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Impacto potencial desta pesquisa

A pesquisa em biotecnologia da reprodugdo desempenha um papel fundamental no
avanco dos sistemas de producio pecuaria. A adicdo do antioxidante astaxantina a
um diluente comercial busca reduzir o estresse oxidativo e preservar a motilidade do
sémen de touros no pods-descongelagcédo. A melhora na qualidade espermatica
contribui para maior eficiéncia nos programas de inseminagao artificial, favorecendo a
disseminagao de material genético superior. Essa abordagem esta alinhada aos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS 2, 8 e 9), ao promover inovagao,

sustentabilidade e aumento da produtividade na bovinocultura de corte.

Potential Impact of this Research

Research in reproductive biotechnology plays a fundamental role in advancing
livestock production systems. The addition of the antioxidant astaxanthin to a
commercial semen extender aims to reduce oxidative stress and preserve sperm
motility in bulls after thawing. The improvement in sperm quality contributes to greater
efficiency in artificial insemination programs, favoring the dissemination of superior
genetic material. This approach is aligned with the Sustainable Development Goals
(SDGs 2, 8, and 9), by promoting innovation, sustainability, and increased productivity

in beef cattle farming.
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DILUENTE CONTENDO ASTAXANTINA MELHORA A QUALIDADE DO SEMEN
DESCONGELADO EM TOUROS DE CORTE

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da adicdo de astaxantina (ASTX) no
diluente comercial sobre a qualidade espermatica de sémen bovino apos
criopreservagao. Foram colhidos quatro ejaculados de 12 touros Nelores, totalizando
48 ejaculados. As amostras foram avaliadas quanto a cinética, concentracdo e
morfologia espermatica. A seguir, o sémen foi dividido em trés aliquotas e diluido em
meio comercial: controle (CONTR; sem astaxantina), com 1 pmol (ASTX1) ou 2 ymol
(ASTX2) de ASTX. Apos a criopreservacdo, as amostras foram reavaliadas
imediatamente apos a descongelacdo e 30 minutos de incubacdo a 46°C,
considerando a cinética espermatica, integridade da membrana plasmatica e
acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e niveis de estresse oxidativo
(TBARS). A motilidade total, rapidez e amplitude de deslocamento lateral de cabega
foram maiores (P < 0,05) no ASTX1 em relagdo ao CONTR. Embora a integridade da
membrana plasmatica, do acrossomo e o potencial de membrana mitocondrial ndo
tenham diferido entre os tratamentos, a peroxidacéao lipidica foi menor (P 0.041) no
ASTX1 comparado ao ASTX2. Concluimos que a inclusdo de ASTX na concentragao
de 1 pymol no meio diluente melhora a qualidade espermatica apds a descongelagao,
aumentando a motilidade total e reduzindo a peroxidagdo lipidica nos

espermatozoides de touros.

Palavras-chave: Antioxidante, bovino, estresse oxidativo, Nellore, peroxidacéo

lipidica



EXTENDER CONTAINING ASTAXANTHIN IMPROVES THAWED SPERM
QUALITY IN BEEF BULLS

The aim of this study was to evaluate the effects of adding astaxanthin (ASTX) to
commercial extender on the quality of bovine semen after cryopreservation. Four
ejaculates were collected from 12 Nellore bulls, totaling 48 samples. Sperm kinetics,
concentration, and morphology of the samples were evaluated. The semen sample
was then divided into three aliquots and diluted in commercial extender: control
(without astaxanthin) and addition of 1 ymol (ASTX1) or 2 pmol (ASTX2) of ASTX.
After cryopreservation, the samples were reevaluated immediately after thawing and
after 30 minutes of incubation at 46 °C (rapid thermal resistance test) regarding sperm
kinetics, plasma and acrosomal membrane integrity, mitochondrial membrane
potential, and oxidative stress levels (TBARS). Total motility, rapid sperm percentage,
and the amplitude of lateral head displacement were higher (P < 0.05) in ASTX1
compared to control. Although there was no difference in plasma membrane integrity,
acrosomal membrane integrity, or mitochondrial membrane potential between
treatments, lipid peroxidation was lower (P = 0.041) in ASTX1 compared to ASTX2.
We conclude that the inclusion of ASTX at a concentration of 1 ymol in the extender
improves sperm quality after thawing, increasing total motility and reducing lipid

peroxidation in bull semen.

Keywords: Antioxidant; Cattle; Oxidative stress; Nellore; Lipid peroxidation.
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Capitulo I — Consideracéoes Gerais



CAPITULO 1 — Consideragdes gerais

1. INTRODUGAO

Entre as primeiras células criopreservadas com sucesso estdo os
espermatozoides de mamiferos. Desde entdo, o uso de sémen criopreservado para
inseminacao artificial e outras biotécnicas passou a desempenhar um papel crucial na
producao animal (Curry, 1995). Apesar da criopreservacgao permitir a maximizagao da
produtividade do rebanho, o processo provoca danos celulares, principalmente na
membrana plasmatica dos espermatozoides, comprometendo sua viabilidade,
motilidade e fertilidade (Parks e Graham, 1992; Watson, 2000). Esses danos ocorrem
devido a reorganizacao lipidica e alteracbes fisioldgicas causadas pela reducéo
metabdlica e aumento na formagéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Baust et
al., 2009).

A membrana plasmatica dos espermatozoides, rica em lipidios, proteinas e
colesterol, sofre transicdo de fase de liquido para gel durante a congelagao,
aumentando sua rigidez e vulnerabilidade a peroxidagao (Lehninger et al., 2000; Purdy
e Graham, 2004; Borges et al., 2011). Essa mudanga também afeta a membrana
mitocondrial, elevando a produgdao de ERO (Wang et al., 1997), que em condicdes
fisiolégicas contribuem positivamente para a fertilizagao (Kodama et al.,1996), mas
em excesso causam estresse oxidativo (Halliwel e Gutteridge, 1989; Sanocka e
Kurpisz, 2004).

As ERO mais comuns incluem o oxigénio singlete ('O,), radical superéxido
(O;7), perdxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (*OH), sendo este ultimo o
mais agressivo, responsavel por iniciar a peroxidacéo lipidica (Richard et al., 1991;
Winterbourn, 1995; Ferreira e Matsubara, 1997). A peroxidagéo lipidica compromete
a fungao celular ao modificar proteinas, lipidios e acidos nucleicos (Bayir e Kagan,
2008), além de causar alteragdes na morfologia espermatica e perda de viabilidade
(Aitken et al., 1996; Misro et al., 2004).

Para combater esses danos, o organismo conta com antioxidantes enzimaticos
e nao enzimaticos (Agarwal et al., 2008). Contudo, sob estresse, como o da

criopreservagao, os antioxidantes endégenos nao sao suficientes, sendo necessaria



a suplementagdo no meio diluente (Liu e Zeng, 2000; Amidi et al., 2016). Essa
suplementagcdo busca restaurar o equilibrio redox celular e minimizar os danos
causados pelas espécies reativas de oxigénio. Os carotenoides, pigmentos naturais
com atividade antioxidante, se destacam por sua ag&do na neutralizagdo do oxigénio
singlete e radicais peroxil (Truscott, 1990; Young e Lowe, 2001). A astaxantina
(ASTX), presente em algas e peixes, possui a mais alta capacidade antioxidante entre
os carotenoides e atravessa a barreira hematoencefalica (Igielska-Kalwat et al., 2015;
Fanaee-Danesh et al., 2019).

O mecanismo antioxidante da ASTX baseia-se na transferéncia de energia do
oxigénio singlete, dissipando-a como calor sem se degradar, o que permite agao
antioxidante continua (Nielsen et al., 1998). Essa caracteristica faz com que a ASTX
atue de forma eficiente mesmo sob condi¢des de alto estresse oxidativo. Sua estrutura
quimica, com grupos hidroxila e ceto, permite interagcao tanto com a parte lipofilica
quanto hidrofilica da membrana, aumentando sua eficacia (Brotosudarmo et al., 2020;
Nishida et al., 2022). Além disso, reduz a mobilidade da cadeia alquil da membrana
em fase fluida, protegendo a estrutura celular (Widomska et al., 2016).

Diversos estudos demonstram que a ASTX exerce efeitos positivos na
reproducao, especialmente por sua acao antioxidante. Em homens com infertilidade,
a suplementacao dietética de ASTX melhorou a motilidade total e progressiva dos
espermatozoides, aumentou a capacidade antioxidante do fluido seminal e reduziu
citocinas inflamatorias (Aitken et al., 1996; Misro et al., 2004, Salih et al., 2024,
Comhaire et al., 2005). Efeitos semelhantes foram observados quando ASTX foi
adicionada ao diluente de sémen em homens normozoospérmicos (Dede e Saylan,
2022).

Em carneiros, doses de 2 e 4 uyM no diluidor aumentaram a integridade da
membrana e a motilidade espermatica (Fang et al., 2015; Abdi-Benemar et al., 2020).
Em suinos, a concentracao ideal foi de 0,5 uM, sendo que concentragdes maiores
prejudicaram a cinética dos espermatozoides (Basioura, 2020). J& em bovinos,
embora poucos estudos existam, observou-se melhora da motilidade progressiva com
doses de 0,5 a 1 uyM, enquanto concentragbes mais altas (2 uM) mostraram efeito
negativo, evidenciando que o efeito benéfico da ASTX depende da concentragao
utilizada (Farzan et al., 2014).
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Implicagoes

Apesar de o presente estudo ter abordado aspectos importantes relacionados ao
estresse oxidativo e a cinética dos espermatozoides, a avaliacdo da fecundacéo nao
foi realizada, o que constitui uma limitagdo significativa. Embora a motilidade e a
integridade celular dos espermatozoides sejam indicativos da sua viabilidade inicial, a

verdadeira capacidade fecundante e a fertilidade nao foram confirmados.
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