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RESUMO

CARNEIRO, J.AM. AQAO DA COENZIMA Q10 SOBRE A VIABILIDADE
ESPERMATICA DE GARANHOES RESISTENTES OU SENSIVEIS A
CONGELACAO. Botucatu — SP. 2017, p.62. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Entre as vantagens da criopreservacdo seminal, destacam-se a otimizacdo do uso de
garanhGes com comprovada superioridade genética, pela possibilidade do
armazenamento de sémen mesmo fora da estacdo de monta e a quebra das barreiras
geogréficas, que torna possivel a remessa deste material para qualquer parte do mundo.
Contudo, o processo de congelacdo de sémen causa danos a célula espermatica, sendo a
peroxidacdo lipidica e o estresse oxidativo, ocasionada pela producdo anormal de espécies
reativas de oxigénio (EROs), as principais injdrias. Desta maneira, para se obter uma
melhor qualidade seminal apds a descongelacdo, é necessario adicionar aos diluentes
seminais elementos que desempenhem funcdo antioxidante, visando conter o aumento
dos niveis dos agentes oxidantes. Coenzima Q10 (CoQ10) é um agente lipossoltvel
promotor de energia, tendo como principal funcdo transportar prétons e elétrons no
processo de sintese de ATP na membrana mitocondrial interna, através da cadeia de
transporte de elétrons. Ainda, a CoQ10 atua como um potente antioxidante em diversos
sistemas bioldgicos, tais como, lipoproteinas e membranas, protegendo-os contra a
oxidacdo, inibindo a formacdo de hidroperoxidos e, consequentemente, prevenindo a
peroxidacao lipidica. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a agdo da coenzima
Q10 (CoQ10) no espermatozoide de garanhdes resistentes (RC) e sensiveis (SC) a
congelacdo. Cada ejaculado (n=24) foi dividido em nove tratamentos e submetido a
congelacao, sendo a CoQ10 adicionada ao diluente de centrifugacdo, nas concentracdes
de 25 pumol/L (CE25), 50 umol/L (CE50), 75 umol/L (CE75) e 100 umol/L (CE100), ou
ao de congelacdo nas mesmas concentracdes, 25 umol/L (FE25), 50 umol/L (FE50), 75
pmol/L (FE75) e 100 pumol/L (FE100). No grupo controle ndo houve adi¢do da CoQ10
em nenhum dos meios diluentes. O processo de descongelacdo foi realizado a 37°C/30
segundos (TO) e, para avaliacdo ap0s estresse térmico, 37°C/30minutos (T30).
Posteriormente, as células espermaticas foram avaliadas quanto a cinética, integridade da

membrana plasmaética (IMP), desestabilizacdo da membrana (NCAP), producdo de



espécies reativas ao oxigénio (H20. e O, atividade mitocondrial e peroxidacéo lipidica.
De acordo com os resultados, ndo houve diferenca significativa entre os grupos, tanto no
momento TO quanto no momento T30, para os garanhdes classificados como RC
(p>0,05), com excecdo da peroxidacéo lipidica, que em ambos 0s momentos, 0s grupos
tratados apresentaram valores menores quando comparados ao controle (p<0,05). J& para
os animais classificados como SC, houve uma superioridade das células espermaéticas
tratadas com a CoQ10 (p<0,05), com excecdo da concentracdo de Oz e potencial
mitocondrial no TO, em que ndo apresentaram diferenca entre os grupos (p>0,05). As
células esperméticas do grupo CE75 se mostraram superiores aos parametros avaliados
em relagdo aos demais grupos. Podemos concluir que a CoQ10 promove uma diminuigédo
do estresse oxidativo e maior viabilidade ao espermatozoide de garanhdes sensiveis ao

processo de congelacdo espermatica.

Palavras-Chave: antioxidante, sémen, criopreservacao, equino.



ABSTRACT

CARNEIRO, J.AM. ACTION OF COENZYME Q10 ON THE SPERM VIABILITY OF
STALLIONS GOOD OR BAD FREEZERS. Botucatu — SP. 2017, p.62. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

Among the advantages of seminal cryopreservation, the optimization of using stallions
with proven genetic superiority, the possibility of storing semen even outside the breeding
season and the breaking of geographical barriers, which makes it possible to send this
material to any part of the world can de highlighted. However, the process of semen
freezing causes damage to the sperm cell, and the abnormal production of reactive oxygen
species is caused by lipid peroxidation of the sperm membrane, which is a major cause
of such injury. Thus, in order to obtain a better seminal quality after thawing, it is
necessary to add to the diluents substances that play an antioxidant function, limiting
levels of the oxidizing agents increase. Coenzyme Q10 is a liposoluble energy-promoting
agent, whose main function is to transport protons and electrons in the process of ATP
synthesis in the internal mitochondrial membrane, through the electron transport chain.
Furthermore, CoQ10 (ubiquinol) acts as a potent antioxidant in several biological
systems, such as lipoproteins and membranes, protecting them against oxidation,
inhibiting the hydroperoxides formation and, consequently, preventing lipid peroxidation.
In this way, the objective of this study was to discuss how CoQ10 may help reducing the
oxidative stress caused by seminal cryopreservation process. This form, the objective of
this study was to evaluate the antioxidant action of coenzyme Q10 (CoQ10) on
spermatozoa from good freezers (GF) and bad freezers (BF) stallions. Each ejaculate
(n=15) was divided into nine treatments and subject to freezing process. The CoQ10 was
added to centrifugation extender at concentrations 25 pumols/L (CE25), 50 pumols/L
(CEB0), 75 umols/L (CE75) and 100 umols/L (CE100), or at the freezer extender at the
same concentrations, 25 pumols/L (FE25), 50 umols/L (FE50), 75 pumols/L (FE75) and
100 pmols/L (FE100). In the control group there was no addition of CoQ10 in any of the
extenders. The thawing process was performed at 37°C/30 seconds (T0) and at 37°C/30

minutes (T30). Posteriorly, sperm cells were evaluated for kinetics, plasma membrane



integrity (PMI), membrane desestabilization (NCAP), reactive oxygen species production
(H202 and O2’), mitochondrial activity and lipid peroxidation. According to the results,
there was no significant difference between the groups, as well TO moment as T30
moment, for good freezer stallions (p>0.05). However for bad freezer stallions, there was
a superiority of the sperm cells that came into contact with CoQ10 (p <0.05), except for
the O concentration and mitochondrial potential (TO) in which there was no significant
difference between the Groups (p> 0.05). The sperm cells of the CE75 group were
superior in the evaluated parameters in relation to the other groups. We can conclude that
CoQ10 promotes a reduction of oxidative stress and greater viability to the spermatozoa

from bad freezer stallions at the freezing process.

Key-words: antioxidant, semen, cryopreservation, equine.



CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

A congelacdo de sémen é uma biotecnologia que possui destaque na reproducéo
equina, uma vez que possibilita preservar o material genético por um tempo
indeterminado, além de minimizar propagacdo de doencas e eliminar barreiras
geogréficas (MOORE et al., 2005). Entre as vantagens da criopreservacao, destacam-se a
otimizacdo do uso de garanhdes com comprovada superioridade genética, com a
possibilidade do armazenamento de sémen mesmo fora da estacdo de monta, que torna
possivel a remessa de sémen para qualquer parte do mundo.

Diferente de outras espécies, ndo ha selecdo reprodutiva nos equinos, sendo
selecionadas caracteristicas morfologias e funcionais, havendo um grande ndmero de
garanhBes com espermatozoides sensiveis a criopreservacdo (BRITO, 2007; MORILLO-
RODRIGUEZ et al., 2012).

O sucesso da criopreservagdo depende da qualidade do sémen fresco, de
interacdes entre diluidores, crioprotetores e curvas de congelamento e descongelamento,
buscando minimizar os danos causados pelo choque térmico, formacéo de cristais de gelo,
efeito solucdo e o estresse oxidativo (PICKETT;AMANN, 1992; JASKO, 1994).

Além das injdrias provocadas pelo processo de congelacdo do sémen, a
peroxidacdo lipidica da membrana plasmatica ocasionada pela producdo anormal de
espécies reativas de oxigénio, um dos principais responsaveis por injarias pos
descongelacdo (MAXWELL;WATSON, 1996). Assim, diversos estudos demonstram a
adicéo de antioxidantes aos meios diluidores na tentativa de neutralizar os efeitos nocivos
das Espécies Reativas ao Oxigénio (EROs), uma vez que a manipulacdo, o
armazenamento, a refrigeracédo e a congelacdo do sémen resultam em aumento dos seus
niveis (AURICH et al., 2007).

Desta maneira, para se obter uma melhor qualidade seminal apds a descongelacao,
é necessario introduzir aos diluentes seminais elementos que desempenhem funcédo
antioxidante, visando conter o aumento dos niveis dos agentes oxidantes. Dentre as varias
substancias com funcdo antioxidante citadas na literatura, a Coenzima Q10 (CoQ10) é
conhecida como Unico lipideo endogenamente sintetizado que apresenta funcdo redox,
um agente lipossoluvel promotor de energia, cuja principal funcdo € o transporte de
elétrons e protons, levando a sintese de Adenosina Trifosfato (ATP) na membrana
mitocondrial  interna  (LEWIN;LAVON, 1997; PATEL;SIGMAN, 2008;
CAROCHO;FERREIRA, 2013).



A CoQ10 (ubiquinona) atua como um potente antioxidante em diversos sistemas
bioldgicos, tais como, lipoproteinas e membranas, protegendo-os contra a oxidacao,
inibindo a formacdo de hidroperoxidos e, consequentemente, prevenindo a peroxidacao
lipidica (ALLEVA et al., 1997; BENTINGER et al., 2007; CAROCHO;FERREIRA,
2013)

A presente revisdo tem por objetivo abordar aspectos relacionados a congelagdo
do sémen equino, 0s mecanismos envolvidos na producdo de EROs, seus efeitos
deletérios e benéficos ao sémen de mamiferos, assim como a fungdo da Coenzima Q10 e

seus mecanismos antioxidantes de defesa celular envolvidos no processo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Metabolismo energético dos espermatozoides

O espermatozoide é formado por duas regides principais: a cabeca onde esta
presente 0 DNA, 0 acrossomo e uma pequena quantidade de citoplasma; e a cauda,
responsavel pela motilidade da célula. Neste, estd presente em sua porcao inicial, a peca
intermediéria onde contém as mitocondrias responsaveis pela producdo de energia na
forma de ATP (GARNER;HAFEZ, 1995).

A célula espermatica é altamente especializada, responsavel por transportar o pré-
nacleo masculino em direcdo ao pré-nucleo feminino. Para tal, requer um metabolismo
energético que produza energia suficiente para o deslocamento celular dentro do Utero,
que ocorre, principalmente, por fosforilacdo oxidativa dentro das mitocdndrias presentes
na peca intermediaria (SQUIRES et al., 1999).

As mitocondrias estdo localizadas exclusivamente na peca intermediaria das
células espermaéticas e sdo responsaveis pela producdo de ATP. As principais vias
metabdlicas para a sintese de energia sdo a glicolise e a fosforilacdo oxidativa. Devido a
uma ineficiéncia na metabolizacdo da frutose pelas células espermaticas dos equinos, a
glicose € a principal fonte de energia nesta espécie (VARNER;JOHNSON, 2007), sendo
esta convertida em seis moléculas de dioxido de carbono, seis moléculas de agua e 31
moléculas de ATP. Esta metabolizacdo pode ocorrer também nas fibras externas densas
do flagelo, local onde se encontram as enzimas glicoliticas, enquanto que a fosforilagdo
oxidativa ocorre exclusivamente nas mitocéndrias (FERRAMOSCA;ZARA, 2014).



Cinco importantes etapas fazem parte da produgdo energética dentro da
mitocdndria, sendo glicélise, complexo piruvato-desidrogenase, ciclo do &cido citrico,
cadeia de transporte de elétrons e fosforilacdo oxidativa, gerando ATP necessario para a

movimentacdo e manutencdo das células espermaticas (NELSON;COX, 2014).

2.2 Cadeia transportadora de elétrons e fosforilacdo oxidativa

A fosforilacdo oxidativa é o processo pelo qual a mitocondria realiza a oxidacao
das moléculas e produz ATP. Este sistema esté localizado na bicamada lipidica e formado
por cinco complexos enzimaticos multiproteicos (I-V) e dois carreadores de elétrons,
coenzima Q e citocromo ¢ (SMEITINK, 2001).

A diferenca de gradiente entre protons e elétrons, entre a matriz mitocondrial e o
espaco intermembrana da mitocondria, faz com que os prétons cruzem a membrana
mitocondrial interna utilizando a ATP-sintase para sintese de ATP (SARASTE, 1999)

Para o entendimento através do qual sdo formados os radicais livres é necessaria
a compreensdo de todos os passos oxidativos na degradacdo de moléculas ricas em
energia para estado final da respiracéo celular. Diversos processos de reducao do oxigénio
nas mitocondrias podem ter como resultado final a producdo de radicais livres, altamente
nocivos a célula (NELSON;COX, 2014).

A via comum pelo qual os elétrons de diferentes vias metabdlicas fluem para o
oxigénio é através da cadeia transportadora de elétrons, localizada na membrana interna
da mitocondria. (CHAMPE et al., 2006).

A fosforilacdo oxidativa ocorre mais precisamente nas cristas da membrana
mitocondrial interna. As moléculas de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NADH) e
Flavina-Adenina Dinucleotideo (FADH?>) oriundas do ciclo de Krebs e da glicolise, doam
elétrons para a primeira proteina mitocondrial, denominada de complexo | e II,
respectivamente. Estes elétrons percorrem toda a crista sendo transportados pela
coenzima Q (ubiquinona) em sua forma reduzida QH2 (ubiquinol) para o complexo I11. A
partir dai os elétrons sdo transportados ao complexo 1V através do citocromo C e se ligam
as moléculas de oxigénio (O2) e protons de hidrogénio H* formando &gua
(FINKEL;HOLBROOK, 2000).

Durante este transporte, prétons de hidrogénio migram da matriz mitocondrial

para o espaco inter membranas. Ao final da cadeia estes protons geram energia e passam



através do complexo V ou ATPsintase, originado uma molécula de ATP (NELSON;COX,
2014)

Durante esse processo, eventualmente, elétron do intermediario instavel do ciclo
Q (reducdo da ubiquinona em ubiquinol) pode migrar por transferéncia direta de elétrons
para 0 oxigénio molecular, dando origem a primeira EROs, o ion superdxido (O2). A
geracgdo de superoxido é ndo enzimética e, portanto, quanto maior a taxa de metabolismo,
maior sera a producdo de EROs (GREEN et al., 2004; FERRAMOSCA;ZARA, 2014).

2.3 Espécies reativas ao oxigénio (EROs)

Radicais Livres sdo o0s metabdlitos oriundos do oxigénio que apresentam
definidos como qualquer ion, &tomo ou molécula, altamente energéticas e instaveis, ou
seja, possuem um ndmero impar de elétrons em sua Gltima camada. Naturalmente, o
organismo produz radicais livres e outras espécies reativas oriundas do préprio
metabolismo, como subprodutos da respiracdo e da sintese de estruturas mais complexas.
Porém, esses radicais tendem a se ligar a outro elétron buscando alcancar a estabilidade
(FERREIRA;MATSUBARA, 1997; SOUZA;FERREIRA, 2007).

As EROs sdo todos os radicais e néo radicais derivados do oxigénio, formadas e
degradas por todos os organismos aerobicos. Sdo necessarias para o0 funcionamento
celular normal, importantes na capacitacdo espermatica, na rea¢do do acrossomo e na
interacdo entre o espermatozoide e o odcito, desde que se encontre em concentraces
fisiologicas (BURNAUGH et al., 2007). Por outro lado, quando em excesso, Sd0
prejudiciais e geram o estresse oxidativo (NORDBERG;ARNER, 2001),
consequentemente a diminuicdo de motilidade e da viabilidade espermatica (AITKEN et
al., 2014; VARNER et al., 2014)

Em um estudo realizado por Gibb et al. (2014), correlacionaram danos celulares
provocados pela producdo de EROs, viabilidade espermatica e taxa de prenhez em
animais da raca Puro Sangue Inglés. O sémen que resultou em prenhez, e
consequentemente considerado de maior fertilidade, apresentou maior quantidade na
producédo de EROs. Os autores concluiram que apesar os animais produzirem elevados
niveis de EROs, os mesmos possuem mecanismos fisiologicos capazes de neutralizar a
acdo deletéria desses compostos, e que a presenca de antioxidantes no sémen tambem é

necessaria para evitar a producéo excessiva do anion superoxido.
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Em contrapartida, em estudos realizados com humanos, foi constatado que o
estresse oxidativo estd entre as principais causas de infertilidade (AGARWAL et al.,
2014; AITKEN et al., 2014)

Para que ocorra um funcionamento ideal do sistema aerobico, deve haver um
equilibrio entre a quantidade de EROs produzidas e removidas pelo sistema antioxidante
celular (HALLIWELL;GUTTERIDGE, 1999; MAIA;BICUDO, 2009). Apesar da
relacdo entre a fertilidade e a producdo das espécies reativas ao oxigénio ndo estar
totalmente elucidada, quando se trata de armazenamento, a presenca das EROs provoca
danos irreversiveis como lesdo de DNA, fragmentacdo da membrana plasmatica e,
consequentemente, diminuicdo da funcionalidade espermatica (VARNER et al., 2014).

Durante o processo de reducdo do oxigénio molecular sdo formados
intermediarios reativos como os radicais superoxido (O2"), 6xido nitrico (NO) e hidroxila
(OH"), além do ndo radical peroxido de hidrogénio (H-02) (MAIA;BICUDO, 2009).

O radical superdxido é produzido, principalmente, na matriz mitocondrial e,
devido a sua incapacidade de penetrar em membranas lipidicas, esse radical age somente
no local onde for produzido. E formado pela adicdo do elétron presente na membrana
fosfolipidica interna da mitocdndria, que eventualmente reage com o oxigénio da matriz
mitocondrial, dando origem ao radical. Porém, também pode ser produzido por
flavoenzimas, lipoxigenases e cicloxigenases. Apesar de pouco reativo, é o precursor do
sistema de formacdo das EROs, participando da formacdo do perdxido de hidrogénio
através da acio da enzima superoxido dismutase (NORDBERG;ARNER, 2001; NICHI,
2003; MAIA;BICUDO, 2009; ANDRADE et al., 2010).

Assim como o radical superoxido, o 6xido nitrico € um radical livre com baixa
reatividade com a maioria das biomoléculas. Por outro lado, possui a caracteristica de
reagir com outros radicais livres como os radicais peroxil e alquil, gerando moléculas
menos reativas e inibindo a peroxidacdo dos lipidios nas membranas celulares
(NORDBERG;ARNER, 2001).

O peroxido de hidrogénio ndo é um radical livre pois ndo possui em sua Ultima
camada um elétron livre, porém é um metabdlito do oxigénio altamente reativo e deletério
as células porque participa como intermediario na reacdo que produz o radical hidroxil
(OH®), possui a meia vida longa e é capaz de atravessar as camadas fosfolipidicas da
membrana plasmatica, possuindo uma elevada propriedade de difusdo bioldgica
(ANDRADE et al., 2010; BARBOSA et al., 2010). Reage tanto com o0 anion superoxido
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(reacdo de Haber-Weiss), quanto com o ion férrico livre para formar hidroxila altamente
reativa (reacdo de Fenton) (SIKKA, 2001).

Segundo BAUMBER (2003) o peroxido de hidrogénio é o principal EROs
causador de queda de motilidade no espermatozoide equino. Uma vez produzido, o H20:
é removido por um dos trés sistemas de enzimas antioxidantes: catalase, glutationa
peroxidase e peroxiredutases (NORDBERG;ARNER, 2001).

O OH° e formado a partir da reacdo de Fenton, tendo como precursor o peréxido
de hidrogénio. Muito energético e de curta duracdo, este radical € catalisado pelos ions
ferro (Fe*™) ou cobre (Cu™) (SIKKA, 2001). Combina-se de forma rapida a outros
radicais, ou metais, sendo o mais reativo e nocivo dente as EROs para o sistema biolégico,
promovendo assim danos ao DNA, inativacao proteica e peroxidacéo dos lipideos através
da retirada de um atomo de hidrogénio dos Acidos Graxos Poli-Insaturados (PUFAs) da
membrana celular (MAIA & BICUDO, 2009; ANDRADE et al., 2010; BARBOSA et al.,
2010).

2.4 Acao das EROs na funcéo espermatica

O metabolismo aerdbico tem como produto a geracdo de moléculas pré-oxidantes,
os radicais livres ou EROs. O equilibrio intracelular € mantido através de uma complexa
interacdo entre EROs e antioxidantes. Quando os agentes oxidantes sobrecarregam o
sistema antioxidante de defesa celular, inicia-se um processo de estresse oxidativo
(AGARWAL et al., 2006).

O excesso de espécies reativas ao oxigénio estad associado a reacBes especificas e
inespecificas em componentes celulares, tais como lipideos insaturados, proteinas e
DNA, prejudicando o funcionamento celular (GHARAGOZLOO;AITKEN, 2011).
Estudos tém correlacionados altas concentracdes de EROs com declinio da qualidade
espermatica e fragmentacdo do DNA em garanhfes (BAUMBER et al., 2003), suinos
(VALENCA;GUERRA, 2007), cdes (KAWAKAMI et al., 2007; NEAGU et al., 2011),
homens (COCUZZA et al., 2007), touros (FERNANDEZ-SANTOS et al., 2008) e
carneiros (MATA-CAMPUZANO et al., 2012).

O processo de capacitacdo e hiperativacdo € imprescindivel para que o
espermatozoide consiga penetrar e fertilizar o oécito (HO;SUAREZ, 2001). Estudos
realizados por O’flaherty et al. (1999), evidenciaram a inibi¢do da capacitagcdo apos a

adicdo de superdxido dismutase (SOD) ao sémen, 0 que ndo ocorre apés a adicdo do anion
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superoxido. Em bovinos, a adi¢ao de perdxido de hidrogénio ao sémen promoveu a reagao
acrossomal (GUALTIERI et al., 2014). Estes resultados demonstram a importancia das
EROs na capacitacdo espermatica e reacdo acrossomal.

Em estudo realizado por Burnaugh et al. (2007) em equinos, foi observado um
aumento significativo na producdo do &nion superoxido quando incubaram
espermatozoides com calcio iondforo, simulando as condi¢bes da capacitacdo
espermatica, demonstrando assim a importancia das EROs neste processo. Porém,
elevadas concentracdes destes elementos podem ocasionar sérios danos a célula
espermatica (VALENCA;GUERRA, 2007). O processo de capacitacdo pode ser
acelerado com o aumento das concentragfes de EROs, assim como pode ser retardado
guando os agentes antioxidantes sdo amplamente removidos (FORD, 2004).

Ao incubar o espermatozoide humano na presenca de elevadas concentracdes de
oxigénio, pesquisadores observaram uma perda acentuada da motilidade, o que néo
acontecia quando era adicionado o antioxidante enzimatico catalase, nas mesmas
condicdes. Os autores sugeriram que essa perda ocorria por acdo do H20. gerado pela
segunda reacdo de redugdo do O», realizada na matriz mitocondrial dos préprios
espermatozoides (AITKEN, 1995).

Em um estudo realizado na espécie bovina, pesquisadores adicionaram Fe*? e
ascobarto. De acordo com os autores, a reacdo dessas duas moléculas deu origem ao
radical hidroxil, altamente reativo, e apds seis horas de incubacdo foi observada uma
queda nos pardmetros de motilidade total e aumento no indice de fragmentacdo de DNA.
Porém, ndo houve diferenca entre a viabilidade espermatica e integridade do acrossoma
(FERNANDEZ-SANTOS et al., 2008)

Os elevados niveis do radical hidroxil comprometem o funcionamento da célula
espermatica, pois 0 OH® desnatura enzimas como a succinato desidrogenase, importante
no funcionamento normal do ciclo do &cido citrico. Além disso, este radical desnatura
enzimas do complexo I, comprometendo o transporte de elétrons e a producdo de ATP,
refletindo diretamente na motilidade espermatica (RAHA;ROBINSON, 2000).

De forma geral, os radicais livres provocam o aumento dos poros transitérios da
mitocondria, aumentando sua permeabilidade e permitindo a entrada de sinalizadores
responsaveis por induzir a apoptose celular (TURRENS, 2003; FORD, 2004).



13

2.5 Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo de lipidios é definida como uma cascata de eventos bioquimicos,
resultante da acdo dos radicais livres, provocando a deterioracdo oxidativa dos lipideos
poli-insaturados das membranas celulares. Os acidos graxos poliinsaturados s&o, devido
a suas multiplas duplas ligacbes, excelentes alvos para o ataque de radicais livres
(REPETTO et al., 2010).

A peroxidacdo resulta, principalmente, na formacao do radical alquil, alcoxil e
peroxil, levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de
metabdlitos e @ morte celular. As EROs iniciam o processo de peroxidacdo nas cadeias
lipidicas das PUFAS que se propaga por radicais peroxil, resultando na formacao de
hidroperdxidos lipidicos e aldeidos citotoxicos, tais como o malondialdeido (MDA), 4-
hidroxynonenal e isoprostanos (NORDBERG;ARNER, 2001; LIMA;ABDALLA, 2001).

A lipoperoxidacdo consiste, basicamente, na incorporagéo de oxigénio molecular
a um acido graxo poli-insaturado da membrana celular, produzindo hidroperdxido
lipidico (LOOH) como produto primario inicial. Consequentemente a retirada de
hidrogénio, evento que inicia a peroxidacao lipidica, é desencadeado uma série de eventos
que resultam na geracdo de aldeidos eletrofilicos tais como acroleina, 4-hidroxinonenal
(4HNE), e de malondialdeido (AITKEN et al., 2014).

A peroxidacdo lipidica prejudica a capacidade de fusdo da membrana celular por
alterar sua estrutura e permeabilidade, assim como a fluidez. Esta habilidade possui uma
grande importancia no processo de reacdo acrossomal e, consequentemente, na fertilidade
(MAIA;BICUDO, 2009; BALL, 2011).

As proteinas e DNA também sofrem modificacdes oxidativas e perdas por
aldeidos, tais como o 4HNE. Como resultado, o efeito eletrofilico gerado por essas
modificacOes estimula a geragdo de EROs mitocondrial provocando uma via apoptotica
intrinseca, levando a uma rapida perda de motilidade e morte celular (GANDINI et al.,
2000; AITKEN et al., 2014).

No sémen de homens férteis e inférteis, os espermatozoides defeituosos ou menos
resistentes ao estresse oxidativo apresentam niveis de lipoperoxidacdo mais altos que o
observado nos espermatozoides funcionais (AITKEN et al., 1996; MISRO et al., 2004)

No sémen de touros, as amostras com menor motilidade e vigor apresentaram
maior susceptibilidade a lipoperoxidacdo. Além disso, 0s espermatozoides que

apresentaram maior susceptibilidade a lipoperoxidacéo e menor motilidade apresentaram
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menor reacdo acrossomal. De acordo com os autores, a peroxidacdo de lipidios causa
danos a membrana plasmatica, pois a reacdo acrossomal é observada apenas em células
com integridade de membrana plasmatica (BEORLEGUI et al., 1997).

Pesquisadores avaliaram a lipoperoxidacdo no espermatozoide de cordeiros com
exame androldgico satisfatorio, questionavel e insatisfatorio. No grupo de animais com
exame androldgico insatisfatorio, os niveis de lipoperoxidacéo foi significativamente
maior do que nos outros grupos, engquanto que a porcentagem de celulas
morfologicamente normais e com motilidade progressiva foi menor. De acordo com esse
estudo, altos niveis de peroxidacdo foram negativamente correlacionados com a
motilidade e a morfologia espermatica (KASIMANICKAM et al., 2006)

Aparentemente, 0s espermatozoides equinos demonstram ser 0s mais susceptiveis
ao processo de peroxidacao da membrana quando comparados a outras espécies (NEILD
et al.,, 2005; BALL, 2008). Entretanto, o processo de criopreservagdo aumenta a
susceptibilidade destas células ao processo de peroxidacdo (AURICH, 2005). Os danos
sdo mais evidenciados na regido da peca intermediaria (NEILD et al., 2005).

Em condi¢6es de estocagem em baixas temperaturas, principalmente no processo
de congelacdo, ha um aumento da peroxidacao lipidica e da oxidacdo de aminoacidos
aromaticos, levando a indugdo da apoptose nas células espermaticas (MAXWELL &
WATSON, 1996). Os efeitos do estresse oxidativo sdo particularmente importantes
durante a congelacdo, pois a maior parte da capacidade antioxidante do sémen esta

contida no plasma seminal, que é removido durante o processo (BALL, 2008).

2.6 Crioinjurias

A viabilidade celular esta correlacionada com fatores fisicos, morfolégicos,
bioguimicos e metabdlicos da célula espermética. Para o funcionamento celular normal é
necessario que todos os seus componentes e funcdes estejam preservados (GRAHAM et
al., 1980).

O estresse oxidativo é um dos principais fatores que contribuem para a baixa
qualidade seminal. A criopreservacdo provoca diversas alteracbes na membrana
plasmatica do espermatozoide, as quais acarretam diminui¢@o do potencial de fertilidade
da célula (BUCAK et al., 2010).

A curva de congelagdo é muito importante na manutencdo da integridade celular.

Em uma curva muito rapida, ndo ha desidratacdo dos espermatozoides, possibilitando a
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formacéo de gelo intracelular, sendo prejudicial a célula. J& na curva de congelacéo lenta,
haveré a desidratacdo dos espermatozoides impedindo a formacéo de gelo intracelular,
porém a alta concentracdo de solutos também pode causar danos a célula (WATSON,
1995).

Um dos testes mais utilizados é a porcentagem de espermatozoides mdveis
(CONTRI et al., 2010). Trata-se de um teste funcional que demonstra o status energético
do espermatozoide. A motilidade é necessaria para a penetracao na juncao Utero-tubarica,
para a fecundacdo (QUINTERO-MORENO et al., 2004).

Em estudo realizado por Ferreira (2000) demonstrou que os pardmetros de
motilidade sdo representantes da qualidade espermética em amostras seminais
congeladas. Esta avaliacdo da cinética espermatica pode ser comprometida se as
mitocondrias estiverem afuncionais, a membrana plasmética lesada ou se o0s
espermatozoides sofrerem choque-frio (KIRK, 2001). Além disso a disfuncédo
mitocondrial pode levar a formacdo de EROs, 0 que resulta em capacitacdo prematura em
espermatozoides criopreservados (REDDY et al., 2010).

Oehninger et al. (2000) observaram que o decréscimo da motilidade progressiva
é¢ um dos principais indicadores de danos causados pela criopreservacdo e pode
consequentemente causar queda de fertilidade. Além disso Blottner et al. (2001)
demonstraram que a criopreservacdo resulta em uma mudanca na linearidade e
hiperatividade dos espermatozoides.

A avaliagdo da integridade da membrana plasmaética é outro forte indicativo da
viabilidade espermatica, uma vez que as membranas sdo suscetiveis a danos externos.
Esta integridade pode ser avaliada utilizando-se corantes fluorescentes supravitais
(GRAVANCE et al., 2001). A congelacdo ocasiona modificacbes biofisicas e
bioquimicas na membrana plasmatica espermatica, levando a diminuicdo da integridade
da membrana plasmatica e viabilidade (BUCAK et al., 2010).

A reacdo do acrossomo € um passo essencial da fertilizacdo, assim a avaliacdo do
acrossomo também € um parametro importante para caracterizar a viabilidade
espermatica e prever a fertilidade de um sémen (FENICHEL, 1995). Blottner et al. (2001)
observaram que as alteracdes do acrosssomo séo os principais defeitos espermaticos que
aumentam durante a criopreservacao do sémen de garanhdes. A fragmentacdo do DNA
espermatico é um dos marcadores para apoptose, podendo alterar a capacidade fecundante
do espermatozoide ou ocasionar alteracbes no desenvolvimento embrionario
(DONNELLY et al., 2000).
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Nos equinos é conhecida a correlacdo negativa entre o nivel de fragmentacéo de
DNA e fertilidade (KENNEY et al., 1994). Estudo realizado por Celeghini (2005)
concluiu haver baixa alteracdo nos niveis de fragmentacdo de DNA decorrente da
criopreservacao nos espermatozoides bovinos.

Estudo realizado por Thomas et al. (2006) observou que a criopreservacao
aumenta as alteragdes de lipidios e codificacdo de fosfolipidios da membrana espermética
em equinos, entretanto nesta espécie as alteragdes da membrana plasmatica e na
fosforilacdo da proteina tirosina, ocasionadas pela criopreservacdo, diferem das
ocasionadas pela capacitacdo espermatica in vitro.

Ball (2008) apontou como causa para baixa fertilidade os danos mitocondriais
provocados pelo processo de criopreservacao espermatica. O processo de congelacdo e
descongelacdo dos espermatozoides prejudicam as funcbes bioenergéticas e fisioldgicas
das mitocondrias, além de levar a formacdo de EROs e, consequentemente, a capacitacao
precoce destas células.

Estudos demonstraram que a criopreservacdo ocasiona estresse oxidativo aos
espermatozoides. O processo de congelacdo de sémen causa injdrias a célula espermatica,
sendo a producdo anormal de espécies reativas de oxigénio ocasionada pela peroxidacéo
lipidica da membrana espermaética, um dos principais responsaveis por tais injarias
(MAXWELL;WATSON, 1996). O uso de aditivos, dentre eles os antioxidantes, pode

reduzir a capacitacdo prematura nos espermatozoides.

2.7 Antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias ou moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas
capazes de prevenir, interceptar ou reparar a a¢do dos agentes oxidantes, convertendo-os
em &gua, protegendo as células e o organismo dos efeitos nocivos ocasionados pela
superproducdo de EROs (ANDRADE et al., 2010; LUZ et al., 2011).

O primeiro mecanismo de defesa celular contra as EROs é prevenindo sua propria
formacéo e, consequentemente, o inicio das reacGes em cadeia. Além disso, auxiliados
por proteinas ligantes de metais como a ferritina, transferrina e, no caso dos equinos, a
lactoferrina, o ferro e o cobre também participam da primeira linha de defesa celular
(INAGAKI et al., 2002).
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Uma vez formadas as EROs, os antioxidantes irdo agir na interceptacéo,
conhecida também como fase de desativacdo, transformando os radicais livres em
produtos finais ndo reativos (SIES, 1997).

Apds o metabolismo oxidativo ser ativamente realizado pelas mitocondrias, de
0,1 a 4% do O- utilizado na respiracdo chega a formar O2™, o que é suficiente para
provocar danos as células espermaéticas. Por conta disso, € necessario que agentes
antioxidantes neutralizem rapidamente o radical superdxido (NELSON;COX, 2014).

Para isso, tanto as células espermaticas quanto o plasma seminal, possuem
compostos responsaveis por proteger os espermatozoides das EROs formadas por
leucdcitos e espermatozoides anormais, com acao de prevenir a fragmentacdo do DNA,
reduzir as crioinjdrias e bloquear a maturacdo espermatica precoce (AGARWAL et al.,
2008). Devido a isso, sdo amplamente adicionadas aos meios diluidores de sémen,
substancias naturais e sintéticas com func¢des antioxidantes (LENZI et al., 2000)

Os antioxidantes podem ser definidos como enzimaticos e ndo enzimaticos. Os
antioxidantes enzimaticos sdo também denominados de agentes naturais, sendo o
primeiro sistema de defesa a agir no organismo sendo eles: SOD, a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx) (ANDRADE et al., 2010; LUZ et al., 2011). Dentre os
antioxidantes ndo enzimaticos destacam-se o a-tocoferol (vitamina E), o acido ascorbico
(vitamina C), quercetina, butil-hidroxitolueno (BHT) e CoQ10 (LENZI et al., 2002;
ANDRADE et al., 2010, CHAVES-SILVA, 2016, ARAUJO, 2016).

2.7.1 Antioxidantes enzimaticos

Normalmente encontradas nos peroxissomos, a CAT é uma enzima presente nas
mitocondrias das células espermaéticas e plasma seminal dos mamiferos, cuja fungédo é
decompor H202 em H20 e O, (ANDREYEV et al., 2005; SILVA;GUERRA, 2011). De
acordo com Vishwanath;Shannon (2000), em condicGes de armazenamento prolongado a
adicdo de catalase ao meio de congelacdo possui resultado benéfico, uma vez que reduz
a producdo de perdxidos endogenos. No sémen congelado e descongelado, o uso da
catalase é benéfico devido a alta concentracdo de H,O> liberado pelos espermatozoides
mortos apos este processo (SHANNON;CURSON, 1972).

Com a funcéo de converter duas moléculas de Oz em H202 e O através da reacéo
da desmutase, a SOD é encontrada na matriz mitocondrial, no citosol e plasma seminal
sendo um antioxidante enzimatico (RAHA;ROBINSON, 2000; LAMBERT;BRAND,
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2004). Na espécie ovina, foi adicionada a SOD ao sémen promovendo uma diminui¢do
dos niveis de O2. Na mitocondria, o superoxido € formado em concentracOes
relativamente altas, devido ao escape de elétrons da cadeia respiratoria
(NORDBERG;ARNER, 2001).

Presente na matriz mitocondrial, espaco intermembranas e citosol, a GPx possuli
um papel antioxidante ao retirar H* e elétrons de duas moléculas de glutationa reduzida
doando ao H»O,. Como produto dessa rea¢do tem-se duas moléculas de dgua e uma de
Glutationa oxidada (VENDITTI et al., 2013). De acordo com Imai;Nakagawa (2003), a
GPx pode reagir com perdxido de hidrogénio e uma ampla variedade de hidroperdxidos
de lipidios sendo, portanto, considerada responséavel pela protecdo da membrana contra

os danos oxidativos.

2.7.2 Antioxidantes ndo enzimaticos

Compostos de baixo peso molecular séo reparadores de lesdes ja iniciadas, como
também removedores dos agentes causadores dos danos oxidativos. Estao inseridos nesse
grupo a vitamina A, acido o-lipbico, &cido Urico, zinco, taurina, hipotaurina, todos
presentes no plasma seminal. Porém, os de maior relevancia para a reproducao sdo o a-
tocoferol (vitamina E), o &cido ascorbico (vitamina C), quercetina, butil-hidroxitolueno
(BHT) e CoQ10 (LENZI et al., 2002; ANDRADE et al., 2010, CHAVES-SILVA, 2016,
ARAUJO, 2016).

Importante antioxidante ndo enzimatico, a vitamina C é capaz de doar elétrons e
H* as EROs, funcionando como agente redutor e transformando-as em compostos
inofensivos. Trata-se de uma vitamina hidrossoltvel que tem sido considerada o mais
importante antioxidante do fluido extracelular. Ela age em conjunto com a vitamina E é
capaz de estagnar diretamente a reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica (WRIGHT et
al., 2001).

Encontrada em grande quantidade nos lipidios das membranas celulares, a
Vitamina E compde um grupo de antioxidantes lipossoluveis. Ela contém um grupo
hidroxila através do qual reage com elétrons desemparelhados, podendo assim, reduzir
radicais peroxil bloqueando a etapa de propagacao da peroxidacéo lipidica (ANDRADE
etal., 2010; CAROCHO;FERREIRA, 2013).

O BHT é um anéalogo da vitamina E, cujo efeito protetor é atribuido a dois

mecanismos: 0 aumento da fluidez da membrana plasmatica ap6s a incorporacdo do
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antioxidante e sua capacidade de conter a cascata de peroxidac&o lipidica pela conversao
de peroxil em hidroperéxido lipidico (AITKEN;CLARKSON, 1988).

A quercetina é um antioxidante natural ndo enzimatico do grupo dos flavonoides,
sendo sua eficacia relacionada a grande quantidade de OH encontradas em sua estrutura.
(ALRAWAIQ;ABDULLAH, 2014). Esta molécula é capaz de reagir diretamente com o
O2” e 0o OH'", doando elétrons e H* para estes radicais resultando na formacéo de H20: e
H-O respectivamente. Ao fim deste processo, o antioxidante & convertido em um radical
livre pouco reativo (WRIGHT et al., 2001).

O antioxidante da CoQ10 é um agente lipossoltvel promotor de energia, tendo
como principal funcdo o transporte de elétrons e protons no processo de producdo de
energia, levando a sintese de ATP na membrana mitocondrial interna, através da cadeia
de transporte de elétrons. Esta coenzima pode ser encontrada em todas as membranas
celulares de mamiferos (PATEL;SIGMAN, 2008; CAROCHO;FERREIRA, 2013).

2.8 Coenzima Q10

Este composto é uma quinona lipossolivel (2,3 dimetoxi-5 metil- 6-decaprenil
benzoquinona), semelhante a uma vitamina e que na sua forma pura apresenta-se como
po cristalino (BHAGAVAN;CHOPRA, 2007). A CoQ10 pode ser obtida por duas vias:
por via exogena pela ingestdo de alimentos, como brotos de soja, améndoas, nozes,
vegetais verdes, carnes, aves domésticas e em alguns peixes, como sardinhas e por via
enddgena, pelo ciclo do mevalonato (KUMAR et al., 2009).

No organismo de humanos e animais é encontrada na forma reduzida (ubiquinol
10 — CoQH2), presente predominantemente no coracdo, rins e figado, e na forma oxidada
(ubiquinona — CoQ10), que é abundante em cérebro e intestino (NOHL et al.,1998).

Na célula espermética, a maior concentracdo de CoQ10 ocorre nas mitocondrias
presentes na peca intermediaria, local de intensa producéo de energia. A CoQ10 pode ser
encontrada em trés estados redox: totalmente oxidada (ubiquinona, Q), parcialmente
reduzida (semiquinona ou ubisemiquinona, QH") e totalmente reduzida (ubiquinol, QH>
ou CoQH,) (GENOVA;LENAZ, 2011) (Figura 1).
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Ubiquinona (Q) Semiquinona (QH") Ubiquinol (QH,)
(o] Oe OH
Hee e CH, hee O CH, Hee e CH4
HyC ~ H H;C ~g ’ HsC ~ H
o CH; _]s-10 OH CH; _s-10 OH CH; Js-10

FIGURA 1. Estrutura molecular da Ubiquinona (Q), Semiquinona (QH") e ubiquinol
(QH2). (Acervo pessoal)

O ciclo da coenzima Q inicia-se através da forma oxidada ubiquinona (Q), que
passa ao seu estado reduzido (QH2) ao receber dois elétrons e dois prétons do complexo
I (NADH) ou Il (FADH?) atravessando a membrana interna mitocondrial, fornecendo
dois prétons para o espaco intermembrana e transferindo o par de elétrons ao citocromo
C no complexo Ill, retornando ao seu estado oxidado (COVIAN et al., 2007;
TRUMPOWER, 1990).

O ubiquinol atua como um excelente agente antioxidante nos diversos sistemas
bioldgicos, tais como, lipoproteinas e membranas, inibindo a formacéo de hidroperoxidos
e assim protegendo-o0s contra a oxidacao, prevenindo desta forma a peroxidacéo lipidica
(BENTINGER et al., 2007; CAROCHO;FERREIRA, 2013). Este cofator também atua
na fase de iniciacdo da propagacdo da peroxidacdo lipidica, neutralizando os radicais
lipidicos ap6s a sua formacgdo (TURUNEN et al., 2004).

Um estudo avaliou o efeito da CoQ10 sobre a CAT, SOD e F2-isoprostanos, um
biomarcador para peroxidacdo lipidica, no plasma seminal de homens inférteis. O grupo
que recebeu a suplementacéo de CoQ10 teve maior atividade das enzimas catalase e SOD,
acompanhado por diminuicdo do isoprostano. Houve também uma correlagdo positiva
entre as concentracfes de CoQ10 e morfologia espermatica normal, CAT e SOD. Diante
dos resultados, os pesquisadores constataram que o CoQ10 pode atenuar o estresse
oxidativo no plasma seminal, proporcionando uma melhoria das caracteristicas seminais
e atividade das enzimas antioxidantes (NADJARZADEH et al., 2012).

Em estudo realizado por Granollerz et al. (2011) com humanos, foi observado
uma diminuig&o significativa de espermatozoides com vacuolo de grado e fragmentagéo
do DNA apds um més de tratamento oral utilizando L-carnitina e CoQ10. Os autores a
despeito do curto periodo de tratamento, ndo contemplando assim o periodo completo da

espermatogénese, hd um mecanismo de protecdo poés-testicular realizada por estas
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substancias antioxidantes. Esta protecdo esta associada a agdo no metabolismo energético
espermativo promovido pela L-carnitina em conjunto com o potencial antioxidante
lipossoluvel para as membranas celulares e lipoproteinas da CoQ10.

Em estudo realizado por Lewin;Lavon (1997), utilizando sémen de homens com
astenozoospermia, foi observado um aumento da motilidade ap6s incubagdo com 50 uM
de CoQ10 a 37°C por 24 horas, quando comparado ao controle. De acordo com 0s
resultados, o composto foi eficaz na prevencdo da fragmentacdo do DNA, o qual diferiu
a partir de 3 horas de incubacéo, e na motilidade total e progressiva, diferindo a partir de
2 horas apds a incubacéo.

Ognjanovi’c et al. (2010) avaliaram o efeito da CoQ10 e vitamina E em células
testiculares de ratos com peroxidacdo lipidica induzida por cadmium. Os resultados
demonstraram que estas substancias antioxidantes foram capazes de diminuir o estresse
oxidativo assim como aumentar a atividade da SOD e CAT no testiculo destes animais.

Em estudo realizado com pacientes normais e oligospérmicos com parametros de
cinética espermatica considerados dentro dos valores normais para a espécie humana, foi
testado uma solugao a base de zinco (10 pg/mL) + d-aspartato (500 pg/mL) + CoQ10 (40
pug/mL), o qual foi usado no grupo tratamento. De acordo com os resultados, ap6s 6 horas
de incubagédo, o composto impediu a queda da motilidade quando comparado a amostra
controle, e manteve 0s parametros cinéticos médios iniciais dos espermatozoides, além
de prevenir a peroxidacdo lipidica e impedir a fragmentacdo do DNA espermatico
(TALEVI et al., 2013).

Este mesmo composto foi testado por Gualtieri et al., (2014) avaliando
caracteristicas espermaticas em touros. Foi utilizado sémen descongelado, fazendo a
incubacdo in vitro a 37°C por 5 horas, realizando avaliacdes a cada 1 hora. Como
resultado, o composto manteve 0s parametros cinéticos médios iniciais dos
espermatozoides, preveniu a peroxidacdo lipidica e impediu a fragmentacdo do DNA
espermatico.

Em caprinos, Datta et al. (2009) estudaram trés diluentes contendo lecitina de soja,
CoQ10 e a associacdo de ambas, preparados em meio livre de eletrélitos e contendo
glicerol, utilizando espermatozoides na cauda do epididimo preservados in situ a -10°C,
durante de 7 e 21 dias. De acordo com os resultados, houve diferenca entre todos os
parametros avaliados nos diferentes momentos, sendo que os autores concluiram que o
grupo em que houve a associacdo da lecitina de soja e a CoQ10 foi mais eficaz na protegéo

espermatica contra o choque térmico pelo frio, sendo responsavel pelo maior percentual
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de motilidade progressiva e integridade da membrana plasmatica, atribuindo tais
beneficios principalmente a CoQ10.

Na espécie equina, Yousefian et al. (2014) avaliaram a CoQ10, nas concentragdes
de 1 e 2 uM, isoladas e em associacdo com o a-tocoferol (5 e 10 mM), durante a
refrigeragdo do sémen a 5°C por 48 horas. De acordo com os resultados, houve maiores
percentuais de motilidade progressiva, integridade (atraves da coloragdo eosina-
nigrosina) e funcionalidade (ao teste hiposmotico) da membrana plasmatica, e contra a

peroxidacao lipidica, utilizando a CoQ10 (1 uM) associada ao a-tocoferol (5 mM).

3 CONSIDERACOES FINAIS

A presenca das EROs, em concentracBes moderadas, é imprescindivel no processo de
desestabilizacdo da membrana, reacdo acrossomal, capacitacdo e hiperativacéo da célula
espermatica, eventos importantes para que ocorra a fecundacdo do odcito. Porém,
elevadas concentracfes destes elementos podem ocasionar estresse oxidativo,
acarretando sérios danos ao espermatozoide. A manipulacéo e a criopreservacdo causa
injurias a célula espermatica, sendo a peroxidacao lipidica provocada pela producao
anormal das EROs um dos principais responsaveis por tais injdrias. O uso de aditivos,
dentre eles os antioxidantes, reduz a producédo e acdo dos radicais livres sobre a célula
espermatica, amenizando assim o0 estresse oxidativo e lesdo a membrana celular.
Buscando solucionar esse problema, estudos tém avaliado os efeitos da adi¢cdo da CoQ10
em meio diluidor de sémen, pois trata-se de um agente lipossoltvel presente na membrana
plasmatica e que tem como funcdo antioxidante o fornecimento de elétrons ao radical
peroxil, interrompendo a reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica, principal mecanismo
de lesdo das células espermaticas. Contudo os resultados ainda sdo inconsistentes,
necessitando de maiores pesquisas nessa area, considerando-se sobretudo, a
suscetibilidade individual dos garanhdes, melhor forma de utilizagéo e as diferengas entre

espécies.
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HIPOTESE

A introducdo da Coenzima Q10, com funcéo antioxidante, aos meios diluentes de
centrifugacdo e/ou congelacdo pode reduzir os danos causados pelas espécies reativas de
oxigénio as células esperméticas durante o processo de congelagdo do sémen equino.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar a melhor concentracdo da CoQ10, no diluente de centrifugacdo ou
congelacdo, capaz de promover manutengdo da cinética e viabilidade espermaética,
durante a criopreservacao.

Determinar o melhor momento para adi¢cdo da CoQ10, pré ou pés-centrifugacéo.

Avaliar a resposta da inclusdo da CoQ10 aos meios diluentes de centrifugacdo ou

congelacdo, no ejaculado de garanhdes resistentes e sensiveis a congelacao.
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ACAO DA COENZIMA Q10 SOBRE A VIABILIDADE ESPERMATICA DE
GARANHOES RESISTENTES OU SENSIVEIS A CONGELACAO
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Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterinaria — Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, SP, Brasil.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo da coenzima Q10 (CoQ10) no espermatozoide
de garanhdes resistentes (RC) e sensiveis (SC) a congelacdo. Cada ejaculado (n=24) foi
dividido em nove tratamentos e submetido a congelacdo, sendo a CoQ10 adicionada ao
diluente de centrifugacao, nas concentracdes de 25 umol/L (CE25), 50 umol/L (CE50),
75 umol/L (CE75) e 100 pmol/L (CE100), ou ao de congelacdo nas mesmas
concentragdes, 25 pmol/L (FE25), 50 pmol/L (FE50), 75 pmol/L (FE75) e 100 pmol/L
(FE100). No grupo controle ndo houve adi¢do da CoQ10 em nenhum dos meios diluentes.
O processo de descongelacdo foi realizado a 37°C/30 segundos (TO) e, para avaliacdo
apos estresse térmico, 37°C/30minutos (T30). Posteriormente, as células espermaticas
foram avaliadas quanto a cinética, integridade da membrana plasméatica (IMP),
desestabilizacdo da membrana (NCAP), producéo de espécies reativas ao oxigénio (H20:
e Oy), atividade mitocondrial e peroxidacéo lipidica. De acordo com os resultados, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos, tanto no momento TO quanto no momento
T30, para os garanhdes classificados como RC (p>0,05), com excec¢do da peroxidagédo
lipidica, que em ambos 0s momentos, 0s grupos tratados apresentaram valores menores
guando comparados ao controle (p<0,05). Ja para os animais classificados como SC,
houve uma superioridade das células espermaticas tratadas com a CoQ10 (p<0,05), com

excecao da concentracdo de O2 e potencial mitocondrial no TO, em que ndo apresentaram
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diferenga entre os grupos (p>0,05). As células espermaticas do grupo CE75 se mostraram
superiores aos parametros avaliados em relacdo aos demais grupos. Podemos concluir
que a CoQ10 promove uma diminui¢do do estresse oxidativo e maior viabilidade ao

espermatozoide de garanhdes sensiveis ao processo de congelacdo espermatica.

Palavras-Chave: antioxidante, sémen, criopreservagéo, equino.

1. Introducéo

A congelagdo de sémen é uma biotecnologia que possui destaque na reproducéao
equina, uma vez que possibilita preservar o material genético do animal por um tempo
ilimitado, além de minimizar a propagacdo de doencas e eliminar barreiras geograficas
[1].

Diferente de outras espécies, a selecdo genética na espécie equina é baseada
apenas em suas caracteristicas fenotipicas e performance atlética, multiplicando o
material genético de garanhdes com sémen sensivel a criopreservacao [2,3]. Porém, o
processo de congelacdo de sémen causa injurias a célula espermatica, sendo a producao
anormal de espécies reativas de oxigénio ocasionada pela peroxidacdo lipidica da
membrana espermatica, um dos principais responsaveis por tais injdrias [4].

Diversos estudos adicionaram antioxidantes aos meios diluidores na tentativa de
neutralizar os efeitos das espécies reativas ao oxigénio (EROs), uma vez que a
manipulacdo, o armazenamento, a refrigeracdo e a congelacdo do sémen resultam em
aumento dos seus niveis [5].

Dentre as varias substancias com funcdo antioxidante citadas na literatura, a
CoQ10 ainda ndo foi testada no meio diluidor para criopreservacdo do sémen de
garanhdes. E conhecida como dnico lipideo endogenamente sintetizado que apresenta
funcdo redox, um agente lipossollvel promotor de energia, cuja principal funcéo é o
transporte de elétrons e protons levando a sintese de adenosina trifosfato (ATP) na
membrana mitocondrial interna, pela cadeia de transporte de elétrons, sendo encontrada
em todas as membranas celulares de mamiferos [6-8].

A CoQ10 atua como um potente antioxidante em diversos sistemas biolégicos,
como lipoproteinas e membranas, protegendo-os contra a oxidacéo, inibindo a formacéo

de hidroperoxidos e, consequentemente, prevenindo a peroxidacéo lipidica [8-10].
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Diante disto, o objetivo deste estudo foi avaliar a agéo de diferentes concentracfes
da CoQ10 no espermatozoide de garanhdes RC e sensiveis SC a congelacdo, assim como

a sua melhor utilizacéo, se adicionado ao diluente de centrifugacao ou de congelacéo.

2. Material e métodos

2.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados no estudo foram do mais alto grau de pureza e
adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
2.2.  Aspectos éticos

Os aspectos éticos recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) foram considerados em cada etapa desse estudo, tendo sido aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista, sob protocolo n° 89/2016.

2.3.  Animais e colheita do sémen

Foram utilizados 2 ejaculados de 20 garanhdes das ragcas Mangalarga Marchador,
Quarto de Milha e Puro Sangue Inglés, com idade variando entre 5 e 20 anos, localizados
no municipio de Bauru, Estado de S&o Paulo — Brasil (22° 18’ 55" S, 49° 3’ 41" O). Os
animais foram mantidos em estabulos e receberam feno, racdo e 4gua ad libitum.

A colheita do sémen foi realizada utilizando vagina artificial (modelo
Botupharma, Botucatu, SP, Brasil), e o0 ejaculado filtrado para retirada da fracdo gel. A
concentracdo espermatica foi determinada pela contagem de células na camara de

Neubauer, na diluicdo de 1:20 em agua destilada.

2.4. Congelacéo e descongelacdo do sémen

Apds a determinacdo da concentracdo espermatica, as amostras destinadas a
congelacgdo foram processadas realizando-se a diluicdo prévia do sémen na proporcao de
50x10° espermatozoides mdveis por mL, em meio diluente & base de leite desnatado
(Botu-Sémen®, Botupharma, Botucatu, SP, Brasil), adicionado ou nio da CoQ10. Logo
apos, as amostras foram centrifugadas a 600g durante 10 minutos, o sobrenadante
desprezado e o pellet ressuspendido em diluente de congelacdo a base de gema de ovo
(Botu-Crio®, Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) adicionado ou nfo da coenzima Q10, na
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concentragdo de 200x10° espermatozoides mdveis por mL. Posteriormente, as amostras
foram refrigeradas a 5°C por 20 minutos em refrigerador com temperatura controlada
(Minitub do Brasil Ltda, Porto Alegre, RS, Brasil). A seguir, as palhetas foram colocadas
a 6 cm acima do nivel do nitrogénio liquido mantido em caixa de poliestireno, recebendo
0 vapor por 20 minutos, e subsequentemente submergidas no nitrogénio liquido e
armazenadas em botijéo [11].

O processo de descongelacdo foi realizado a 37°C/30 segundos (TO) e, para
avaliacdo apds estresse térmico, 37°C/30minutos (T30). Apos a descongelacdo o sémen

foi transferido para um tubo pléstico de 1,5 mL e mantidos a 37°C durante a avaliagao.

2.5. Delineamento experimental

Cada ejaculado foi dividido em 9 tratamentos e submetido ao processo de
congelacdo, sendo a CoQ10 adicionada ao diluente de centrifugacdo, nas concentragdes
de 25 pumol/L (CE25), 50 umol/L (CE50), 75 umol/L (CE75) e 100 umol/L (CE100), ou
ao de congelacdo nas mesmas concentracdes, 25 umol/L (FE25), 50 umol/L (FE50), 75
pumol/L (FE75) e 100 pumol/L (FE100). Quando a coenzima foi adicionada ao diluente de
centrifugacdo nédo foi adicionada ao de congelacdo e quando adicionada ao diluente de
congelacdo ndo foi adicionada ao de centrifugagdo, com excecdo do grupo controle que

ndo houve adicdo da CoQ10 em nenhum dos meios diluentes.

2.6.  Classificacdo dos animais

Os animais foram classificados em RC ou SC a partir do decréscimo percentual
de motilidade total entre o ejaculado no momento da colheita e avaliacdo apds
descongelacdo (T0) no grupo controle, metodologia adaptada de Hartwig et al. [13]. Os
garanhdes que apresentaram decréscimo < 25% da motilidade total foram considerados
RC e os animais que apresentaram percentual de perda > 40% da motilidade total foram
considerados SC. Dos 20 animais, 7 foram considerados RC, 5 garanhGes SC e 8 néo se

enguadraram nos parametros determinados e foram descartados.
2.7.  Andlise espermatica
2.7.1. Cinética espermatica

Foram avaliados os parametros de cinética espermatica pelo sistema
computadorizado (CASA - Computer Assisted Sperm Analysis, HTM-IVOS 12, Hamilton
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Thorne Research, Beverly, MA) mensurando 5 campos aleatérios. Para cada amostra foi
avaliada a porcentagem de motilidade espermaética total (MT), motilidade espermaética
progressiva (MP) e espermatozoides com movimento rapido (RAP). As configuragdes do

CASA usado nesse experimento estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Ajuste do HTMA — IVOS — 10 para as realiza¢des das analises seminais em equideos.

Characteristic Setup
Image capture (frames per sec) 60 Hz
Image capture (No. of frames) 30

Cell detection (min contrast) 30

Cell detection (min cell size) 30 pixels
Defaults (cell size) 5 pixels
Defaults (cell intensity) 40
Progressive cells (VAP) 70.0 w/s
Progressive cells (STR) 80.0%
Slow cells (static: VAP cutoff) 30 ws
Slow cells (static: VSL cutoff) 20 /s
[llumination: intensity 3,600
Illumination: photometer 125
Video source (dark field) 60 Hz
Static intensity gates (min and max) 0.48 and 1.45
Static elogation gates (min and max) 0 and 97
Chamber type Makler?
Temperature 38°C
Field selection Automatic

'Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, USA (chamber depth 10.0 um, stage position
14.3 mm)
2.7.2. Avaliacéo por citometria de fluxo

Para as analises de citometria de fluxo foi utilizado o equipamento LSR Fortessa
(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers azul (488-nm, 100
mW), vermelho (640-nm, 40 mW) e violeta (405-nm, 100 mW). Apds a anélise, os dados
foram avaliados pelo software do mesmo fabricante BD FACSDiva™ v6.1.

Para todos os ensaios as amostras foram diluidas em TALP-PVA (100mM NaCl,
3,ImM KCI, 25,0mM NaHCO3, 0,3mM NaH2PO4, 21,6mM DL-lactato de sodio
60%, 2,0mM CaCl2, 0,4AmM MgCl2, 10,0mM Hepes-livre de acido, 1,0mM piruvato de
sodio, 1,0mg/mL é&lcool polivinil-PVA e 25ug/mL gentamicina) na concentracdo de
5x10° espermatozoides/ml, acrescido de Hoescht 33342 (100pg/mL) para descarte das
particulas ndo celulares [14].

Autofluorescéncia e controles de cada fluorocromo foram adquiridos para ajuste

de sobreposicdo de onda e compensacdo utilizando-se a matriz de compensagdo do
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préprio software. Os dados foram gerados utilizando-se graficos dotplot incluindo eixo
<0t (bi-exponencial) tornando todas os eventos visiveis e propriamente compensados. No
minimo 10.000 células por amostra foram analisadas.

Para a avaliacdo da producdo de perdxido de hidrogénio (H20.) intracelular
utilizou-se dihydrorhodamine 123 (DHR, D23806 — Life Technologies, Sdo Paulo, SP,
Brasil), associada com iodeto de propidio. Uma aliquota de 500uL da solucéo de sémen
diluido em TALP-PVA foi acrescida de 1.5uM de iodeto de propidio (diluido em TALP-
PVA) e 1uM de DHR (diluido em DMSO) na solucéo final. A mistura foi incubada por
20min a 37°C ao abrigo da luz.

Para avaliagdo do potencial mitocondrial e producdo de superéxido (O2)
intracelular foi utilizada a associacdo Yo-Pro® (YP, Y3603 — Life Technologies;
marcacdo para célula com desestabilizacdo de membrana plasmatica), MitoStatus Red
(MST; potencial mitocondrial) e Dihydroethidium (DHE, D23107 — Life Technologies;
geracdo de anion superoxido intracitoplasmatico). Assim, em 500uL de sémen diluido
em TALP-PVA foi adicionado 25nM de YP, 20uM de MST e 2uM de DHE, incubados
20min a 37°C.

A peroxidacdo lipidica foi avaliada utilizando a sonda C11-BODYPY (D-3861;
Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA). Uma amostra de 489,5uL. de sémen diluido em
meio TALP-PVA em uma concentracdo de 2x10° espermatozoides/mL foi acrescida de
0,5uL da sonda C11BODIPY581/591 (Img/mL), 5uL de iodeto de propidio (50pug/mL),
5uL de Hoescht 33342 (100pg/mL) e a mistura foi incubada por 30 minutos a 37°C. Ap6s
a incubacéo as amostras foram lavadas 2 vezes a 300g/5min e o pellet ressuspendido para

500uL e analisados por citometria de fluxo [15].

2.8. Analise estatistica

As andlises foram realizadas pelo software Instat 5.0 (GraphPad Software Inc,
USA). Para avaliacdo da normalidade das variaveis foi efetuado o teste de Kolmogorov-
Smirnov. Todas as analises, tanto da cinética espermatica como das caracteristicas
avaliadas por citometria de fluxo, apresentaram distribuicdo anormal. Assim sendo, foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste Dunn. Diferencas significativas foram
consideradas quando p < 0,05.
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3. Resultados

Os resultados obtidos neste experimento foram apresentados nas tabelas 2, 3, 4 e 5.

Houve diferenca para andlise de peroxidacdo lipidica entre o grupo controle e 0
tratado, tanto para 0 momento TO quanto para 0 momento T30, nos espermatozoides dos
garanhdes classificados como RC (p<0,05). Para esta anlise, o grupo controle apresentou
valores superiores quando comparados ao tratado, com excecdo do grupo CE25no TO e
CE25 e CE75 no T30, que apresentaram valores intermediarios (Tabela 2 e 3).

Ja para as células espermaéticas dos animais classificados como SC, no momento TO
foi observada diferenca entre os grupos controle e tratado para as avaliagdes de MT, MP
(CE75), RAP (CE25, CE50, CE75 e CE100), IMP (CE25, CE75 e FE50),
desestabilizacdo de membrana (NCAP) (todos os CE e FE), peroxidacao lipidica (CE25,
CE50, CE75 e FES0) e concentragdo de H20> intracelular (CE75, CE100, FE25, FE5O0,
FE75, FE100), sendo o grupo tratado significativamente melhor que o grupo controle
(p<0,05) (Tabela 4).

Apdbs submeter as células espermaticas ao estresse térmico por 30 minutos (T30),
0s espermatozoides tratados apresentaram melhores resultados que o grupo controle para
as avaliagdes de MT, MP e NCAP (todos os CE e FE), RAP (CE25, CE50, CE75 e
CE100), IMP (CE25, CE50, CE75, CE100, FE25 e FE75), peroxidacdo lipidica (CE25,
CE50, CE75, CE100, FE25 e FE50), concentracao de H,O, (CE75 e CE100) e potencial
mitocondrial (CE75) (p<0,05) (Tabela 5).
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Tabela 2. Média + erro padrdo dos parametros da cinética espermatica, integridade de membrana e das avaliagdes por citometria de fluxo nos
tratamentos Controle e as diferentes concentra¢fes da CoQ10 adicionados aos diluentes de centrifugacdo (CE) ou congelacdo (FE), avaliados
pos-descongelacdo (T0) dos garanhdes resistentes a congelagéo.

RESISTENTES A CONGELACAO (T0)

CT CE25 CE50 CE75 CE100 FE25 FE50 FE75 FE100
MT (%) 71%2,5 67+3,4 67+3,2 71+4,4 66+3,1 65+2,3 68+2,5 68+1,6 70+0,8
MP (%) 34425 32+3,2 34+3,1 36+3,7 34432 38+2,3 33+2,9 34426 33+2,0
RAP (%) 52451 50+3,7 53+3,8 585,2 52+4,0 56+2,7 53+3,1 54+2,4 53+2,5
IMP (%)  3620,3 35+1,5 34+0,7 34+0,9 36+1,7 37+0,7 35+0,8 35+1,4 34+0,6
NCAP (%) 32405 32+0,8 33+0,8 36+1,0 32+0,5 30+1,0 32+0,9 33+0,7 34+0,3
PL (%) 62+7,6 34+0,4% 29+0,12 25:0,6% 27+7,5% 269,42 2626,4% 27+8,72 27+7,28

Oz (UA) 9438+330 10390+515  10307+358 10140+502 109894517  10664+399  9656+240  9568+209 10890+694

H202 (UA) 8973+393,2 9769+600,8 9645+521,1 8504+639,5 9481+543,7 9072+506,0 9412+473,4 8027+430,9  7945+601,5
PM (UA) 3991+251 4611+280 41294214 4012+287 3799+326 4647+123 4353+198  4732+302 4305273

*Valores com sobrescritos diferentes (a, b) na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05)

CT (sem adicdo da CoQ10); CE25 (CE + 25umols/L CoQ10); CE50 (CE + 50umols/L CoQ10); CE75 (CE + 75umols/L CoQ10); CE100 (CE + 100 pmols/L CoQ10);
FE25 (FE + 25pumols/L CoQ10); FE50 (FE + 50umols/L CoQ10); FE75 (FE + 75umols/L CoQ10); FE100 (FE + 100 umols/L CoQ10).

TO: momento 0 hora pds descongelacdo a 37°C por 30 segundos; MT: motilidade espermaética total; MP: motilidade espermética progressiva; RAP: espermatozoides com

movimento rapido; IMP: integridade da membrana plasmatica; NCAP: espermatozoides ndo capacitados; PL: peroxidacdo lipidica; O, concentracdo total de O, H,0::
concentragdo total de H.O,; PM: potencial mitocondrial total; UA: unidade arbitréaria (n = 14 ejaculados).
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Tabela 3. Média + erro padrdo dos parametros da cinética espermatica, integridade de membrana e das avaliacdes por citometria de fluxo nos
tratamentos Controle e as diferentes concentra¢fes da CoQ10 adicionados aos diluentes de centrifugacdo (CE) ou congelacdo (FE), avaliados
pos-descongelacdo (T30) dos garanhdes resistentes a congelacao.

RESISTENTES A CONGELAGCAO (T30)

cT CE25 CE50 CE75 CE100 FE25 FES50 FE75 FE100
MT (%) 62+3,2 50+3,3 50+4,1 61£3,5 60+3,5 60+3,6 61£3,2 63£3,6 63£3,1
MP (%) 26+2,8 24+2,9 26+3,4 35+6,6 26+3,1 26+2,9 26+3,6 29+3,6 27+3,2
RAP (%) 4545 42+4,2 44+4,7 46244 47+4,0 44+4,3 44+4.6 46+4,8 47+4,2
IMP (%) 32412 30+0,3 31+0,5 36205 32408 31+0,5 30+0,4 28+1,1 29+1,6
NCAP (%)  30+1,2 29+1,0 27+0,4 32+1,1 20+1,1 26+0,6 27+0,2 2742,7 28+1,9
PL (%) 82+1,7° 6122  60+39% 44+5 8? 580,67 551,12 53+1,0° 564,37 46+2,8
Oz (UA) 9830+255  9517+248 102394408  9874+455 9481424  9560+400  9385+235  9687+270  10393+382
H:0:(UA) 926148453 9881+693,1 109409360 9204+5295 10113+958,7 10808+987,8 8778+4930 954846347 9859+731,6
PM(UA) 3035210  3337+312  3298+258 3316218 3625264 34244220  3387+264 3900393  3104+139

*Valores com sobrescritos diferentes (a, b) na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05)
CT (sem adicdo da CoQ10); CE25 (CE + 25pumols/L CoQ10); CE50 (CE + 50umols/L CoQ10); CE75 (CE + 75umols/L CoQ10); CE100 (CE + 100 pmols/L CoQ10);

FE25 (FE + 25pmols/L CoQ10); FE50 (FE + 50pumols/L CoQ10); FE75 (FE + 75umols/L CoQ10); FE100 (FE + 100 pmols/L CoQ10).

TO: momento 0 hora p6s descongelacdo a 37°C por 30 segundos; MT: motilidade espermatica total; MP: motilidade espermatica progressiva; RAP: espermatozoides com
movimento rapido; IMP: integridade da membrana plasmética; NCAP: espermatozoides ndo capacitados; PL: peroxidacdo lipidica; O, concentracdo total de O, H20::
concentragdo total de H,O2; PM: potencial mitocondrial total; UA: unidade arbitraria (n = 14 ejaculados).
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Tabela 4. Média + erro padrdo dos parametros da cinética espermatica, integridade de membrana e das avaliagdes por citometria de fluxo nos
tratamentos Controle e as diferentes concentra¢fes da CoQ10 adicionados aos diluentes de centrifugacdo (CE) ou congelacdo (FE), avaliados
pos-descongelacdo (TO) dos garanhdes sensiveis a congelacao.

SENSIVEIS A CONGELACAO (T0)

CT CE25 CE50 CE75 CE100 FE25 FE50 FE75 FE100
MT (%) 35+3,6° 4645, 7° 46+6,8° 51+2,6% 47+4,52 41+53? 44+6 0 44+7 22 49+2,3?
MP (%) 15+2,3° 18+3,0%° 18+3,5% 2242, 7° 17+2,6% 17+3,0%° 18+3,5% 17+3,5% 19+1,8%°
RAP (%) 21+2,9P 31+4,8 334542 38+3,3% 35+3,22 264,420 29+5,1% 28+5 9% 27+2,0%°
IMP (%) 15+1,4° 18+1,9° 15+1,2° 17+1,9° 17+1,6% 16+2,4° 17+1,52 17+2,3% 14+1,4°
NCAP (%) 12+0,9° 21+0,72 23+1,0% 23+0,9° 21+0,5° 19+1,72 21+1,22 20+1,6% 21+0,8°
PL (%) 69+7,6° 31+0,4% 30+0,1 3520,6°% 61+7,5% 61+9,4% 49+6,43 57,548,7%  55x7,0%
Oz (UA) 8870+166,9 8793+1442 8701+129,3 8831+113,7 8882+1453 8790+158,8 8618+161,8 8643+127,5 8890+146,6
H202(UA)  9572+157,8° 9413+156,6° 9860+74,9°° 10349+76,1% 10078+83,0° 10446+106,3° 10723+75,1% 10680+196,1%° 10593+112 5%
PM (UA) 2085+143,6 2960+104,8 2889+138,2 3748+102,7 3047+107,3 2862+113,0 2913+186,6 3050+111,4  3083+187,2

*Valores com sobrescritos diferentes (a, b) na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05)

CT (sem adicdo da CoQ10); CE25 (CE + 25umols/L CoQ10); CE50 (CE + 50umols/L CoQ10); CE75 (CE + 75umols/L CoQ10); CE100 (CE + 100 umols/L CoQ10);

FE25 (FE + 25pmols/L CoQ10); FE50 (FE + 50umols/L CoQ10); FE75 (FE + 75umols/L CoQ10); FE100 (FE + 100 pmols/L CoQ10).

TO: momento 0 hora p6s descongelacdo a 37°C por 30 segundos; MT: motilidade espermatica total; MP: motilidade espermética progressiva; RAP: espermatozoides com
movimento rapido; IMP: integridade da membrana plasmética; NCAP: espermatozoides ndo capacitados; PL: peroxidacdo lipidica; O, concentracdo total de O, H20::
concentragdo total de H,O,; PM: potencial mitocondrial total; UA: unidade arbitréaria (n = 10 ejaculados).
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Tabela 5. Média + erro padrdo dos parametros da cinética espermatica, integridade de membrana e das avaliacdes por citometria de fluxo nos
tratamentos Controle e as diferentes concentra¢fes da CoQ10 adicionados aos diluentes de centrifugacdo (CE) ou congelacdo (FE), avaliados
pos-descongelacdo (T30) dos garanhdes sensiveis a congelacao.

SENSIVEIS A CONGELACAO (T30)

CT CE25 CE50 CE75 CE100 FE25 FE50 FE75 FE100
MT (%) 22+0,4° 42449 39+1,6% 434322 42+1,07 405,42 38+4,42 38+3,92 36+2,9°
MP (%) 8+0,9° 14+2, 32 11+0,92 163,12 14+0,42 14+2,62 12+1,72 12+1,92 12+1,32
RAP (%) 11+0,5° 25+3,52 26+1,4 27+5,0° 24+0,22 20+3,8%° 18+2,9% 19+2,7% 20+2,0%
IMP (%) 13+1,2° 17+1,92 16+1,72 18+1,82 17+1,42 18+1,92 15+1,7% 18+2,62 14+1,6%
NCAP (%) 940, 16+1,43 14+0,9° 15+1,82 14+0,9° 14+1,72 14+1,43 13+2,52 15+1,62
PL (%) 82+1,7° 562,22 62+3,9% 625,82 55+0,6% 62+1,12 51+1,02 69+54,3% 662,80
Oz (UA) 8220+117,  8696+1935 8245+1954  8024+107,6  8404+1652  8660+129,9 8803+1350 8987+102,4 8759+177,3
H202(UA)  8470+178,4° 8725+177,5° 9822+213,8%° 10680+236,3%° 10966+72,2% 8849+240,8° 8870+155,7° 8924+242,0° 8842+239,3°
PM (UA) 2357+139,7°¢ 1968+129,5° 2269+100,5° 4032+113,3% 2916+119,7% 2175+111,4° 2378+127,7°¢ 2179+108,5° 2605+139,0°

*Valores com sobrescritos diferentes (a, b) na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05)
CT (sem adicdo da CoQ10); CE25 (CE + 25umols/L CoQ10); CE50 (CE + 50umols/L CoQ10); CE75 (CE + 75umols/L CoQ10); CE100 (CE + 100 pumols/L CoQ10);
FE25 (FE + 25umols/L CoQ10); FE50 (FE + 50umols/L CoQ10); FE75 (FE + 75umols/L CoQ10); FE100 (FE + 100 pumols/L CoQ10).
TO: momento 0 hora p6s descongelacdo a 37°C por 30 segundos; MT: motilidade espermética total; MP: motilidade espermatica progressiva; RAP: espermatozoides com
movimento rapido; IMP: integridade da membrana plasmética; NCAP: espermatozoides ndo capacitados; PL: peroxidacao lipidica; O, concentragdo total de O H0::

concentragdo total de H,O,; PM: potencial mitocondrial total; UA: unidade arbitréaria (n = 10 ejaculados).
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4. Discusséo

Neste estudo, o antioxidante CoQ10 foi adicionado aos diluentes de centrifugacédo
e de congelacdo do sémen equino com o objetivo de minimizar os efeitos do estresse
oxidativo provocado pelo processo de congelacdo espermatica, assim como avaliar a
melhor forma de incorporagdo desta coenzima no espermatozoide, se adicionada ao
diluente de centrifugacgéo ou ao diluente de congelagéo, utilizando o ejaculado de animais
sensiveis (SC) e resistentes a congelacéo (RC).

Os resultados sugerem que os garanhdes classificados como RC possuam
mecanismos antioxidantes intrinsecos capazes de conter o estresse oxidativo e a
peroxidacao lipidica provocados pela a¢do das EROs apds o processo de congelacdo e
descongelacdo espermatica. Mecanismos estes que ndo foram observados nos animais
classificados como SC, visto que estes foram dependentes da adicdo da CoQ10 para
manter a qualidade espermatica apds a descongelacdo. Os individuos considerados SC
foram mais beneficiados com a adicdo da CoQ10 ao diluente, havendo diferencas
significativas entre o grupo controle e o tratado para maioria dos parametros avaliados,
tanto para 0 momento TO quanto para T30. Provavelmente estes animais apresentam uma
deficiéncia na produg&o e reserva de antioxidante celular, que foi amenizada com a adi¢éo
da CoQ10 aos meios diluentes.

A motilidade espermatica parece ser um indicador de estresse oxidativo, uma vez
que a sua queda é observada antes mesmo do surgimento de qualquer possibilidade de
avaliacdo do estresse oxidativo [16]. Nos animais SC, as células espermaéticas que
entraram em contato com a CoQ10 apresentaram valores maiores na avaliacao da cinética
espermatica. Este fato pode ser explicado pela funcéo bioenergética da CoQ10, devido ao
seu papel no transporte de protons e elétrons da cadeia de transporte de elétrons da matriz
mitocondrial, importante na sintese de ATP [7, 8], uma vez que a cinética espermatica
requer uma alta demanda energética. Estes resultados sdo semelhantes a estudos
realizados com humanos, em que a incubagdo de amostras seminais na presen¢a da
CoQ10 preservou a motilidade espermatica total e progressiva em homens portadores de
astenozoospermia [6] e normospérmicos [17]. Resultado igual ao observado em estudo
realizado com sémen criopreservado de touro [18]. Os autores atribuiram os resultados a
presenca da CoQ10 na matriz mitocondrial, incrementando assim a producéo de ATP.
Yousefian et al. [19], utilizando sémen refrigerado equino, observaram uma maior
preservacao dos parametros de motilidade espermatica durante a refrigeracdo do sémen a

5°C por 48 horas, associando a CoQ10 ao o-tocoferol. O espermatozoide equino é
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dependente da fosforilagcdo oxidativa [19], logo, com o aumento da eficiéncia metabdlica
proporcionada pela CoQ10, aumentou também a eficiéncia da fosforilacdo oxidativa
mitocondrial, trazendo beneficios para motilidade espermatica.

As células espermaticas dos garanhdes possuem uma grande quantidade de acidos
graxos polinsaturados (PUFAS) que confere aos espermatozoides fluidez da membrana e
resisténcia a diminuicéo acentuada da temperatura [20,21]. Porém, devido a sua estrutura
bioquimica, os acidos graxos da membrana plasmatica sdo fontes de elétrons para os
radicais livres, tornando as células espermaticas altamente sensiveis aos efeitos nocivos
das EROs, que tem sua producdo aumentada durante o processo de criopreservacao, sendo
responsaveis pelo estresse oxidativo [22]. Neste estudo, foi detectado um efeito benéfico
da CoQ10 sobre a IMP das células espermaticas dos animais SC, tanto no momento TO
qguanto no momento T30, demonstrando que esta coenzima foi eficiente na manutencgéo
da integridade destas células. Este resultado pode ser explicado devido a caracteristica
bioguimica da CoQ10, pois ela atua como um excelente agente antioxidante inibindo a
formacdo de hidroperdxidos e assim protegendo a membrana plasmatica contra a
oxidacdo [8,10]. Também foi detectado o efeito benéfico da CoQ10 sobre a IMP em
estudos realizados com sémen refrigerado a 5°C por 48 horas em equinos [19,23], em
humanos [6,17] e em bovinos [18]. Os autores atribuiram os resultados a capacidade da
CoQ10 doar elétrons ao radical peroxil lipidico da membrana plasmatica, interrompendo
a reacdo em cadeia da peroxidacao.

A peroxidacdo lipidica é determinada por uma sequéncia de reacdes desencadeada
a partir da acdo das OH*, sequestrando H* das PUFAs presentes na bicamada fosfolipidica
das membranas, dando origem posteriormente aos radicais alcoxil (RO®) ou peroxil
(ROOQ*), que tém a tendéncia de estabilizar retirando uma molécula de H* e um elétron
presentes nos fosfolipideos adjacentes gerando uma rea¢do em cadeia e culminando na
desestruturacdo da membrana plasmatica[24]. De acordo com as anélises de peroxidacao
lipidica deste estudo, a CoQ10 foi capaz de diminuir o processo de reagdo em cadeia, uma
vez que 0S grupos testados apresentaram menores taxas de peroxidacdo quando
comparado ao controle, para ambos 0s momentos. Porém, apesar do grupo controle
possuir maiores taxas de peroxidacdo lipidica, os animais RC demonstraram possuir
mecanismos antioxidantes intrinsecos capazes de conter a reacdo em cadeia da
peroxidacdo, uma vez que a IMP foi semelhante para ambos 0s grupos em ambos 0s
momentos. Isto sugere que os antioxidantes enddgenos, presentes nos fluidos seminais

destes animais, séo capazes de estabilizar o radical peroxil de forma eficiente, evitando
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uma futura lesdo da membrana plasmatica. O mesmo ndo ocorreu nos animais
classificados como SC, uma vez que os valores de IMP dos espermatozoides tratados com
a CoQ10 foram superiores ao grupo controle. Provavelmente, estes animais possuem uma
deficiéncia na producdo e/ou armazenamento dos agentes antioxidantes, necessitando de
uma suplementacdo exdgena. Estudos realizados em ratos [25] e em equinos [19,23]
observaram uma diminuicdo na taxa de peroxidacdo lipidica com o uso da CoQ10 e/ou
vitamina E. De acordo com os autores, a CoQ10 equilibra o desbalanco entre a acéo dos
radicais livres e o potencial antioxidante das células. Em humanos [17] e bovinos [18]
estudos demonstraram uma diminuicéo na peroxidacao lipidica das células esperméticas
associando a CoQ10, zinco e d-aspartato no diluente de congelacdo. Os autores
salientaram o papel da CoQ10 como excelente reparador da acdo das EROs nas PUFAs
da membrana plasmatica.

O énion superdxido é gerado principalmente durante a cadeia respiratoria
mitocondrial e é o precursor da maioria das EROs. Este radical livre ao reagir com o H20:
(reacdo de Haber-Weiss) origina o radical hidroxil, considerado um dos mais potentes
agentes oxidantes, sendo capaz de atravessar membranas e reagir com moléculas tais
como lipideos insaturados das membranas e DNA. Com relacdo a analise da concentracao
do Oz, a CoQ10 néo influenciou na producdo deste radical em nenhum dos momentos.
Este resultado pode ser explicado pelo fato de que a CoQ10 ndo atua diretamente nas
espécies reativas, e sim na fase de iniciacdo da propagacdo da peroxidacdo lipidica,
neutralizando os radicais lipidicos apds a sua formacao [26].

O H»0; é formado a partir da dismutacdo do O2" e, por possuir estabilidade em
sua estrutura, ndo é considerado propriamente um radical livre. No entanto, altas
concentracdes do peroxido de hidrogénio sdo encontradas em garanhGes com alta
qualidade seminal, tendo este radical uma correlacdo positiva com o metabolismo
espermatico [27].

A maior concentracdo do H>O> nos grupos tratados (CE75 e CE100) com relagéo
ao grupo controle, sugere que a CoQ10 promoveu uma maior protecdo da atividade
metabolica para os espermatozoides destes grupos nos animais SC. Gibb et al. [27]
observaram que 0s garanhGes mais férteis apresentam em seu ejaculado altas
concentracdes de EROs e, consequentemente, maiores niveis de estresse oxidativo. Os
mesmos sugerem que a producdo do H20: seja simplesmente um subproduto da alta
atividade mitocondrial, apresentando uma correlacao positiva entre os niveis de EROs e

taxa de fertilidade nos equinos. Em contrapartida, Johannisson et al. [28] relataram uma
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correlagdo negativa entre H>O,, motilidade progressiva, integridade da cromatina e
fertilidade, sugerindo que as EROs reduzem a fertilidade em equinos.

A capacidade do espermatozoide em produzir ATP é indicada pela atividade
mitocondrial e esta positivamente correlacionada com os parametros de cinética e
viabilidade espermaética [29]. As EROs também podem alterar as fun¢es mitocondriais,
tais como, sintese de ATP, homeostase do célcio e transporte de metabdlitos [16]. De
acordo com os resultados, os garanhfes RC foram capazes de manter sua atividade
mitocondrial independente da presenca da CoQ10, assim como 0s animais SC
imediatamente ap6s a descongelacdo (T0). Porém, quando os espermatozoides dos
animais SC foram submetidos ao estresse metabolico (T30), em que ha uma alta producéo
de EROs e, consequentemente, estresse oxidativo, apenas as células espermaticas tratadas
com a CoQ10 no diluente de centrifugacéo, especialmente nas concentracées de 75 e 100
pumol/L, foram capazes de manter sua atividade metabolica. Este resultado difere do
encontrado por Baumber et al. [30] e Franco et al. [31], em que a adi¢do de antioxidantes
ndo enzimaticos ao sémen equino nao mantiveram a atividade mitocondrial das células
espermaticas. Possivelmente esta diferenca ocorreu devido a metodologia utilizada, uma
vez que, 0s animais ndo foram classificados em sensiveis ou resistentes a criopreservacao.

A presenca das EROs, em concentracfes moderadas, € imprescindivel para a
desestabilizacdo da membrana e capacitacdo da célula espermatica. Porém, elevadas
concentracdes destes elementos podem ocasionar sérios danos aos espermatozoides [32].
De acordo com os resultados, a adicdo da CoQ10 conferiu uma estabilidade da membrana
plasmética maior as células esperméticas dos animais SC, quando comparado ao grupo
controle, demonstrando o potencial inibitério da coenzima a capacitacdo precoce. Estes
achados se assemelham aos encontrados por O’Flaherty et al. [33], os quais evidenciaram
a inibicdo da capacitacdo ap0s a adicdo de superoxido dismutase (SOD) ao sémen, 0 que
ndo ocorre apés a adi¢do do anion superoxido.

Os resultados deste estudo demonstraram que ha uma maior eficacia da acdo da
CoQ10 quando adicionada ao diluente de centrifugacdo em detrimento ao diluente de
congelagdo para o sémen equino. Embora a centrifugacdo realizada no processo de
congelagdo possa ser nociva e resultar em lesdes mecénicas na membrana plasmatica [34],
a adicdo da CoQ10 no momento pré-centrifugacdo provavelmente supri uma deficiéncia
de estoque de antioxidante nas células espermaticas dos animais SC. E nesse momento
também que o espermatozoide encontra-se no auge do seu metabolismo energético,

facilitando assim a absorcéo de substancias e trocas i6nicas [35]. A suplementacédo de
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antioxidantes associada a extragdo do plasma seminal, e consequentemente 0s
subprodutos do metabolismo espermético como as EROs, aumenta a viabilidade
espermatica durante o processo de criopreservacéo [34].

Outro fator esta associado ao carater lipossoltvel da coenzima, com acdo direta
nas cadeias lipidicas polinsaturadas. Possivelmente, a composicao lipidica presente na
gema de ovo, componente essencial do diluente de congelacdo, compete com as células
espermaticas na utilizacdo da CoQ10, fazendo com que o aproveitamento pelo
espermatozoide seja minimizado. Esta hipdtese € embasada em estudos que, ao
criopreservar sémen de caprinos, Khalifa et al. [36] obtiveram os melhores resultados
utilizando 5,0mM de antioxidante ndo enzimatico em diluente contendo gema de ovo e
0,3mM do mesmo antioxidante em diluente livre de gema de ovo. De acordo com 0s
autores, quando o diluente contem gema de ovo, € necessario aumentar a concentracdo
do antioxidante como forma de compensar as perdas pela interacéo entre o antioxidante
e as PUFAs presentes nos componentes lipidicos da gema.

Podemos concluir que a CoQ10 é capaz de conter os danos oxidativos provocados
pelas espécies reativas ao oxigénio produzidas durante o processo de congelacdo
espermatica de garanhdes SC, mesmo quando submetidos ao estresse térmico por 30
minutos a 37°C, porém desde que seja adicionado ao diluente de centrifugacdo na

concentracdo de 75 pmol/L.
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