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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito de trés diferentes concentragbes de L-carnitina
(LC) em diluidores de sémen de ovinos contendo ou ndo gema de ovo para
criopreservacdo. Quatro carneiros da raca Santa Inés foram utilizados durante a
estacdo reprodutiva. O sémen foi avaliado quanto a sua qualidade e concentracéo e
posteriormente diluido e armazenado em palhetas. Utilizaram-se dois diluidores,
TRIS-gema ou o0 meio comercial optiXcell ™ |MV, totalizando seis grupos
experimentais: IMV - (0, 5e 10 mM LC) e TRIS - (0, 5 e 10 mM LC). Apés o processo
de diluicdo, congelamento-descongelamento e durante incubacéo a 38 °C por 3 h, 0s
seguintes parametros foram avaliados: cinética espermatica, teste hiposmético,
integridade da membrana plasméatica, estado de capacitacdo e nivel de
lipoperoxidacdo. O diluidor IMV comprometeu a cinética espermatica, com indices
menores de VSL, VCL, LIN, WOB e STR, em comparagdao com o diluidor TRIS (P
<0,05). A suplementacéo de 10 mM de LC afetou positivamente o parametro VAP no
TRIS e no VSL no diluidor IMV. De fato, a adicdo de 5 mM de LC melhorou o parametro
STR no diluidor IMV. Nos grupos suplementados com LC, o IMV teve maior (P <0,05)
estresse oxidativo que os tratamentos TRIS. Em conclusdo, embora a LC tenha
afetado alguns parametros isolados, sua suplementacdo no diluidor de sémen néo
teve efeito benéfico consistente sobre o espermatozéide pos-descongelamento e
durante toda a incubacao por até 3 horas, independentemente do diluente utilizado. O
diluidor optiXcell ™ IMV comprometeu a cinética espermatica e apresentou maior
estresse oxidativo comparado ao extensor TRIS.

Palavras-chave: andrologia; antioxidante; Ovis aires; Santa Inés; preservacdo do
sémen; diluente TRIS; lipoperoxidacdo; CASA; hiposmético; estresse oxidativo.



ABSTRACT

This study assessed the effect of three different concentrations of L-carnitine (LC) in
sheep semen extenders containing or not egg yolk for cryopreservation. Four Santa
Inés rams were used during the breeding season. Semen was evaluated regarding its
quality and concentration and later diluted and stored in frozen straws. Two extenders
were used, either TRIS-egg yolk or the commercial optiXcell™ IMV medium (without
egg yolk protein), totaling six experimental groups: IMV — (0, 5 and 10 mM LC) and
TRIS — (0, 5and 10 mM LC). After the freezing-thawing process and throughout
incubation at 38 °C for up to 3 h, several parameters were evaluated: sperm kinetics,
hypoosmotic, plasma membrane integrity, capacitation status and lipid peroxidation
level. The IMV extender compromised sperm kinetics, with significantly lower indices
of VSL, VCL, LIN, WOB and STR, compared to the TRIS extender (P < 0.05). The
supplementation of 10 mM LC positively affected the VAP parameter in TRIS and VSL
in IMV extender. Indeed, the addition of 5 mM LC improved the STR parameter in IMV
extender. In the groups supplemented with LC, IMV had greater (P < 0.05) oxidative
stress than TRIS treatments. In conclusion, although LC affected some isolated
parameters, its supplementation in semen extender had no consistently beneficial
effect on freezing-thawing ram sperm and throughout incubation for up to 3 h,
regardless to the extender used. The commercial optiXcell™ IMV medium extender
compromised sperm kinetics and it had greater oxidative stress compared to the TRIS
extender.

Keywords: andrology; antioxidant; Ovis aires; Santa Inés; semen preservation; TRIS
extender; lipoperoxidation; CASA; hypoosmotic; oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Os pequenos ruminantes sao de grande importancia e contribuem
significativamente para a producdo de alimentos, especialmente na economia dos
paises em desenvolvimento (AMIRIDIS e CSEH, 2012). A criacdo de ovinos estd em
expansdo no Brasil, o que levou ao desenvolvimento de novas biotécnicas
reprodutivas para seu melhoramento genético (CROCOMO, 2012). O avanco nessas
biotecnologias, como a preparacao de espermatozoides e a inseminacao artificial (1A),
concentrou-se na preservacdo da capacidade de viabilidade e fertilizacdo de
espermatozoides congelados (CSEH et al., 2012). Espermatozdides criopreservados
podem ser armazenados por longos periodos e transportados para todos os
continentes, permitindo a disseminacdo de sémen de animais geneticamente
selecionados. De fato, também é importante para a conservacdo do sémen de
espécies raras ou ameacadas de extincdo, que podem posteriormente ser usadas
para IA ou fertilizacéo in vitro (MAIA et al. 2009). Apesar de todos os beneficios da
criopreservacao de espermatozoides, a disponibilidade de sémen congelado de boa
qualidade para uso em IA é um desafio mundial devido as dificuldades de
processamento dessas espécies (MARTI et al. 2011). Assim, menor capacidade de
fertilidade é obtida apés IA com sémen congelado comparado ao acasalamento
natural. Também é importante ressaltar a grande dificuldade na realizacéo de IA pela
via transcervical em ovinos, 0 que consequentemente requer sémen de melhor

qualidade, principalmente quando congelado (MAIA et al. 2010).

E bem conhecido que o processo de congelamento e descongelamento leva a
injurias no espermatozoéide (VICHAS et al. 2017). O sucesso da técnica depende da
composicdo do meio de congelamento e, portanto, estratégias foram estabelecidas
para otimizar a eficiéncia da criopreservacdo. Dezenas de diluidores ja foram
desenvolvidos e varios tipos de substancias crioprotetoras foram adicionadas a eles e
testados (BAGHSHAHI, 2014; CAMPUZANO 2014; SNOEK, 2017). Destes, os mais
utilizados sdo gema de ovo e glicerol (BAGHSHAHI, 2014; BITTENCOURT, 2018;
MAIA, 2009). A gema de ovo tem um papel protetor na membrana e possui ha sua
composicao, vitamina E e &cido ascoérbico, que sdo conhecidos por suas propriedades
antioxidantes (NIMALARATNE e WU, 2015). O processo de criopreservagao causa
estresse oxidativo a célula espermatica e a adicdo de antioxidantes ao congelamento

de sémen e ao meio de resfriamento ajuda a proteger o espermatozoide contra esses
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danos (MEHDIPOUR et al. 2017). Assim, diferentes substancias foram testadas no
sémen de ruminantes com sucesso variavel, geralmente visando reduzir a formacao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) (BANDAY et al. 2017).

A carnitina € um composto endégeno que limita a via de B-oxidacéo, atuando
no transporte de acidos graxos as mitocondrias e no transporte de intermediarios
dessa via. Portanto, pode manter a homeostase celular, contribuindo para a producéo
de ROS em niveis fisioldgicos (VAZ; WANDERS, 2002). O uso de L-carnitina (LC) no
diluidor para criopreservacdo melhorou a qualidade do sémen e as taxas de
recuperacao espermatica em espécies de caprinos, coelhos e bufalos (BUCAK 2010;
LONGOBARDI, 2016; SARIOZKAN, 2014), mas néo teve efeito sobre o sémen do
javali (KOZINK et al., 2004). Portanto, aparentemente, o papel da LC pode ser
contraditorio dependendo da espécie; e a literatura ainda € incipiente quanto ao seu
uso no meio diluidor para a criopreservacao de sémen de ovinos. Nossa hipétese é
que a adicdo de LC no meio diluidor para a criopreservacdo de sémen de ovinos
poderia afetar positivamente a viabilidade espermatica pos-descongelamento e sua
longevidade, em diferentes tipos de diluidores. Assim, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito de diferentes concentracbes de LC em diferentes diluidores de

sémen de carneiros visando a criopreservagao.
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2 CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA

2.1 CRIOPRESERVACAO

As células espermaéticas representam o produto final da espermatogénese nos
machos. A conservacao de espermatozoides apresenta propdsitos diversos como o
uso em tecnologias reprodutivas como a IA e FIV, bem como na conservacao de
espécies ameacadas de extingdo. A combinacdo de temperatura de estocagem, taxa
de resfriamento, composi¢do quimica dos diluentes, concentragcdo de crioprotetores,
espécies reativas de oxigénio (EROs), composicao do plasma seminal e a higiene séo
os fatores chave que afetam o tempo de vida dos espermatozoides apds o
descongelamento (BARBAS e MASCARENHAS, 2009).

A opcgédo de armazenar sémen de animais com valor genético superior, ou de
animais raros/em extincdo, torna as biotecnologias de criopreservacao essenciais nos
programas de melhoramento genético das espécies. A criopreservacao tem o intuito
de desacelerar o metabolismo e a taxa de respiracdo celular, mantendo a célula em
estado quiescente, mas preservando sua integridade. As técnicas de criopreservacao
utilizam o nitrogénio (N2) liquido para alcancar temperaturas ultrabaixas e viabilizar a
estocagem de gametas, embrides e diversos tipos celulares (DALCIN; LUCCI, 2010).

A criopreservacdo é um processo que deve ser executado de maneira lenta e
gradual, para que isso ocorra alguns métodos e etapas sao realizados, os métodos
mais difundidos e utilizados séo aqueles que utilizam a congelacédo controlada, cuja
taxa de resfriamento acontece gradualmente em maquinas apropriadas. Na pratica,
independentemente do método de criopreservacdo, faz-se o uso combinado de
diferentes substancias, como crioprotetores, que podem ser ndo penetrantes (leite ou
gema de ovo) ou penetrantes (glicerol, etilenoglicol ou dimetilsulféxido), substancia
tampdo (Tris), acucares (glicose, lactose, sacarose, trealose), sais (citrato de sodio,
acido citrico) e antibioticos (penicilina, estreptomicina) (EVANS e MAXWELL, 1987).
Além disso, os diluentes utilizados para preservacdo do sémen de espécies
domésticas devem possuir um pH adequado, capacidade tamponante, osmolaridade
apropriada e deve proteger as células esperméaticas de injurias criogénicas
(SALAMON e MAXWELL, 2000).

O objetivo dessas combinacdes € permitir a desidratacéo celular, diminuir a
toxicidade da solug&o de criopreservagado e minimizar as injurias toxico-osmaoticas que

a alta concentracao de qualquer um deles causa as células (VAJTA, 2000), como por
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exemplo, a desidratacdo celular excessiva que compromete a integridade celular
(ARAUJO-LEMOS et al., 2014). As solugdes hipertdnicas empregadas na
criopreservacado modulam o fluxo da agua para fora da célula, causando desidratacéo
e diminuicdo do tamanho da célula, resultando em menor probabilidade de formacéo
de cristais de gelo intracelular, o qual estd mais fortemente correlacionado com o0s
danos causados pela criopreservacdo do que a formacdo de gelo no espaco
extracelular (PRICKETT et al., 2015).

2.2 L-CARNITINA

2.2.1 EFEITO DA L-CARNITINA NO METABOLISMO LIPIDICO

A oxidacéo de &cidos graxos produz acetil-CoA, que é oxidada a CO2 no ciclo
de Krebs, sendo os elétrons resultantes dessa oxidacao transportados através da
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial para producdo de ATP. Dessa forma,
a B-oxidacéo é a fonte de cerca de 80% da energia para a maioria das células em
condicdes fisiologicas. Acidos graxos, mobilizados dos estoques citoplasmaticos,
formam ésteres com Coenzima A (CoA) com quebra de ATP, resultando em acil-CoA
citoplasmatico. Através da acdo da enzima carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1),
ocorre a transferéncia do éster de acil-graxo da molécula de CoA para o grupo hidroxil
de uma molécula de carnitina, formando acil-carnitina, o qual € transportada por
proteinas chamadas porinas na membrana mitocondrial externa, e por difusdo
facilitada através de uma proteina transportadora na membrana mitocondrial interna
(NELSON; COX, 2008). Uma vez na matriz mitocondrial, em reacéo catalizada por
carnitine palmitoyltransferase 2 (CPT2), o grupamento acil € transferido da molécula
acil-carnitina para uma CoA formando acil-CoA, que segue para degradagéo na via
de B-oxidacdo, enquanto a carnitina livre retorna ao espaco extramitocondrial para
continuar a via de transporte (NELSON; COX, 2008; KERNER; HOPPEL, 2000).

A carnitina € uma amina quaternaria, sintetizada naturalmente a partir dos
aminoacidos metionina e lisina, que possui fungdes importantes no metabolismo
intermediario na maioria dos tecidos de mamiferos (BREMER, 1983; VAZ;
WANDERS, 2002). Além de atuar como cofator no transporte de ésteres de acidos
graxos do citoplasma para a matriz mitocondrial, a carnitina também esta envolvida
no transporte de produtos da -oxidacéo de peroxissomos para a mitocondria para a

oxidagcdo em CO2 e H20 no ciclo de Krebs, e na modulagéo da razao acil-CoA/CoA,
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através da formacéo de ésteres com grupamentos acil, minimizando seus efeitos
toxicos para a célula (JAKOBS, 1995; MCGARRY, 1997). L-carnitina [3-hydroxy-4-
(trimethylammonio)butyrate] € o L-esteroisdbmero biologicamente ativo da carnitina,
utilizado também na suplementagdo de meios de cultivo visando o incremento da
atividade mitocondrial em cultivo de células, odcitos, embrides (DUNNING, 2012) e na
suplementacdo em meio diluente para criopreservacdo de sémen (BUCAK et al.,
2010; FATTAH et al., 2016; LONGOBARDI et al., 2016).

Carnitine acyltransferases sao enzimas que atuam no metabolismo
intermediario de acidos graxos, modulando os pools de acetil-CoA e acil-CoA em
diversos compartimentos celulares e contribuindo para a homeostase energética da
célula (ZAMMIT, 1999). Carnitine palmitoyltransferase 1 e 2 (CPT1 e CPT2) séo dois
complexos multiproteina localizados nas membranas mitocondriais externa e interna,
respectivamente, cuja funcdo é a transferéncia dos ésteres acil-graxo entre as
moléculas de CoA e carnitina, permitindo o transporte através das membranas
mitocondriais e a continuidade da via de B-oxidacdo (EATON, 1996). A carnitina é,
dessa forma, uma molécula limitante nessa via, estando sua deficiéncia
correlacionada com algumas sindromes causadas pela baixa atividade metabdlica
mitocondrial (NOLAND et al., 2009). CPT1 e CPT2 sofrem acdao inibitoria de malonil-
CoA, um metabdlito intermediario da biossintese de acidos graxos que sinaliza o
balanco entre sintese e degradacédo desses compostos, de acordo com 0s requisitos
energéticos da célula. CPTs atuam preferencialmente em ésteres de acil-CoA de
cadeia longa no espaco extramitocondrial (RAMSAY, 2001).

Carnitine O-acetyltransferase (CrAT) € outra enzima-chave no metabolismo
intermediario em mitocondrias, peroxisomos e reticulo endoplasmaético, pois realiza a
transferéncia reversivel de grupos acetil e acil de acetil-CoA/acil-CoA para a molécula
de carnitina, regulando assim as razfes acetil-CoA/CoA e acil-CoA/CoA no espaco
intracelular, as quais sé&o importantes para a producdo de energia e a regulagao das
atividades celulares (ZAMMIT, 1999). CrAT € um monémero com dois dominios, a e
B, cujas interfaces formam um tunel no qual ocorre as reag¢des quimicas; no dominio
C-terminal é onde se ligam a maioria das CoAs, ja o tunel é o local de ligagdo da
carnitina (JOGL, 2003; WU et al., 2003). CrAT possui como substrato preferencial acil-
CoAs de cadeia curta (RAMSAY, 2001). Nesse contexto, a LC torna-se vital para a
homeostase mitocondrial como substrato para CrAT, ja que o excesso de acil-CoA e

a indisponibilidade de CoA livre desencadeiam o bloqueio da via energética e o
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comprometimento dos metabolismos oxidativo, de carboidratos e aminoacidos,
resultando em diminuicdo na producdo de ATP e aumento na producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (PANDE, 1971; RAMSAY, 2004; MARCOVINA et al.,
2013).

A diminuicdo da expressdo de enzimas do sistema carnitina, como CPT1,
CPT2 e CrAT e uma alta razdo acil-carnitina/carnitina livre sdo associadas com
disfungéo da atividade mitocondrial (SHARMA et al., 2008). O silenciamento do gene
CrAT resulta em quebra da homeostase do sistema carnitina e da bioenergética
mitocondrial, além de reduzir a expresséo e atividade da enzima antioxidante SOD2,
acarretando em aumento do estresse oxidativo dentro da mitocondria. Também é
observado que na auséncia de expressao de CrAT ocorrem diminuicdes no consumo
de O2 e na producéo de ATP (SHARMA et al., 2013). Estudo de Seiler et al. (2015),
avaliou a relacdo entre CrAT e o exercicio fisico em camundongos. Nesse estudo
pdde ser observado que a demanda energética celular estimula a diminuicéo de acetil-
carnitina, que é mediada por CrAT. Quando essa enzima esté indisponivel, ap6s o
exercicio ou demanda de producdo de energia, os niveis de acetil-carnitina
aumentam, ao passo que os hiveis de acetil-CoA diminuem drasticamente. Apos 1h
do exercicio, os niveis de acetil-CoA sao reestabelecidos, enquanto que 0s niveis de
acetil-carnitina permanecem elevados. Esse desequilibrio na razéo acetil-CoA/acetil-
carnitina resulta em inércia metabdlica e fadiga muscular (SEILER et al., 2015).

A estratégia de suplementacédo com LC pode reverter os efeitos inibitorios de
outros compostos sobre a atividade mitocondrial, como o bloqueio da citocromo-C
oxidase por fosfeto de aluminio, que resulta em inibicdo da cadeia transportadora de
elétrons e prejuizos na producado de energia além de geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (BAGHAEI et al., 2016). A deficiéncia de LC ja foi associada com
diversas desordens metabolicas como obesidade, nefrotoxicidade, cirrose, desordens
enddcrinas e neuronais. Além da sua conhecida agao estimuladora da (-oxidacéo
(DUNNING et al., 2010; SOMFAI et al., 2011), a LC pode ser benéfica também por
aumentar a biodisponibilidade de carboidratos, que seriam utilizados para geracao de
energia, em vias ndo energéticas como sintese de acidos nucleicos, acido hialurénico
e sinalizacao celular (SUTTON, 2010).

2.2.2 EFEITO ANTIOXIDANTE DA L-CARNITINA
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Um equilibrado balanco do sistema redox dentro da célula € necessario para
gue funcdes vitais, como proliferacdo celular, expressao génica, atividade enzimatica,
sobrevivéncia e morte celular ocorram de forma eficiente (SUN et al., 2008). Radicais
livres sdo a&tomos ou moléculas com numero impar de elétrons valentes, que entram

em reacdes em cadeia desestabilizando outras moléculas e, em ciclo, geram mais

radicais livres (revisado por DU PLESSIS et al., 2008). ROS [super6xidos (O2),

radicais hidroxil (OH") e hidroperéxidos (H202)] abrangem radicais livres e radicais nao
livres derivados de oxigénio, produzidos fisiologicamente entre as fases intermediérias
de reducao do oxigénio na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (AGARWAL
et al., 2004; ZHANG, 2007). Uma excessiva producdo de ROS, reflexo de um
desequilibrio no metabolismo mitocondrial, leva a danos ao DNA, lipideos e proteinas
via reacOes desencadeadas pelo estresse oxidativo; por outro lado, um excesso de
substancias antioxidantes pode resultar em quebra da homeostase celular através do
bloqueio de vias sinalizadoras e da expressao de fatores de transcricdo que sao
ativados por essas espécies reativas (RAND, 2006). Ainda que possam ser formadas
pela acdo de enzimas como NADPH oxidases, cerca de 95% das espécies reativas
sdo derivadas do funcionamento normal da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial, sendo sua producdo, em niveis fisiologicos, importante para a
homeostase celular pois funcionam como parametro de disfuncdo mitocondrial e
sinalizam vias de reparo e morte celular (MANES, 1995; SAHIN, 2010). Em células de
mamiferos, ao passo que a principal fonte de ROS via fosforilacdo oxidativa € a
mitocbndria, a mesma € extremamente susceptivel aos efeitos nocivos da alta
concentracdo de ROS (PUDDU et al., 2007). Os danos causados pelo aumento
excessivo de ROS em DNA, proteinas e lipideos mitocondriais desencadeiam na
disfuncéo da cadeia transportadora de elétrons e prejuizo na producao de ATP, o que
por sua vez aumentam ainda mais os niveis internos de ROS (GENOVA et al., 2004,
CHAN, 2006; PUDDU et al., 2007).

A familia de enzimas peroxiredoxin (PRDXs) atua na reducdo de
hidroperoxidos, protegendo as células em situagbes de estresse oxidativo
(KOWALTOWSKI, 1998), e sdo amplamente expressas em o0citos e durante o
desenvolvimento embrionéario, com exce¢édo de PRDX4, cuja expressao é dependente
do estagio de desenvolvimento (LEYENS, 2004). PRDX1 é uma enzima da subfamilia

2-Cys PRDXs, que contém uma dobra thioredoxina, esta localizada no citoplasma e
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que realiza sua funcéo detoxificante através da oxidacdo do conservado residuo Cys®!
N-terminal, reagindo principalmente com H202 (NEUMANN, 2009). PRDX1 atua no
sistema antioxidante como ‘scavenger’ (limpador) cooperando com diversas enzimas
e vias de sinalizacédo de sobrevivéncia e morte celular (KIM et al., 2008; GERTZ et al.,
2009). Embora seja uma enzima com funcao antioxidante, PRDX1 pode sofrer acao
de altas concentracfes de ROS e alterar sua funcionalidade para chaperona (JANG
et al., 2004), devido ao fato de ser o residuo Cys®! muito instavel e altamente reativo;
sua superoxidacgao resulta em acido sulfinico ou sulfénico, alterando sua conformacao
(CLAIRBORNE et al., 1999). A elevada expressdo de membros dessa familia esta
correlacionada com downregulation de ROS e apoptose em células cancerigenas,
conhecidas por estarem sujeitas a constante estresse oxidativo (DENG et al., 2005;
KWON et al., 2015). Nesse contexto, PRDX1 é um marcador endégeno de estresse
oxidativo celular.

A célula espermatica € capaz de gerar e degradar ROS, as quais, em
pequenas quantidades, sdo necessarias para o funcionamento normal da célula. Nos
altimos anos, varios estudos foram realizados visando entender o papel desses
radicais na funcdo espermatica. Ja € evidente a participacdo do anion superoxido e
do peroxido de hidrogénio, quando em baixas concentracfes, nos eventos que
culminam com a fertilizacdo em diferentes espécies. Também é conhecida a
susceptibilidade do espermatozoide de mamiferos aos efeitos citotoxicos das ROS e
ao estresse oxidativo. A geracdo excessiva de ROS pode subjugar o sistema
intracelular de defesa antioxidante do espermatozoide, que € fraco, devido a escassez
de citoplasma, tornando-o susceptivel ao estresse oxidativo. Contudo, o plasma
seminal, que é rico em antioxidantes, oferece protecdo ao espermatozoide,
compensando a sua baixa disponibilidade de enzimas antioxidantes.

Diversos estudos tém demonstrado que o processo de criopreservacao
acarreta estresse oxidativo a célula espermatica e que a adicdo de antioxidantes aos
meios de congelacéo e refrigeracdo de sémen ajuda a proteger o espermatozoide
contra o dano induzido pelos radicais livres sobre a sua motilidade, viabilidade,
producdo de energia e integridade do DNA, bem como a interromper a reagcdo em
cadeia da peroxidagdo dos lipidios das membranas espermaticas, em diversas
espécies de animais. (MAIA e BICUDO, 2009). Além de contribuir para a homeostase
celular através do adequado funcionamento do metabolismo mitocondrial, a LC &

conhecida por atuar no sistema antioxidante da célula principalmente via aumento da
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expressdo e da atividade de enzimas antioxidantes como OH-1 e ecNOS, catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD) glutathione peroxidase (GPx), e ‘y-glutamyl
cysteine synthetase ('Y-GCS) (CALO et al., 2006; GHANEM et al., 2014; BAVARI et
al., 2016; ROY; VERMA; KRISHNA, 2016; WANG et al., 2016). Acdes de ‘scavenging’
e de inibicdo de peroxidacao lipidica também vem sendo associadas a LC, de forma
dose-dependente em sistemas de culturas de células sob estresse oxidativo (LI et al.,
2012). Os resultados do efeito antioxidante da LC podem ser observados através de
menor produgdo de EROs intracelular, resultando em menores indices de apoptose e
maior viabilidade celular (WU et al., 2011; DUNNING; ROBKER, 2012; WANG et al.,
2016).

2.2.3 EFEITO DA L-CARNITINA NO SEMEN

L-carnitina € um importante aminoacido e € um fator essencial no metabolismo
dos acidos graxos, e tem um importante papel na geracao de energia metabolica para
facilitar o transporte dos acidos graxos para mitocéndria. LC é encontrada em altas
concentracdes no epididimo e esperma dos mamiferos (BROOKS, 1979), é um dos
mais potentes antioxidantes, sua funcao € reduzir a disponibilidade de lipidios para
peroxidacdo, ao transportar os acidos graxos para a mitocoéndria onde ocorre a f3-
oxidacdo e assim a geracdo de energia em ATP, desta forma promove um maior
aporte de energia a célula (VAZ; WANDERS, 2002). Tem sido relatado que a carnitina
pode proteger a membrana celular contra danos dos EROs e manter a estrutura da
membrana, regulando o metabolismo de carboidratos. Sendo um facilitador para o
transporte de acidos graxos ativados na matriz mitocondrial para a $-oxidacéo, a LC
diminui a disponibilidade de lipidios para a peroxidacéo. Esta acdo pode proteger a
membrana espermatica e a membrana mitocondrial, aumentando assim a viabilidade
espermatica (ZHANG et al., 2015).

A criopreservacao acarreta danos a célula espermatica, uma variedade de
alteracdes bioquimicas e funcionais ocorrem nos espermatozéides durante o processo
de criopreservacao e descongelamento. A cristalizagdo e a peroxidacao lipidica que
ocorrem na célula induzem ao estresse oxidativo, o que leva a formagdo de ROS
durante a criopreservacdo. O dano leva a perda da integridade da membrana e a
diminuicdo da motilidade dos espermatozoides, através do estresse oxidativo, a

suplementacdo com antioxidantes pode prevenir esse processo. O sémen necessita
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de bons diluidores e protetores da membrana plasmatica (MP), a suplementacéo da
LC no diluente do sémen para criopreservacdo tem sido testada em bufalos
(LONGOBARDI et al., 2016), coelhos (SARIOZKAN et al., 2014), bodes (BUCAK et
al., 2010), bovinos (BUCAK et al., 2010), entre outras espécies, porém a literatura
ainda é incipiente com relacdo a sua acdo em sémen ovino. As doses utilizadas de
LC no diluente de sémen variam de 0,5 mM a 50 mM. Deana et al. (1989) relataram
que a LC, quando suplementada no meio diluente, mostrou uma acéo diferente nas
membranas celulares de diferentes compartimentos do semen bovino e sugere que 0
uso de altas concentracfes de LC resulta no aumento do transporte de calcio celular

e a inibicdo da motilidade espermaética.

O consumo oral da LC j& foi reportado, que melhora a qualidade do sémen
em cavalos com oligoastenospermia (STRADAIOLI et al., 2004), e também o uso oral
da LC aumentou significantemente a motilidade, viabilidade e integridade do
acrossoma espermatico em coelhos (EL-NATTAT et al., 2011). Em javalis o consumo
oral da LC nao foi benéfico para o semen, ndo houve melhora na motilidade e em

nenhuma caracteristica do semen (KOZINK et al., 2004).

Bucak et al. (2010) relataram que a suplementacdo da LC em diluente para
semen caprino melhorou a integridade da membrana acrossomal, porém nao
melhorou a motilidade espermatica apds descongelamento, em outro artigo mostrou
gue melhorou tanto a integridade da membrana acrossomal quanto a motilidade
espermatica em sémen bovino apdés o processo da criopreservacdo (BUCAK et al.,
2010). A LC € um potente antioxidante enzimatico, que elimina altas concentra¢cfes
de EROs que causam patologias espermaticas como, diminuicdo da producao de
ATP, acarreta na lipoperoxidacdo e perda de motolidade e viabilidade do sémen
(JEULIN; LEWIN, 1996). O beneficio do uso da LC suplementada no diluente foi
observado em alguns parametros, principalmente na motilidade espermatica, o que
mostra suas propriedades antioxidantes e importante papel na geragdo de energia
para célula espermatica e metabolismo do transporte de acidos graxos (BUCAK et al.,
2010).

2.3 ANALISE COMPUTADORIZADA DO SEMEN
Para reduzir a subjetividade das analises espermaticas, nos ultimos anos,

sistemas automaticos para analise computadorizada de sémen, o CASA, vém sendo
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desenvolvidos com o objetivo de fornecer dados acurados da motilidade de cada
célula espermatica e o resumo estatistico das subpopulacdes (VERSTEGEN et al.,
2002). Este sistema pode ainda ser modificado para capturar dados para classificacao
morfométrica de cada célula examinada (AMANN e KATZ, 2004).

O CASA é um sistema automatico utilizado para visualizar, digitalizar e
analisar imagens sucessivas, fornecendo informacfes acuradas e precisas do
movimento individual de cada célula espermatica (AMANN e KATZ, 2004).
Independente do fabricante, os diferentes instrumentos sdo baseados em principios
similares, mas diferem em termos de 6tica usada e de software para a identificacédo
do espermatozoide e a construcdo da trajetéria, respectivamente (KRAEMER et al.,
1998).

O CASA tém substituido a avaliacdo de sémen por microscopia Otica
convencional de campo claro também porque fornecem informac8es mais detalhadas
e objetivas sobre varias caracteristicas da motilidade e da morfometria espermatica
(VERSTEGEN et al., 2002). A andlise computadorizada possibilita a avaliacdo objetiva
de diferentes parametros espermaticos como cinética, motilidade, viabilidade e
morfologia. As caracteristicas mais comumente avaliadas pelo CASA séo: velocidade
curvilinea (VCL); velocidade linear (VSL); velocidade média do percurso (VAP);
deslocamento lateral da cabeca (ALH); frequéncia do batimento cruzado (BCF); LIN;
retilinearidade (STR); e WOB (VERSTEGEN et al., 2002).

Para descrever as trajetorias espermaticas, sdo estudados trés parametros
qgue resultam da proporcdo entre as velocidades, sdo elas a LIN, STR e WOB
(BOYERS et al., 1989).

O parametro VCL (um/s) é definido como a velocidade média do
espermatozoide de um ponto a outro do trajeto realizado, incluindo todos os desvios
do movimento de sua cabeca. Trata-se da velocidade da trajetéria real do
espermatozoide. E sempre a maior das trés velocidades e serve como elemento de
calculo para a linearidade. A VSL (um/s) é definida como a velocidade média
percorrida em linha reta entre os pontos inicial e final do percurso. E sempre a mais
baixa das trés velocidades. A VAP (um/s) é definida como a velocidade média
ininterrupta do trajeto da célula (VERSTEGEN et al., 2002). Em casos onde a trajetoria
espermatica é regular e linear, com pouco movimento lateral da cabeca, o valor de

VAP é quase o mesmo que o de VSL. Porém, quando as trajetorias séo irregulares,
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nao lineares ou onde existe um alto grau de desvio lateral da cabeca em relacéo a
direcdo do movimento, a VAP sera maior que a VSL (MORTIMER, 2000).

A variavel ALH (um) é definida como o valor médio da oscilacdo lateral da
cabeca do espermatozoide enquanto se move ou a amplitude do deslocamento médio
da cabeca do espermatozoide em sua trajetéria real. A mensuracdo desse parametro
esta relacionada com a capacidade de penetracdo na zona pellcida do odécito, assim,
a ALH é um dos parametros que tem efeito sobre a fertilizacdo. A BCF (Hz) € definida
como a frequéncia que a cabeca do espermatozoide cruza sua trajetéria média por
segundo ou 0 numero de vezes que a cabeca do espermatozoide cruza a direcdo do
movimento (VERSTEGEN et al., 2002). E um parametro Util para observar alteracdes
no padrao do batimento flagelar. Se existem mais batimentos/segundos que
imagens/segundos, entdo, a BCF ir4 ser subestimada (MORTIMER e SWAN, 1995).

A LIN (%) é definida como o valor médio da propor¢cdo entre VSL e VCL.
Quanto mais o espermatozoide se afasta da velocidade em linha reta, menor sera sua
linearidade (VERSTEGEN et al., 2002; MORTIMER, 2000). A STR (%) é definida
como o valor médio da proporgéo entre VSL e VAP. Estima a proximidade do percurso
da célula a uma linha reta. A varidvel WOB (%) é definida como o valor médio da
proporcao entre VAP e VCL (VERSTEGEN et al., 2002).

Uma trajetoria circular apresenta baixos valores de LIN uma vez que o trajeto
curvilineo (ou seja, a circunferéncia do circulo) é maior que o espaco percorrido (ou
seja, a distancia entre os dois pontos percorridos). Ja a trajetoria que apresenta altos
valores de LIN, é aguela cujo o trajeto curvilineo apresenta baixa amplitude lateral de
cabeca e a direcdo do movimento se da relativamente em linha reta. Uma trajetoria
gue percorre pontos uniformemente espacados e apresenta uma baixa amplitude teria
um alto valor de STR, ja que o caminho médio se aproximaria do trajeto em linha reta.
Uma trajetoria circular apresenta baixos valores de STR uma vez que o trajeto médio
€ a média do trajeto curvilineo, logo, o STR sera maior que a LIN, mas ainda baixo.A
variavel WOB seria baixa em uma trajetoria extensa e ampla, com valores altos de
ALH. Porém, apresentaria altos valores em um trajeto circular, jA que os trajetos
curvilineo e médio sao similares (MORTIMER, 2000).

O desenvolvimento do CASA e a avaliagdo objetiva dos parametros
espermaticos ajudou a aumentar a precisdo e confiabilidade das analises de
motilidade, fornecendo mais informacgfes sobre a qualidade do sémen quando se

compara com a avaliacdo subjetiva. Além disso, o CASA facilita a comparacéo de
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resultados e faz com que seja possivel encontrar diferencas sutis entre machos ou
tratamentos (VERSTEGEN et al., 2002). Um estudo recente validou e padronizou o
uso do CASA para avaliacdo da motilidade do sémen de carneiros, associando a
confiabilidade do CASA com o potencial reprodutivo dessa espécie (PALACIN et al.,
2013).

A motilidade é um dos parametros mais importantes para a avaliacdo da
qualidade do sémen, fornecendo importantes informacdes sobre o status energético
da célula espermética. A motilidade ativa € essencial para o espermatozoide
ultrapassar o muco cervical e atingir o sitio de fertilizac&o na tuba uterina (YANIZ et
al.,, 2006). Entretanto, existem grandes variacbes na estimativa subjetiva da
motilidade, mesmo avaliando a mesma amostra (CONTRI et al., 2010). Alguns
estudos, utilizando o CASA em carneiros, associaram valores desejaveis da
motilidade espermatica (SMITH et al., 1998; SANCHEZ-PARTIDA et al., 1999) e de
VCL e VAP (ROBAYO et al., 2008) com a fertilidade e a habilidade migratéria da célula
espermética no muco cervical. Embora a utilizacdo da avaliacao in vitro de sémen de
ovinos nao seja tdo difundida como em outras espécies, por exemplo bovinos e
suinos, varios estudos vém aprimorando o uso do CASA nessa espécie (YANIZ et al.,
2012; PALACIN et al., 2013; VICENTE-FIEL et al., 2014; MARTINEZ-RODRIGUEZ et
al., 2015).

A avaliacdo de motilidade em seus diversos parametros € realizada
rigorosamente por um sistema estroboscoépico de alta preciséo totalmente controlado
por computador. Utiliza-se videomicrografia que faz o monitoramento constante e
analise sequencial do movimento do espermatozoide (AMANN e KATZ, 2004). Por
meio do uso de microscopio com contraste de fase, as células espermaticas sdo mais
claramente visualizadas no meio onde estas se encontram, 0 que permite a deteccéo
e 0 rastreamento dessas células. O processo de deteccdo automatica das células,
denominado segmentacao, é entéo realizado pelo sistema comparando a intensidade
da imagem adquirida com um limiar de intensidade pré-estabelecido (MORTIMER,
2000).

O tamanho minimo e méaximo aceitavel para a cabec¢a do espermatozoide de
cada espécie é padronizado pelo sistema e o computador ird reconhecer um objeto
gue cair dentro da faixa de tamanho de cabeca espermatica pre-estabelecida.

Particulas presentes na imagem com tamanho abaixo deste limiar seréo
considerados parte do fundo (MORTIMER, 2000).
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As avaliacbes subjetivas da morfologia espermética levam a grandes
variacfes de diagnostico (HIDALGO et al., 2006). Essas varia¢cdes acabam limitando
a utilidade de tal avaliagdo morfoldgica como uma ferramenta de avaliagdo para
predizer a qualidade do sémen. A introdugéo do sistema de andlise da morfometria
espermatica automatizada (ASMA) tenta superar os problemas da subjetividade dos
meétodos de avaliacdo visual. O sistema ASMA determina o comprimento, a largura e
a area da cabeca e possibilita realizar associagcbes destes dados, como
largura/comprimento e perimetro. A analise da morfometria espermatica proporciona
estudar uma série de parametros objetivos que facilita a padronizacdo da avaliacao
morfolégica destes gametas (MARCO-JIMENEZ et al., 2006). Yaniz et al. (2012)
testaram o método de avaliagdo morfométrica automatizada em sémen ovino e
afirmaram que a técnica apresenta resultados objetivos e com alta repetibilidade,

sendo executados de forma simples e rapida para a avaliacdo seminal de rotina.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da adicdo de diferentes

concentracdes de L-carnitina em diluentes de sémen ovino visando a criopreservacao.

3.2. Objetivos especificos

® Avaliar os efeitos da adi¢do de duas concentracdes de L-carnitina (5 e 10 mM)
em dois diluidores (Tris-gema e OPTIXcell — IMV) sobre a cinética espermética apés
a diluicdo, no pos-descongelamento e ao longo de diferentes periodos de incubacao;

® Avaliar os efeitos da adicdo de duas concentra¢cfes de L-carnitina (5 e 10 mM)
em dois diluidores (Tris-gema e OPTIXcell — IMV) sobre a capacitacdo espermatica
apos a diluicdo, no pos-descongelamento e ao longo de diferentes periodos de
incubacéo;

® Avaliar os efeitos da adicdo de duas concentracdes de L-carnitina (5 e 10 mM)
em dois diluidores (Tris-gema e OPTIXcell — IMV) sobre o estresse oxidativo do sémen
no pos-descongelamento;

* Avaliar os efeitos da adicdo de duas concentracdes de L-carnitina (5 e 10 mM)
em dois diluidores (Tris-gema e OPTIXcell — IMV) sobre a integridade de membrana
plasmatica apés a diluicdo, no pdos-descongelamento e ao longo de diferentes

periodos de incubacéo.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente projeto obteve aprovacédo do Comité de Etica do Uso de Animais,
namero de protocolo 1009, da Universidade Federal Fluminense, Niteréi, RJ. Esta
dissertagao seguiu as diretrizes do Animal Research: Reporting of In vivo Experiments
(ARRIVE).

As coletas e criopreservacdo do sémen foram realizadas na Unidade de
Pesquisa em Caprinos e Ovinos (UniPECO) localizada na Fazenda Escola da
Faculdade de Veterinaria da UFF, em Cachoeiras de Macacu, RJ. A coleta de sémen
foi realizada no més de abril (estacéo reprodutiva).

As analises apos descongelamento, foram realizadas no Laboratério de
Reproducao Animal da Universidade Federal Fluminense, localizada em Niter6i, RJ.
E as analises de estresse oxidativo foram realizadas no laboratério da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, localizada em Seropédica, RJ.

4.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram comprados da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, EUA). Exceto os seguintes reagentes: alcool 70% pela Jand Quimica (S&o
Paulo, Brasil), a gema de ovo obtida em supermercado e o diluidor comercial
OptiXcell™ obtido pela IMV Technologies (L’Aigle, Franga).

4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Apos exame clinico geral e androlégico (CBRA, 2013), foram selecionados e
utilizados quatro machos ovinos da raga Santa Inés, adultos e com fertilidade
comprovada. Os animais selecionados foram mantidos sob as mesmas condi¢oes de
manejo até o final do estudo, sob luminosidade natural, tendo acesso ao pasto e
recebendo concentrado comercial de acordo com as suas exigéncias nutricionais

(NRC, 2007), sendo agua e sal mineralizado disponiveis ad libitum.
4.3 DESENHO DO ESTUDO

Foram utilizados dois diluidores, sendo estes o OptixCell (OptiXcell Bovine
semen preservation medium — IMV Technologies France) e o diluidor Tris-gema
(Salamon & Maxwell, 2000), onde foram adicionados duas diferentes concentragcbes
de L-Carnitina (0,5mM, 10mM e OmM — Grupo Controle). Apos coleta do sémen, foram
realizadas as avaliacdes macroscoépicas, sendo estas: volume, odor, cor, aspecto e

microscopicas: motilidade, integridade de membrana, capacitacdo espermatica,
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hiposmotico, concentracdo e calculo para diluicho do sémen em diferentes
concentracbes de L-carnitina nos diluente. Apés a diluicdo, foi realizada nova
avaliacdo espermatica. Posteriormente o sémen foi envasado em palhetas de 0,25
mL, sendo encaminhado para a maquina TK 3000®, onde ocorreu a curva de
resfriamento (37 °C a 5 °C) seguida da curva de congelamento (5 °C a— 120 °C), ap6s
o término, as palhetas foram conservadas em nitrogénio liquido. Apds o
descongelamento, novas analises foram realizadas e posteriormente o sémen foi
incubado a 38° C, em meio Fert-TALP a 5% de CO2, onde os parametros de cinética,
integridade de membrana, hiposmotico e capacitacdo espermatica foram realizados

nos momentos de Oh, 1h, 2h e 3h.
4.4 COLETA DO SEMEN E CRIOPRESERVACAO
4.4.1 ESGOTAMENTO DAS RESERVAS EXTRA-GONADAIS E COLETA DE SEMEN

O esgotamento das reservas extra-gonadais dos animais foi realizado por meio
de coleta diaria de sémen dos carneiros por um periodo de quatro dias consecutivos,
seguido de dois dias de descanso sexual (KAYA et al., 2002). A coleta de sémen foi
realizada por meio de vagina artificial especifica para pequenos ruminantes, aquecida
a uma temperatura média de 45°C e acoplada a um tubo falcon graduado. A coleta foi

realizada com o auxilio de uma fémea em estro como manequim.
4.4.2 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS APOS A COLETA

ApoOs a coleta, o sémen foi avaliado quanto as caracteristicas macroscopicas
(cor, odor, aspecto e volume). A medicao do volume foi realizada por meio do uso de

pipetas graduadas.

4.4.3 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS APOS A COLETA, DILUICAO E
ENVASE DO SEMEN

Em seguida, uma aliquota foi diluida (1/100) em solucdo salina para a
realizacdo da analise da motilidade em microscopia de contraste de fase no CASA.
Essas analises foram realizadas individualmente e os ejaculados que apresentaram
motilidade igual ou superior a 70% foram selecionados para a congelagdo. Em
seguida, foi formado o pool do sémen dos quatro carneiros, com objetivo de eliminar

o fator individual como uma variavel da analise (BUCAK; TECKIN, 2007), seguida da



v A W N

O 00 N o

10
11
12
13

14
15
16
17

18

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

30

34

realizacdo da determinacéo da concentracdo espermatica. Utilizando-se uma camara
de Neubauer, foi realizada a concentracédo espermatica (x10°) do pool, apés diluicdo
de 10uL de sémen em 8,0 mL de agua destilada, obtendo-se a diluicdo de 1:800. E
assim determinado o volume de diluidor necessario para a concentracdo final de

100 x 10° espermatozoides por palheta de sémen.

Apoés a determinacdo da concentracdo espermatica realizava-se o calculo da
guantidade de sémen a ser utilizado para o preparo de 12 palhetas de sémen para
cada tratamento. Em seguida diluia-se o0 sémen com o meio diluente de acordo com
cada grupo experimental. Durante as etapas de diluicho do sémen, a amostra e 0s
meios diluentes foram mantidos em banho-maria a 36° C. Foram utilizados dois
diluidores OptixCell (OptiXcell Bovine semen preservation medium - IMV
Technologies France) e o diluidor Tris-gema (Salamon & Maxwell, 2000) e diferentes
concentragdes de L-Carnitina (5 mM, 10 mM e O mM — Grupo Controle).

Apos a diluicdo foram realizadas novas avaliagbes da cinética espermética,
bem como a avaliacdo da capacitacdo espermatica pela técnica de CTC, de
integridade de membrana e teste hiposmético. Em seguida, o sémen foi envasado nas

palhetas de 0,25 mL e lacradas com alcool polivinilico (Biodux Laboratérios Ltda.).
4.4.4. CRIOPRESERVACAO

Ao término do envase e identificacdo dos respectivos grupos, as palhetas de
0,25 mL foram dispostas no cilindro de porta-palhetas do sistema TK 3000® (TK
Tecnologia em Congelacéo Ltda, Uberaba, Brazil), previamente aquecido a 32° C. O
sistema foi programado para executar uma curva onde a refrigeracdo do sémen
ocorreu a 0,25°C/minuto até 5°C, sendo as palhetas mantidas nessa temperatura até
completar 4 horas do inicio da refrigeracdo, apos chegarem a esta temperatura,
totalizando cerca de 5 horas e 30 minutos. Apdés este periodo, a etapa de congelacéo
foi iniciada, com a velocidade de — 20°C/minuto até atingir a temperatura de —120°C,
onde em seguida as palhetas foram imersas em N:zL. Posteriormente foram
organizadas em raques e armazenadas em botijao criogénico a — 196° C até a sua

descongelacéo e analise.

4.5 ANALISES APOS O DESCONGELAMENTO E INCUBACAO
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Apé6s o congelamento, as amostras de sémen de cada tratamento foram
descongeladas no descongelador de sémen automatizado (Descongelador de sémen
e embribes — WTA - Brasil, SP) a 37°C durante 30 segundos. Ap0s o
descongelamento, as seguintes andlises foram realizadas: cinética, integridade da
membrana plasmatica, avaliacdo da capacitacdo espermatica e teste hiposmatico. Em
seguida os tratamentos foram incubados a 38°C, em meio Fert-TALP a 5% de COg.,
durante um periodo de 3 horas, e todas as analises foram realizadas no momento de
Oh, 1h, 2h e 3h.

4.6 AVALIACAO COMPUTADORIZADA DA CINETICA ESPERMATICA

Uma aliquota de 20uL das amostras de cada grupo, apos realizacéo de diluicdo
em solucéo salina (1/100), foi mantido a 37°C e em seguida submetido a avaliacao
computadorizada da motilidade (CASA; Computer Assisted Semen Analyser; Nikon
Eclipse Ci — Nikon Corporation - Japao), utilizando a configuracao de setup (Anexo 3)
conforme recomendado pelo fabricante para carneiros. Para cada amostra foram
avaliados cinco campos escolhidos aleatoriamente para os parametros de cinética
espermatica: motilidade total (MT, %); motilidade progressiva (MP, %); velocidade
de trajeto (VAP, %); velocidade curvilinea (VCL, %); velocidade progressiva (VSL, %);
amplitude lateral da cabega (ALH, um); freqtiéncia de batimentos de flagelo (BCF, Hz);
retilinearidade (STR, %); linearidade (LIN, %); WOB ¢é definida como o valor médio

da proporcéo entre VAP e VCL(WOB, %).
4.7 INTEGRIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA

Esta avaliacdo foi realizada de acordo com descrito por Yaniz et al. (2013)
modificado por Alfradique et al. (2018). Foi utilizado a associa¢do de duas sondas
fluorescentes: laranja de acridina e iodeto de propideo (0,5 mg/mL). O iodeto de
propideo é uma sonda ndo permeavel a MP que se liga ao acido nucleico emitindo
uma fluorescéncia vermelha. A laranja de acridina é uma sonda permeavel a MP e
seletiva ao 4cido nucleico que emite uma fluorescéncia verde. A analise foi realizada
no sistema CASA conectado a um microscopio sob iluminacédo de epifluorescéncia
equipada com conjunto de filtro apropriado (465-495 nm excitacdo e 515-555 nm
emissao), utilizando um aumento de 100 X. Pelo menos 300 espermatozoides por

lamina foram analisados.
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5.8 CAPACITACAO ESPERMATICA E REACAO ACROSSOMAL

O estado de capacitacdo foi avaliado pelo teste de clortetraciclina (CTC) e
baseou-se na técnica descrita por Pérez et al. (1996) modificado por Olivares et al.
(2017). Uma solucdo de CTC a 0,75 mM foi preparada diariamente num tampao
contendo Tris a 20 mM, NaCl a 130 mM e cisteina a 5 mM, pH 7,8. Para coloragéo,
0,01 mL de amostra de esperma foram misturados com 0,01 mL de solucéo de CTC
em uma lamina. Em seguida, uma gota de uma solucdo antifadante (0,22 M 1,4-
diazabiciclo [2.2.2] octano, DABCO, Sigma) foi misturada para retardar a perda da
fluorescéncia de CTC. Para a avaliagdo dos padroes de CTC, as amostras foram
observadas em microscopio (Nikon Eclipse Ci5) sob iluminacdo de epifluorescéncia,
em aumento de 1000x com imersdo em 0leo. Duzentos espermatozéides por lamina
foram avaliados e classificados em trés grupos, como descrito por Cormier et al.
(1997) fluorescéncia brilhante em toda a cabeca (células ndo-capacitadas, padrao F);
banda livre de fluorescéncia na regido pds-acromatica (células capacitadas, padrao
B); e fluorescéncia total sobre toda a cabeca, exceto por uma fina e brilhante faixa de
fluorescéncia ao longo da regido equatorial (células com reacéo acrossémica, padréo
AR).

4.9 TESTE HIPOSMOTICO

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmética, o teste hiposmaético
(HOST) foi realizado de acordo com Chowdhury et al. (2013). Aliquotas de 30 uL de
sémen fresco foram coletadas e colocadas em tubos plasticos tipo eppendorf com 1
mL de solugdo hiposmética de 100 mOsm/kg, composta por agua MilliQ.
Posteriormente, essas aliquotas foram incubadas a 37° C por 60 min e avaliadas
através de preparo umido entre lamina e laminula, por meio de microscopia de
contraste de fase, com aumento de 1000x e imersdo. Duzentos espermatozoides

foram contados.

4.10 QUANTIFICACAO DA LIPOPEROXIDACAO

A metodologia utilizada foi descrita por Ohkawa et al. (1979). O método baseia-
se na reacao entre as moléculas de acido tiobarbiturico e malondialdeido, produzindo
uma cor rosa que é quantificada por espectrofotometria em um comprimento de onda

de 532 nanémetros (nm). As reacdes ocorrem a uma temperatura entre 90°C e 100°C,
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em pH acido. Aliquotas de 500 pL de cada tratamento e 1000 pL de solugéo de acido
tricloroacético a 10% (10% TCA) foram centrifugados a 1800 x g por 15 min a uma
temperatura de 15°C, para possibilitar a precipitacdo de proteinas. Aliquotas de 500
ML do sobrenadante foram colocadas em tubos de ensaio juntamente com 500 L de
acido tiobarbiturico a 1%, dissolvido em hidroxido de sédio 0,05 N. Os tubos contendo
esta mistura foram incubados num banho maria a 100°C durante 10 min e depois

arrefecidos num banho de gelo.

As espécies reativas ao 4cido tiobarbittrico (TBARs) foram quantificadas em
espectrofotometro, com comprimento de 532 nm. Os resultados foram comparados a
uma curva padréo feita com malondialdeido. O malondialdeido € uma das principais
substancias que reagem com os TBARSs e sua concentracao € determinada usando o
valor de 1,56 x 10° x Mt mL* como coeficiente de extingdo molar de malondialdeido.
A peroxidacao lipidica no sémen é expressa em nanogramas de TBARs / mL de

sémen.
4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro Wilk e a
homogeneidade da variante de Levene. Quando as suposi¢cdes paramétricas foram
satisfeitas, ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey foi usada para
comparacao das médias. Quando a necessidade de ferramentas ndo-paramétricas foi
verificada, elas foram analisadas por Mann Whitney ou Kruskal Wallis, seguido por
post hoc de Dunn para comparacdes multiplas. Para investigar a existéncia de
interacdo entre diluentes e tratamentos, utilizou-se o modelo linear geral (GLM). Dois
pacotes de software foram utilizados, os programas IBM SPSS Statistics verséo 19 e
BioEstat 5.3. Diferengas com valores de P<0,05 foram estatisticamente significantes.
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5 CAPITULO II

Effect of different concentrations of L-carnitine in semen extender for

cryopreservation in sheep

Efeito de diferentes concentracdes de L-carnitina no diluente para criopreservacao

em ovinos

Artigo submetido ao periédico: Cryobiology
Em: 12/01/2019
Qualis: A2 — Medicina Veterinaria
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5.1 ABSTRACT

This study assessed the effect of three different concentrations of L-carnitine (LC) in sheep
semen extenders containing or not egg yolk for cryopreservation. Four Santa Inés rams were
used during the breeding season. Semen was evaluated regarding its quality and concentration
and later diluted and stored in frozen straws. Two extenders were used, either TRIS-egg yolk
or the commercial optiXcell™ IMV medium (without egg yolk protein), totaling six
experimental groups: IMV — (0, 5 and 10 mM LC) and TRIS — (0, 5 and 10 mM LC). After the
freezing-thawing process and throughout incubation at 38 °C for up to 3 h, several parameters
were evaluated: sperm Kinetics, hypoosmotic, plasma membrane integrity, capacitation status
and lipid peroxidation level. The IMV extender compromised sperm Kinetics, with significantly
lower indices of VSL, VCL, LIN, WOB and STR, compared to the TRIS extender (P < 0.05).
The supplementation of 10 mM LC positively affected the VAP parameter in TRIS and VSL in
IMV extender. Indeed, the addition of 5 mM LC improved the STR parameter in IMV extender.
In the groups supplemented with LC, IMV had greater (P < 0.05) oxidative stress than TRIS
treatments. In conclusion, although LC affected some isolated parameters, its supplementation
in semen extender had no consistently beneficial effect on freezing-thawing ram sperm and
throughout incubation for up to 3 h, regardless to the extender used. The commercial
optiXcell™ IMV medium extender compromised sperm Kinetics and it had greater oxidative
stress compared to the TRIS extender.

Keywords: andrology; antioxidant, Ovis aires; semen preservation; lipid peroxidation; CASA,

hypoosmotic; oxidative stress.

5.2 Introduction
Small ruminants are of great importance and have a significant contribution to food

production, especially in the economy of developing countries [3]. Sheep farming is under
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expansion in Brazil, which has led to the development of new reproductive biotechniques for
their genetic improvement [14]. The advance in these biotechnologies, such as sperm
preparation and artificial insemination (Al), has focused on preserving the viability and
fertilization capacity of frozen spermatozoa [15]. Cryopreserved sperm can be stored for long
periods and transported to all continents, allowing to disseminate semen from genetically
selected animals. Indeed, it is also important for the semen conservation of rare or endangered
species, which can later be used for Al or in vitro fertilization [22]. Despite all benefits of sperm
cryopreservation, the availability of good quality frozen semen for use in Al is a challenge
worldwide due to processing difficulties in these species [24]. Thus, lower fertility is obtained
after Al with frozen semen compared to natural mating. It is also important to highlight the
great difficulty in performing Al by the transcervical route in sheep, which consequently
requires higher quality semen, especially when frozen [23].

It is well known that the process of freezing and thawing leads to injuries in the sperm
cell [37]. The overall success of the technique depends on the freezing medium composition
and thus strategies have been established to optimize cryopreservation efficiency. Dozens of
extenders have already been developed and several types of cryoprotective substances have
been added to them and tested [4, 11, 34]. Out of those, the most commonly used are egg yolk
and glycerol [4, 7, 22]. Egg yolk has a membrane protective role, and vitamin E and ascorbic
acid, which are known for their antioxidant properties [27]. The cryopreservation process
causes oxidative stress to the sperm cell and the addition of antioxidants to the semen freezing
and cooling media helps to protect the sperm against these damages [26]. Thus, different
substances have been tested in semen of ruminants with variable success, usually aiming to
reduce the reactive oxygen species (ROS) formation [5].

Carnitine is an endogenous compound limiting the B-oxidation pathway, acting in the

transport of fatty acids to mitochondria and in the transport of intermediates of this pathway.
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Therefore, it can maintain cellular homeostasis, contributing to the ROS production in
physiological levels [36]. The use of L-carnitine (LC) in the extender for cryopreservation
enhanced semen quality and sperm recovery rates in goat, rabbit and buffalo species [8, 21, 32]
but did not have any effect on boar semen [20]. Hence, apparently the role of LC may be
contradictory depending on the species; and the literature is still incipient regarding its use in
the extender medium for the cryopreservation of sheep semen. We hypothesized that LC
addition in the extender medium for the cryopreservation of sheep semen could positively affect
the post-thawing sperm viability and its longevity, especially in the commercial extender
medium without the presence of egg yolk. Thus, the objective of the present study was to assess
the effect of different LC concentrations in sheep semen extenders containing or not egg yolk

for cryopreservation.

5.3 Materials and methods
5.3.1 Ethics and facilities

This project was approved by the Ethics Committee for the Use of Animals (# 1009), of
Universidade Federal Fluminense, Niterdi, Brazil. This study also followed the guidelines of
Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE).

Semen collection and cryopreservation were carried out at the Unidade de Pesquisa em
Caprinos e Ovinos (UniPECO) located in Cachoeiras de Macacu, Rio de Janeiro, Brazil. Semen
collection was performed in the breeding season (May).

5.3.2 Reagents

All reagents used were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA);
except for the following ones: 70% alcohol by Jand Quimica (Sdo Paulo, Brazil) and the
commercial extender optiXcell ™ obtained by IMV Technologies (L'Aigle, France).

5.3.3 Experimental Animals
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After general clinical and andrological examination [12], four Santa Ines rams with
proven fertility were selected and used. The animals were kept under the same management
conditions until the end of the study, under natural light, having access to the pasture and
receiving commercial concentrate according to their nutritional requirements [28], with
mineralized water and salt available ad libitum.

5.3.4 Experimental Design

After semen collection, macroscopic (volume, odor, color, appearance) and microscopic
(sperm Kinetics, membrane integrity, capacitation, hypoosmotic) assessments were performed.
Then, a pool of semen of all males was formed (to eliminate any individual factor; [9]), and
semen was diluted using different concentrations of LC (Sigma C0158). Two extenders were
used, either the commercial optiXcell™ semen preservation medium (IMV Technologies,
L"Aigle, France) or TRIS egg yolk [31]. For each extender, different concentrations of LC (0,
5 and 10 mM) were supplemented, totaling six experimental groups. After dilution, the same
microscopic evaluations besides sperm concentration were performed. Later, semen from each
treatment was packed in 0.25 mL straws and cryopreserved in liquid nitrogen. Immediately
after thawing (0 h), semen samples from each treatment were evaluated (the same microscopic
analyses) and lipoperoxidation of sperm cell was quantified. Then, semen was incubated in
Fert-TALP medium at 38 °C in 5% COg, and the same parameters were assessed at 1 h, 2 h and
3 h of incubation.

5.3.5 Semen collection

Firstly, exhaustion of the extra-gonadal reserves of the rams was carried out by daily
semen collection for four consecutive days, followed by two days of sexual rest [19].
Afterwards, semen collection was performed using a specific artificial vagina for small

ruminants, heated to an average temperature of 45 °C and coupled to a graduated 50 mL tube
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(Falcon Plastics, Becton Dickinson UK Ltd, Cowley, Oxford, UK). The collection was
performed with the aid of an estrogenized female as a mannequin.
5.3.6 Macroscopic characteristics

The macroscopic characteristics were evaluated after collection in undiluted semen.
Volume measurement was performed using graduated pipettes. Color, appearance and odor
were subjectively analyzed.
5.3.7 Microscopic characteristics

Semen samples from each group were maintained in a water bath at 37 °C and were
diluted in saline (1:100). Sperm motility parameters were analyzed by objective computer-
assisted semen analysis (CASA) using the SCA® system (Sperm Class Analyzer Microptic,
Nikon Eclipse Ci — Tokyo, Japan). For each sample, nine selected fields were automatically
evaluated for the parameters of spermatic kinetics: Total Motility (TM, %); Average path
velocity (VAP, um/s); Curvilinear Velocity (VCL, um/s); Straight-line velocity (VSL, um/s);
Amplitude of lateral head displacement (ALH, um/s); Beat/Cross Frequency (BCF, Hz);
Straightness (STR, %); Linearity (LIN, %); WOB is defined as the mean value of the ratio
between VAP and VCL (WOB, %). All ejaculates that had motility > 70% were selected for
freezing. Sperm concentration was determined by Neubauer chamber.
5.3.8 Cryopreservation

Semen was diluted according to each experimental group and a final concentration of
100 x 10° sperm/straw was used. During dilution, all semen samples and extenders were kept
in a water bath at 37 °C. Aliquots were packed into 0.25-mL straws and placed in an automated
freezing system (TK 3000®; TK Tecnologia em Congelagdo Ltda, Uberaba, Brazil), preheated
at 32°C. A cooling rate of 0.25 °C/min until 5°C was applied, and this temperature was
maintained for 4 h. The freezing rate used was 20 °C/min from 5 to -120 °C, when the straws

were immersed in liquid nitrogen (196 °C) [22].



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

45

5.3.9 Plasma Membrane Integrity

This technique was performed following the method previously described by our group
[1]. The association of two fluorescent probes was used: acridine orange [10.000x] and
propidium iodide (0.5 mg/mL). Propidium iodide is a non-permeable probe to PM that binds to
the nucleic acid and emits red fluorescence. Acridine orange is a MP-permeable probe and
selective to nucleic acid that emits green fluorescence. The analysis was performed in the
CASA system connected to a microscope under epifluorescence illumination equipped with
appropriate filter set (465-495 nm excitation and 515-555 nm emission) using a 100 X
magnification. At least 300 sperm per slide were analyzed.
5.3.10 Sperm capacitation

The capacitation status was assessed by chlortetracycline test (CTC) and was based on
the technique previously described by our group [30]. A 0.75 mM CTC solution was prepared
daily in a buffer containing 20 mM Tris, 130 mM NaCl and 5 mM cysteine, pH 7.8. For staining,
0.01 mL of sperm sample was mixed with 0.01 mL of CTC solution in one slide. Then, a drop
of antifouling solution (0.22 M 1,4-diazabicyclo [2.2.2] octane, DABCO, Sigma) was mixed to
retard loss of CTC fluorescence. For the evaluation of the CTC standards, the samples were
observed in a microscope under epifluorescence, increasing by 1000x with immersion in oil.
At least 200 sperm cells per slide were assessed and classified into three groups: bright
fluorescence throughout the head (non-enabled cells, standard F); fluorescence-free band in the
post-achromatic region (trained cells, standard B); and total fluorescence over the entire head,
except for a thin and bright fluorescence band along the equatorial region (cells with an
acrosome reaction, AR pattern).
5.3.11 Hypoosmotic Test

For the evaluation of plasma membrane integrity, the hypoosmotic test (HOST) was

performed according to Chowdhury et al. [13]; aliquots of 30 pL of fresh semen were collected
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and placed in Eppendorf tubes with 1 mL of hypoosmotic solution of 100 mOsm/kg, composed
of MilliQ water. Subsequently, these aliquots were incubated at 37 °C for 60 min and evaluated
through wet preparation between slide and cover slip, by means of phase contrast microscopy
in a 1000x fold increase and immersion. At least 200 sperm cells were counted.

5.3.12 Quantification of lipoperoxidation

The methodology used was described by Ohkawa et al. [29]. The method is based on
the reaction between the molecules of thiobarbituric acid and malondialdehyde, producing a
rose color that is quantified by spectrophotometry at a wavelength of 532 nanometers (nm).
Reactions occur at a temperature between 90 °C and 100 °C, at acidic pH. Aliquots of 500 puL
of each treatment, and 1000 pL of 10% trichloroacetic acid solution (10% TCA) were
centrifuged at 1800 g for 15 min and at 15 °C for precipitation of proteins. Aliquots of 500 uL
of the supernatant were placed in test tubes along with 500 puL of 1% thiobarbituric acid,
dissolved in 0.05 N sodium hydroxide, freshly prepared. The tubes containing this mixture were
incubated in a boiling bath at 100 °C for 10 min and then cooled in an ice bath at 0 °C.

The Thiobarbituric Acid Reactive Species (TBARs) were quantified in a
spectrophotometer, at a length of 532 nm. The results were compared to a standard curve made
with malondialdehyde. Malondialdehyde is one of the major substances that react with the
TBARSs and its concentration is determined using the value 1.56 x 10° x Mt mL™ as the molar
extinction coefficient of malondialdehyde. Lipid peroxidation in semen is expressed in
nanograms of TBARs/mL of semen.

5.3.13 Statistical analysis

Data were submitted to the Shapiro Wilk normality test and Levene variance
homogeneity. When the parametric assumptions were satisfied, one-way ANOVA followed by
Tukey test were used for comparison of means. When the need for non-parametric tools was

verified, they were analyzed by either Mann Whitney or Kruskal Wallis followed by Dunn's
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post hoc for multiple comparisons. In order to investigate the existence of interaction between
diluents and treatments, general linear model (GLM) was used. Two software packages were
used, IBM SPSS Statistics version 19 and BioEstat 5.3 programs. Differences with values of P

< 0.05 were statistically significant.

5.4. Results
5.4.1 Macroscopic and microscopic characteristics throughout incubation

All macroscopic analyses were according to the standard for the ovine species [12]. The
average values of the sperm kinetics before and post-thawing are shown in Table 1. Overall,
the IMV extender consistently compromised ram sperm Kinetics, resulting in lower (P < 0.05)
rates of total motility, fast sperm and indices of VAP, VSL, VCL, LIN and STR, compared to
the TRIS extender, regardless the concentration of LC. The supplementation of 10 mM LC
positively affected the VAP parameter in TRIS and VSL in IMV extender. Indeed, the addition
of 5 mM LC improved the STR parameter in IMV extender.

The sperm kinetics values throughout incubation are listed in Table 2. Similarly, the
TRIS extender promoted better indices of VSL, LIN, WOB and STR than IMV extender along
incubation, regardless the presence of LC. There were no benefits of the LC addition throughout
the incubation and 10 mM was deleterious to few parameters (ALH, LIN and WOB) compared
to the control (0 mM) in TRIS extender group.
5.4.2 Plasma Membrane Integrity and Hypoosmotic test

Regarding to plasma membrane integrity, there was no statistical difference among the
groups treated with different concentrations of LC (Table 1) before and after thawing. The
values throughout incubation were similar (P >0.05) (Table 2). For hypoosmotic test,
throughout incubation, the average number of intact cells was higher in TRIS extender groups

supplemented with 10 mM LC at 1 h (31.0 £ 1.8) and 5mM LC at 2 h (29.6 = 5.1) compared
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do the respectively extender IMV groups. All the other groups in different time points, showed
no significance (P > 0.05).
5.4.3 Sperm capacitation

Regarding to capacitation status, few differences were obtained at 2 h, where TRIS
5 mM LC group had more acrosome-reacted cells when compared to IMV 5 mM LC group. At
3 h, the percentage of acrosome-reacted cells was higher in TRIS 0 mM when compared to
IMV 0mM group. On the other hand, IMV 10 mM LC had a higher percentage of
noncapacitated cells when compared to the TRIS 10 mM LC group (Figure 2).
5.4.4 Quantification of lipoperoxidation

IMV groups supplemented with 5 and 10 mM LC had greater (P > 0.05) oxidative stress

than TRIS supplemented with 5 and 10 mM LC, respectively.

5.5 Discussion

This study investigated the role of different concentrations of LC added in the semen
extender for cryopreservation of ram sperm, due to its action as an antioxidant and energy
supplier. Thus, we have hypothesized that LC supplementation could positively affect the post-
thawing ram sperm viability and its longevity, especially in the commercial extender medium
without the presence of egg yolk (which naturally contains high amount of antioxidant).
Overall, our hypothesis cannot be supported in the current study, since the LC effect was
random i.e., it did not consistently affect any group in any concentration used.

In the current study, the post-thawing motility was not statistically different among
groups, corroborating to the reported for goat frozen-thawed sperm, where LC addition resulted
in insignificant increase in sperm motilities [8]. Conversely, in other species such as human [6],

bovine [10] and rabbit [32], sperm motility improved after LC supplementation, probably due
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to its antioxidant effect. Perhaps this could be related to a species effect or to the concentration
used.

We expected that throughout incubation LC supplementation would promote a higher
sperm longevity, due to its function as energy supplier and being a facilitator for activated fatty
acid transport into the mitochondrial matrix for B-oxidation. However, there was no statistical
difference in the groups with or without LC. Perhaps, the concentrations used were not enough
to positively affect ram sperm. LC supplementation in the semen extender has been previously
tested in buffalo [21], goat [10], rabbit [32], humans [6], mouse [2], rooster [17], cat [25],
among others; but, in these studies, incubation times were not evaluated. Thus, further studies
with different concentrations of LC should be tested and maybe can reach better results
throughout incubation.

LC supplementation did not affect the lipoperoxidation in the current study. However,
we observed significant improvement in lipoperoxidation when comparing both extenders. In
IMV groups, oxidative stress was much higher than in TRIS, probably due the action of egg
yolk providing an antioxidant support. Our results contrast with those reported by Fattah et al.
[17], who showed that the presence of LC in extender medium increased rooster lipid
peroxidation after freeze-thawing. Similarly, frozen-thawed epididymal cat sperm was better
when LC was added to sperm extender [25]. It has been reported that carnitine can protect cell
membrane against ROS damage and maintain membrane structure by regulating carbohydrate
metabolism. LC should decrease the availability of lipids for peroxidation [18, 33, 38], but in
our study this function of LC could not be observed.

Regarding plasma membrane integrity, hypoosmotic test and capacitation status, we did
not find any protective effect of LC. According to Manee-in et al. [25], the damages caused by
oxidative stress may cause few changes on the plasma membrane structure. LC can also

stabilize the plasma membrane of the sperm, perhaps via interaction with membrane
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phospholipid, which modulates fluidity of plasma membrane. This event can allow the sperm
to resist damages during cryopreservation [36]. Bucak et al. [8] have reported that LC
supplementation in the semen extender in goats provided significant improvement in sperm
acrosomal integrity in freezing-thawing semen. Another study showed that the in vitro
supplementation of the semen extender with LC provided significant improvement in acrosomal
integrity in bovine semen after the cryopreservation process [10]. There is a possibility that this
difference obtained in different studies and the current one could be related to a species effect
or to the concentration used.

Deana et al. [16] reported that addition of 20 mM LC to ejaculated bovine spermatozoa
suspended in a medium containing radioactive “*Ca, showed different actions on the membranes
of different cellular compartments of bovine sperm and suggested that the addition of high
concentrations resulted in an increase of cellular calcium transport and inhibition of sperm
motility. Interestingly, it has been reported that the oral consumption of LC improved the semen
quality of oligoasthenospermic stallions [35]. However, dietary supplemented boars had no
beneficial effect on their semen characteristics [20]. This variance may be related to various
factors such as species, components of extenders, procedure of freezing and different
concentrations of antioxidant used.

In this study, we have shown that adding LC to ram sperm extender medium increased
randomly some of sperm kinetic parameters, with the best results observed in the TRIS group
both before and after thawing. Therefore, the egg-yolk antioxidants are believed to prevent
spermatozoa damage from free radicals that may excessively generate during the freeze-thaw

process.

5.6 Conclusions
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Overall, although LC affected some isolated parameters, its supplementation in semen
extender had no consistently beneficial effect on freezing-thawing ram sperm and throughout
incubation for up to 3 h, regardless to the extender used. The commercial optiXcell™ IMV
medium extender compromised sperm Kinetics and it had greater oxidative stress compared to
the TRIS extender. Our findings provide a platform to further investigate and design protocols

to test the beneficial effects of LC supplementation on cryopreserved ram semen.
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Table 1. Ram sperm kinetics and plasma membrane integrity values before and immediately after (0 h) frozen-thawed sperm subjected to different
extenders (IMV or TRIS) and concentrations of L-carnitine (LC) for cryopreservation (Mean = SEM)

Before freezing 0h
OmMMLC* 5mMLC* 10mMLC* OmMLC* 5mMLC* 10mMLC*
Total motility @) MV 7995 108M T9T 41328 TI8E6IN 27.5E52M 3042204 33TE126%
TRIS** 766+ 1594 8824394 80241054 4].7+8.15 328+ 1254 4234904
Fast sperm (%) IMV 454+ 1154 50041844 37941094 19+11% 83+674 109461
TRIS 51.1+1124 52841524 5]7+148 [34+70M 88+58% 8§3+62M
Mediumsperm @) MY TTELTM 822234 SSEL9M 12500 25+06M  39:23M
TRIS  7.6+2.1% 824304 88+43M 44+24M 244054 78+75M
Slow sperm (%) IMV  267+44M 215+£59M 272+65M 243+43M [82+3.6M 189451
TRIS 2634264 2084494 1704534 2834944 27241174 2474 10.5 A
VCL (umisye IMV ~ 947+72% 100942334 91.1+£22.0M 312+79M 565+268M 578+ 124 A
TRIS 102941554 109.6+11.7% 119.1+8.64 46.6+-545% 480+934 4754192 A
VAP (umisy IMV  608+7.7M 67.6+213% 509+15.1M 724+755M 27.7£99M 274+53M
TRIS 645+ 16.1% 756+884b 898+ [1.15 2754254 305+85A 237+504%
VSL (s IMV  39.0+£00% 446+151M 301+92M 106+24M [48+1.6M0 [7.0+£29A
TRIS 440+132% 523+78M 436+1254 209+L488 236+93M [72+£3.1M
ALH (umisy IMV ~ 43+03M  44+04M 38+02M 32+05M 20+08M 26+16M
TRIS 37£1.0M 40074 41+024 32+08% 33£08M 26407
STR (0 IMV  594+77% 69.6+43A 595+32M (44+115M (27+£97M 59041324
TRIS 68.0+£80% 693704 623+1344 6791124 805+41% 765+98M
BCF (Hay IMV 824204  90£264 844214 50+£03%4 (34354 53439
TRIS 94+13M  00+27M 81+084 80£23M 04+£28M 77194
LIN 06y IMV ~ 408+68% 475+10M 3834824 368+152M 341 +128% 286487 M
TRIS 477+ 11.8% 486+ 1194 451+ 1464 384+ 11.9% 5514785 51342034
WOB (ot IMV  64.1+46M 662+69M 642+116M 55441424 5204121 M 478+4.0M
TRIS 693+93M 698=125M 7534514 555+£82M 63.6+12.0M 652+ 17.5A
o IMV 33.6+9.14 1651044 17.0£88% 44+£22M  20+£24A  32£254
PMintegrity (%)™ 1ol 3024444 31941564 288+104% 67+154 424264 74+107 %
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Within a column, values with different superscripts differ significantly (P < 0.05).

a,b differ among groups treated with different concentrations of LC (0, 5, 10 mM) at the same moment (before freezing or 0 h).
A,B differ between extenders (IMV vs. TRIS) at the same moment (before freezing or 0 h) and at the same concentration.
“Concentrations of L-carnitine (Sigma C0158) used (either 0, 5 or 10 mM) in the semen extender for cryopreservation.

* Extenders: IMV: OptiXcell™; TRIS egg yolk [31].

VCL.: curvilinear velocity; VAP: average path velocity; VSL.: straight-line velocity; ALH: amplitude of lateral head displacement; STR:

straightness; BCF: beat/cross frequency; LIN: linearity; WOB: wobble; PM integrity: plasma membrane integrity.
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1 Table 2. Ram sperm kinematic and plasma membrane integrity values after incubation (1 to 3 hours) of frozen-thawed sperm subjected to different

2 extenders (IMV or TRIS) and concentrations of L-carnitine (LC) for cryopreservation (Mean + SEM).

1h 2h 3h
0 mM LC* 5mM LC* 10 mM LC* 0 mM LC* 5mM LC* 10 mM LC* 0 mM LC* 5mM LC* 10 mM LC*
Total motility (%) IMV** 355+ 18.84 304+1.04  231+3.64 222+£7.84  252+3.14 404+£20.84 27.7+13.64 30.8+1944 32241934
YA TRIS**  37.9+10.9 A 283+4.14  231+4.14 383+16.04 37.1+12.14 284+634 18.6+ 874  422+21.04 282+4.8
Fast sperm (%) IMV 1.9+ 1.1 4 5.6+5.9 4 2.5+£0.9 A 2.1+1.94 4.0+£23 4 6.6 £ 5.0 A 45+5.6M 8.2+9.9 4 3.6+3.84
P ’ TRIS 4.0+2.4 1 33£0.74 1.9+1.64 50+£4.94 6.8+4.44 2.0+0.8 4 1.1£0.74a 24+£254 1.9+£0.64
Medium sperm (%) IMV 30£2.44 35+£234 1.4+0.84 1.0£0.6 4 1.7£0.9 4 32£1.54 1.8+0.94 23+2.] 4 224154
P ’ TRIS 1.7£1.24 25+1.84 1.6 £0.4 4 1.6+ 1.0 4 24+£134 3.1£0.84a 0.9+0.74a 0.8+0.4 4a 1.2+£0.7 4
Slow sperm (%) IMV 18.6+2.4 4a 247+ 8.6 4 184+264  19.1+6.14 19.6+1.8% 305%1644 21.4+£834 204+79%  263+14.44
P ’ TRIS 362+ 758 213+£984  20.0+8.14 31.6+£1794 279+1054 22.0+£6.04 21.7+10.84 363+1634 240+3.04
VCL (umisy<* IMV 30.1 £ 524 48.1+22.54  295+£3.04  279+694 434+£1284 383+1044 349+1824 42.0+£22.04 294+7.]14
H TRIS 30,0+ 1224  357+1024 29.0+£7.74 36.1+£1594% 44 1+45% 317+£394 377+£195% 283+904% 23.6+2.5
VAP (um/s)** IMV 113.3+106.0 42 38.2+23.54  19.8+£2.64 185+734  346+13.64 287+10.04 279+1894 323+£2434 202+1044
K TRIS 31.2+£5.7 7 268+9.64  21.1+8.14 30.8+1394 381+494  257+464 32.0+1874 23.1+£10.64 183+4.64a
VSL (pmls)* IMV 15.1+£4.2 4 32.1£232%  151£2.94 139+£684 278+14.64 23.0+894 234+1724 27.0+£23.04 16.1+10.04s
3 TRIS 26.6 558 21.6£8.9 164+ 774 269+13.04 305+8.04 219+£534 27.7+17.1% 19.6£1054 13.8+£4.5%
ALH (um/s)*** IMV 1.7+£0.3 Aa 2.0+ 0.5 42 2.1+£04¢%B 1.7+0.6 4a 1.8 +£0.2 4a 1.8 £0.1 4a 1.5+£0.24a 1.5+£0.1 4a 1.2+£0.44a
H TRIS 6.5+£9.040 1.9£0.3 Ab 1.4+£0.2 4 1.5+0.64 1.7+0.24% 1.6 +£0.3 4 1.7£0.1 4 1.7£0.1 4 1.5£0.24
STR (96)*** IMV 77.1+£594a 76.5+594  740+£334 728+1084 773+£1294 T772+£254 858544  779+10.14 7T35+£15.74
0
TRIS 85.1£2.54 82.5+8.04  84.1+654  852+144  R64+484 87.6+1.68 84.1+6.4 4 88.0£094  745+10.04
BCF (Hz)*** IMV 62+124 7.4+0.9 4 63+1.04 52+1.14 6.2+0.54 6.7£0.14 6.0£1.74 4.7+£23 4 4.7+2.4 1
TRIS 7.8+£0.3 4 6.9+0.44 7.0£0.7 Aa 64+154 6.5+1.04 6.4+0.9 4 6.6 0.6 4 6.6£0.34 62+1.44
LIN (%)*** IMV 497+ 6.4 4 542+£9.74  533+£10.64 474+12.64 609+1604 59.1+1244 61.5+18.64 554+2234 50.6+25.04
’ TRIS 726+645 66.0+17.94 70.0+12.74 73.6+798%B  747+864 T741+£1.8B 693+10.64 76 7+3.74 53.6+14.5
WOB (%6)*** IMV 65.7+£5.5 4 75.0+12.7%  69.6+9.6%  644+954  779+824 T44+£11.84 T750+£13.74 69.4+£1954 65.0+23.]14
0
TRIS 853+5.7%B 79.0+14.1 4  82.8+824  851+7.08%  88.6+2.04 846+244  820+£724b  §72+444  T1.0+10.]1 A
PM integrity (%6)*** IMV 4.7+£5.4 4 4.9+£4.] 4 27+1.]14a 1.9+ 1.7 4a 6.4+5.64 8.1%6.44 39+4.1 4 32+£3.14 2.8+£2.] 4
ntegri
grity 0 TRIS 1.5+£0.7 A 1.8+ 1.8 32+£2.64 20+£1.24 1.7£0.6 A 2.6+2.5n1 34+£33M 2.8+ 1.74a 29+2.1 4
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Within a column, values with different superscripts differ significantly (P < 0.05).

a,b differ among groups treated with different concentrations of LC (0, 5, 10 mM) and at the same moment (during incubation).

A,B differ between extenders (IMV vs. TRIS) at the same moment (during incubation) and at the same concentration of LC (0, 5, 10 mM).
“Concentrations of L-carnitine (Sigma C0158) used (either 0, 5 or 10 mM) in the semen extender for cryopreservation.

“ Extenders: IMV: OptiXcell™; TRIS egg yolk [31].

VCL: curvilinear velocity; VAP: average path velocity; VSL.: straight-line velocity; ALH: amplitude of lateral head displacement; STR:

straightness; BCF: beat/cross frequency; LIN: linearity; WOB: wobble; PM integrity: plasma membrane integrity.
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Figure captions
Figure 1. Experimental design of the study. Effect of different concentrations of L-
carnitine (0, 5, 10 mM) in extender (either TRIS or IMV) for semen cryopreservation of

ram sperm, during incubation of 3 h at 38 °C in 5% CO..

Figure 2. Capacitation status of ram sperm: A) immediately after freezing-thawing (0 h) and
during incubation moments, B) 1 h, C) 2 h and D) 3 h. Sperm was frozen using different
extenders (IMV or TRIS) and concentrations (0, 5 and 10 mM) of L-carnitine (LC) (Sigma
C0158). A,B differ significantly between extenders (IMV vs. TRIS) at the same moment
(during incubation) and at the same concentration of LC. a,b differ significantly among
groups treated with different concentrations of LC and at the same moment (during

incubation).
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

A hipétese de que a suplementacdo com LC poderia afetar positivamente a
viabilidade espermética pds-descongelamento em ovinos e na sua longevidade,
especialmente no meio comercial sem a presenca de gema de ovo (que
naturalmente contém alta quantidade de antioxidante). No geral, nossa hip6tese ndo
pode ser apoiada no estudo atual, uma vez que o efeito da LC foi aleatério, ou seja,
nao afetou consistentemente nenhum grupo em nenhuma concentragao usada.
Embora a LC tenha afetado alguns parametros isolados, sua suplementacdao no
diluidor de sémen nao apresentou um efeito benéfico consistente no
espermatozoide pds - descongelamento e durante toda a incubacao por até 3 horas,
independentemente do diluente utilizado. O diluente comercial optiXcell ™ MV
comprometeu a cinética espermatica e apresentou maior estresse oxidativo
comparado ao diluente TRIS. Nossas descobertas fornecem uma plataforma para
investigar e elaborar protocolos para testar os efeitos benéficos da suplementacao

da LC em sémen de carneiro criopreservado.
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8. ANEXO

- Composicéo do meio Tris-Gema:

Tris 3,6349

Glicose 0,509

Acido citrico

Gema de ovo 15mL

Penicilina Potassica 100.000Ul
Glicerol 10mL

Estreptomicina 0,100g

Agua destilada gsp 100mL

Fonte: Salamon & Maxwell (2000)



