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CRIOPRESERVACAO DE SEMEN BOVINO COM DOIS DILUENTES
COMERCIAIS SUPLEMENTADOS COM ASTAXANTINA

RESUMO - Neste estudo o objetivo foi avaliar a suplementacdo com
astaxantina em meios diluidores comerciais de criopreservacdo de sémen bovino, a
base de gema de ovo (Experimento 1) e a base de lipossomas (Experimento 2),
quanto a motilidade, morfologia, integridade das membranas plasmatica e
acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e estresse oxidativo. Foram
utilizados seis touros da raca Nelore e colhidos sete ejaculados de cada animal
(N=42). Cada ejaculado foi dividido para receber um dos seguintes tratamentos:
diluidor comercial (C-GEMA ou C-LIPO), diluidor comercial suplementado com 0,5 uM
astaxantina (GEMA + AST ou LIPO + AST) e diluidor comercial com 0,009% de
dimetilsulféxido (C-GEMA DMSO ou C-LIPO DMSO). Este ultimo grupo foi incluido
como um controle negativo, uma vez que o DMSO foi a substancia utilizada para
dissolver a astaxantina. Apés a diluicdo, os espermatozoides foram submetidos ao
sistema de analises computadorizado da motilidade espermatica (CASA), além de
serem analisados quanto a morfologia espermatica, sob microscopia de contraste de
interferéncia diferencial. ApGs a criopreservacdo, as células espermaticas foram
reavaliadas para caracteristicas de motilidade e morfologia espermatica, além de
mensurar a porcentagem de células com integridade das membranas plasmaética e
acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e estresse oxidativo, sob citometria
de fluxo. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e foram
analisados por ANOVA, utilizando modelo misto (PROC MIXED), considerando o
efeito aleatorio do ejaculado de cada touro e os efeitos fixos de tratamento, touro e
interacdo. No experimento 1, os espermatozoides dos grupos C-GEMA, GEMA + AST
e C-GEMA DMSO apresentaram, respectivamente, 0s seguintes resultados:
velocidade progressiva (VSL) 79,22 + 1,3, 75,3 + 1,3 e 754 + 1,3 (P = 0,02);
frequéncia de batimento (BCF) 32,72 + 0,4, 30,9° + 0,4 e 31,3° + 0,4 (P < 0,01);
retilinearidade (STR) 88,92+ 0,3, 87,3+ 0,4 e 87,5 + 0,4 (P < 0,01); defeitos menores
2,4+ 0,3, 3,22+ 0,3 e 2,2° £ 0,2 (P = 0,01); e intensidade média do potencial de
membrana mitocondrial 9796,12 + 495,5, 8028,3" + 441,3 e 8732,8% + 370,7 (P =
0,04). As demais caracteristicas ndo diferiram entre os grupos (P > 0,05). De forma
inesperada nas caracteristicas em que a astaxantina foi superior ou inferior ao grupo
C-GEMA, os resultados foram semelhantes ao grupo C-GEMA DMSO, indicando que
os efeitos observados nao foram propiciados pela astaxantina. No experimento 2 nédo
houve diferenga entre os tratamentos. Com isso, apesar de n&o se ter realizado a
comparacao entre os diluidores, pode-se inferir que possivelmente eles atuem de
formas distintas. Conclui-se que a astaxantina, na concentragao utilizada, quando
adicionada aos diluidores a base de gema de ovo ou de lipossomas ndo reduz o
estresse oxidativo e, portanto, ndo preserva a motilidade espermatica e o potencial
mitocondrial.

Palavras-chave: antioxidante, carotenoide, estresse oxidativo, gema de ovo,
lipossomas.



CRYOPRESERVATION OF BOVINE SEMEN WITH TWO COMMERCIAL
EXTENDERS SUPPLEMENTED WITH ASTAXANTHIN

ABSTRACT - In this study the object was to evaluate the supplementation with
astaxanthin in commercials extenders for cryopreservation of bovine semen, based on
egg york (Experimet 1) and based on liposome (Experimet 2) for motility, morphology,
plasma and acrosomal membrane integrity, mitochondrial membrane potential and
oxidative stress. Were used six Nelore bulls and seven ejaculates from each (N=42).
Each ejaculate was divided to receive one of following treatmens: commercial extender
(C-YOLK or C-LIPO), commercial extender supplemented with 0,5 pM astaxanthin
(YOLK + AST or LIPO + AST) and commercial extender with 0,009% of
dimethylsulfoxide (C-YOLK DMSO or C-LIPO DMSO). This last group was included as
a negative control, since DMSO was the substance used to dissolve the astaxanthin.
After dilution, the spermatozoa were submitted to the computerized sperm motility
analysis system (CASA), as well to be analyzed for sperm morphology under
differential interference contrast microscopy. After cryopreservation, sperm cells were
reevaluated for sperm motility characteristics and morphology, besides measuring
plasma and acrosomal membrane integrity, mitochondrial membrane potential and
oxidative stress under flow cytometry. The results were expressed as mean + standard
error of the mean and were analyzed by ANOVA, using mixed model (PROC MIXED),
considering the aleatory effect of ejaculate of each bull and fixed effects of treatment,
bull and interaction. In experiment 1, spermatozoa from C-YOLK, YOLK + AST and C-
YOLK DMSO groups showed the following results, respectively: progressive velocity
(VSL) 79.22 + 1.3, 75.3° + 1.3 and 75.4" + 1.3 (P = 0.02); beat frequency (BCF) 32.72
+ 0.4, 30.9° + 0.4 and 31.3° + 0.4 (P < 0.01); straightness (STR) 88.92 + 0.3, 87.3° +
0.4 and 87.5° + 0.4 (P < 0.01); minor defects 2.4° + 0.3,3.22+0.3,and 2.2+ 0.2 (P =
0.01); and mean mitochondrial membrane potential intensity 9796.12 + 495.5, 8028.3P
+ 441.3, and 8732.8%° + 370.7 (P = 0.04). The other characteristics did not differ
between groups (P > 0.05). Unexpectedly, in the characteristics in which astaxanthin
was above and below to the C-YOLK group, the results were similar to the C-YOLK
DMSO, indicating that the observed effetcs were not caused by astaxanthin. In
experiment 2 there was no difference between treatments. Thus, although there was
no comparison between the extenders, it can be presumed that possibly they act in
different ways. It is concluded that astaxanthin, at the concentration used, when added
to egg yolk or liposome-based extenders does not reduce oxidative stress and,
therefore, does not preserve sperm motility and mitochondrial potential.

Keywords: antioxidant, carotenoid, oxidative stress, egg yolk, liposomes.
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1- INTRODUCAO

A pecuaria de corte vem contribuindo fortemente na economia do Brasil. Em
2020 o Produto Interno Bruto (PIB) da pecuaria de corte cresceu 20,8%, somando R$
747,05 bilhdes, valor que representa 10% do PIB nacional, demonstrando a
importancia do setor no pais (ABIEC, 2021). Entre os fatores que vém possibilitando
0 crescimento da pecuaria, estd o melhoramento genético, associado a utilizacdo de
técnicas que auxiliam na maximizacdo da producdo, dentre elas, a inseminagao
artificial (Dias et al., 2013).

Nos rebanhos de corte foi verificado significativo crescimento do emprego da
inseminacao artificial, passando de 5,9% em 2002 (do total de 56.185.081 matrizes
de corte) para 17,8% em 2019 (do total de 56.208.822 matrizes de corte) (Baruselli,
2020). Com a expansao da inseminacéo artificial no pais, a demanda por doses de
sémen é crescente. Dados do terceiro semestre de 2021 demonstram crescimento de
27% na venda de doses de sémen de corte no mercado nacional, comparando com o
mesmo periodo de 2020 (ASBIA, 2021). Com o aumento da demanda é essencial
melhorar a eficiéncia e a qualidade das doses de sémen (Pinto, 2020).

A criopreservacado de sémen € um fator crucial na pecudria, isso porque permite
e acelera a disseminacdo da diversidade genética e facilita a distribuicdo de animais
geneticamente superiores ao redor do mundo (Ugur et al.,, 2019). Entretanto,
geralmente fornece menores taxas de fertiidade em relacdo ao sémen fresco,
principalmente devido as mudancas de temperatura durante o processamento, ao
estresse osmoético e a formacao e dissolucéo de cristais de gelo extracelulares (Papa
et al., 2015).

Entre os motivos de reducao nas taxas de fertilidade, destacamos alguns danos
gue podem ser ocasionados a célula espermatica no processo de criopreservacao,
como motilidade reduzida, alteracdo nas membranas plasmatica, acrossomal e funcéo
mitocondrial. Além disso, a criopreservagdo pode ocasionar estresse oxidativo nos
espermatozoides, resultante da peroxidagéo lipidica, aumentando a formagédo de

espécies reativas de oxigénio (Watson, 2000; Layek et al., 2016).
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O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de espécies reativas de
oxigénio é muito exacerbada ou devido a perda da capacidade das enzimas
antioxidantes (Incalza et al., 2018). E relatado que durante a maturacdo espermatica
as células perdem grande parte do seu citoplasma e sofrem condensacéo
cromossOmica, reduzindo sua capacidade antioxidante e tornando-se dependente do
meio extracelular (Fang et al., 2015).

Neste sentido, tém-se realizado pesquisas com 0 uso de antioxidantes visando
combater a formacdo de espécies reativas de oxigénio nos espermatozoides. No
entanto, essa tarefa tem sido muito dificil em funcdo da pouca repetibilidade nos
resultados alcancados. Um composto que vem se mostrando promissor € a
astaxantina, relatado como duas vezes mais eficaz que o B-caroteno na prevencéao da
peroxidacgédo lipidica (Goto et al., 2001). Ao ser adicionada a um diluidor a base de
lecitina de soja, a astaxantina demonstrou aumentar a motilidade espermatica e
reduzir a formacdo de malondialdeido ap6s a criopreservacdo de sémen bovino
(Farzan et al., 2014).

Desta forma, estudos a fim de buscar métodos para proteger a célula
espermatica contra danos no processo de criopreservacao sao importantes, sendo
uma proposta realizar a suplementacdo com a astaxantina em dois diluidores

comerciais com composicdes diferentes.
2- REVISAO DE LITERATURA

Nessa revisdo, serdo abordados 0s seguintes temas: criopreservagao de

sémen, diluidores e antioxidante astaxantina.
2.1 Criopreservacao de sémen

A criopreservacao de sémen € uma forma de beneficiar a produgdo animal,
sendo reconhecida como fonte de contribuicdo para a conservagao de espécies
ameacadas de extincdo (Watson, 2000). Além disso, a técnica facilita o transporte do
sémen independente da distancia e permite o uso da genética, mesmo ap0s a morte

do animal (Bailey et al. 2000). Apesar de ser uma ferramenta importante para a
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pecuaria, a criopreservacdo espermatica apresenta ainda muitas lacunas que
necessitam de estudo (Zoca et al., 2021).

Durante a criopreservacdo a célula espermatica passa pelas etapas de
refrigeracao, tempo de equilibrio, congelagéo e descongelacao, as quais sao capazes
de causar diversos graus de dano ao espermatozoide (Zoca et al., 2021), podendo
inclusive torna-lo infértil (Bailey et al., 2000). Dentre os danos, destacamos as
alteracdes nas membranas plasmatica, acrossomal, fun¢cdo mitocondrial e motilidade
reduzida. Além disso, a etapa de congelacdo pode ocasionar estresse oxidativo nos
espermatozoides, resultante da peroxidacao lipidica (Layek et al., 2016), que em
niveis elevados podem ocasionar modificacdes na permeabilidade da membrana e
morte celular (Batellier et al., 2001).

A curva de congelacdo apresenta relacdo direta com os efeitos deletérios
impostos aos espermatozoides, principalmente na membrana plasmatica. Se ocorre
de forma rapida, ndo ha tempo para que ocorra a desidratacdo dos espermatozoides
e isso possibilita a formacéo de gelo intracelular, extremamente prejudicial a célula
espermética. Em casos de curva de congelacdo lenta, haverd a desidratacdo dos
espermatozoides impedindo a formacdo de gelo intracelular, porém a alta
concentracdo de solutos também pode causar danos a célula (Watson, 1995).

Zoca e colaboradores (2021) demonstraram que a etapa de
congelacao/descongelacdo promoveu maior indice de lesbes nas membranas
plasmatica e acrossomal, além de afetar a funcdo mitocondrial, enquanto que a etapa
de refrigeracdo foi responsavel por promover maior alteracdo no citoesqueleto F-
actina. Além disso, foi observado que o tempo de equilibrio € o periodo menos
prejudicial a célula espermaética.

O processo de reaquecimento da célula ap6s a descongelacdo também pode
causar danos, uma vez que a membrana € submetida a rearranjos estruturais
envolvendo lipidios e proteinas e a passagem rapida de agua para o interior da célula
pode causar o rompimento das membranas (Watson, 1995; Holt, 2000). Assim, a fase
de descongelacdo é tdo importante quanto a congelacdo para a sobrevivéncia da
célula (Papa et al., 2015).

A composicao do meio diluidor e a escolha por crioprotetores mais adequados

séo um dos fatores que podem alterar a sobrevivéncia dos espermatozoides. Por isso,
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estudos vém sendo realizados a fim de minimizar os efeitos deletérios na

criopreservacao (Leite et al., 2011).
2.2 Diluidores

A busca por diluidores que garantam um ambiente favoravel a sobrevivéncia
dos espermatozoides, conservando a integridade e a funcdo das membranas é
constante (Celeghini et al., 2008). Desse modo, muitos diluidores foram e continuam
sendo desenvolvidos com o objetivo de minimizar os danos e melhorar a viabilidade
pos-descongelacdo (Ugur et al., 2019).

Diluidores de diferentes formulagcbes protegem os compartimentos celulares
em uma extensdo varidvel durante a criopreservacdo (Celeghini et al., 2008).
Diluidores a base de gema de ovo sdo os mais utilizados para criopreservar sémen
bovino (Ugur et al.,, 2019), pois fornecem protecdo contra choque térmico,
preservando a motilidade espermatica e integridade das membranas plasmatica e
acrossomal (Turner et al., 2020).

Bergeron e colaboradores (2004) concluiram que a gema de ovo presente no
diluidor protege a célula espermatica pela associacdo de lipoproteinas de baixa
densidade com as principais proteinas do plasma seminal do touro, impedindo que
estas se liguem aos espermatozoides e danifiqguem intrinsicamente a membrana
espermatica ao remover os lipideos. Além disso, as lipoproteinas de baixa densidade
associam-se a membrana espermatica preservando a sua integridade durante a
criopreservacao.

Entretanto, a falta de padronizacdo dos componentes presentes na gema de
ovo e a possibilidade de contaminacao (Layek et al., 2016), tém motivado o uso de
diluidores formulados com diferentes compostos, que apresentem a mesma ou melhor
eficacia que os produtos disponiveis a base de substancias de origem animal.

Baseado nisso, ha disponibilidade do uso de lipossomas, substancias
compostas por fosfolipidios e acidos graxos saturados e insaturados, que atuam
unindo-se a membrana plasmatica do espermatozoide, reduzindo danos causados
pela criopreservacgao (Saadeldin et al., 2020). Ao serem utilizados na criopreservacao

de espermatozoides bovinos, verificou-se maior motilidade espermatica, integridade
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de membrana plasmatica, integridade da membrana acrossomal, além de apresentar
66% de taxa de prenhez, sendo superior aos demais diluidores que obtiveram 51 e
52% para diluidor a base de citrato-gema de ovo e tris-citrico gema de ovo,
respectivamente (Ansari et al., 2017).

2.3 Antioxidantes e o estresse oxidativo

Antioxidantes sdo substancias capazes de remover os radicais livres de um
sistema ou que unem-se a eles para juntos produzirem compostos inofensivos ou
interromperem as reacdes de oxidacao, decorrentes da formacéo de espécies reativas
de oxigénio (Britton, 1995). O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de
espécies reativas de oxigénio € muito exacerbada ou devido a perda da capacidade
das enzimas antioxidantes de equilibrarem esse excesso (Incalza et al., 2018).

O plasma seminal contém antioxidantes enzimaticos como superoxido
dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase/glutationa redutase (GSH), além
de antioxidantes ndo enziméticos, como ascorbato, urato, vitamina E, piruvato,
glutationa, albumina, vitamina A, ubiquitol, taurina e hipotaurina (Agarwal et al., 2008).
Entretanto a capacidade antioxidante do sémen pode ser insuficiente para impedir a
formacao de espécies reativas de oxigénio.

Na espermatogénese, a célula espermatica perde grande parte do seu
citoplasma durante o evento de maturacdo e isso promove a reducdo da sua
capacidade antioxidante e tornando a célula dependente do meio extracelular (Fang
et al., 2015). Além disso, a membrana espermatica € rica em acidos graxos poli-
insaturados, contribuindo para a suscetibilidade aos ataques das espécies reativas de
oxigénio (Nichi et al., 2007).

Com isso, muitos compostos antioxidantes vém sendo estudados na adi¢do aos
meios diluidores, com o propésito de melhorar a criopreservacdo das células
espermaticas (Farzan et al., 2014). Entretanto, ndo ha consenso na literatura quanto
ao efeito preventivo das substéancias antioxidantes adicionadas ao diluidor, pois alguns
estudos relatam efeitos positivos, enquanto outros ndo observaram nenhum beneficio.
Essa divergéncia de resultados pode ocorrer, dentre outros fatores, devido a

guantidade de antioxidante utilizada, pois € necessario obter um equilibrio entre
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antioxidantes e espécies reativas de oxigénio, pois elas apresentam papel fisiologico
nos processos de capacitacao, hiperativacéo e a fusdo espermatozoide-odcito (Aitken
et al., 1991).

2.4 Astaxantina

A astaxantina é um carotenoide vermelho, que pode ser extraido de fontes
naturais como fermento, salméo, truta, krill, camarao, lagostim e, principalmente, da
alga Haematococcus pluvialis (Ambati et al., 2014; Higuera-Ciapara et al., 2007).
Possui acdo anti-inflamatéria, anti-cancerigena e, sobretudo, antioxidante, relatada
como duas vezes mais eficaz que o B-caroteno na prevencado da peroxidacéo lipidica
(Goto et al.,, 2001). Ha relatos de maior atividade antioxidante da astaxantina
comparando com outros carotenoides como a luteina, licopeno, a e 3-caroteno e a-
tocoferol (Fang et al., 2015; Naguib, 2000).

A astaxantina possui dois anéis terminais unidos por uma cadeia de polieno
gue aprisiona os radicais na membrana celular e impede que ocorra reacdo em cadeia,
enguanto os anéis terminais podem eliminar as espécies reativas de oxigénio tanto na
parte interna quanto externa da membrana celular, conforme ilustrado pela Figura 1
(Goto et al., 2001; Ambati et al., 2014).
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Figura 1. Posicao da astaxantina na membrana celular (Ambati et al., 2014).
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Basioura e colaboradores (2018) utilizaram o diluidor comercial Beltsville
Thawing Solution (Minitube®) para avaliar a atividade das astaxantina (0,5 pmol/L) em
sémen suino refrigerado. As células espermaticas apresentaram melhor motilidade
total e progressiva, além de integridade de membrana plasmatica, teste de
termorresisténcia, assim como ao final da incubacédo in vitro, quando foram
refrigeradas com diluidor suplementado com astaxantina.

A suplementacdo com astaxantina no sémen de suino foi também avaliado
durante a criopreservacéo utilizando o diluidor Beltsville Thawing Solution (Minitube®)
(Basioura et al., 2020). A astaxantina foi utilizada nas seguintes doses: 0, 0,5, 5e 15
HUM. Houve redugdo da motilidade total e integridade de membrana plasmatica e
acrossomal, quando os espermatozoides foram criopreservados com 15 uM. Ao
utilizar 0,5 UM de astaxantina foi observada maior porcentagem de espermatozoides
viaveis com alteracdes semelhantes a apoptose do que o grupo controle. Os autores
concluiram que a adicdo de astaxantina a 0,5 pM no diluidor de descongelacao
apresentou efeito sutil, porém benéfico nas alteracdes apoptoticas e efeito negativo
em todas as caracteristicas avaliadas, quando utilizada a maior dose.

Fang e colaboradores (2015) estudaram a atividade da astaxantina
(concentragdes de 0, 0,5, 1, 2 e 4 uM) na suplementacao de um diluidor ndo-comercial
a base de gema de ovo para sémen de carneiro. As motilidades total e progressiva e
a integridade de membrana plasmética apresentaram os melhores resultados quando
utilizado 2 e 4 pM, apos 72 horas de armazenamento. A capacidade antioxidante,
mensurada pela dosagem da concentracdo de malondialdeido e de espécies reativas
de oxigénio alcancou os melhores indices com 2 e 4 uM, a partir de 24 horas. Além
dos resultados favoraveis, os autores concluiram que a auséncia de protecao
acrossémica mediada pelo antioxidante pode sugerir que o estresse oxidativo ndo é a
Unica causa de dano acrossdmico nessas condicdes.

Neamah e Houbi (2020a) avaliaram a suplementacéo da astaxantina (0,5 e 1
uM) e taurina (35 e 45 mM), de forma isolada e associada em sémen de carneiro
refrigerado. Os tratamentos que associaram astaxantina e taurina, independente da
dose, apresentaram motilidade subjetiva superior ao grupo controle em 0 hora. A dose
associando 1 uM de astaxantina + 45 mM de taurina foi superior ao controle quando

avaliado em 72 horas. A integridade do acrossomo foi melhor preservada quando
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usado 45 mM de taurina (tempo = 0 hora), sendo que esse mesmo tratamento nao
diferiu de 0,5 uM de astaxantina + 45 mM de taurina (tempo = 24 horas) e de 0,5 uM
de astaxantina (tempo = 48 horas). Além disso, a porcentagem de anormalidades do
sémen foi reduzida quando utilizado 1 uM de astaxantina + 45 mM de taurina (tempo
=0 hora). A mesma associagao se destacou assim como 1 uM de astaxantina, quando
avaliada em 24 horas. Com 48 horas de armazenamento, 1 uM foi superior ao grupo
controle. Os autores concluiram que astaxantina e taurina podem ser utilizadas como
uma combinac¢éo para melhorar a viabilidade dos espermatozoides.

Os mesmos autores, avaliaram caracteristicas seminais apos 2 meses do
sémen criopreservado de carneiros, armazenado em nitrogénio liquido, com base nos
mesmos tratamentos do estudo citado anteriormente (Neamah; Houbi, 2020b). Os
tratamentos 1 e 0,5 uM de astaxantina, assim como 1 uM de astaxantina + 35 mM de
taurina e 0,5 uM de astaxantina + 45 mM de taurina foram superiores ao grupo controle
ao avaliar a motilidade espermatica. Exceto o grupo criopreservado com 1 uM de
astaxantina + 45 mM de taurina, todos foram eficientes para reduzir anormalidades
espermaticas quando comparado ao grupo controle. Essas diferencas encontradas
entre os grupos podem ser devido a concentracdo utilizada de cada antioxidante e o
sinergismo entre eles. Nao houve diferenca dos tratamentos em relacdo ao grupo
controle, quando realizado o teste hiposmoético. Ao avaliar a concentracdo de
malondialdeido, células criopreservadas com 1 uM de astaxantina apresentaram a
menor concentracdo, diferindo do grupo controle e da associacdo de 1 uM de
astaxantina + 35 mM de taurina. Os autores concluiram que a adicao de astaxantina
e taurina melhoram as caracteristicas espermaticas no processo de congelacéo.

Foi avaliada a qualidade de sémen criopreservado com diluidor suplementado
com astaxantina e sua fertilidade em sémen de carneiro (Abdi-Benemar et al., 2020).
As concentragdes testadas foram 0,5, 1, 2 e 4 uM suplementadas em diluidor nédo
comercial a base de tris-citrato-frutose-gema. A motilidade total e progressiva foi
avaliada de forma subjetiva. Foi utilizada a coloragc&o eosina-nigrosina, classificando
0S espermatozoides ndo corados como viaveis. A anormalidade acrossomal foi
avaliada pela fixagdo de espermatozoides em formalina-citrato. Foi realizado teste
hiposmatico para avaliar a integridade de membrana plasmatica e a peroxidagao

lipidica foi avaliada pela mensuracao da concentracdo de malondialdeido. Para todas
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essas variaveis, as concentracdes de 2 e 4 uM de astaxantina promoveram melhores
resultados. Posteriormente aos testes in vitro, um grupo de ovelhas (n=171) foram
sincronizadas e inseminadas com o sémen criopreservado com 2 e 4 pM. As taxas de
fertilidade obtidas apos a inseminacao artificial foram maiores para espermatozoides
criopreservados em 2 e 4 yM de astaxantina (48,3% e 45,7%, respectivamente) em
comparacao com o grupo de controle (21,1%), concluindo que a astaxantina tem
capacidade crioprotetora como um componente no meio de criopreservagédo para
espermatozoides ovinos.

Em bovinos, foi encontrado somente um estudo que avaliou a atividade da
astaxantina (concentracoes de 0, 0,5, 1 e 2 uM) por meio da concentracao
espermética de malondialdeido, utilizando um diluidor formulado a base de lecitina de
soja (Andromed® Minitube®; Farzan et al., 2014). A dose de 0,5 UM proporcionou
melhor indice de motilidade progressiva e menor concentracdo de malondialdeido,
diferindodos demais tratamentos.

Até o momento, nenhum estudo foi desenvolvido suplementando diluidores a
base de gema de ovo e de lipossomas com astaxantina no sémen bovino. Essa € uma
proposta para melhorar a qualidade espermatica durante o processo de
criopreservacao, visto que a composicao dos diluidores comerciais utilizados na rotina
de criopreservacdo de sémen nao é bem definida e, com isso, as propriedades
antioxidantes presentes em sua composi¢ao sao desconhecidas. Desse modo, avaliar
caracteristicas espermaticas ao utilizar diluidores suplementados ou ndo com
antioxidantes é pertinente para entender se 0 meio comercial promove protecao

suficiente (Soares e Guerra, 2009).
3- HIPOTESE

A suplementacdo com astaxantina aos dos diluidores comerciais a base de
gema de ovo ou lipossomas reduz o estresse oxidativo, preservando a motilidade
espermatica, integridade de membranas plasmatica e acrossomal e potencial de

membrana mitocondrial.
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4- OBJETIVO

Avaliar a suplementacéo de astaxantina aos diluidores a base de gema de ovo
(Experimento 1) e a base de lipossomas (Experimento 2), na criopreservagao
espermatica, quanto a motilidade, morfologia, integridade das membranas plasmatica
e acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e estresse oxidativo em

espermatozoides bovinos.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a suplementacdo com astaxantina em meios de
criopreservacao de sémen bovino, a base de gema de ovo (Experimento 1) e a base
de lipossomas (Experimento 2), quanto a motilidade, morfologia, integridade das
membranas plasmética e acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e estresse
oxidativo. Foram utilizados seis touros da raca Nelore e colhidos sete ejaculados de
cada animal (N=42). Cada ejaculado foi dividido para receber os seguintes
tratamentos: diluidor comercial (C-GEMA ou C-LIPO), diluidor comercial
suplementado com 0,5 pM astaxantina (GEMA + AST ou LIPO + AST) e diluidor
comercial com 0,009% de dimetilsulféxido (C-GEMA DMSO ou C-LIPO DMSO). Apés
a diluicdo, os espermatozoides foram submetidos ao sistema de analises
computadorizado da motilidade espermatica (CASA), além de serem analisados
gquanto a morfologia espermatica, sob microscopia de contraste de interferéncia
diferencial. ApGs a criopreservacédo, os espermatozoides foram reavaliadas quanto a
motilidade e morfologia, além de mensurar as células com integridade das membranas
plasmatica, acrossomal, potencial mitocondrial e estresse oxidativo, sob citometria de
fluxo. Os resultados foram expressos como meédia + erro padrao e foram analisados
por ANOVA, utilizando modelo misto. No experimento 1, os espermatozoides dos
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grupos C-GEMA, GEMA + AST e C-GEMA DMSO apresentaram, respectivamente, 0s
seqguintes resultados: velocidade progressiva 79,22 + 1,3, 75,3 + 1,3 e 75,4 + 1,3
(P=0,02); frequéncia de batimento 32,72 + 0,4, 30,9 + 0,4 e 31,3° + 0,4 (P<0,01);
retilinearidade 88,92+ 0,3, 87,3 + 0,4 e 87,5 + 0,4 (P<0,01); defeitos menores 2,4° +
0,3, 3,22+ 0,3 e 2,2° + 0,2 (P=0,01); e intensidade média do potencial mitocondrial
9796,12 + 495,55, 8028,3° + 441,3 e 8732,8% * 370,7 (P=0,04). As demais
caracteristicas nao diferiram entre os grupos (P>0,05). Nas caracteristicas em que o
grupo GEMA + AST foi superior ou inferior ao C-GEMA, os resultados foram
semelhantes ao C-GEMA DMSO, indicando que os efeitos observados ndo foram
propiciados pela astaxantina. No experimento 2 ndo houve diferenga entre os
tratamentos. Apesar de néo se ter realizado a comparacao entre os diluidores, pode-
se inferir que possivelmente eles atuem de formas distintas. Conclui-se que a
astaxantina, na concentracdo utilizada, quando adicionada aos meios de
criopreservacdo bovino ndo reduz o estresse oxidativo e, portanto, ndo preserva a
motilidade espermatica e o potencial mitocondrial.

Palavras-chave: antioxidante, carotenoide, estresse oxidativo, gema de ovo,
lipossomas.

1. Introducéao

A criopreservacao de sémen beneficia a pecuaria, pois permite e acelera a
disseminacdo da diversidade genética [1] e possibilita o transporte do sémen,
independente da distancia [2]. Além disso, permite utilizar o sémen mesmo apds a
morte do animal e contribui para a conservacdo de espécies ameacadas de extingao
[3].

Entretanto, a criopreservacao pode promover danos a célula espermaética,
dentre eles alteracBes nas membranas plasmatica, acrossomal, funcao mitocondrial e
motilidade reduzida. Além disso, a etapa de congelacdo pode ocasionar estresse
oxidativo nos espermatozoides, resultante da peroxidacao lipidica [4] que em niveis
elevados pode ocasionar modificacbes na permeabilidade da membrana e morte
celular [5]. Com isso, muitos diluidores foram produzidos com o objetivo de reduzir os
danos na célula espermética e melhorar a viabilidade pos descongelagéo [1,6].

Diluidores a base de gema de ovo sdo os mais utilizados para criopreservar
sémen bovino [1], pois preservam a motilidade dos espermatozoides e mantém a
integridade acrossomal e mitocondrial [7]. Porém a substancia representa um risco de

contaminacgao bacteriana ou xenobiotica [4]. Além disso, a falta de padronizacdo dos
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componentes da gema de ovo vem motivando a realizacdo de estudos visando a
substituicdo por outras substancias [8].

Neste contexto, os lipossomas protegem 0s espermatozoides por meio da
ligacdo com a membrana celular durante a criopreservacao [9], garantindo a troca de
colesterol e fosfolipidios [10], excluindo as desvantagens em termos de bioseguridade
associadas a gema de ovo. Pesquisa realizada com touros leiteiros evidenciou que
um diluidor & base de lipossomas preservou melhor a integridade das membranas
plasmatica e acrossomal, promoveu maior potencial de membrana mitocondrial,
menor taxa de fragmentacdo de DNA, mantendo a motilidade semelhante a
espermatozoides criopreservados com diluidor a base de gema de ovo que
apresentou protecao antioxidante reduzida [11].

Devido & peroxidagdo lipidica, muitos compostos antioxidantes vém sendo
estudados para adicdo aos meios diluidores, com o propoésito de melhorar a
criopreservacao das células espermaticas. Dentre eles, a astaxantina, um carotenoide
extraido principalmente da alga Haematococcus pluvialis [12], parece promissora.
Possui acao antiinflamatéria, anti-cancerigena e, sobretudo, antioxidante, relatada
como mais eficaz que o B-caroteno na prevencao da peroxidacao lipidica [13].

Pesquisadores avaliaram a atividade da astaxantina (concentracdes de 0,5, 1
e 2 uM) no sémen de touros por meio da concentracdo espermatica de
malondialdeido, utilizando um diluidor formulado a base de lecitina de soja
(Andromed®, Minitube, Tiefenbach, Germany) [14]. Como resultados, houve aumento
na motilidade progressiva e reducao nas concentracfes de malondialdeido quando
0,5 ou 1 uM de astaxantina foram adicionados ao diluidor.

Até o0 momento, nenhum estudo foi desenvolvido suplementando diluidores a
base de gema de ovo e de lipossomas com astaxantina, sendo esta uma proposta
para melhorar a integridade dos espermatozoides durante o processo de
criopreservacao.

Sendo assim, o objetivo foi avaliar a suplementacdo de astaxantina aos
diluidores a base de gema de ovo (Experimento 1) e a base de lipossomas
(Experimento 2) na criopreservacdo espermatica, quanto a motilidade, morfologia,
integridade das membranas plasmatica e acrossomal, potencial de membrana

mitocondrial e estresse oxidativo em espermatozoides bovinos. A hipétese do estudo
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€ que a suplementacdo com astaxantina aos diluidores comerciais reduz o estresse
oxidativo, preservando a motilidade espermatica, integridade de membranas e

potencial mitocondrial.
2. Material e métodos
2.1 Animais

O experimento foi conduzido entre 0s meses de maio e setembro de 2021.
Foram utilizados seis touros da raca Nelore, com idades entre 48 e 60 meses e
colhidos sete ejaculados de cada animal (6 touros x 7 colheitas, n=42). O prepucio e
0 pénis foram higienizados previamente a cada colheita com Ringer com Lactato e o
sémen foi colhido por eletroejaculacdo (Autojac V3®, Neovet®, Uberaba, Brasil).
O ejaculado foi cuidadosamente transportado para o laboratério e mantido a
temperatura de 37°C até a realizacdo do processamento para andlise e
criopreservacéao. Os procedimentos experimentais deste estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista (protocolo CEUA numero 269/21) e da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
(protocolo CEUA numero 8865260121).

2.2 Experimento 1
2.2.1 Grupos experimentais

Cada ejaculado foi dividido nos seguintes grupos experimentais:

Grupo 1: C-GEMA; Controle: diluidor a base de gema de ovo (Botu-
Bov®,Botupharma, Botucatu, Brasil);

Grupo 2: GEMA + AST; Diluidor a base de gema de ovo (BotuBov®)
suplementado com 0,5 uM de astaxantina (SML0982; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
diluida em 0,009% de dimetilsulféxido (DMSO; D4540; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA);
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Grupo 3: C-GEMA DMSO; Controle: diluidor a base de gema de ovo (BotuBov®
+ 0,009% de DMSO).

O DMSO foi utilizado no experimento como um solvente, em virtude da
astaxantina apresentar caracteristica lipossoluvel. Com isso, o grupo C-GEMA DMSO
foi incluido no experimento como um controle negativo, com o objetivo de diferenciar
se os efeitos encontrados séo, de fato, da astaxantina ou apenas de seu solvente.
Com base no trabalho de Farzan e colaboradores [14], foi realizado um pré-
experimento com as doses 0,5, 1 e 2 pM de astaxantina. Devido aos melhores
resultados de motilidade total e progressiva, optamos por utilizar a menor dose do

antioxidante na conducédo dos dois experimentos a seguir.
2.2.2 Avaliagdes do sémen in natura e diluido
2.2.2.1 Avaliac®es iniciais e diluicdo

Para promover uma avaliagéo inicial, a motilidade (%) e o vigor (1-5) foram
avaliados subjetivamente in natura sob microscépio de contraste de fase equipado
com platina aquecedora (37°C) em aumento de 100x. A concentracdo espermatica foi
realizada com o sémen diluido a 1:200 (5 yL de sémen: 995 pL de Solucéo Salina
Tamponada com Fosfato de Dulbecco - DPBS com 4% de formaldeido) e a leitura foi
realizada em camara de Neubauer, sob microscopia éptica em aumento de 400x.
Apds as anadlises iniciais, o sémen foi diluido conforme os tratamentos na
concentracdo de 40 x 10° espermatozoides/mL. Ao realizar a diluicdo, aguardaram-se

10 minutos, para que ocorresse interagao entre 0s tratamentos e 0s espermatozoides.
2.2.2.2 Caracteristicas de motilidade espermatica

Posteriormente a esse periodo, 0os grupos experimentais foram submetidos ao
sistema de analises computadorizada da motilidade espermatica (Computer Assisted
Sperm Analisys - CASA), usando o aparelho Hamilton Thorne Research Motility
Analysis (HTM-IVOS, Versao 12.3, Hamilton Thorn Research, Beverly USA). Foram

previamente realizados ajustes (set up) no equipamento para a analise do sémen
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bovino (conforme o Apéndice A ). Dez yuL de amostra foram depositados na camara
de Makler® (SEFI, Medical Instruments LTDA, Haifa, Israel). As caracteristicas
analisadas foram: motilidade total (%), motilidade progressiva (%), velocidade de
trajeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL,
um/s), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH, pm), frequéncia de
batimento (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %) e células rapidas
(%), cujas definicdes foram descritas por Arruda [15].

2.2.2.3 Morfologia espermatica

Uma amostra de sémen diluido foi separada para avaliacdo de morfologia
espermética (250 puL de DPBS com 4% de formaldeido e 250 uL de sémen diluido), a
qual foi realizada em preparacdo Umida com uma gota entre lamina e laminula em
aumento de 1000x sob microscopia de contraste de interferéncia diferencial - DIC
(Nikon, Modelo Eclipse Ni-U 80i, Melville, USA). Foram contadas 200 células por
amostra e as altera¢des morfolégicas foram agrupadas em defeitos maiores, menores
e totais [16].

2.2.3 Criopreservacao

Para a congelacdo, o sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,25 mL
(IMV® Technologies, Campinas, Brasil), previamente identificadas segundo o
tratamento, colheita e animal, lacradas com esferas de metal (Minitub®, Brasil) e
colocadas em maquina de criopreservacéo automatica (TK 3000®, TK Tecnologia em
Congelacdo Ltda, Uberaba, Brasil). A maquina foi pré-ajustada com curva de
refrigeracdo de -0,25°C /min de + 22°C a 5°C, uma hora de tempo de equilibrio
(estabilizacdo) a 5°C e curva de congelacao de -20°C /min de 5°C a -120°C. Ao atingir
-120°C as palhetas foram mergulhadas em nitrogénio liquido a -196°C. Apds, as
palhetas congeladas foram armazenadas em racks de metal previamente identificadas

e transferidas para o botijao criogénico.
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2.2.4 AvaliacOes do sémen poOs-criopreservacao

Para todas as avaliacbes foram descongeladas duas palhetas, do mesmo
touro, partida e tratamento, a temperatura de 37°C por 30 segundos e
homogeneizadas. Para analisar das caracteristicas da motilidade espermatica, as
amostras descongeladas foram analisadas conforme a descricdo do item 2.2.2.2. Para
avaliar as alteragcbes morfologicas, o conteudo das palhetas homogeneizadas foi
acrescido de 5 yL de DPBS com 4% de formaldeido. Os espermatozoides foram
classificados, no dia seguinte ap0s a descongelacédo, conforme a descricdo do item
2.2.2.3.

2.2.4.1 Integridade das membranas plasmatica e acrossomal, potencial de

membrana mitocondrial e estresse oxidativo

Para avaliar a integridade das membranas plasmatica e acrossomal, potencial
de membrana mitocondrial e estresse oxidativo, as sondas fluorescentes iodeto de
propidio (IP; P4170) e aglutinina de Pisum sativum conjugada a isotiocinato de
fluoresceina (FITC-PSA; L0O770) foram adquiridas da Sigma-Aldrich e as sondas
iodeto de 5,5°,6,6'-tetracloro-1,1,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina  (JC-1;
T3168), CellROX® green (CRG; C10444) e Syto 59 (S59; S11341), foram adquiridas
da Thermo Fisher, Waltham, USA.

Para iniciar as avaliacbes, as amostras descongeladas de sémen foram
diluidas em meio de Tyrode suplementado com albumina, lactato e piruvato (TALP
sperm) [17], com pH ajustado para 7,4, para atingir a concentracdo de 5 x 10°
espermatozoides/mL. Todas as amostras foram coradas com a sonda S59
(concentracao final: 5 nM), que possui afinidade com o DNA, durante 10 minutos a
37°C. Com isso, eventuais particulas que ndo continham DNA com o0 mesmo tamanho
e propriedades de disperséao que os espermatozoides foram excluidas da analise [18].
As emissodes fluorescentes das sondas excitadas por argonio foram capturadas pelos
detectores FL1 (passagem de banda: 533/30 nm), FL2 (passagem de banda 585/40
nm) e FL3 (passagem longa > 670 nm), enquanto a fluorescéncia emitida pelas
sondas excitadas com o laser vermelho foi capturada pelo FL4 (passagem de banda:



%{\VF | 23

675/25 nm). O FL1 foi utilizado para detectar a fluorescéncia verde (monémeros JC-
1; FITC-PSA e CRG). O FL2 foi utilizado para detectar fluorescéncia vermelha (IP), e
o FL4 foi utilizado para detectar fluorescéncia vermelha distante (S59). A sobreposicao
espectral da coloragdo nas andlises da citometria de fluxo foi compensada sempre
gue necessario.

A integridade das membranas plasmatica e acrossomal foram avaliadas com
IP (concentragéo final: 3,3 pg/mL) e FITC-PSA (concentracdo final: 0,6 mg/mL),
respectivamente. As amostras foram coradas simultaneamente com S59, IP e FITC-
PSA e incubadas a 37°C durante 10 minutos [18]. Foram registradas porcentagens de
trés categorias de espermatozoides: membrana plasmatica integra (%); membrana
acrossomal integra (%); membranas plasméatica e acrossomal integras (%).

O potencial de membrana mitocondrial (PMM) foi avaliado em células com
membrana plasmatica integra (IP negativo) por JC-1 (concentracao final: 1 uM). As
amostras foram coradas simultaneamente com S59, IP e JC-1 e depois incubadas a
37°C durante 10 minutos [18]. Foram registradas intensidades médias JC-1agg (FL2)
[19].

O estresse oxidativo foi avaliado por CRG (concentracéo de 5 uM). As amostras
foram inicialmente coradas com CRG e incubadas a 37°C durante 30 minutos, sendo
gue nos ultimos 10 minutos foram adicionadas S59 e IP [20]. Foi registrada a
intensidade mediana do CRG (FL1) em espermatozoide IP negativo.

Apbs a coloragcdo com as sondas, todas as amostras foram rediluidas em TALP
para 2,5 x 10% espermatozoides/mL para entdo serem analisadas por citometria de
fluxo [21, 22]. Para a avaliacdo foi utilizado o aparelho Accuri C6 (Becton, Dickinson
and Company, San Jose, USA). As amostras foram processadas a uma taxa de fluxo
de aproximadamente 600 a 1000 eventos/segundo, totalizando 10.000 eventos S59-

positivos por ensaio.
2.3 Experimento 2
Cada ejaculado foi dividido nos seguintes grupos experimentais:

Grupo 01: C-LIPO; Controle: diluidor a base de lipossomas (Optidux®,
Reprodux, Itapira, Brasil);
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Grupo 02: LIPO + AST; Diluidor a base de lipossomas (Optidux®) suplementado
com 0,5 uM de astaxantina, diluida em 0,009% de DMSO;

Grupo 03: C-LIPO DMSO; Controle: diluidor a base de lipossomas (Optidux®) +
0,009% de DMSO

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no Experimento 1.
2.4 Anélise estatistica

Para os dois experimentos a andlise estatistica foi realizada por meio do
software SAS (Versdo 9.2; SAS Institute). As variaveis foram testadas quanto a
normalidade dos residuos pelo Teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade das
variancias usando o PROC UNIVARIATE e, quando isso nao ocorreu, os dados foram
transformados para Log [Log (X+1)] ou ranqueados. Os dados originais ou
transformados das caracteristicas espermaticas foram analisados por meio de
ANOVA utilizando modelo misto (PROC MIXED), considerando o efeito aleat6rio do
ejaculado de cada touro e os efeitos fixos de tratamento, touro e interacdo. Quando
detectado efeito significativo de tratamento, as médias foram comparadas pelo
método de Fisher de Menor Diferenca Significativa para multiplas comparacoes.
Foram considerados como diferenca significativa quando P < 0,05. Os dados foram

expressos como média + erro padréo da média.
3. Resultados
3.1 Experimento 1

Os resultados da motilidade espermatica logo apos a diluicdo estédo
demonstrados na Tabela 1. A adi¢cdo de astaxantina ao diluidor a base de gema de
ovo aumentou a motilidade total e o percentual de células rapidas, sem diferir do grupo
C-GEMA DMSO. O grupo C-GEMA foi superior aos demais grupos nas caracteristicas
de velocidade progressiva e retilinearidade. Ao avaliar a frequéncia de batimento, o
grupo C-GEMA foi superior ao grupo C-GEMA DMSO, porém o grupo GEMA + AST

nao diferiu de ambos. Para as demais variaveis (motilidade progressiva, velocidade
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do trajeto, velocidade curvilinear, amplitude do deslocamento lateral da cabeca e

linearidade, ndo houve diferenca entre os tratamentos.

Tabela 1. Médias + erro padrao das caracteristicas de motilidade espermética, apés
a adicdo do sémen em diluidor a base de gema de ovo (C-GEMA), diluidor a base de
gema de ovo + 0,5 pM de astaxantina (GEMA + AST) e diluidor a base de gema de
ovo + 0,009% de DMSO (C-GEMA DMSO).

Caracteristicas de Diluido (22°C)

motilidade GEMA + C-GEMA Valor de P
espermatica C-GEMA AST DMSO

MT (%) 91,2°+0,8 93,62+ 0,6 93,02+0,8 <0,01
MP (%) 779+0,7 77,8+0,6 76,9 £ 0,6 0,46
VAP (um/s) 1070+1,0 106,3+1,4 1055+1,1 0,60
VSL (um/s) 86,32+ 0,9 842v+1,1 83,1°+1,0 < 0,01
VCL (um/s) 181,0+2,2 179.4+2,7 179,023 0,68
ALH (um) 73+0,1 73+0,1 74+0,1 0,86
BCF (Hz) 27,72+0,4 26,880 +04 26,3°+0,4 0,03
STR (%) 80,72+ 0,5 79,26+ 0,5 78,6+ 0,4 < 0,01
LIN (%) 49,6 £0,5 48,8 +0,5 48,3+0,4 0,12
RAP (%) 89,7°+ 0,9 91,92+0,7 91,42+ 0,8 0,03

Letras diferentes sobrescritas (a, b) na mesma linha indicam diferenca (p < 0,05).

Motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade do trajeto (VAP), velocidade progressiva
(VSL), velocidade curvilinear (VCL), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH), frequéncia de
batimento (BCF), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), células rapidas (RAP).

AplOs a criopreservacdo, a adicdo de astaxantina no diluidor promoveu
resultado inferior nas células espermaticas para as caracteristicas de velocidade
progressiva, frequéncia de batimento e retilinearidade quando comparadas com
células do grupo C-GEMA, conforme demostrado na Tabela 2. A reducdo dessas
caracteristicas também ocorreu no grupo C-GEMA DMSO.

N&o foi possivel avaliar a morfologia espermatica do sémen diluido, em virtude
da desnaturacdo proteica, que possivelmente ocorreu entre o formol e as particulas
de gema de ovo, durante o armazenamento das amostras em geladeira (+ 15°C).
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Tabela 2. Médias * erro padrdo das caracteristicas de motilidade espermatica, apos
criopreservacao do sémen com o diluidor a base de gema de ovo (C-GEMA), diluidor
a base de gema de ovo + 0,5 uyM de astaxantina (GEMA + AST) e diluidor a base de
gema de ovo + 0,009% de DMSO (C-GEMA DMSO).

Caracteristicas de Descongelado

motilidade C-GEMA ValordeP
espermatica C-GEMA GEMA + AST DMSO

MT (%) 456 +25 48,7 + 2,7 459+25 0,58
MP (%) 41,7+22 43,4 +24 40,8+2,3 0,66
VAP (um/s) 88,8+1,3 86,5+1,3 86,0+1,4 0,19
VSL (um/s) 79,22+1,3 753°+13 75,4°+1,3 0,02
VCL (um/s) 1406 +2,8 1379+2,1 137,0+2,5 0,45
ALH (um) 55+0,1 56+0,1 55+0,1 0,71
BCF (Hz) 32,72+0,4 30,9+ 0,4 31,3*+0,4 <0,01
STR (%) 88,92+ 0,3 87,3+ 0,4 875P+0,4 <0,01
LIN (%) 58,9 +0,7 57,5+0,6 57,7+0,7 0,08
RAP (%) 435+2.4 46,4 + 2,6 434+25 054

Letras diferentes sobrescritas (a, b) na mesma linha indicam diferenga (p < 0,05).

Motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade do trajeto (VAP), velocidade progressiva
(VSL), velocidade curvilinear (VCL), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH), frequéncia de
batimento (BCF), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), células rapidas (RAP).

As meédias + erro padrdo da % de defeitos esperméticos do sémen
descongelado esta demonstrada na Figura 1. O grupo GEMA + AST apresentou mais
defeitos menores que os demais grupos (P = 0,01). Ndo houve diferenca entre os
grupos experimentais para defeitos maiores e defeitos totais (P= 0,10 e 0,16,

respectivamente).
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Figura 1. Médias * erro padrdo do percentual de defeitos menores, maiores e totais
dos diferentes grupos experimentais avaliados pos criopreservacao. Letras diferentes
sobrescritas (a, b) no mesmo grupo de defeitos indicam diferenca (p < 0,05).
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As médias + erro padrdo da integridade das membranas plasmatica e
acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e estresse oxidativo estédo
demonstradas na Figura 2. Os espermatozoides criopreservados com astaxantina nao
diferiram dos demais grupos ao analisar as células com integridade de membrana
plasmatica (Figura 2A; P = 0,66), integridade de membrana acrossomal (Figura 2B; P
= 0,58) e percentual de células com integridade de membrana plasméatica e
acrossomal (Figura 2C; P = 0,84). As células criopreservadas com astaxantina
apresentaram menor quantidade de células com alto potencial mitocondrial, ao
comparar com o grupo C-GEMA, sendo que ambos néo diferiram do grupo C-GEMA
DMSO (Figura 2D; P = 0,04). Os espermatozoides do grupo GEMA + AST nao

diferiram dos demais quando avaliado o estresse oxidativo (Figura 2E; P = 0,69).
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Figura 2. Médias + erro padrao dos percentuais de espermatozoides com integridade
de membranas plasmética e acrossomal e da intensidade de fluorescéncia associada
ao potencial de membrana mitocondrial e estresse oxidativo. A) Membrana plasmatica
integra (%); B) Membrana acrossomal integra (%); C) Membrana plasmética e
acrossomal integras (%); D) Intensidade média de fluorescéncia da sonda JC-1lagg,
indicando alto potencial de membrana mitocondrial; E) Mediana da intensidade de
fluorescéncia da sonda CellROX® green, indicativa de estresse oxidativo. Letras
diferentes sobrescritas (a, b) no mesmo bloco de colunas de defeitos indicam
diferenca (p < 0,05).

3.2 Experimento 2

A adicdo de astaxantina ao diluidor ndo promoveu diferenca nas caracteristicas
de motilidade espermética ao avaliar o sémen diluido, bem como no sémen poés

criopreservacao, conforme demostrado nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.
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Tabela 3. Médias * erro padrdo das caracteristicas de motilidade espermatica, apos
a adicdo do sémen em diluidor & base de lipossomas (C-LIPO), diluidor & base de
lipossomas + 0,5 uM de astaxantina (LIPO + AST) e diluidor a base de lipossomas +
0,009% de DMSO (C-LIPO DMSO).

Caracteristicas de

Diluido (22°C)

motilidade C-LIPO Valor de P
espermatica C-LIPO LIPO+AST puso

MT (%) 95,4+0,7 95,3+0,5 95,7+0,5 0,82
MP (%) 736+1,1 76,3+0,9 747+x11 0,27
VAP (um/s) 141,4+23 137,4+23 1397+24 0,25
VSL (um/s) 1042+14 1043+16 103,7+15 0,96
VCL (um/s) 2532+42 2450+4,4 2505+46 0,25
ALH (um) 9,7+0,1 9,4+0,1 9,6 +0,1 0,15
BCF (Hz) 26,8+0,4 282+05 270+04 0,06
STR (%) 73,8+ 0,6 76,0 £ 0,6 74,4+ 0,6 0,06
LIN (%) 425+04 440+0,5 429+0,5 0,12
RAP (%) 94,6 + 0,7 94,6 + 0,6 94,9+ 0,6 0,89

Motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade do trajeto (VAP), velocidade progressiva
(VSL), velocidade curvilinear (VCL), amplitude do deslocamento lateral da cabec¢a (ALH), frequéncia de
batimento (BCF), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), células rapidas (RAP).

Tabela 4. Médias * erro padréo das caracteristicas de motilidade espermatica, apos
a criopreservacao do sémen com o diluidor a base de lipossomas (C-LIPO), diluidor a
base de lipossomas + 0,5 uM de astaxantina (LIPO + AST) e diluidor a base de
lipossomas + 0,009% de DMSO (C-LIPO DMSO).

Caracteristicas de Descongelado

motilidade C-LIPO Valor de P
espermatica C-LIPO LIPO + AST DMSO

MT (%) 545+21 527+21 550+20 0,90
MP (%) 439+1,9 42.8+1,8 450+1,8 0,51
VAP (um/s) 105,7+1,6 104,7+15 1069+14 0,56
VSL (um/s) 80,7+15 80,3+1,4 822+1,3 0,55
VCL (um/s) 199,2+3,0 200,8+3,1 201,4+28 0,31
ALH (um) 8,6+0,1 8,7+0,2 8,7+0,1 0,71
BCF (Hz) 27,8 +0,3 27,7+0,2 28,3+0,3 0,20
STR (%) 77,2+0,5 77,5+0,5 77,6 +0,4 0,77
LIN (%) 42.8+0,5 42,4+ 0,6 43,1+05 0,68
RAP (%) 52,7+21 50,5+2,0 53,0+2,0 0,13

Motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade do trajeto (VAP), velocidade progressiva
(VSL), velocidade curvilinear (VCL), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH), frequéncia de
batimento (BCF), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), células rapidas (RAP).

As médias + erro padrdo da % de defeitos menores, maiores e totais dos
espermatozoides apés a diluicdo nao diferiram entre os tratamentos e estéo

demonstradas na Figura 3 (P= 0,65, 0,57 e 0,47, respectivamente).
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Figura 3. Médias + erro padrao dos espermatozoides com defeitos menores, maiores
e totais (%) dos diferentes grupos experimentais apés a diluicdo do sémen.

As médias + erro padrdo da % de defeitos menores, maiores e totais dos
espermatozoides apds a criopreservacao, nao diferiu entre os tratamentos e esta
demonstrada na Figura 4 (P = 0,42, 0,49 e 0,35).
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Figura 4. Médias + erro padrao dos espermatozoides com defeitos menores, maiores
e totais (%) dos diferentes grupos experimentais, apds a criopreservacao do sémen.

As médias * erro padrdo da integridade das membranas plasmatica e
acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e estresse oxidativo estédo
demonstradas na Figura 5. A suplementacdo com astaxantina ndo promoveu melhor
preservacao dos espermatozoides que 0s demais grupos na integridade de membrana
plasmatica (Figura 5A; P = 0,65), integridade de membrana acrossomal (Figura 5B; P
=0,52), integridade de membrana plasmatica e acrossomal (Figura 5C; P = 0,84), alto
potencial de membrana mitocondrial (Figura 5D; P = 0,40) ou estresse oxidativo
(Figura 5E; P = 0,18).
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Figura 5. Médias = erro padrédo dos percentuais de espermatozoides com integridade
de membranas plasmatica e acrossomal, e da intensidade de fluorescéncia associada
ao potencial de membrana mitocondrial e estresse oxidativo. A) Membrana plasmatica
integra (%); B) Membrana acrossomal integra (%); C) Membrana plasmética e
acrossomal integras (%); D) Intensidade média da sonda JC-lagg, indicando alto
potencial de membrana mitocondrial; E) Mediana da intensidade de fluorescéncia da
sonda CellROX® green, indicativa de estresse oxidativo.

4. Discusséao

Neste estudo foi avaliada, de maneira inédita, a adicdo do antioxidante
astaxantina a dois diferentes diluidores comerciais de criopreservacdo de sémen a
base de gema de ovo e de lipossomas sobre as caracteristicas de motilidade
espermatica, integridade de membranas plasmatica e acrossomal, potencial de
membrana mitocondrial e estresse oxidativo.

No experimento 1, de forma inesperada, nas caracteristicas em que as células
do grupo GEMA + AST foi superior ou inferior aos espermatozoides do grupo C-
GEMA, os resultados foram semelhantes ao grupo C-GEMA DMSO. Conforme foi
demonstrado no estudo de Basioura e colaboradores [23] era esperado que esse

grupo se comportasse de maneira semelhante ao grupo C-GEMA, por serem dois
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grupos controle-negativo. Isto significa que os efeitos observados néo foram
propiciados pela astaxantina, ressaltando a importancia de um segundo grupo
controle negativo para isolar o efeito do componente a ser estudado.

O DMSO é um produto quimico derivado da lignina, classificado como uma
substancia polar e solvente penetrante [24], motivo pelo qual foi utilizado nesse
estudo. Ele é também classificado como um crioprotetor intracelular, substancia que
apresenta capacidade de atravessar a membrana plasmética do espermatozoide,
atuando nos meios intra e extracelular [25, 26]. Entretanto, por ter sido utilizado na
concentracdo de 0,009%, ndo acreditamos que ele possa ter atuado como um
crioprotetor neste estudo.

Até o momento foi encontrado somente um estudo que avaliou a
suplementacdo de astaxantina em sémen bovino [14]. Os pesquisadores utilizaram
um diluidor formulado a base de lecitina de soja (Andromed®), e verificaram que a
suplementacdo com 0,5 uM de astaxantina propiciou melhor indice de motilidade
progressiva e menor concentracdo de malondialdeido, metabdlito derivado do
estresse oxidativo, ndo corroborando os resultados encontrados em nossa pesquisa.

Uma vez que a adicdo de astaxantina aos meios comerciais gerou resultado
positivo no trabalho de Farzan e colaboradores [14], negativo quando utilizamos o
diluidor a base de gema de ovo ou nulo quando utilizamos o diluidor & base de
lipossomas, ha indicios de que a composicao do diluidor possivelmente influencie a
célula espermética a requerer ou ndo a suplementacdo com o antioxidante
astaxantina.

As substancias contidas nos diluidores podem promover efeitos diferentes na
célula espermatica, principalmente em fatores relacionados a motilidade como a
membrana plasmatica e estruturas flagelares, envolvidos com a fun¢cao mitocondrial
[27]. Sendo assim, além da justificativa acima, outra hipétese para nossos resultados
€ um possivel antagonismo entre os antioxidantes presentes nas formulas comerciais,
cujo tipo de molécula e quantidades néo séo especificadas, e a dose de astaxantina
utilizada no presente estudo. Cabe ressaltar que o diluidor a base de lecitina de soja,
qgue apresentou efeito positivo na célula espermatica, ao ser suplementada com
astaxantina por Farzan e colaboradores [14], também contém antioxidante em sua

formulacao.



%{\VF | 34

N&o verificamos em nosso trabalho o efeito protetor da astaxantina contra o
estresse oxidativo na dose utilizada, no entanto, é possivel que o ajuste da mesma
possa causar beneficios, conforme evidenciado por Ispada e colaboradores [28] em
estudo com suplementacdo deste antioxidante na maturacéo in vitro (MIV). Estes
autores verificaram que concentracdes acima de 100 uM reduziram a porcentagem de
embrides clivados que atingiram o estagio de blastocisto. Posteriormente reduziram
as concentragdes para 0, 12,5, 25, 50 e 50.000 nM para avaliar o efeito do choque
térmico na MIV. Apesar do choque térmico ter causado aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio nos odcitos, as concentracbes de 12,5 e 25 nM de
astaxantina impediram que isso ocorresse. Dessa forma, apesar de ser outro tipo de
célula, uma possivel alternativa seria testar doses ainda mais reduzidas e avaliar se
ocorre algum efeito positivo na célula espermética.

No experimento 1, as células espermaticas criopreservadas com astaxantina
apresentaram maior porcentagem de defeitos menores. Entretanto, acreditamos que
esse aumento ocorreu ao acaso, devido a ser um baixo nimero de células avaliadas
e ndo decorrente de alguma interacdo das moléculas de astaxantina e DMSO com o0s
espermatozoides.

Apesar de néo ter realizado a comparacao entre os diluidores, pode-se inferir
gue possivelmente eles atuem de formas distintas, pois diferente do experimento 1,
no experimento 2 ndo foi encontrada nenhuma diferenga entre os tratamentos. Com
ISSO, ressaltamos a importancia desse estudo para a ciéncia, principalmente para
demonstrar que a suplementacao com antioxidantes pode agir de maneira Unica para
cada diluidor comercial, talvez pela sua viscosidade ou composi¢cdo. Supomos que
esse seja um motivo que dificulta a repetibilidade de resultados de estudos
envolvendo antioxidantes [12, 14 e 29].

Mais estudos sdo necessarios utilizando a astaxantina para avaliar o impacto
nas caracteristicas espermaticas. Indicamos que ao utilizar algum solvente, sejam
realizadas avaliacdes para identificar possivel atuacdo sobre o tratamento. Além
disso, sugerimos que apos a obtencéo de resultados favoraveis na criopreservacao,
as doses de sémen sejam utilizadas em fertilizag&o in vitro e, posteriormente, in vivo,

e assim avaliar se a taxa de prenhez também é beneficiada.
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5. Concluséao

Conclui-se que a astaxantina, na concentracao utilizada, quando adicionada
aos diluidores comerciais a base de gema de ovo ou lipossomas nao reduz o estresse
oxidativo e, portanto, ndo preserva a motilidade esperméatica e o potencial de

membrana mitocondrial, rejeitando a hipétese inicial do presente estudo.
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Apéndice A: Set up Bovino
Aparelho Hamilton Thorne Research Motility Analysis
(HTM-IVOS, Verséo 12.3, Hamilton Thorn Research, USA)

Caracteristica Ajuste
NUmMero de imagens adqUINIOAS. ........uuuuurrruiiiieiee e e e e e e e ee e e eeeeeve e e e e e e eeaaeeeeees 30
Taxa de aquISIGA0 dAS IMAGENS. ....ceiiiiiieeiiie it e e e e e e e e e 60 Hz
Contraste MiniMO da CEIUIA..............ooiiiiiie e 80
Tamanho MiNiIMO da CEIUIAL..........ccooiiiii e 5 pixels
Contraste para CElIUIAS IMOVEIS..........uuiiiiiiiii i e e e e e e e e eeaeaaeans 15
Retilinearidade (STR), IMIAI..........ooo e 60%
Valor de corte de VAP para células [entas...............ccooeeveciiiiiiiiiiiceiece e 30,0 um/s
VAP minimo para Células progreSSIVas........cccceeeiieeeeeeeeeeeeieeeeiiiii e e e e e e aeeeee 40,0 ym/s
Tamanho da CEIUIA..........c.ueeiiie e 6 pixels
INtenSidade da CEIUIAL.........uueeiiiieiie e e e e e ee s ennnes 75
Tamanho da cabeca eStatiCa..........cceiiiiieiii e e 0,32a2,96
Intensidade da cabecga eStatiCa................uvvvviiiiiiiiii e 0,66a1,70
AlONGAMENTO ESTALICO. ... .eeiiie et e e e e e e e e e 8a97
AN 8] =1 o 1,75
FreqUENCIa @ VIAEO..........coieeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaenaaees 60
Intensidade de IUMINAGAO............uuuuiiiiiiie e e e e e e e e e e e e eeeaaaees 2203

TEMPEIATUIAL ....euiiiiiiiii e e e e e s e e e aaaees 37°C





