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RESUMO

Stella Maris Teobaldo Tironi. EFEITO DA ADICAO DE COENZIMA Q10 E
MELATONINA EM DILUENTE PROPOSTO PARA CONGELAQAO DE SEMEN
OVINO. Botucatu, 2022. 41 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, SP, Universidade Estadual
Paulista.

Durante a congelacdo seminal o estresse oxidativo pode influenciar
negativamente a qualidade espermatica. O objetivo desse experimento foi
observar o efeito da adicdo de Coenzima Q10 (CoQ10) e Melatonina no diluente
seminal sobre a qualidade espermética e taxa de prenhez em ovinos.
Experimento 1: Foram utilizados o ejaculado de 2 carneiros mesticos, em 5
repeticdes, formando 7 tratamentos: Controle (diluente puro), C1 (0,175mM de
CoQ10), C3 (0,35mM de CoQ10), C7 (0,7mM de CoQ10), M0O,5 (0,5mM de
melatonina), M1 (ImM de melatonina), M2 (2mM de melatonina). O sémen foi
avaliado pelo sistema computadorizado de analise espermatica (CASA) nos
momentos 0, 1, 2 e 3h, considerando motilidade total (MT), motilidade
progressiva (MP) e porcentagem de espermatozoides rapidos (RAP).
Experimento 2: Foram utilizados os ejaculados de 8 carneiros da raga Dorper,
em triplicata, testando-se 4 tratamentos: Controle (diluente puro), C1 (0,175mM
de CoQ10), C3 (0,35mM de CoQ10) e C7 (0,7mM de CoQ10). Foi realizada
analise espermatica completa pds-descongelacdo pelo CASA e andlise de
integridade e estabilidade de membranas plasmética e acrossomal, peroxidagao
lipidica, potencial mitocondrial e producdo de anions superéxido por citometria
de fluxo, nos momentos 0 e 2h. Foram inseminadas 198 ovelhas por meio de
laparoscopia, divididas em dois tratamentos: controle (n=98) e C7 (n=100), com
posterior diagndstico de gestacao. No experimento 1, todos os tratamentos foram
estatisticamente inferiores ao controle para o parametro MT. Para os parametros
MP e RAP, C1 mostrou-se estatisticamente igual ao controle, e os demais
tratamentos foram estatisticamente inferiores, quando comparados ao controle.
Todos os tratamentos de Melatonina foram significativamente inferiores, para
todos os parametros avaliados, em todos os momentos. Com relacdo aos
momentos, foi observado diferenca entre todos os momentos de avaliacéo, para
todos os parametros com queda linear entre os momentos. Conclui-se que 0s
tratamentos de CoQ10 foram ligeiramente superiores aos de Melatonina. No
experimento 2, os parametros MT, VAP e RAP do controle demonstraram
diferenca estatistica (p<0,05) entre os momentos Oh e 2h. C3 mostrou-se
superior estatisticamente para o parametro VAP, analisado pelo CASA. Os
animais 4, 7 e 8 demonstraram-se superiores para os parametros MT, MP e RAP,
sendo selecionados para a etapa de inseminacao artificial. No momento Oh da
citometria de fluxo, C7 demonstrou maior porcentagem de células com alto
potencial mitocondrial (p<0,05). No momento 2h, C1 e C7 foram estatisticamente
superiores e C3 inferior, comparados ao controle. Foi observada maior taxa de
prenhez para C7 (52%) quando comparado ao controle (38%). Conclui-se que a
CoQ10 é capaz de proteger a ceélula espermatica e, consequentemente,
aumentar a taxa de prenhez em ovinos.

Palavras-chave: antioxidante; carneiro; inseminagado artificial; prenhez;
gualidade seminal; sémen congelado.



ABSTRACT

Stella Maris Teobaldo Tironi. COENZYME Q10 AND MELATONIN EFFECTS IN
SEMINAL EXTENDER ON RAM SEMEN FREEZING. Botucatu, 2022. 41 f.
Thesis (Doctoral). Sdo Paulo State University (Unesp), College of Veterinary
Medicine and Animal Science, Campus Botucatu, Sao Paulo.

Oxidative stress can affect sperm quality during freezing. The aim of this
experiment was to observe the effect of Coenzyme Q10 (CoQ10) and Melatonin
addition in seminal extender on the sperm quality and pregnancy rate in sheep.
Experiment 1: Ejaculates of 2 crossbred rams were used in 5 repetitions, forming
7 treatments: Control (pure seminal extender), C1 (0,175mM of CoQ10), C3
(0,35mM of CoQ10), C7 (0,7mM of CoQ10), M0O,5 (0,5mM of melatonin), M1
(ImM of melatonin), M2 (2mM of melatonin). Semen was evaluated by computer-
assisted sperm analysis (CASA) at 0, 1, 2 and 3h, considering total motility (TM),
progressive motility (PM) and percentage of rapid spermatozoa (PRS).
Experiment 2: Ejaculates of 8 Dorper rams were used in triplicate, testing 4
treatments: Control (pure seminal extender), C1 (0,175mM of CoQ10), C3
(0,35mM of CoQ10) and C7 (0,7mM of CoQ10). Complete sperm analysis was
performed after thawing by CASA and analysis of integrity and stability of plasma
and acrosomal membranes, lipid peroxidation, mitochondrial potential and super
oxide anions production by flow cytometry at 0 and 2h. Altogether, 198 ewes were
inseminated by laparoscopy, divided into two treatments: control (n=98) e C7
(n=100), with subsequent pregnancy diagnosis. In experiment 1, all treatments
were statistically inferior to control for TM parameter. Group C1 was statistically
equal to control and other treatments were statistically inferior when compared to
control for parameters PM and PRS. All treatments with melatonin were
significantly lower, for all parameters evaluated at all moments. Regarding the
moments, a difference was observed between all the evaluation moments for all
parameters with a linear fall between the moments. It is concluded that CoQ10
were slightly superior to those of melatonin. In experiment 2 the parameters of
TM, VAP and PRS of control group showed a statistical difference (p<0,05)
between moments 0 and 2h. C3 group was statistically superior for the VAP
parameter, analyzed by CASA. Animals 4, 7 and 8 were superior for the
parameters TM, PM and PRS, being selected for artificial insemination stage. At
moment Oh in flow cytometry, C7 group showed a higher percentage of cells with
high mitochondrial potential (p<0,05). At 2h, C1 and C7 groups were statistically
higher and C3 lower compared to the control. A higher pregnancy rate was
observed for C7 (52%) when compared to the control (38%). It is concluded that
CoQ10 is able to protect sperm cell and increase the pregnancy rate in sheep
consequently.

Keywords: antioxidant; RAM; artificial insemination; pregnancy rate; seminal
guality; frozen semen.



CAPITULO 1



ADICAO DE COENZIMA Q10 E MELATONINA EM DILUENTE PARA
CONGELACAO DE SEMEN OVINO

1. INTRODUCAO

O espermatozoide ovino possui grande sensibilidade ao choque térmico,
sendo que apenas 40-50% destes resistem ao processo de
congelagcao/descongelacao (WATSON, 2000). Isso ocorre devido a maior taxa
de acidos graxos poli-insaturados e saturados, responsaveis pela fluidez da
membrana plasmatica, fazendo com que a relacao colesterol-fosfolipidios seja
menor nessa espeécie. Esse fato faz com que o espermatozoide sofra maior
injuria e desorganizacdo da membrana durante o processo de congelacdo, além
de ficar mais susceptivel & atuacéo de radicais livres (BICUDO et al., 2009).

Essa dificuldade em manter a célula espermatica com potencial fertilizante
apos o processo de congelacdo advém de algumas caracteristicas como a
mudancas na estrutura e funcéo dessas células durante e apés a congelacéo.
Algumas das caracteristicas afetadas nesse processo sdo: motilidade, atividade
respiratoria, status da membrana celular e a qualidade do DNA.

Alguns desses danos fisicos e quimicos que ocorrem na membrana
espermética sdo decorrentes da peroxidacao lipidica realizada pelas espécies
reativas de oxigénio (ROS) (BUYUKLEBLEBICI et al., 2014), que sdo
necessarias para o funcionamento celular, participando de processos
importantes, como a capacitacdo e hiperativacdo espermaticas, reacao
acrossomal e interacdo espermo-oocitaria. Entretanto, a geracdo de altas
concentracdes de ROS no sémen esta associada a altera¢des no funcionamento
celular, declinio da qualidade espermatica e fragmentacdo do DNA.

Sendo assim, deve se avaliar substancias que inibam ou minimizem
0 estresse oxidativo, como por exemplo, os antioxidantes, capazes de inibir,
reduzir, prevenir ou interceptar a oxidacdo ou reparar a acao dos oxidantes e,
consequentemente, aumentar a capacidade fecundante dos espermatozoides
(COSTA et al., 2016), tais como a Coenzima Q10 e a Melatonina.

A Coenzima Q10 (CoQ10) é soluvel em gordura e representa um
importante antioxidante lipidico na cadeia respiratoria mitocondrial. Isso pois a
CoQ10 fornece fosfolipidios na membrana celular e protege a membrana
plasmatica do espermatozoide (ERNSTER; DALNER, 1995).
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A melatonina, horménio natural, participa de varias etapas da
fisiologia espermatica, melhora a viabilidade e a fertilidade dos espermatozoides
guando adicionado a diluentes seminais (MEDRANO et al., 2017).

Diante do exposto, o objeto deste estudo foi avaliar se o efeito da
capacidade antioxidante da CoQ10 e da Melatonina, adicionadas a meios

diluentes, melhoraria a qualidade do sémen de ovinos apds a descongelacao.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Espécies reativas de oxigénio e funcao espermatica

Os espermatozoides, ceélulas altamente especializadas, sédo divididos
morfologicamente em cabeca, onde se aloja o DNA; peca intermediaria onde
estdo as mitocondrias, essenciais para a producdo de energia necessaria para
a movimentacdo das células espermaticas; e cauda (flagelo), responsavel pela
motilidade celular (BRITO, 2007).

As células sdo recobertas em sua totalidade por uma membrana
plasmatica, formada por duas camadas de fosfolipidios, composta por diversas
proteinas, lipidios, glicolipidios e glicoproteinas intercaladas nesta estrutura
(SINGER; NICHOLSON, 1972).

Fisiologicamente, a célula espermatica passa por alteragcbes na
membrana, principalmente durante a capacitacdo espermatica e reacdo
acrossomal, no momento da fertilizacdo. Desse modo, o0 processo de congelacéo
também induz alteragBes, deixando o espermatozoide sujeito a fatores
estressantes como: formacgéao e dissolucdo de cristais de gelo, desidratacao,
aumento da concentracdo dos solutos, transicdo de fase dos fosfolipidios da
membrana, estresse osmotico e téxico pela adicdo e remocdo de crioprotetores
(BORTOLOZZO et al., 2008).

Mais especificamente, o processo de congelacéo causa fluidez e aumento
da permeabilidade das membranas e da producédo de ROS, fazendo com que a
célula aja como se estivesse iniciando o processo de capacitacdo espermatica,
s6 que neste momento, precocemente (THOMAS et al., 2006). Além disso, estas
células ndo possuem quantidade suficiente de antioxidantes e substancias
capazes de manter o equilibrio entre os sequestradores e geradores de ROS
(SHAFIEI et al., 2015).
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Os metabdlitos reativos do oxigénio sdo substancias que apresentam
namero impar de elétrons, sendo altamente energéticos e instaveis (MAIA et al.,
2010). O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre o sistema de
defesa antioxidante e a producdo de ROS (radicais livres de oxigénio, que
possuem um ou mais elétrons livres), que séo instaveis e altamente reativas,
agindo, geralmente, nos acidos graxos presentes na membrana plasmatica dos
espermatozoides (HAMMERSTEDT et al., 1990).

Dentre as ROS, podemos citar o &nion superoxido, gerado pela adi¢cao de
um elétron ao O2 na cadeia respiratoria, que ocorre na membrana mitocondrial

espermatica, conforme Figura 1.

0,+ ¢ == 0,

(elétron)
Figura 1. Formacdo do radical
superéxido (0O27) a partir da
incorporagéo de um elétron livre ao
oxigénio (0O2) (SILVA et al., 2013).

O radical superéxido € pouco reativo, porém, participa da formacéo de
outro radial livre de alto potencial reativo, o peroxido de hidrogénio, conforme
Figura 2 (NOGUEIRA et al., 2013).

SOD
20,” + 2H* === H,0, + O,

Figura 2. Esquema da formacédo do perdxido de
hidrogénio (H202), pela acdo da superoxido
dismutase (SOD) (SILVA et al., 2013).

O peroxido de hidrogénio ndo é considerado um radical livre, por ndo
apresentar um elétron desemparelhado, porém, possui alta toxicidade para as
células (FERREIRA; MATSUBAR, 1997).

Por fim, o radical hidroxila (OH"), considerado o mais reativo em sistemas
biolégicos. Formado a partir do H202, conforme Figuras 3 e 4, possui capacidade
de atravessar as membranas, reagindo com moléculas como lipideos
insaturados e DNA (TURRENS, 2003).
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L]
|eldtrom)

H,0, + Fe?*/Cu* == OH"® + OH™ + Fe3*/Cu®

M
H,0

Figura 3. Formacé&o do radical hidroxil (OH.) pela reacéo de
Fenton (SILVA et al., 2013).

L]
[=létran)

YA
H,O0, + O, == OH*+OH + 0O,
WM

H,0

Figura 4. Formacédo do radical hidroxil (OH.) pela reacéo
de Haber-Weiss (SILVA et al., 2013).

Hé evidéncias de que a capacitacdo espermatica € um processo oxidativo,
no qual pequenas quantidades de ROS sao necessarias para que ela aconteca
(GUERRA et al., 2004). Eventos induzem o espermatozoide a um estado de
hiperativacéo. Nestas condic¢des, ele passa pelo processo de rea¢gao acrossomal
fisioldgica, adquirindo a habilidade de fecundar (SAALU, 2010).

Maia et al. (2010) avaliaram o envolvimento das ROS na capacitacao
espermatica em bovinos e ovinos e observaram que os niveis de H202 foram
aumentados apoés indugdo a capacitacdo espermatica.

As ROS estao relacionadas a danos na membrana e no DNA espermaético,
0 que pode afetar a motilidade destas células, sua capacidade fertilizante,
prejudicar a distribuicdo do material genético paterno, faléncia dos mecanismos
de troca de metabdlitos e morte celular (EL-BELTAGI; MOHAMED, 2013).

2.2 Antioxidantes

Véarios pesquisadores tém estudado a adicdo de antioxidantes nos
diluidores seminais, como o acido ascoérbico, quercetina e a melatonina, para
manter o equilibrio oxidativo, visando melhorar a qualidade espermatica do
sémen pés-congelado (SOUZA et al., 2016; MEDRANO et al., 2017; BORGES
et al., 2020).
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E nitida a importancia das ROS na reproducdo, agindo direta e
fisiologicamente na capacitacéo e reacao acrossomal dessas células, entretanto,
a sua producao exagerada é prejudicial ao espermatozoide (RODELLO, 2010).

O ejaculado possui um sistema “redox”, que combina a ag&o antioxidante
do plasma seminal e dos espermatozoides. Existem antioxidantes que agem de
maneira enzimatica, como a superoxido dismutase, glutationa redutase,
glutationa peroxidase e catalase; e de forma ndo enziméatica, como a glutationa
reduzida — GSH, urato, &acido ascorbico, vitamina E, taurina, hipotaurina,
guercetina, melatonina, coenzima Q10, carotenoides e ubiquinonas (RODELLO,
2010).

A Coenzima Q10 (CoQ10) é um antioxidante lipossoluvel, que atua em
diversos sistemas bioldgicos promovendo energia, através do transporte de
elétrons e protons na membrana mitocondrial. Segundo Nohl et al. (1998) esta
coenzima pode ser encontrada em todas as membranas celulares de mamiferos
na forma reduzida (ubiquinol) e na forma oxidada (ubiquinona), prevenindo a
peroxidacgdo lipidica (CAROCHO; FERREIRA, 2013) e neutralizando radicais
lipidicos (TURUNEN et al., 2004).

Alguns antioxidantes estdo presentes naturalmente no plasma seminal,
como por exemplo a CoQ10 e a melatonina. Eles protegem os espermatozoides
contra as ROS oriundas de espermatozoides anormais, eliminam ROS formadas
por leucdcitos, previnem a fragmentacdo do DNA, reduzem as crioinjurias e
bloqueiam a capacitacdo espermatica prematura (CAROCHO; FERREIRA,
2013).

Na célula espermatica, a maior concentracdo de CoQ10 ocorre nas
mitocondrias presentes na peca intermediaria, local de intensa producdo de
energia. Portanto, todo o processo de sintese de ATP do gameta masculino €
dependente da disponibilidade deste cofator, e uma deficiéncia do mesmo pode
resultar em reducéo da motilidade espermética (DATTA et al., 2009).

A adicdo desse composto ja foi estudado no sémen congelado de touros e
caprinos, prevenindo a peroxidacdo lipidica e a fragmentacdo do DNA
espermatico, além de manter os parametros cinéticos, aumentar o percentual de
motilidade progressiva e integridade de membrana plasmatica (DATTA et al.,
2009; GUALTIERI et al., 2014).
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Essa acdo protetora esta relacionada a manutencdo ou aumento da
motilidade espermatica e prevencao tanto da fragmentacédo da cromatina, quanto
da LPO (CARNEIRO, 2017). Contudo, ha deficiéncia de estudos avaliando os
efeitos da utilizacdo da CoQ10 sobre a qualidade espermatica na espécie ovina.

A melatonina € uma indolamina que possui alta solubilidade em lipideos,
sendo assim, passa facilmente por difusdo da circulacdo periférica para outros
fluidos ou células. Tem sido observado que a melatonina neutraliza ROS e
nitrogénio, expressando essa funcdo em concentracbes fisioldgicas ou
farmacoldgicas (CARPENTIERI et al., 2012).

A melatonina atua como antioxidante natural, protegendo os
espermatozoides contra o estresse oxidativo. Ela é capaz de interagir com uma
variedade de ROS, bem como possui capacidade de reciclar diversos
antioxidantes oxidados, entre eles as vitaminas C e E, glutationa e NADH
(CEBRIAN-PEREZ et al., 2014).

Na célula espermatica, a melatonina tem sido associada a prevencédo da
capacitacao precoce e apoptose, aumento da concentracdo intracelular de ATP,
motilidade total e progressiva do sémen e das taxas de fertilizagdo in vitro,
preservacao da integridade do DNA e melhora da morfologia espermatica em
ovinos (CASAO et al., 2010; ORTIZ et al., 2011; SOUZA, MORAES e TONIOLLI,
2017; PENTEADO et al., 2020).

3. CONSIDERACOES GERAIS

O espermatozoide € uma célula altamente especializada, porém
bastante sensivel as alterac6es do ambiente. Essa célula possui sistema de
obtencdo de energia aerébio, através da producdo de ATP gerada nas
mitocondrias. Com a metabolizacdo de oxigénio neste momento, sao
produzidas também as espécies reativas de oxigénio, potentes oxidantes para
a célula.

Muitas das vezes, a célula consegue equilibrar essa reacéo oxidativa,
utilizando seus prépios agentes antioxidantes naturais. Entretanto, quando
iISs0 ndo ocorre em quantidade suficiente, principalmente durante o processo
de congelacdo seminal, instala-se o estresse oxidativo. E com esse intuito,
gue muitos autores vem testando a adicdo de antioxidantes ao diluente

seminal. Dentre eles, podemos citar a Coenzima Q10, antioxidante
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lipossoluvel, que atua em diversos sistemas biolégicos promovendo energia,
através do transporte de elétrons e protons na membrana mitocondrial,
prevenindo a LPO e neutralizando radicais lipidicos, e a Melatonina, capaz de
interagir com uma variedade de ROS, além de possuir capacidade de reciclar
diversos antioxidantes oxidados, entre eles as vitaminas C e E, glutationa e
NADH.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral
» Avaliar os efeitos de antioxidantes sobre a sobre a qualidade espermética

guando adicionados a diluente comercial para congelacdo de sémen ovino.

5.2 Objetivos Especificos

» Determinar o efeito da adicdo de Coenzima Q10 e Melatonina no diluente
proposto para congelamento de sémen ovino nos parametros cinéticos avaliados
pelo Sistema Computadorizado de Analise Espermatica (CASA) e sobre a
integridade das membranas plasmética e acrossomal, estabilidade de
membrana, potencial mitocondrial, producdo de anions superoxido e

peroxidacao lipidica, avaliados pelo citdbmetro de fluxo;

» Verificar se a adicdo de Coenzima Q10 no diluente seminal aumenta a

taxa de prenhez em ovinos.
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Resumo

O sémen congelado de ovinos ainda possui baixa qualidade, tendo como
um dos fatores o estresse oxidativo. O objetivo deste experimento foi verificar
a adicao de Coenzima Q10 (CoQ10) e Melatonina no diluente para congelacao
de sémen ovino.

Foi utilizado sémen de dois carneiros mesticos, em 5 repeti¢cdes, divididos
em 7 tratamentos: Controle (diluente puro), M0,5 (diluente adicionado de 0,5
mM de melatonina), M1 (1 mM de melatonina), M2 (2 mM de melatonina), C1
(diluente adicionado de 0,175 mM de CoQ10), C3 (0,35 mM de CoQ10) e C7
(0,7 mM de CoQ10). O sémen foi analisado no sistema computadorizado de
analise espermética apds descongelacédo, nos momentos 0, 1, 2 e 3h.

Todos os tratamentos foram estatisticamente inferiores ao controle para
0 parametro MT. Para os pardmetros MP e RAP, C1l mostrou-se
estatisticamente igual ao controle, e o0s demais tratamentos foram
estatisticamente inferiores, quando comparados ao controle.Todos o0s
tratamentos de Melatonina foram inferiores, para todos os parametros
avaliados, em todos os momentos. Com relacdo aos momentos de avaliacao,
foi observado diferenca entre todos os momentos de avaliacdo, para todos 0s
parametros, com queda linear entre 0s momentos.

Conclui-se que, embora a adicdo de CoQ10 e Melatonina ndo foram
eficazes em manter ou melhorar a qualidade espermatica ap6s o teste de
termoresisténcia. Adicionalmente, os tratamentos de CoQ10 foram
ligeiramente superiores aos de Melatonina.

Palavras-chave: antioxidante; ovino; reproducdo; sémen congelado;
termoresisténcia.
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1. Introducéo

A utilizacdo de sémen congelado € uma biotécnica largamente utilizada e
traz como vantagens a facilidade de transporte e armazenamento por periodos
prolongados, permite a comercializagdo e utilizagdo dos mais diversos doadores,
conforme o interesse do produtor, além de oferecer um controle de propagacao
de doencas e contaminantes (FERNANDES, 2012).

O procedimento de congelacdo e descongelacédo gera modificacbes na
estrutura da célula espermatica, induzidas em alguns casos, pela ocorréncia de
eventos oxidativos. A perda de motilidade apds o processamento do sémen foi
descrita como sendo decorrente principalmente do estresse oxidativo,
desencadeando uma menor resisténcia das células a essas substancias (MAIA,
BICUDO, 2009).

Todos os sistemas bioldgicos geram espécies reativas de oxigénio (ROS)
naturalmente, como: anions superoxido (O2°), hidroxiperoxila (HO2*), hidroxila
(OH*), peréxido de hidrogénio (H202) e Oxido nitroso (NO°). Elas séo
necessarias para o funcionamento das células e processo de fertilizagéo, porém,
guando produzidos em excesso sobrecarregam as defesas antioxidantes dos
espermatozoides, prejudicando o funcionamento fisioldégico das células levando
ao estresse oxidativo (NORDBERG; ARNER, 2001).

Existem dois sistemas capazes de proteger as células dos efeitos
deletérios da formacao de ROS: enzimatico e ndo enzimatico. A Coenzima Q10
e Melatonina sao substancias antioxidantes ndo enziméaticas. Datta et al. (2009)
verificaram maior percentual de motilidade progressiva e integridade de
membrana plasmatica utilizando 30 mg/mL de Coenzima Q10 (0,35 mM) em
caprinos. Em ovinos, entretanto, ha pouca informacéo a respeito da utilizacéo e
dos efeitos da CoQ10 sobre espermatozoides da espécie.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade antioxidante da
Melatonina e da Coenzima Q10 adicionadas ao diluente seminal sobre a

qualidade espermatica do sémen de ovinos.

2. Material e métodos
Este trabalho foi desenvolvido de acordo com as premissas e aprovagao
do Comité de Etica da Universidade Estadual Paulista de Botucatu (FMVZ -
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UNESP), atendendo aos principios éticos e de bem-estar animal (protocolo n°
244/2018).

O experimento foi conduzido no Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, S&o Paulo.

2.1 Amostras

Foram utilizados os ejaculados de dois carneiros adultos mesticos,
saudaveis e aptos a reproducdo (CBRA, 2013). Os animais foram mantidos
confinados, recebendo agua e suplemente mineral ad libitum, silagem de milho

e suplementacao com farelo de soja e milho.

A colheita do sémen foi realizada utilizando vagina artificial modelo curto,
aquecida a 42°C, com auxilio de uma ovelha em estro, como manequim. Foram
realizadas cinco colheitas de cada animal com intervalo de 48 horas entre elas,

durante o periodo reprodutivo da espécie.
2.2 Diluicado seminal e delineamento experimental

O sémen dos dois carneiros foi fracionado em diluente contendo os
antioxidantes a serem testados, de acordo com cada concentracdo dos
tratamentos. O diluente base utilizado foi o Botubov® (Botupharma, Botucatu,

Brazil).

Foram testados sete tratamentos: Controle (diluente puro); C1 (0,175 mM
de CoQ10); C3 (0,35 mM de CoQ10); C7 (0,7 mM de CoQ10); M0,5 (0,5 mM de
melatonina); M1 (1 mM de Melatonina) e M2 (2 mM de melatonina), utilizando
metodologia de Succu et al. (2011). As doses foram escolhidas com base no
trabalho de Datta et al. (2009) e Succu et al. (2011), que verificaram maior
percentual de motilidade progressiva e integridade de membrana plasmética
utilizando 0,35 mM de CoQ10 em caprinos; e maiores resultados para viabilidade
espermatica, motilidades total e progressiva, porcentagem de espermatozoides
rapidos e integridade de DNA, adicionando 1mM em diluente seminal para
ovinos. Este trabalho testou as doses mencionadas acima, metade e o dobro,
para cada antioxidante.

Para concentracdo, diluicdo, avaliacdo e envasamento, o sémen foi

manipulado na proporgédo 1:400, conforme Rodello (2006).
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2.3 Congelacéo do sémen

O sémen foi congelado por método automatico, utilizando a congeladora
automatica TK3000® (TK Tecnologia, Uberaba, Brasil), conforme metodologia
utilizada por Rodello (2006).

2.4 Avaliacdo espermatica

O sémen foi descongelado e avaliado pelo sistema computadorizada de
andlise espermatica (Hamilton Thorn Research — IVOS® 12, Beverly,
Massachussetts, USA) em quatro momentos, sendo 0, 1, 2 e 3h, utilizando uma
metodologia que levou em consideracdo os parametros cinéticos: motilidade
total (MT), motilidade progressiva (MP) e porcentagem de células com

movimento rapido (RAP), conforme descrito por Salgado (2020).

Durante a primeira e a segunda avaliagdo, a amostra descongelada no
momento Oh, foi mantida incubada em micro tubo aquecido em banho-maria

seco a 37°C até ser avaliada no momento 2h.

2.5 Analise estatistica

Para andlise estatistica dos parametros analisados pelo CASA foram
calculados média e desvio padrdo, considerando os tratamentos e 0s
momentos. Para analisar quais tratamentos diferenciam estatisticamente entre
si, foram testadas as diferencas observadas por meio de contrastes dos
parametros e aplicando-se o Teste Tukey-Kramer. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o software estatistico SAS versdo 9.3,

considerando o nivel de significancia do teste igual a 5% (p< 0.05).

3. Resultados

Com relacdo aos parametros motilidade total, motilidade progressiva e
porcentagem de espermatozoides rapidos observou-se que a maioria dos
tratamentos com coenzima Q10 e melatonina foram inferiores ao controle,

como pode ser observado nas Tabelas 1, 2 e 3.
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Tabela 1. Porcentagem média e desvio padrdo dos valores obtidos pelo CASA de
motilidade total (MT) do sémen ovino descongelado nos momentos 0, 1, 2 e 3h, incubados
a 37°C de 2 carneiros com 5 ejaculados de cada (n=10).

Tratamentos/ o0 1 c3 c7  MO5 M1 M2 Mediados
Momentos momentos
oh 69+1,8 56+3,7 55+3,8 56445 51432 50435 43+3,9 54+4, 33
1h 55457 49+4,6 47436 46434 39428 3369 20430 43+4,3b
2h A5+41 30+45 40433 36+4,0 32437 24+35 28445 35+4.3¢
3h 30444 35:4,7 29420 24432 27420 27+54 17438 28+4,3¢
Média do

52+4,42 45+4,4° 42+4,4° A1+4,4 37+4,4P 33+4,40 29+4,4P
tratamento

*Letras diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica entre os tratamentos, quando
comparados ao controle. Letras diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica entre os
momentos 0, 1, 2 e 3h. (p < 0,05) C1= 0,175 mM de coenzima Q10, C3= 0,35 mM de coenzima Q10,
C7=0,7 mM de coenzima Q10, M0,5= 0,5 mM de melatonina, M1= 1 mM de melatotina e M2= 2 mM de
melatonina, CASA= Sistema computadorizado de analise espermatica.

Tabela 2. Porcentagem média e desvio padrdo dos valores obtidos pelo CASA de
motilidade progressiva (MP) do sémen descongelado nos momentos 0, 1, 2 e 3h, incubados
a 37°C de 2 carneiros com 5 ejaculados de cada (n=10).

Tratamentos/ 010 1 c3 c7  MO05 M1 M2 Mediados
Momentos momentos
oh 37158 30£6,6 3177 31t115 20452 20+79 2456 30+13°
1h 30£10,7 28477 26+49 2460 20445 10+110 17450 24+1.3b
2h 26464 2387 22473 22471 19407 14467 15466 20+1,3°
3h 24499 21+10,3 15458 14+55 16484 16+12,7 8473 16413
Média do

29+1,52 26+1,52 24+1,5° 23+1,5° 21+1,5° 19+1,5° 16+1,5°
tratamento

*Letras diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica entre os tratamentos, quando
comparados ao controle. Letras diferentes ha mesma coluna significam diferenca estatistica entre os
momentos 0, 1, 2 e 3h. (p<0,05) C1= 0,175 mM de coenzima Q10, C3= 0,35 mM de coenzima Q10, C7=
0,7 mM de coenzima Q10, M0,5= 0,5 mM de melatonina, M1= 1 mM de melatotina e M2= 2 mM de
melatonina, CASA= Sistema computadorizado de andlise espermética.

Tabela 3. Porcentagem média e desvio padrédo dos valores obtidos pelo CASA de
porcentagem de espermatozoides rapidos (RAP) do sémen descongelado nos momentos
0, 1, 2 e 3h, incubados a 37°C de 2 carneiros com 5 ejaculados de cada (n=10).

Tratamentos/ -\ 010 1 c3 c7  MO5 M1 M2 Mediados
Momentos momentos
oh 49+52 3884 39:85 40:116 37465 35:78 30£81 38+21°
1h 38+13,9 35+118 32+7.6 30483 24456 23+157 20466 29+21P
2h 32477 28+12,0 26487 25489 224100 16480 18400 24+21°
3h 28+11,6 23+110 17+6,8 17489 18+89 184150 9492  19+2.1¢
Média do

37+2,22 31+2,23 29+2,2° 28+2,2° 25+220 23+2,2P 19+2,2°
fratamento

*Letras diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica entre os tratamentos, quando
comparados ao controle. Letras diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica entre os
momentos 0, 1, 2 e 3h. (p<0,05) C1= 0,175mM de coenzima Q10, C3= 0,35mM de coenzima Q10, C7=
0,7mM de coenzima Q10, M0,5= 0,5mM de melatonina, M1= 1mM de melatotina e M2= 2mM de
melatonina, CASA= Sistema computadorizado de analise espermatica.
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Quando analisada a média dos tratamentos em todos os momentos
observou-se que para o parametro MT, todos os tratamentos foram inferiores
estatisticamente, quando comparados ao controle.

Para os parametros MP e RAP, C1 mostrou-se estatisticamente igual ao
controle. Para estes mesmos parametros, C3, C7, M0,5, M1 e M2 foram
estatisticamente inferiores, quando comparados ao controle.

Analisando-se separadamente os tratamentos de Melatonina, quando
comparados ao Controle, todos os tratamentos foram significativamente
inferiores, para todos os parametros avaliados, em todos os momentos.

Para Melatonina, observou-se também certa linearidade na queda dos
valores, ao passo que a concentracao dessa substancia foi aumentada. Ou seja,
quanto maior a adicdo de melatonina, menores os valores dos parametros
avaliados, demonstrando queda da qualidade espermatica.

Com relacdo aos momentos 0, 1, 2 e 3h, para MT, MP e RAP pode-se
observar que todos os momentos tiveram diferenca estatistica, tanto quando
comparados com o momento Oh como também quando comparados entre si,
observando-se lineariadade na queda dos valores analisados, de acordo com o
passar dos momentos.

Adicionalmente, o estudo demonstrou que apés 1h de estresse térmico
ja é possivel observar diferenca por acdo das ROS, em comparacdo ao

momento Oh.

4. Discusséo

O espermatozoide ovino possui maior predisposicdo as injurias e
desorganizacdo da membrana durante o processo de congelagéo, estando mais
susceptivel a atuacao de radicais livres. Este fato esta atrelado a maior taxa de
acidos graxos poli-insaturados em sua membrana plasmatica (BICUDO et al.,
2009).

Neste estudo, todos os tratamentos tiveram resultados de motilidade total
inferiores ao controle. Durante a congelagéo, a célula espermética encontra-se
com quantidade de citoplasma reduzida e, consequentemente, a quantidade de
antioxidantes e substancias capazes de manter o equilibrio oxidativo também.
Ou seja, a quantidade insuficiente de antioxidantes no citoplasma celular pode

ter afetado diretamente a motilidade espermatica (SHAFIEI et al., 2015).
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Comparando as concentracfes de CoQ10 utilizadas neste trabalho, C1,
ou seja, a menor concentracao testada, se equiparou ao controle, enquanto as
demais tiveram resultados inferiores. Isso foi observado também por Saeed et
al. (2016), ao verificarem melhorias na qualidade seminal ao adicionar baixas
concentracfes de CoQ10 (20 uM e 30 puM), melhorando motilidade e viabilidade
espermatica em bovinos e bubalinos.

Essa acéo protetora da CoQ10 esté relacionada & manutengdo ou
melhora da motilidade espermatica e prevencdo tanto da fragmentacdo da
cromatina, quanto da peroxidacao lipidica (CARNEIRO, 2017).

Todos os tratamentos e parametros analisados de melatonina foram
inferiores ao controle, ou seja, declinaram a qualidade espermatica. Os
resultados foram inversamente proporcionais a quantidade adicionada ao
diluente. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por Borges et
al. (2020) que, ao adicionarem maiores concentracdes de Quercetina, também
antioxidante, menor era cinética espermatica e a integridade de membrana em
caprinos.

Entretanto, acredita-se que ndo houve efeito toxico da melatonina, uma
vez que Succu et al. (2011) obtiveram bons resultados utilizando dosagem
idéntica. Neste caso, pode ter ocorrido um efeito individual antioxidante/animal,
assim como encontrado por CARNEIRO (2017) em garanhdes, onde o
antioxidante testado expressou seu efeito benéfico apenas em animais de
baixa qualidade espermatica, ndo sendo demonstrado neste experimento, uma
vez que todos o0s animais estavam aptos a reproducao.

Com relagdo aos momentos analisados, observou-se uma queda linear
na qualidade espermética inversamente proporcional aos momentos. Como
esperado, iSso ocorre pois o processo de congelacéo causa fluidez e aumento
da permeabilidade das membranas e da producdo de ROS durante e apds o
processo de congelacdo. Isso faze com que a célula entenda que ela esta
entrando em processo de capacitacdo espermatica s6 que, neste momento,
precocemente, diminuindo entdo a qualidade esperméatica (THOMAS et al.,
2006).

Os tratamentos de CoQ10 mostraram-se superiores aos de melatonina,
demonstrando tendéncia (p = 0,05) em melhorar a qualidade espermatica,

sendo necessario mais estudos para compreender o efeito a adicdo dessas
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substancias sobre a célula espermatica em ovinos.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de
Financiamento 001.
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Abstract

One of the low pregnancy rate responsible factors is that the using frozen semen
in sheep because of the oxidative stress criated by the process. This experiment
purpose was to test the effects of adding coenzyme Q-10 (CoQ10) in seminal
extender on sperm quality and pregnancy rate of sheep. In this study were used
ejaculates from 8 Dorper rams in reproduticve age. And was tested in 4
treataments: Control (Botubov® puro), C1 (0,175 mM of CoQ10), C3 (0,35 mM of
CoQ10) and C7 (0,7 mM of CoQ10). Samples were collected in triplicate from
each animal and sperm analysis was performed by CASA after thawing at Oh and
2h moments. The samples were also analyzed by flow cytometry about the
plasma and acrosomal membranes integrity and stability, lipid peroxidation,
mitochondrial potential and superoxide anions production. Altogether 198 ewes
were inseminated by laparoscopy and divided into two groups: control (n=98) and
C7 (n=100). The pregnancy diagnosis was performed at 30 days. The TM, VAP
and FMS parameters of control group showed difference (p<0.05) between 0Oh
and 2h, indicating there was enough time to compare changes caused by heat
stress. The C3 group was superior for the VAP parameter analyzed by CASA.
Animals 4, 7 and 8 parameters of TM, PM and FMS were superior, being selected
for the artificial insemination stage. At flow citometry Oh moment, C7 group
showed higher percentage of cells with high mitochondrial potential (p<0.05). At
2h moment the groups C1 and C7 were superior and C3 inferior, compared to the
control. A higher pregnancy rate was observed in C7 (52%) when compared to
the control (38%). Overall, it can be concluded that CoQ10 is able to protect
sperm cell and consequently increase pregnancy rate in sheep.

Key words: computer analysis; antioxidant; flow cytometry, atificial
insemination; laparoscopy.
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1. Introduction

Artificial insemination is the method of choice for rapid genetic spread.
This technique must have the greatest possible efficiency in order to obtain a
significant number of descendants with high genetic merit and that justify its
implementation in the production system [1].

Freezing process interferes on sperm quality and viability. This process
steps includes dilution, refrigeration, freezing and thawing, these steps reduce
the fertilizing capacity of sperm used in artificial insemination [2].

Oxidative stress, which occurs both in freezing and thawing induces
generation of high concentrations of reactive oxygen species (ROS), producing
lipid peroxidation which directly influence sperm quality and pregnancy rate in
sheep [3, 4].

Searching to improve sperm quality in frozen semen some authors have
studied the antioxidants addition in seminal extenders [5, 6, 7, 8]. One of the
potent antioxidants is Coenzyme Q10 (CoQ10), a fat-soluble substance that
acts in several biological systems generating energy through electrons and
protons transport in mitochondrial membrane [9].

This coenzyme can be found in all mammalian cell membranes,
preventing lipoperoxidation (LPO) and neutralizing lipid radicals [10]. The
highest concentration of CoQ10 occurs in the mitochondria present in the
middle piece of sperm cell, a site of intense energy production [11].

This compound has already been shown to be efficient in preventing
sperm DNA fragmentation and maintaining kinetic parameters in bulls and
greater motility and plasma membrane integrity in goats [11, 12, 13, 14].
However, there is a lack of studies evaluating the CoQ10 effects on sperm
freezing and sperm quality in sheep.

The objective of this study was to evaluate Coenzyme Q10 influence, as
an antioxidant at different concentrations, on semen freezing, to analyse sperm

quality and pregnancy rate in sheep.

2. Material and methods
This work was carried out at Endocrinology Laboratory of Animal
Reproduction and Veterinary Radiology Department at College of Veterinary

Medicine and Animal Science, in the Paulista State University (UNESP),
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Botucatu, Sao Paulo, latitude 22° 53’ 09” S, longitude 48° 26' 42" W, 800 m of
altitude, under approval by the Ethics Committee of the same University, protocol
No. 244/2018.

2.1 Animals
Ejaculate of eight Dorper rams, aged between 3 and 4 years, healthy and
capable of reproduction was used [15]. Animals were maintained confined,

receiving corn silage, water and mineral supplement ad libitum.

2.2 Seminal collection

Three semen collections were performed from each animal with 48 hours
of interval during reproductive season, using a short model artificial vagina heated
at42° C. To assist in the technique was used a ewe in estrus, estrogenized with

600ug of 17B-estradiol (Botupharma®, Botucatu, Brazil) 24 h before the time of
collection.

For microscopic evaluations, 20 pL of semen was diluted in 1 mL of
Botubov® extender prewarmed to 37°C. Semen was diluted to obtain the

concentration and evaluated according to Rodello [16].

2.3 Seminal dilution

Semen was diluted in Botubov® (Botupharma, Botucatu, Brazil). Four
treatments were tested: Control (pure seminal extender); C1 (0,175mM de
CoQ10); C3 (0,35mM de CoQ10) e C7 (0,7mM de CoQ10), diluted according to
Datta et al. [11]. These CoQ10 concentrations used in this experiment were
based on the findings of Datta et al. [11], in which they found a higher percentage
of progressive motility and plasma membrane integrity using C3 dosage of
CoQ10 in goats. Semen was diluted and packaged according to Salgado [7].

2.4 Seminal freezing

Minitiib® 518C was used for the cooling stage in which the reeds were
arranged horizontally on the support, were they remained for 3 hours.
Subsequently, the support was transferred to polystyrene box with a capacity of

44 liters containing liquid nitrogen. So, the straws were exposed to a height of
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three centimeters of liquid nitrogen vapor, in a horizontal position for 20 minutes.
Then, they were submerged in liquid nitrogen, placed in racks and stored in

cryogenic cylinders for further analysis.

2.5 Sperm evaluation

Samples were thawed at 37°C for 30 seconds and analyzed in two
moments, 0 and 2h. Between the first and second evaluations sample was kept
incubated in a heat microtube in a dry water bath at 37°C until it was evaluated
at 2h.

Sperm quality was verified by computerized sperm analysis system

(CASA), according the methodology described by Salgado [7].

Equipment BD LSR Fortessa (Becton Dickinson®, Mountain View, CA, USA)
was used for sperm evaluation by flow cytometry. The samples were diluted in
TALP-PVA, modified [17]: 100mM NacCl, 3,1mM KCI, 25,0mM NaHCO3, 0,3mM
NaH2PO4, 21,6mM sodium DL-lactate 60%, 2,0mM CaCl2, 0,4mM MgClI2,
10,0mM acid Hepes-free, 1,0mM sodium pyruvate, 1,0mg/mL polyvinyl alcohol-
PVA and 25ug/mL gentamicin) in the concentration of 5x108 sperm/mL, plus
Hoescht 33342 (7uM; 14533, Sigma Aldrich®) to eliminate non-cellular particles.

A methodology according to Freitas-DellAqua was used to evaluated
plasma and acrosomal membrane integrity [18]. To evaluate membrane
destabilization, mitochondrial potential and super oxide (O2) production on
mitochondrial matrix was used the methodology described by Freitas-Dell’Aqua
et al. [19]. For lipid peroxidation, a protocol according to Guasti et al. [20], using
the C11-BODYPY probe (D-3861; Molecular Probes).

2.6 Fertility test
2.6.1 Females
A total of 198 healthy crossbred ewes aged between 2 and 4 years and
weighing 45kg on average, submitted to a previous gynecological examination.
These ewes were divided into two homogeneous groups according to the
age, calving number, weight, body condition score, being: Control (n = 100):
Botubov®; and C7 (n = 98): Botubov® added 0,7 mM de Coenzyme Q10 (C7).
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C7 treatment showed the best results in parameters evaluated by CASA and by

flow cytometry and therefore was selected for performing artificial insemination.

2.6.2 Synchronization protocol

Animals estrus synchronization was performed using the following protocol:
on day 0 (DO) the intravaginal progesterone device Progespon® (Zoetis,
Campinas, Brazil) was inserted. On day 13 (D13) device was removed and 350
Ul of equine chorionic gonadotropin (eCG) (Novormon® Zoetis, Campinas,
Brazil) was applied intramuscularly. After 60 hours of withdrawal, on day 16 (D16)

artificial insemination was performed.

2.6.3 Avrtificial insemination

Were selected as semen donors the three rams that showed bests results
in parameters observed in CASA at the after-thawing moment. Females were
submitted to water-food fasting for 12 hours. At the insemination time, 0.3 mg/Kg
(IV) of acepromazine 1% (Acepran®, Vetnil, Louveira, Brazil). Restrait was
performed on a stretcher suitable for sheep, in dorso-oblique decubitus at an
angle of 60° in relation to the ground. Trichotomy, antisepsis and local anesthetic
block were performed with 1mL of 2% lidocaine (Dorfin®, Ceva, Paulinea, Brazil)
in each anesthetic button.

Intrauterine inseminations were performed using Halogen 250 twin (Karl
Storz ®, Tuttlingen, Germany), with the aid oh two trocars at a distance oh 3 to 4
cm lateral to midline and 5 to seven cm cranial to the udder. Then, semen was
applied to the greater curvature of each uterine horn, by puncture, depositing half
oh the straw content in each uterine horn, that is, 50x108 of sperm in each one.

After insemination these ewes received a simple nylon (Shalon Medical®,
Goiania, Brazil) suture stitch, antimicrobial and anti-inflammatory spray
application (Terracam®, Agener Unido, Sdo Paulo, Brazil) and 30.000 UI/Kg of

penicillin (Pentabidtico® Veterinario, Zoetis, Campinas, Brazil).

2.6.4 Pregnancy Diagnosis
Pregnancy diagnosis was performed through transrectal B-mode ultrasound
examination (Prosound 2 VET; Aloka® Co. Ltda; Japdo) equipped with linear

transducer after 30 days of inseminations.
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2.7 Statistical analysis
Parameters of continuous variables was analyzed by CASA, Spearmann’s
correlation was used and adjusted in linear models. The Chi-square test was
used for categorical variables, followed by Tukey-Kramer test. Statistical
analyzes were performed using SAS statistical software version 9.3.
Results obtained by flow cytometry were analyzed by BD FACSDiva™
software v 6.1, in the GraphPad Prisma program (GraphPad Software Inc, USA).
Data normality was assessed using the Kolmogorov-Smirnov and
parametric data by analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey test. For
non-parametric data Kruskal-Wallis was used followed by Dunn’s test. Significant

differences were considered when p<0,05 for all tests.

3. Results
The TM, VAP and FMS parameters of control group demonstrated
difference (p<0,05) between Oh and 2h moments, showing there was enough
time to compare changes caused by heat stress, as can be seen in table 1.
Group C7 demonstrated higher values of TM, PM and FMS at 2h moment
(p= 0,05). There was no significant difference between treatments and moments

for the other parameters.
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Table 1. Mean of thawed semen parameters evaluated by CASA at Oh and 2h

moments, incubated at 37° C of 8 rams with 3 ejaculates each (n=24).

Treatments/ TM PM VAP VCL VSL ALH BCF STR LIN RAP
parameters (%) (%) (um/s) (um/s) (um/s) (um) (Hz) (%) (%) (%)

ControlOh 35,22 23,3 102,8* 88,8 1655 6,0 388 835 54,7 27,82
C10h 37,2 236 1043 90,9 1664 57 39,4 854 552 28,7
C30h 30,3 20,3 1125 96,0 1758 6,1 39,8 82,7 53,0 251
C70h 373 230 984 831 1609 58 383 82,2 52,6 28,5

Control 2h 27,1 185 96,9° 836 1670 58 36,9 84,0 51,7 21,0°
C1 2h 29,2 209 1029 89,7 1780 6,6 37,8 853 515 24,0
C3 2h 23,7 17,4 1034 910 1740 6,2 40,0 854 534 19,7

C7 2h 325 21,6 98,7 855 1742 6,5 36,4 840 505 26,0

*Different letters in the same column mean statistical difference between evaluated moments for
each parameter (p<0,05). TM= total motility, PM = progressive motility, VAP= average path velocity,
VCL= curvilinear velocity, VSL= straight-line velocity, ALH (amplitude of lateral head displacement,
BCF= beat cross frequency, STR= straightness, LIN= linearity e RAP= rapid spermatozoa. CASA=
computer-assisted sperm analysis. C1=0,175mM of coenzyme Q-10, C3= 0,35mM of coenzyme Q-
10, C7=0,7mM of coenzyme Q-10.

Animals 4, 7 and 8 demonstrated higher results TM, PM e FMS, being statistically superior to the others, as can be seen in
table 2. There was no statistical difference between them demonstrating homogeneity. Therefore, these animals were selected to

collect the semen doses prepared and used in insemination stage.



Table 2. Mean and standard deviation, per
animal, of thawed semen of 8 rams with 3

ejaculates each

average of all
evaluated by CASA.

(n=24),

considering
treatments and moments

the

Animal ™ PM FMS
1 19+02 10+02 13+02
2 26+0,12 15+0,2° 19+0,1P
3 23+0,12 17+0,2° 19+0,1°
4 46+0,1° 34+0,2° 39+0,1°¢
5 26+0,12 15+0,2° 18+0,1°
6 19+0,12  13+0,2%  15+0,23
7 43+0,1° 27+0,1° 34+0,1°¢
8 47+0,1° 35+0,2° 40+0,1°

*Different letters in the same column mean statistical
difference (p<0,05) between evaluated animals. TM= total
motility, PM = progressive motility, FMS= fast moving

sperm. CASA= computer-assisted sperm analysis.
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The results of flow cytometry analysis can be observed in table 3. All treatments were statistically equal to the control according

to plasma membrane integrity and stability analysis.

Regarding the cells percentage of high mitochondrial potential, group C7 was statistically higher at 0h moment. In 2h moment,

C1 and C7 groups were statistically higher and C3 group was statistically inferior when compared to the control group. In analysis of

lipid peroxidation and cells percentage with high superoxide anions concentration was not found statistical differences.
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Table 3. Mean and standard error of thawed semen of 8 rams with 3 ejaculates each (n=24), evaluated by
flow cytometry, at 0 e 2h moments, incubated at 37°C, considering the average number of animals per

treatment.
. Lipid Plasma Cells with high ~ SuPeroxide
reatments/ Plasma and acrosomal o i : anions
brane integrity (%) peroxidation mer.n.brane mltochpndrlal concentration
parameters mem grity (%) stability (%) potential (%) (%)
Control Oh 17,3+2,012 210,1+17,45 18,412,542 27,943,972 78,4+3,06
C1 21,941,672 198,4+12,96 26,7+2,73° 35,1+3,902° 75,4+2,85
C3 16,9+2,02° 196,5+13,59 18,8+2,112 26,4+3,01° 80+2,54
C7 23,6+1,872 199,8+12,49 29,5+2,72° 40,8+3,922 74,6+2,77
Control 2h 12,741,592 446,0+44,33 17,042,342 21,043,262 75,4+3,84
C1 19,5+2,062 416,3+37,48 25,9+3,31° 29,543,522 71,7+£3,99
C3 12,3+1,35° 445,1+43,02 16,141,902 19,742,922 77,3+3,03
C7 17,8+2,072 423,3+38,54 24,9+3,03° 29,7+3,89° 75,7+2,83

*Different letters in the same column mean statistical difference (p<0,05) between treatments. C1= 0,175mM of coenzyme Q-
10, C3= 0,35mM of coenzyme Q-10, C7= 0,7mM of coenzyme Q-10.

There was no statistical difference between pregnancy rate of selected rams to be used in the artificial insemination stage as
observed in table 4. Also, there was no individual effect of coenzyme Q-10 on the selected males.

Regarding the pregnancy rate per treatment, it can be observed that there was a significant difference (p<0,05). The control
group had a pregnancy rate of 38% (38/100 animals) and C7 group obtained a pregnancy rate of 52,04% (51/98), being superior to
the control group.
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Table 4. Pregnancy percentage and frequency of 198
ewes inseminated by laparoscopy, demonstrated by
treatment and by ram.

Ram Control (%) C7 (%) Total (%)
4 40,62 (13/32) 57,57 (19/33) 49,232
7 28,12 (9/32) 54,54 (18/33) 41,542
8 44,44 (16/36) 43,75 (14/32) 44,122

Total 38,002 (38/100) 52,04° (51/98)

*Different letters in the same column mean statistical difference
(p<0,05) between treatments. Equal letters in the same column
mean that there was no difference between the rams. C7= 0,7mM
of coenzyme Q-10.

4. Discussion

Artificial insemination adds value to the herd, by disseminating the genetic
material of males with high productive characteristics[1]. Using frozen semen, the
laparoscopic or transcervical intrauterine insemination techniques are the most
indicated to achieve higher pregnancy rates [21, 22, 23]

In this experiment, the laparoscopic artificial insemination using doses
containing 0,7mM of CoQ10 was responsible for increasing the pregnancy rate
by 14% (C7 = 52%) when compared to control group (38%). As a reference,
Taqueda et al. [21] obtained 45,8% of pregnancy rate when performing artificial
insemination via intrauterine with frozen semen in sheep. These values
demonstrate the good effectiveness of the CoQ10 used in our work, resulting in
a higher pregnancy rate than that found in other studies using the same
technique.

The C3 treatment showed superior VAP to the control group and C3 and
C7 showed a higher percentage of cells with high mitochondrial potential. This
occurs because coenzyme Q10 has protective property related to the
maintenance or improvement of sperm motility and prevention of both chromatin
fragmentation and lipid peroxidation [13,14].

C7 group showed a tendency (p=0,05) to improve TM, a parameter that
has a strong correlation with fertility [24], and higher values for PM and PRS in
CASA assessments. In flow cytometry evaluation C7 group showed higher values
for integrity and stability of plasma membranes at 0 and 2h. Statistically, it was

the treatment that showed the highest mitochondrial potential at 0 and 2h. For
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these reasons this concentration was chosen to be used at the time of animals
artificial insemination.

Regarding the observed moments the freezing process causes as
increase in membrane permeability and in ROS production during and after the
freezing process. This explains the drop in TM, VAP and PRS of control group
between moments Oh and 2h, caused by thermal stress and decreasing sperm
quality in the 2h moment [25].

In conclusion, coenzyme Q10 addition in seminal extender for freezing
semen resulted in a higher pregnancy rate in sheep, probably due to its
antioxidant capacity conferred to the sperm cell and demonstrated by the good
results obtained by sperm kinetics and flow cytometry.

This study was financed in part by the Coordenacgéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001.
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