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RESUMO

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

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

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



ABSTRACT

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

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

Keywords: antioxidant; RAM; artificial insemination; pregnancy rate; seminal
guality; frozen semen.
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lipossoluvel, que atua em diversos sistemas biolégicos promovendo energia,
através do transporte de elétrons e protons na membrana mitocondrial,
prevenindo a LPO e neutralizando radicais lipidicos, e a Melatonina, capaz de
interagir com uma variedade de ROS, além de possuir capacidade de reciclar
diversos antioxidantes oxidados, entre eles as vitaminas C e E, glutationa e
NADH.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral
» Avaliar os efeitos de antioxidantes sobre a sobre a qualidade espermética

guando adicionados a diluente comercial para congelacdo de sémen ovino.

5.2 Objetivos Especificos

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

peroxidacao lipidica, avaliados pelo citdbmetro de fluxo;

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

taxa de prenhez em ovinos.
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Short Communication
Adicado de coenzima Q10 e melatonina em diluente seminal de carneiros
submetidos a congelacéao
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Resumo

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

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

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

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

Palavras-chave: antioxidante; ovino; reproducdo; sémen congelado;
termoresisténcia.
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substancias sobre a célula espermatica em ovinos.

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

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

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