reacdo acrossdmica
(Yanagimachi, 1994). Esse evento de exocitose € caracterizado por multiplas fusées
pontuais entre a membrana acrossomica externa e a membrana plasmatica
sobrejacente ao espermatozoide. Assim, ocorre liberagao do conteudo acrossémico e
exposigao da membrana acrossdémica interna, fusdo a membrana do odcito, e

finalmente fertilizagcao (Brewis e Moore, 1997).

2.3. Criopreservagao do sémen canino

A criopreservacao € uma biotecnia que permite o armazenamento de material
genético por um tempo indefinido. Em 1954, foi descrita a primeira utilizagao de sémen
canino refrigerado através da inseminacao artificial (IA), realizado por Harrop. A
primeira gestacao utilizando sémen canino congelado foi noticiada em 1969 (Seager
1969), resultando no nascimento de dois filhotes. Atualmente, a criopreservagao de
sémen é utilizada na espécie canina com o intuito de preservar a variabilidade
genética por tempo indeterminado (Prapaiwan et al., 2016). No entanto, ocorre uma

diminui¢do da qualidade espermatica e da fertilidade (Cardoso et al., 2005).

Rota et al. (1995) demonstraram danos causados pelo plasma seminal na membrana
plasmatica dos espermatozoides caninos. Os autores sugeriram a adigao de diluidores
ao sémen para aumentar a integridade de membrana espermatica. O efeito deletério
do plasma seminal canino a integridade de membrana foi relatado em outro estudo

(England e Allen, 1992). Dessa forma, a centrifugacdo tem sido preconizada para
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retirada do plasma seminal e padronizagao do volume e concentracao de sémen de
cées (Lopes e Papa, 1998; Rijasseleare et al., 2002). No entanto, o descarte do
plasma seminal pode remover fatores inibidores da capacitacao e prostaglandinas
(Carrell et al., 1998).

A maioria do sémen de caes € estavel a refrigeracéo e armazenamento até 48 horas
a4°C (Penaetal., 2006). No entanto, durante a criopreservacao seminal, € necessario
a reducao de temperatura, desidratagdo e congelacdo espermatica (Lucio et al.,
2012). Este processo promove alteracoes estruturais e funcionais do espermatozoide,

0 que leva a reducdo da sua meia vida e capacidade fertilizante (Burgess et al., 2012).

Durante a queda de temperatura, os lipidios que compdem a membrana plasmatica
passam pela transicao de fase, mudando progressivamente de uma fase liquido-
cristalina para uma fase de gel (Hazel, 1995), reduzindo a resisténcia da membrana
plasmatica. A temperatura de gelificagdo de cada classe de fosfolipidios depende da
relacao entre o nimero de ligagoes simples e duplas (ou grau de saturagéo) entre os
carbonos destas moléculas (Parks e Lynch, 1992). Dessa forma, as classes de
fosfolipideos gelificam em momentos diferentes de acordo com a temperatura e o
tempo, o0 que provoca um rearranjo da membrana plasmatica. Este pode ser
prejudicial durante o reaquecimento levando a formacédo de poros na membrana e

consequente perda de conteudo celular.

England et al. (2012) demonstraram que ao diluir, resfriar e descongelar os
espermatozoides de caes ocorre alteracoes semelhantes a capacitacdo, chamada de
criocapacitagao. Essas manipulagdes no sémen canino reduziram significativamente
a capacidade dos espermatozoides em se ligar a explantes epiteliais de tuba uterina
(Burgess et al. 2012). A curva de resfriamento pode ser uma causa da criocapacitagao
precoce espermatica. A queda de temperatura leva a alteracao da permeabilidade da
membrana e regulacdo do calcio intracelular, podendo desencadear o processo de
capacitacao espermatica e reagao acrossdmica (Barbas e Mascarenhas, 2009). Outra
possibilidade pode ser a presenca de constituintes desconhecidos presentes nos

diluentes utilizados (Burgess et al. 2012).
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2.3.1 Diluidor de congelamento de sémen canino

Apos a primeira inseminacao artificial de caes com sémen congelado com diluidor Tris
(Andersen, 1975), a maioria dos pesquisadores tem utilizado este meio para a
preservacao do sémen canino (Tsutsui et al., 2000; Iguer-Ouada e Verstegen, 2001).
O meio TRIS é caracterizado por agao tampao, preservando a motilidade espermatica
(Teixeira et al., 2022).

Na composigao do diluidor TRIS para congelamento de sémen, além do glicerol, se
usa rotineiramente a concentracao de 20% de gema de ovo (Silva et al., 2002). A
gema do ovo possui proteinas de alto valor biolégico, acidos graxos essenciais,
fosfolipidios e glicerol de grande aplicacao industrial e biomédica (Oliveira et al.,
2021). Ela € um crioprotetor nao penetrante a membrana espermatica, devido as suas
propriedades hidrofébicas. Além disso, atua como um reservatorio de colesterol e
fosfolipidios que ajuda a proteger a membrana plasmatica e acrossémica dos
espermatozoides contra os danos criogénicos. As lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) da gema do ovo sao responsaveis pela protecdo dos espermatozoides ao
choque térmico, preservagao da motilidade e da integridade do DNA nuclear e das
membranas espermaticas (Manjunath e Thérien, 2002; Moussa et al., 2002). Isso
ocorre devido ao sequestro de proteinas capacitantes do plasma seminal pelas LDLs,
reduzindo assim a capacitacdo espermatica prematura in vitro (Manjunath e Thérien,
2002).

Por outro lado, a variagao da composi¢cao da gema de ovo, o risco de transmissao de
doencas e o crescimento bacteriano nos diluidores de sémen tem incentivado

pesquisas na area (Amirat-Briand et al., 2010; Anzar et al.,2019).

2.4. Estresse oxidativo

Todo o processo de criopreservacao, como diluicdo, resfriamento, congelamento e
descongelamento, pode levar a um estresse oxidativo, reduzindo a qualidade
espermatica e capacidade de fertilizacao na inseminacao artificial (Lecewicz, 2018).

Os principais fatores sdo a pouca reserva de antioxidante no citoplasma e a presenca
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de acidos graxos poli-insaturados susceptiveis a peroxidagao lipidica na membrana

espermatica (Vieira, 2018).

O estresse oxidativo ocorre quando a concentragao de oxidantes ultrapassa a de
antioxidantes (Aitken, 1994). Os termos radicais livres (RL), oxidantes e espécies
reativas de oxigénio (EROs), sdo usados para identificar os intermediarios quimicos
originarios do metabolismo do oxigénio, ou seja, os subprodutos do metabolismo
aerobico (Maia et al., 2009). Em condigbes aerdbicas, a produgdo de EROs é um
evento fisiolégico, sendo que, estes metabdlitos sao essenciais para o funcionamento
das células, geralmente atuando como gatilhos fisiolégicos (Garrido et al., 2004).
Normalmente a reducao completa do oxigénio ocorre na mitocdndria, através de uma
reacao tetravalente aceitando quatro elétrons e formando agua. Nessa condigao, a
reatividade das EROs é neutralizada pela entrada dos quatro elétrons (Nordberg e
Arner, 2001).

As EROs sao encontradas em baixas concentragoes, atuando como mediadores das
funcbes espermaticas normais, entretanto, quando sao produzidas em excesso, elas
sao altamente toxicas as células espermaticas (Michael et al., 2007). Provavelmente
a presenca de EROs esta ligada as condigoes fisiologicas relacionadas aos processos
de capacitacao espermatica, hiperativacao, reagcao acrossémica e outros ainda nao
elucidados. Os espermatozoides possuem sistemas sensivelmente regulados para
manter as EROs em concentra¢des basais, em que a produgéo e eliminagdo sao

precisamente balanceadas (Lushchak, 2014).

Os trés principais tipos de EROs sao radical superoxido (Oz2 -), peroxido de hidrogénio
(H202) e radical hidroxila (OH®) (Andrade et al., 2010).

2.4.1 Radical superoxido

O superoxido € um radical livre, formado a partir do oxigénio molecular pela adigao de
um elétron. Sua formagao ocorre espontaneamente em quase todas as ceélulas
aerobicas, especialmente na membrana mitocondrial, por meio da cadeia respiratoria.
Nao penetra as membranas lipidicas, agindo apenas na regiao onde & produzido
(Nordberg e Arnér, 2001).
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2.4.2 Peroxido de hidrogénio

A formacgao do perdxido de hidrogénio ocorre quando a molécula de oxigénio recebe
somente dois elétrons ao inves de quatro, e com isso também é parcialmente reduzido
como o radical superoxido (Gaté et al., 1999). O H202 nao € um radical livre, mas um
metabdlito do oxigénio extremamente deletério, porque participa como intermediario

na reagao que produz o OH° (Andrade et al., 2010).

2.4.3 Radical hidroxila

E considerado o radical livre mais reativo em sistemas bioldgicos, sendo capaz de
causar mais danos do que qualquer outra ERO. (Andrade et al., 2010). O radical
hidroxila é gerado através da Reacgao de Fenton, a partir do H202 em excesso, que é
catalisado por metais de transicdo, como por exemplo, ferro e cobre (Maia et al.,
2009). Molécula altamente reativa em sistemas bioldgicos, e reage rapido com
estruturas que estao proximas, atacando moléculas organicas pela abstragao de

hidrogénio (Nordeberg e Arnér, 2001).

2.4 .4 Nitrito

O oxido nitrico (NO) tem fungéo importante na fisiologia espermatica (Aitken e Fisher,
1994). E uma molécula altamente reativa, de vida curta e lipofilica, com uma meia-
vida de apenas alguns segundos, o que dificulta a quantificagao (Ignarro et al., 1989).
Dessa forma, seus metabdlitos, nitrito (NO2) e nitrato, sdo mais estudados. A
formagao de NO2 endégeno deriva tanto da oxidagdo de NO, como de fontes
dietéticas (Bryan et al., 2007; Dejam et al., 2005). Estudos demonstraram a relacao
da presenca de NO com a reducao de ATP (Weinberg et al. 1995), e outros
correlacionaram negativamente os niveis de nitrato com motilidade espermatica
(Ghavamzadeh et al., 2011).
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2.5. Metabolismo do espermatozoide canino

A producao de energia espermatica, atraves da producao de ATP, pode ocorrer pela

glicolise e fosforilagcao oxidativa ou ambas as vias (Chlopik e Wysokinska, 2020).

A glicolise ocorre na cabega e pega principal do flagelo (Du Plessis et al. 2015). Ela
tem como resultado final a formacao de piruvato, que em condi¢cdes anaerdbias é
reduzido a lactato e em condicbes aerobicas a acetil-CoA, a qual sera incluida ao ciclo
do acido citrico (ciclo de Krebs) (Chlopik e Wysokinska, 2020). No espermatozoide de
mamiferos, as enzimas glicoliticas, como a hexoquinase, fosfoglucoquinase
isomerase, fosfofrutoquinase, lactato desidrogenase (LDH) e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (Kim et al., 2007) estao concentradas na peca principal, e algumas
estéo ligadas a bainha fibrosa do flagelo (Eddy et al., 2003). O ATP produzido nesse
processo ja se encontra adjacente ao local necessario para suportar o deslizamento

ativo dos filamentos flagelares (Ford, 2006).

A fosforilagdo oxidativa ocorre nas mitocondrias, concentradas na peca intermediaria
e envolve a cadeia respiratéria e a ATP sintase (Piomboni et al., 2012; Du Plessis et
al. 2015). As mitocdndrias espermaticas possuem isoformas especificas de proteinas
e isoenzimas, como a citocromo C (Narisawa et al., 2002), hexoquinase subunidade
VIb da citocromo C oxidase (Huttemann et al., 2003) e a LDH (Blanco e Zinkham,
1963; Storey, 2008).

A producdao de energia via captacao de monossacarideos para o interior do
espermatozoide ocorre basicamente pela difuséo facilitada (independente de Na*), e

pelo cotransporte de monossacarideo- Na* (Marzzoco e Torres, 1999).

A difusao facilitada & exercida por diferentes membros de uma familia de proteinas
transportadoras chamadas de GLUTSs (transportadoras de glicose). As receptoras de
glicose (GLUTSs) localizadas na membrana plasmatica dos espermatozoéides caninos
tém sua atividade relacionada ao metabolismo espermatico (Gawlik et al., 2008) e a
plasticidade metabdlica (Fernandez-Novell et al., 2004; Rigau et al., 2001, 2002). Em
espermatozoides caninos foram identificadas a presenca de GLUT-1,2,3,4 e 5, sendo
qgue a GLUT 3 e 5 capturam frutose (Rigau et al., 2002; Bucci et al., 2011). A GLUT 5
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esta localizada ao redor do acrossoma, enquanto a GLUT 3, esta localizado na cauda,
principalmente na peca intermediaria (Rigau et al., 2002). Em espermatozoides
caninos, as GLUTs 3 e 5 sofrem realocagdo apos incubagao sob condigbes de
capacitacao (Bucci et al., 2010). Isso ocorre devido a um aumento da taxa metabdlica
espermatica induzindo a uma modificacdo da localizagdo das GLUTs (Bucci et al.,
2022).

O sistema de cotransporte de Na* tem menor demanda quando comparado as GLUTs
(Gibb e Aitken, 2016). Este sistema foi identificado na regiao periacrossémica e na
peca intermediaria do espermatozoide canino, levando a hipotese de que a via

metabdlica usada depende da maior afinidade pelo substrato (Rigau et al., 2002).

O plasma seminal canino n&o contém quantidades significativas de glicose, frutose,
sorbitol ou manose (Rigau et al., 2001). Entretanto, a frutose aumenta mais o
metabolismo espermatico de caes que a glicose quando em baixas concentragbes (de
0,1 a 1TmM, Rigau et al., 2002). Embora, os espermatozoides caninos apresentem
maior afinidade pela frutose do que pela glicose, em concentracbes acima de 5mM
nao foi observada preferéncia do uso entre esses monossacarideos (Fernandez-
Novelle et al., 2004; Agius 2008). Em contraste, a capacitacao espermatica canina in
vitro ocorre na auséncia de qualquer monossacarideo, embora envolva a ativagao da
sintese de glicogénio (Albarracin et al., 2004a, 2004b). Esses resultados sugerem que
0s monossacarideos podem desenvolver atividades moduladoras de funcgdes
espermaticas especificas (Fernandez-Novell et al., 2011). Como exemplo, € o controle
da atividade de uma variedade de proteinas quinases e fosfatases e outras proteinas
reguladoras do espermatozoide, como as ciclinas (Furuya et al., 1992; Breitbart e Naor
1999).

No espermatozoide canino foi encontrada uma proteina de mamiferos com
caracteristicas imunolégicas e cinéticas semelhantes as da glucoquinase hepatica
(GK) (Fernandez-Novelle et al., 2004). Essa proteina tem como papel principal atuar
como interruptor metabdlico, indicando a todo o organismo qual seria o destino dos
acucares circulantes (Magnuson e Matschinsky, 2004). Dessa forma, a presenca de
uma proteina com atividade semelhante a da GK no espermatozoide canino, pode

indicar a presenca de um sistema de escolha do agucar extracelular a ser utilizado
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para fungdes especificas além da producao de energia espermatica (Rodriguez-Gil e
Bonet, 2016).

Além disso, os espermatozoides caninos sao células rapidas e com grande
capacidade de sobrevivéncia no trato genital feminino (Doak et al., 1967; Tsutsui,
1989). Caracteristicas necessarias, ja que a cadela possui estro de longa duracao (até
9 dias) e nem sempre tem a receptividade sexual sincronizada com a ovulagéo (até
11 dias da ejaculagéao a fertilizagdo) (Foutouhi e Meyers, 2022). Dessa forma, o
espermatozoide canino para se manter vivo e funcional por longos periodos
desenvolveu diferentes estratégias metabdlicas, como alta capacidade de metabolizar
glicose (Fernandez-Novell et al., 2004), plasticidade metabdlica (Bucci et al., 2010a;
Rigau et al., 2001, 2002) e usar glicogénio para fungdes de alta demanda energética
(Albarracin et al., 2004a). O elevado tempo de sobrevivéncia no trato genital feminino
(mais de 10 dias) e a rapidez dos espermatozoides caninos (Bucci et al., 2022) estao
relacionados a capacidade de ativar vias anabodlicas de sintese de glicogénio
(Ballester et al., 2000). A excecao do espermatozoide de outras espécies de
mamiferos, o espermatozoide canino tem uma via de gliconeogénese, a qual usa o
lactato extracelular para formacao de estoques de glicogénio intracelular para a
capacitacao in vitro, (Albarracin et al., 2004a). A energia necessaria para o estoque
interno de glicogénio do espermatozoide canino & obtida pela degradagdo dos
depositos de glicogénio em glicose, que € utilizada para a glicdlise e, eventualmente,

na fosforilagao oxidativa mitocondrial (Rodriguez-Gil e Bonet, 2016).

2.6. L-Carnitina

A L-carnitina (LC) foi descoberta em 1905 como constituinte de tecido muscular
(Gulewitsch, 1905; Kutscher, 1905), e esta presente em maiores concentragdes no
trato genital masculino de mamiferos, especificamente no tecido epididimario, plasma
seminal e espermatozoides (Bohmer et al.,1978). Nos espermatozoides caninos a LC
se encontra em altas concentragdes no plasma seminal (Farstad, 2009). O epididimo
€ a principal fonte de carnitina no fluido seminal canino (Olson et al. 1987) que
desempenha um papel importante na estabilizagao da membrana mitocondrial, no
aumento do suprimento de energia das organelas e na protegao as células da morte
celular apoptética (Pillich et al. 2005).



28

oo

) H-C-H

H-O-C-H
H-C-H
N+

CH/ I\CH
* CHs 2

Figura 3: Férmula da L- carnitina (Harmeyer, 2002)

A LC é uma substancia altamente soluvel em agua, tem boa termoestabilidade (até
200 °C), baixa toxicidade e denominada [B-hidroxi-y-trimetil-aminobutirato (Fig. 2,
Harmeyer, 2002). Ela é sintetizada por células vegetais e animais, além de ter sido
encontrada também em fungos e bactérias (Kleber, 1997). A LC é considerada um
composto vitaminico sintetizado no figado, rins e cérebro importante na conversao dos

aminoacidos lisina e metionina (Hoppel, 2003).

A LC é um cofator essencial para a 3-oxidacdo, que leva a produgédo de energia a
partir de lipidios na mitocondria (Yan et al., 2017). Atua como facilitadora do transporte
de acidos graxos para a membrana interna da mitocondria facilitando o processo de
R-oxidacdo com consequente aumento da producdo energética pela célula (Fritz,
1962; Hoppel, 2003; Fig. 4). Ela também possui atividades anti-apoptéticas e
antioxidantes, pode inibir a peroxidagao lipidica e proteger a membrana espermatica
de mamiferos (Gulgin, 2006; Yan et al., 2017), atuando na prote¢do da estrutura do

DNA contra as espécies reativas ao oxigénio (EROS, Qi et al., 2006).
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Figura 4: Mecanismo de agao da L-carnitina na célula (adaptado de Hoppel, 2003).

A LC é um antioxidante natural barato e livre de efeitos colaterais, demonstrado em
ensaios com humanos a partir da administragao oral (DiNicolantonio et al., 2019). Ela
€ capaz de aumentar o nivel e a atividade de enzimas antioxidantes como a glutationa
peroxidase e a superoxido dismutase (Neuman et al., 2002). O papel principal da LC
¢ facilitar o transporte de acil-CoA graxo exdgeno através da matriz mitocondrial
(Brooks, 1979). A formacado de Acil-Carnitina (AC) atua como fonte de energia
prontamente oxidavel para a respiragao. Esta tambéem atua como um tampao para o
transporte de acetil-CoA (Solarska et al., 2010) contribuindo para a manutencao de

processos metabolicos, como a motilidade.

Devido a demanda crescente da inseminagao artificial com sémen criopreservado, o
presente estudo teve como objetivo aumentar a qualidade espermatica do sémen
congelado canino com adi¢do de L-carnitina (LC) ao diluidor de congelamento de
sémen modificado. A qualidade do sémen foi avaliada in vitro quanto a motilidade e
cinematica espermatica, funcionalidade e integridade de membrana plasmatica,
reagcdo acrossOmica espontanea, morfologia espermatica, nivel de peroxidacao
lipidica, e mensuragdo da concentracao de H202, NO2 e malonaldeido pds-

congelamento- descongelamento.
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ABSTRACT

The request for artificial insemination with canine cryopreserved semen has increased.
However, sperm quality and fertility are still lower than the cooled semen. During the
freezing process, high proportion of seminal plasma is discarded to avoid in vitro sperm
capacitation. Nonetheless, it increases sperm vulnerability to oxidative stress.
Therefore, the addition of antioxidant substances to the canine sperm during semen
freezing is of great interest to protect sperm against oxidative stress and increase their
metabolism. This study aimed to enhance frozen canine semen quality with the
addition of 5-, 7.5- and 10-mM L-carnitine (LC) to the TRIS frozen semen extender
modified with 2% egg yolk. The frozen-thawed semen parameters were in vitro
evaluated to sperm motility and kinematics, plasma membrane (PM) functionality and

integrity, spontaneous acrosome reaction, lipid peroxidation, sperm morphology,
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hydrogenperoxide, nitrite and malonaldehyde semen concentration. The average and
standard error were calculated and analyzed with analysis of variance and compared
with Duncan test. The probability of P<0,05 was considered significant. There was no
influence of the addition of 5- and 7.5-mM LC on sperm total motility (TM: 55.8 + 6.7
and 46.1+ 6.6%) compared to the control (51.3 £ 4.1%, P> 0.05). However, 10 mM LC
decreased TM (24.6 + 4.0%) compared to other treatments (P < 0.05). The ALH was
reduced with 10 mM LC compared to that in the control (3.1 £ 0.2 x 3,6 £ 0,1 ym, P <
0.05), eventhough both did not differ from 5- and 7.5-mM LC (3.4 £ 0.1 € 3.3+ 0.1 uym,
P>0,05). The rate of sperm PM integrity did not differ with LC addition in comparison
to the control (39.2 +4.5vs. 42.2 + 2.2 %, P>0.05). However, 10 mM LC increased the
percentage PM integrity compared to that in 7.5 mM LC (47.9 + 3.8 x 34.4 + 6.0%,
P<0.05). The other variables did not differ among the treatments (P>0,05). In
conclusion, the modified TRIS semen frozen extender with 2% egg yolk preserved the
characteristics of the frozen sperm as well as with low LC concentrations. On the other

hand, LC in high concentration was harmful to sperm motility.

1 INTRODUGCAO

A demanda por inseminagao artificial com sémen canino criopreservado tem
aumentado. No entanto, a qualidade do esperma e a fertilidade ainda sao inferiores
ao sémen resfriado (Pefa et al., 2006a). Durante o processo de congelamento, uma
alta proporgao de plasma seminal € descartada para evitar a capacitagao espermatica
in vitro (Bunyaga e Kashoma, 2018). No entanto, isso aumenta a vulnerabilidade do

esperma ao estresse oxidativo.

A presencga de espécies reativas de oxigénio (EROs) esta relacionada a condi¢ées
fisioldgicas que ocorrem nos processos de capacitagdo espermatica, hiperativacéo,
reagao acrossdmica e outros ainda nao elucidados. Os espermatozoides possuem
sistemas sensivelmente regulados para manter as EROs em concentragbes basais,

nas quais a producgéo e eliminagao sao precisamente balanceadas (Lushchak, 2014).

O espermatozoide canino executa diferentes estratégias metabdlicas, como alta

capacidade de metabolizar glicose (Fernandez-Novell et al., 2004), plasticidade
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metabdlica (Bucci et al., 2010; Rigau et al., 2001, 2002), ativar vias anabdlicas de
sintese de glicogénio (Ballester et al., 2000) e usar glicogénio para funcbes de alta
demanda energética (Albarracin et al., 2004a). A excecdao do espermatozoide de
outras espécies de mamiferos, o espermatozoide canino tem uma via de
gliconeogénese, a qual usa o lactato extracelular para formacéo de estoques de
glicogénio intracelular para a capacitagao in vitro (Albarracin et al., 2004a). A energia
necessaria para o estoque interno do espermatozoide canino € obtida pela
degradacao dos depaositos de glicogénio em glicose, que é utilizada para a glicolise e,
eventualmente, na fosforilacao oxidativa mitocondrial (Rodriguez-Gil e Bonet, 2016).
Portanto, a adicdo de substancias antioxidantes ao esperma canino durante o
congelamento do sémen é de grande interesse para proteger os espermatozoides

contra o estresse oxidativo e aumentar o seu metabolism (Pefa et al., 2003).

A LC é um antioxidante natural barato e livre de efeitos colaterais, demonstrado em
ensaios com humanos a partir da administragao oral (DiNicolantonio et al., 2019). Ela
€ capaz de aumentar o nivel e a atividade de enzimas antioxidantes como a glutationa
peroxidase e a superoxido dismutase (Neuman et al., 2002). O papel principal da LC
e facilitar o transporte de acil-CoA graxo exdgeno através da matriz mitocondrial
(Brooks, 1979). Também possui atividades anti-apoptoéticas e antioxidantes, pode
inibir a peroxidagao lipidica e proteger a membrana espermatica de mamiferos
(Gllgin, 2006; Yan et al., 2017), atuando na protecao da estrutura do DNA contra as

espécies reativas ao oxigénio (EROS, Qi et al., 2006).

Nos espermatozoides caninos a LC se encontra em altas concentracbes no plasma
seminal (Farstad, 2009). O epididimo é a principal fonte de carnitina no fluido seminal
canino (Olson et al. 1987) que desempenha um papel importante na estabilizacdo da
membrana mitocondrial, no aumento do suprimento de energia das organelas e na

protecao as células da morte celular apoptoética (Pillich et al. 2005).

Os diluidores de sémen também tém funcdo de proteger e manter a viabilidade e
longevidade espermatica (Pefia et al.,, 2006b). Um dos diluidores mais usados na
preservagcao do sémen canino € o Tris base (Gil et al., 1970: Tris-hydroxymetano-
aminometano 30,28g, frutose 12,59, acido citrico monoidratado 17,8g, agua

bidestilada ad 1L, estreptomicina 100mg e penicilina 100.000 Ul). Na composi¢ao do



43

diluidor TRIS para congelamento de sémen, além do glicerol, se usa rotineiramente a
concentracéo de 20% de gema de ovo (Silva et al., 2002). A gema do ovo possui
proteinas de alto valor biologico, acidos graxos essenciais, fosfolipidios e glicerol de
grande aplicagao industrial e biomédica (Oliveira et al., 2021). No entanto, a gema de
ovo traz dificuldades de padronizagcdo pela variagdo em sua composicao, além do
risco de transmissao de doencgas e de crescimento bacteriano nos diluidores de sémen
(Amirat-Briand et al., 2010; Anzar et al.,2019).

Até o presente momento nao foram publicados estudos sobre a influéncia da adicao
de L- carnitina (LC) ao diluidor de congelamento de sémen canino TRIS modificado
com 2 % de gema de ovo sobre os parametros de avaliagao da qualidade espermatica

e concentragao de oxidantes produzida pelo espermatozoide canino congelado.

O presente estudo teve como objetivo aumentar a qualidade espermatica do sémen
congelado canino com adig¢ao de L-carnitina (LC) ao diluidor TRIS de congelamento
de sémen modificado com 2 % de gema de ovo. A qualidade do sémen foi avaliada in
vitro quanto a motilidade e cinética espermatica, funcionalidade e integridade de
membrana plasmatica, reacao acrossdmica espontanea, peroxidacao lipidica,
mensuragao da concentragao de H202, NO2 e malonaldeido, morfologia espermatica

pés- congelamento- descongelamento.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o protocolo 9/2022 (anexo 01).

2.1 Coleta de sémen

Foi coletado um ejaculado de sete caes (n=7) clinicamente normais e com idade entre
2 e 7 anos. As ragas avaliadas foram Bulldog Francés (n= 4), Pastor Alemao (h=2) e
Pastor Belga Malinois (n= 1). A selecdo dos animais se deu pelo exame androlégico:

histérico reprodutivo, exame clinico e espermograma. O sémen foi coletado com a
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tecnica de de manipulacao digital e um funil acoplado a um tubo Falcon de 14 mL.
Com o intuito de coletar apenas a segunda fracdo do ejaculado, foi feita a coleta

fracionada do sémen.

2.2 Avaliacao do sémen fresco

Imediatamente apos a coleta, o sémen foi avaliado quanto a motilidade espermatica
progressiva, total, e vigor com o auxilio de um microscopio de campo claro (100x).
Somente ejaculados com motilidade progressiva igual ou superior a 70% e vigor igual
ou superior a 3 foram utilizados no experimento. A concentragdo espermatica foi

calculada com um hemocitémetro.

2.3 Congelamento do sémen

O sémen foi diluido na proporcao de 1:1 com diluidor de Tris base (Gil et al., 1970:
Tris-hydroxymetano-aminometano 30,28g, frutose 12,59, acido citrico monoidratado
17,89, agua bidestilada ad 1L, estreptomicina 100mg e penicilina 100.000 Ul), e
centrifugado (600 x g, 10 min). O sobrenadante foi descartado de forma a deixar 10%
do volume total do tubo. Foi realizada a homogeneizagao e calculada a concentragao
espermatica do sedimento com um hemocitdmetro. O sémen foi ressuspendido para
100 x10°© esp./ml com diluidor de congelamento de sémen TRIS com 6% de glicerol e
modificado com 2 % de gema de ovo. A gema foi centrifugada (2.000 x g, 10 min) e o
sobrenadante aspirado e adicionado ao meio de congelamento na concentracao
descrita. A concentragdo de 20% de gema de ovo no diluidor de TRIS de
congelamento foi modificada para 2 % baseada na concentragao usada nos diluidores
de congelamento de sémen equino (Pillet et al. 2008) e nos resultados de um pré-
experimento. A motilidade espermatica pés-descongelamento foi avaliada com as
concentragdes de gema de ovo 20% e 2%, sendo observado percentual de motilidade
espermatica semelhante a concentragcao de 2 % comparada a 20 % (dados nao
publicados). Os outros trés tratamentos receberam suplementacao de 0,161 g, 0,242

g e 0,322g de LC, respectivamente para cada 100 mL de diluidor Tris de congelamento
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perfazendo 5-, 7,5- e 10- mM LC e totalizando quatro tratamentos: 1) Controle: Tris +
2% gema de ovo + 6% de glicerol, 2) 5mM, 3) 7,5mM e 4) 10mM LC.

As amostras foram envasadas em palhetas de 0,5ml, seladas e imediatamente
resfriadas em uma curva de 0,27°C/min até a temperatura de 4°C por 1,5 horas em
um container de isopor e gelo reciclavel (Amann e Pickett, 1987). Posteriormente, as
palhetas foram dispostas a 2,5cm de distancia da superficie do nitrogénio liquido e
apos 20 min foram imersas diretamente no nitrogénio liquido. Em seguida as palhetas

foram raqueadas e armazenadas em botijao de nitrogénio a -196°C.

2.4 Avaliacao espermatica pds-descongelamento

Ap6s o descongelamento, as amostras de sémen foram analisadas quanto a
motilidade, cinematica e morfologia, integridade e funcionalidade de membrana
plasmatica, taxa de reacao acrossdmica espontanea, peroxidagao lipidica
espermatica, e mensuragao da concentracao de nitrito, peroxido de hidrogénio e

malonaldeido.

2.4.1 Analise da motilidade espermatica computadorizada (CASA)

Uma palheta de cada tratamento foi descongelada a 37°C por 30 segundos em banho-
maria e uma aliquota de 5 pL foi avaliada pelo sistema de analise computadorizada
espermatica (CASA, Sperm Class Analyser, SCA® 2005 VS 4.0.0 Microptik S.L.,
Barcelona, Espanha) quanto a motilidade total e progressiva, velocidade curvilinear
(VCL-pm/s), velocidade média da trajetoria (VAP-um/s), velocidade linear progressiva
(VSL-um/s), amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH-um), freqiiéncia de
batimento cruzado (BCF-Hz), retilinearidade (STR-%), linearidade (LIN-%) e oscilagcao
(WOB- %). Foram analisados 5 campos/amostra. A configuragao usada do CASA foi
captura: 25 imagens capturadas por 25s; escala: objetiva 10x; area da particula: >4 e
<75 um?; Velocidade curvilinea (VCL): lenta < 10, média > 10 e < 45, rapida > 90 pym/s;

e circular <50% de linearidade (LIN).
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2.4.2 Avaliagcao da integridade de membrana plasmatica e taxa de reacgao

acrossdbmica espontanea

A avaliagao da integridade da membrana plasmatica, acrossdmica e reagao
acrossOmica espontanea espermatica foi realizada com citometria de fluxo com os
corantes fluorescentes lodeto de Propideo (IP, Sigma P4170, Sigma Chemical St.
Louis, MO, USA) e Isoticianato de fluoresceina-Peanut agglutinin (FITC-PNA, Sigma
L7381, Sigma Chemical St. Louis, MO, USA). As amostras de sémen descongeladas
foram diluidas 1:20 em PBS (250 uL de sémen:5 mL de PBS). Uma aliquota de 200uL
dessa suspensao foi corada com FITC — PNA (1,125ug/mL) e incubada por 10 min.
em banho-maria a 37° C. Posteriormente as amostras foram diluidas acrescentando-
se 1mL de PBS, coradas com IP (1,5 mM) e incubadas por 10 min. a temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram submetidas a leitura no citdmetro de fluxo
(FACScan, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Dez mil eventos, a uma taxa de 500
células/seg. foram analisados por amostra (Garcia-Macias et al., 2007; Oliveira et al.,
2010).

Os resultados foram expressos em percentual das categorias espermaticas:
PI+/PNA+ (membrana plasmatica e acrossdmica nao integras), Pl+/PNA- (membrana
plasmatica nao integra e acrossdmica integra), PI-/PNA- (membrana plasmatica e
acrossémica integras) e PI-/PNA+ (membrana plasmatica integra e acrossémica nao
integra). Foram considerados espermatozoides com reagao acrossomica espontanea
somente os com resultado PI-/PNA+ e como espermatozéides vidveis sem reacao

acrossémica espontanea os com PI-/PNA-.

2.4.3 Avaliagao da funcionalidade espermatica

A porcentagem de espermatozoides com membrana funcional foi avaliada com o teste
hiposmotico com agua destilada (Lomeo e Giambersio, 1991) modificado por Lagares
et al. (2000) na diluicao 1:2 (sémen: agua destilada). Uma aliquota de 100 pL de
sémen (37°C) foi adicionada a 200 pL de agua destilada (37°C), seguido de incubagao
em banho-maria (37°C, 5 min). Apds o periodo de incubacao, foram analisadas 200
células por amostra em microscopia de contraste de fase (400x). Foram considerados

com membrana plasmatica funcional os espermatozoides que reagiram positivamente
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ao teste apresentando cauda enrolada (HOST+). O percentual de espermatozoides
que apresentou cauda enrolada antes do HOST foi subtraido do percentual de
HOST+. O resultado de espermatozoides que reagiram positivamente ao teste com

cauda enrolada foi apresentado em porcentagem.

2.4.4 Peroxidacao lipidica

O percentual de espermatozoides com peroxidacao lipidica pés-descongelamento foi
avaliado citometria de fluxo e a sonda lipidica fluorescente C11-BODIPY581/591 (Life
Technologies Ltd., Grand Island, NY, EUA) (Partyka et al., 2011). Para tal, 20ul de
sémen foi centrifugado (500 xg, 5min), ressuspendido com 160 pl de PBS, foi
adicionado 20ul de C11 -BODIPY581/591 (5 uM) e incubado no escuro (37°C, 30 min).
As amostras foram centrifugadas novamente (500 xg, 5 min) e o sedimento foi
ressuspendido com 500 pL de PBS. A fluorescéncia verde das amostras peroxidadas

foi lida com citometria de fluxo no filtro BL-1 (530nm).

2.4.5 Mensuragao da concentragao de nitrito (NO2)

A mensuracao da concentracao de espécies reativas ao nitrogénio foi realizada
através da mensuragao dos niveis de nitrito (NO2’) em uM/ug de proteina. O nitrito é
um dos dois produtos primarios, estaveis e nao volateis da decomposi¢cao do NO, e
sua medicao usando espectrofotometria com reagente de Griess (Green et al., 1982)
€ uma maneira de investigar a formacao de 6xido nitrico. O Griess Reagent System
baseia-se na reacdo de diazotizagao quimica que utiliza 2% (p/v) de sulfanilamida e
0.2% (p/v) de dicloridrato de N-1-nafiletiletiienodiamina (NEED) sob condigdes acidas
(5% (v / v) de acido fosforico). O limite de detecgao de nitrito &€ de 2,5 pm (125 pmol)
(em agua destilada ultrapura e deionizada). A absorbancia das amostras foi
determinada a 560 nm. Para tal, preparou-se o reagente de Griess no momento da
analise e este foi mantido ao abrigo de luz durante todo o experimento. Em uma
microplaca de 96 pocos foi adicionado 50uL da amostra de sémen descongelada

(37°C, 30seg) de cada tratamento e 50uL do reagente de Griess e para o tratamento
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branco foi adicionado 50uL de agua destilada e 50ulL de reagente de Griess em

triplicata. Foi realizada a leitura da microplaca em espectrofotémetro a 560nm.

2.4.6 Mensuracao da concentracao de peroxido de hidrogénio (H20z2)

A mensuragcdo da concentracdo de espécies reativas ao hidrogénio (H20:2) foi
realizada através da mensuracdo dos niveis de perdxido de hidrogénio (H202) em
MM/ug de proteina utilizando a espectrofotometria. A concentragao de H202 foi medida
pelo método modificado pela FOX-2 (Nourooz - Zadeh et al., 1994). Essa técnica é
possivel pela oxidagao de ions ferrosos (Fe?+) a ions férricos (Fe®*+) em condigdes
acidas, por hidroperéxidos lipidicos. O indicador utilizado € o xilenol Orange, que
reage com os ions Fe3+ produzindo um cromoforo azul-arroxeado com coeficiente de
extincdo 4,3x10*M'em™’, detectado no espectrofotdmetro de leitura a 560 nm. A
concentracado de Hz202 foi determinada nas amostras conforme o coeficiente de
extingdo molar de H202. Logo: AA= EA. C, onde AA= absorbancia a 560nm, EA=
coeficiente de extincdo molar do cromdéforo e C= concentracdo de hidroperéxidos

(mol/mL).

2.4.7 Mensuragao da concentragao de malonaldeido

Para determinar a taxa de peroxidagao lipidica estimada dos espermatozoides foi
utilizada a medida do nivel de malonaldeido (MDA), utilizando o acido tiobarbittrico
(TBA), com base no método descrito por Buege e Aust (1978). Os niveis de
malonaldeido foram mensurados apds adicdo a 250 uL de sémen em 500 pL do
reagente TBA (15% de acido tricloroacético, 0,25N de acido cloridrico e 0,375% de
acido tiobarbiturico) e 1% (v/v) de BHT 50mM, e toda essa solugao foi fervida (100°C)
por 15 min. Em seguida, as amostras foram resfriadas em gelo em raspas e
centrifugadas (1.200 x g, 15 min.). O sobrenadante foi removido e mensurado no
espectrofotdbmetro com a absorbancia de 532 nm. A concentragao de MDA se deu
pela curva de calibracao feita com MDA como padrao nas concentracdes de 1 a
20mM. O MDA produzido foi expresso em pmol de TBARS/mI de diluidor.
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2.4.8 Morfologia espermatica

A percentagem de espermatozoides com morfologia normal e com defeitos foi
avaliada com técnica de preparag¢ao umida (Mies Filho, 1975). As amostras de sémen
foram preservadas em solucdo de formol salina tamponada e 100 espermatozoides

foram avaliados com microscopia de contraste de fase (1000x).

2.5 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizou blocos ao acaso, sendo o cao considerado como
bloco. A analise de variancia, as medias e erro padrao foram calculados. Os valores
médios da motilidade e cinematica espermatica, concentragao de perodxido de
hidrogénio, nitrito, malonaldeido e percentual de espermatozoides que sofreram
peroxidacédo lipidica, com membrana plasmatica funcional e integra, e com reacgao
acrossOmica espontanea apresentou distribuicdo normal, os parametros GCP, defeito
de cauda e rapidos nao apresentaram. As médias foram analisadas com a analise de
variancia e comparadas com o Teste de Duncan. A probabilidade de P<0,05 foi

considerada significativa.

3 RESULTADOS

Sete cées sexualmente maduros (2 a 7 anos de idade) apresentaram ejaculados com
motilidade total 2 50% e vigor = 3 (0-5).

Duas coletas de sémen de cada cao foram realizadas com intervalo de uma semana
e foi calculada a média das caracteristicas avaliadas do sémen fresco dos sete
animais (Tabela 1). Os ejaculados apresentaram motilidade total (MT) variando de 80
a 90%, motilidade progressiva (MP) entre 70 e 90% e vigor espermatico entre 3,5 e 5.
Todas as caracteristicas estavam dentro do desejavel para criopreservagao do sémen
de acordo com o Manual para exame andrologico e avaliacdo de sémen animal do
Colégio Brasileiro de Reproducgao Animal (CBRA, 2013). A concentragao espermatica
variou de 180 x10% a 330 x10° esp./ml e o numero total de espermatozoides no
ejaculado de 270 x106 a 845 x106 (Tab.1).
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Tabela 1: Caracteristicas espermaticas do sémen fresco (n=7).

Cao MT MP Vigor Volume N°total Conc./ml
(%) (%) (0-5) (ml) esp. x 106 x 106
1 80 80 5 1,5 480,0 320
2 90 80 4 3.3 617,5 190
- 90 90 5 1,5 435,0 290
4 90 80 4 2 460,0 230
5 90 90 5 15 270,0 180
6 90 90 5 1,5 495,0 330
7 80 70 35 e Gt 845,0 260
Média 87 83 4.5 2.1 514.,6 258

MT= % motilidade total, MP= %motilidade progressiva, N° total esp.= nimero total de
espermatozoides no ejaculado, Conc./ml= concentracao espermatica/ml

Nao houve influéncia da adicdo de 5 e 7,5 mM de LC sobre o percentual de
espermatozoides com MT comparada ao controle (Tab. 2, P<0,05). No entanto, a
concentracdo de 10 mM de LC reduziu a MT comparada aos outros tratamentos
(P<0,05). O ALH também sofreu reducdao com 10 mM LC comparado ao controle
(P<0,05), embora estes dois tratamentos nao tenham diferido de 5 e 7,5 mM (P>0,05).

As outras variaveis do CASA nao diferiram entre os tratamentos (Tab. 2, P>0,05).

Tabela 2: Parametros espermaticos avaliados pelo CASA pds-descongelamento (média % erro

padrao)

Trat MT MP Rapidos VAP VSL VCL BCF STR LIN WOB ALH
% % % um/s um/s um/s Hz % % % um

0 513+ 148+ 6,1+ 29,5+ 228+ 47,8+ 10,7+ 759+ 46,0+ 60,3+ 3,6+
4,12 6,1 3,4 4,4 3,9 5,3 0,3 2,0 3,0 2,5 0,12
5 558+ 128+ 53+ 28,0+ 21,7+ 443t 10,8t 74,8t 47,1+ 62,0+ 34+
6,72 4.2 2,3 4,1 4,1 5,0 0,8 4,3 4,9 a2 0ee
75 46,1+ 111+ 39+ 27,5+ 21,6+ 433+ 119+ 76,1+ 47,4+ 62,0+ 3,3+
6,62 41 2,1 4,7 4,6 5,7 0,6 2.8 3,4 20 0,12
10 24,6+ 4,0+ 1,62 225+ 17,1+ 359% 10,9¢ 728+ 451+ 61,3+ 3,1+
4,00 2,0 1,2 3,6 3,8 3,8 0,7 37 4,3 2,7 0,2

ab | etras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (P < 0,05). 0= Controle, 5=
5mM LC, 7,5= 7,5mM LC, 10= 10mM LC MT= motilidade total, MP= motilidade progressiva,
VAP= velocidade média da trajetdria, VSL= velocidade linear progressiva, VCL= velocidade
curvilinear; BCF= frequéncia de batimento cruzado, STR= retilinearidade, LIN= linearidade,
WOB= indice de oscilacdo, ALH= deslocamento lateral de cabeca, Trat=tratamentos.

O percentual de espermatozoides com membrana funcional, com R.A. e com

peroxidacao lipidica (BODIPY) nao diferiu entre os tratamentos (Tab.3, P>0,05). A
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taxa de espermatozoides com membrana integra nao diferiu com adicdo de LC
comparada ao controle. No entanto, a concentragdo de 7,5 mM de LC teve menor

percentual de MP integra em relacédo a 10 mM (Tab.3, P<0,05).

Tabela 3: Percentual de espermatozoides com membrana plasmatica funcional e

integras, e com reacao acrossdmica pos-descongelamento (média + erro padrao)

Trat. MP funcional M. integra R.A. espontanea Peroxidacao
(%) (%) (%) lipidica (%)
0 516+ 8.7 422 49 28k 0,70 £ 0,21 7,96 + 2,91
5 58,6 +4,3 352%3,6% 0,68 £ 0,20 580+1,0
7.8 57,4 +8,2 344+£6,0° 0,90 + 0,36 4,20 £ 0,44
10 43,1+99 479+338° 0,90 + 0,23 4,75 £ 0,90

ab | etras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (P < 0,05). 0=
Controle, 5= 5mM de LC, 7,5= 7,5mM de LC, 10= 10mM de LC, MP= Membrana
plasmatica, M= membranas espermaticas, R.A.= Reagao acrossémica,
Trat=tratamentos

A adicao de LC ou nao ao diluidor de congelamento nao influenciou a concentracao
de NOz2, H202 e de malonaldeido produzida pelo espermatozoide no sémen pds-
descongelamento entre os tratamentos (Tab. 4, P>0,05).

Tabela 4: Concentragbes de nitrito (NO2z’), peréxido de hidrogénio (H202) e de
malonaldeido no sémen pds-descongelamento (médiat erro padrao).

Tratamentos NO2 H202 Malonaldeido
uM/ug de proteina pumol de TBARS/mlI
0 3,2+04 7,5+0,8 0,053+ 0,0
5 29+0,5 74+10 0,056 + 0,002
7.8 29+0,3 6,9+0,5 0,046 + 0,008
10 3,705 85+1,1 0,057 + 0,003

Nao houve diferenga estatistica das variaveis entre os tratamentos (P> 0,05), 0=
Controle, 5= 5mM de LC, 7,5=7,5mM de LC, 10= 10mM de LC.

Nao houve diferenga estatistica quanto ao percentual de espermatozoides

morfologicamente normais e com defeitos entre os tratamentos (Tab. 5, P>0,05).
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Tabela 5: Percentual de espermatozoides morfologicamente normais e com defeitos

pos-descongelamento. (média + erro padrao).

T Normais Cauda GCP GCD Cabeca Pl
% % % % % %

0 784+43 181+45 0,000 0,3%£0,2 31210 0,1+ 0,1

5 730+£5F 229+56 00+00 06+£03 34+12 0,1£ 0,1

7,5 76960 199258 0,101 0603 23x05 0,3+ 0,2

10 694+63 264+60 00+00 07+04 33+11 0,4+ 0,2
Nao houve diferenca estatistica das variaveis entre os tratamentos (P> 0,05), 0=
Controle, 5= 5mM de LC, 7,5=7,5mM de LC, 10= 10mM de LC, T= Tratamentos, GCP
e GCD= Gota Citoplasmatica Proximal e Distal

4 DISCUSSAO

No presente estudo, embora nenhuma concentracao de LC testada tenha aumentado
a motilidade e a cinética espermatica, a concentracao de 10 mM LC reduziua MT e o

ALH comparado ao grupo controle.

O acréscimo de LC aos meios de congelamento de sémen de diversas espécies tem
apresentado efeitos benéficos sobre a qualidade do sémen. Em humanos, o sémen
congelado acrescido de 0,5 mg/ml de LC apresentou melhora da motilidade e vigor
espermaticos (Banihani et al., 2013). A adicdo de 5 mM de LC ao diluidor de sémen
congelado caprino aumentou o percentual de espermatozoides com MT e MP,
funcionalidade de membrana e reduziu a reagao acrossémica comparada ao controle
(Heidari et. al., 2022). Quando o sémen de coelho foi resfriado com o meio Tris com
0,5, 1 e 2 mM de LC foi observado aumento da motilidade e da integridade de
membrana espermatica (Sariézkan et. al, 2014). No mesmo estudo, a concentragao
de 2 mM de LC ainda reduziu a taxa de reacao acrossOmica in vitro dos
espermatozoides comparadas ao controle. A adicdo de 1mM de LC ao
espermatozoide equino pdés-descongelamento aumentou a cinematica (STR), a
concentragcdo de Ca*™ espermatico e a fertilidade in vivo, além de reduzir a
concentracao de nitrito (Lagares et al., 2021). Os autores concluiram que a LC tem
acao antioxidante e estimuladora do metabolismo do espermatozoide criopreservado

equino.
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E possivel que a diferenca entre os resultados positivos, em relacdo a motilidade e
cinematica espermatica relatados com outras espécies, possa ter relagdo com o
metabolismo espermatico de cada uma. A via metabdlica utilizada pelo
espermatozoide é definida pelas demandas e condigcboes do meio e do trato genital
feminino (Storey, 2008). Diferente de outras espécies mamiferas, o gerenciamento de
energia do espermatozoide canino, além da obtencao de energia de fontes externas,
se baseia na producado de energia para estoques intracelulares (Rodriguez-Gil e
Bonet, 2016). O espermatozoide canino possui grande capacidade para aumentar
seu metabolismo oxidativo quando adequadamente tratado, e no caso de haver uma
interrupgao do metabolismo oxidativo, ele pode se suprir pela via gliconeogénica
(Foutouhi e Meyers, 2022).

Alteracdes do equilibrio de LC e Acetil carnitina no sémen via acetil transferase
também podem modificar a motilidade espermatica (Hinton et al., 1981). O tratamento
do sémen com alta concentragao de LC pode alterar esse equilibrio, levando ao
aumento da concentragao de acetil carnitina e o consequente aumento de residuos
de acil. Nos espermatozoides, a relagao entre acetil-CoA e CoA livre é fundamental
para a producao de ATP e manutengao da motilidade (Calvin e Tubbs, 1976). Como
os residuos de acil estao disponiveis de forma limitada para a transferéncia de CoA,
o metabolismo do espermatozoide é inibido (Hinton et al., 1981). Uma alta proporg¢ao
de acetil-CoA para CoA livre inibe a piruvato desidrogenase, impedindo a producao
adicional de ATP por meio do ciclo do acido citrico (Jeulin e Lewin, 1996). Isso pode
ser observado no espermatozoide congelado equino imediatamente apés a adicao de
0,5, 1e 2 mM LC ao sémen pos- descongelamento acarretando redugdo da MT
(Lagares et al., 2021). Em alta concentracdo a LC suprimiu a absorgao de oxigénio,
do espermatozoide bovino (20 mM, Deana et al., 1989), ao contrario do
espermatozoide humano (Bohmer e Johansen, 1978), onde a demanda energética se

da principalmente pela via glicolitica.

Portanto, no presente experimento, € possivel que a redugao da MT com a adigao de
10 mM de LC ao sémen canino possa ter levado a uma mudanga da taxa metabdlica
do espermatozoide induzindo a modificagao da localizagao do suprimento dos
substratos energéticos (Chadt e Al-Hasani, 2020). A LC em alta concentragdo pode

ter suprimido a absorgao de oxigénio (Deana et al., 1989), e ao invés de usar a via da
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B oxidagao dos acidos, o espermatozoide canino pode ter convertido o piruvato a
lactato. Este possivelmente foi usado na via de gliconeogénese para a formagao do
estoque intracelular de glicogénio. Consequentemente, ao invés de aumentar a

MTcomo esperado, foi observada a redugao da mesma.

Outra possivel alternativa para a reducdo da motilidade espermatica com alta
concentracdo de LC no presente estudo, pode estar relacionada a alta relacao de
acetil-CoA intracelular: CoA livre, ndo permitido o restabelecimento do equilibrio inicial
(Golan et al., 1984).

No presente estudo, a reducédo do ALH nao foi acompanhada de redugéo do VCL e

aumento da LIN, portanto, provavelmente nao ocorreu hiperativagao espermatica.

Um aumento significativo do VCL e ALH e uma diminuicdo na linearidade sao
considerados indicativos de hiperativagdo espermatica (Verstegen et al.,, 2002;
Schafer-Somi e Aurich, 2007).

O espermatozoide canino pode usar diferentes vias metabdlicas, nas quais as
hexoses podem ser desviadas (Albarracin et al., 2004a) para a vias catabdlicas da
glicélise e do ciclo de Krebs, e sintese de glicogénio e o ciclo das pentoses fosfato
(Rigau et al., 2002; Ballester et al., 2000).

Portanto, no estudo atual, a reducdo do ALH com 10 mM LC pode estar relacionado
tambem a alteragOes das vias metabdlicas espermatica. Essas vias metabolicas sao
capazes de alterar a localizagao de proteinas transportadoras de substrato energético
(Bucci et al., 2010), reduzindo a motilidade espermatica. Outra possivel causa para
reducao da ALH é que tenha ocorrido o desequilibrio da proporcao de Acetil-CoA: CoA
livre inibindo a piruvato desidrogenase e impedindo a produgao de ATP via ciclo do

acido citrico (Jeulin e Lewin, 1996).

No presente experimento, as concentragbes de LC testadas nao influenciaram a taxa
de espermatozoides com membrana integra, com reagao acrossdmica, peroxidacao

lipidica e nem a producao de oxidantes em comparagao ao controle. No entanto, 10
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mM de LC protegeu mais a integridade de membrana que a concentragao de 7,5mM
de LC.

As espécies reativas ao oxigénio (ROS) sado continuamente produzidas durante
eventos fisiol6gicos normais e podem facilmente iniciar a peroxidacao dos lipidios da
membrana, levando ao acumulo de peréxidos lipidicos (Gilgin, 2006). Portanto,
mecanismos de redugao da disponibilidade de lipidios para peroxidagao, como o da
LC podem apresentar acao antioxidante beneficiando a viabilidade celular (Zhang et
al., 2016). A funcao protetora da LC ao espermatozoide também foi comprovada
atraves da interacao com os fosfolipidios da membrana e modulacéo da fluidez da
membrana plasmatica do espermatozoide de galo (Fattah et al., 2017). Outro
mecanismo antioxidante da LC é exercido através do transporte de grupos acetil do

piruvato para a matriz mitocondrial e o tamponamento da CoA livre (Guigin, 2006).

Uma vez que o espermatozoide canino pode usar a via de gliconeogénese, é possivel
que no experimento atual, excesso de piruvato e lactato produzidos como produtos da
glicolise e fosforilagao oxidativa tenham sido encaminhados para esta via.
Consequentemente, a LC nao teve agao antioxidante aditiva aos espermatozoides

comparada com meio diluidor utilizado no controle.

No presente experimento, optou-se pelo uso de 2% de gema de ovo no diluidor base
TRIS devido ao resultado semelhante da MT em um ensaio prévio comparando a 20%

de gema (dados nao publicados).

Na composigao do diluidor TRIS de sémen canino tem sido preconizada a
concentracao de 20% de gema de ovo (Silva et al., 2002). No entanto, testes
laboratoriais evidenciaram que alta concentragao de gema pode interferir bioquimica
e metabolicamente nas células espermaticas (Wall e Foot, 1999). Assim,
concentracbes mais baixas de gema de ovo tém sido adicionadas a diluidores de
sémen de espécies como a equina (2%, Pillet et al., 2008) e caprina (1,5%, Ritar e
Salamon, 1982).

No presente estudo, parece que o diluidor TRIS com 2% de gema de ovo preservou

as caracteristicas espermaticas avaliadas tao bem quanto quando foi adicionada a LC
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em baixas concentragées. No entanto, nas concentragoes testadas a LC nao levou a

um efeito benéfico aditivo ao diluidor modificado.

De acordo com o presente estudo foi possivel inferir que o diluidor TRIS com a
concentragédo de 2% de gema de ovo sem e com adicdo de LC em baixas
concentragbes protegeu de forma eficiente todos os pardmetros espermaticos
avaliados do sémen congelado caninos, sem aumento da produgao de oxidantes em

todos os tratamentos.

5 CONCLUSAO

O diluidor de sémen TRIS com 2% de gema de ovo protegeu de forma eficiente todos
0s parametros espermaticos avaliados do sémen canino congelado. No entanto, em
baixas concentracbes a LC nao apresentou efeito aditivo benéfico, e em alta

concentracéo a LC foi prejudicial a motilidade espermatica.
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