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RESUMO

ROCHA, C. C. Identificacdo e quantificacdo da carnosina no plasma
seminal, caracteristicas seminais e congelabilidade do sémen de
garanhdes. Identification and quantification of carnosine in seminal plasma,
seminal characteristics and freezing of semen from stallions. 2017. 91f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
Universidade de S&o Paulo. Séo Paulo. 2017.

A criagcdo de equinos tem se desenvolvido ativamente no Brasil. Assim, o
interesse dos proprietarios em biotecnologias reprodutivas equinos vem
aumentando. Entretanto, o sémen equino tem baixa tolerancia a
criopreservacdo comparada com outras espécies, sendo o estresse oxidativo
um entrave por seus efeitos deletérios sobre a célula espermética. Neste
contexto, o plasma seminal possui antioxidantes que promovem um papel
importante na protecdo do espermatozoide. Porém o, durante o processo de
criopreservacao, o plasma seminal é retirado. Em estudo anterior verificamos
que, na auséncia do plasma seminal os espermatozoides equinos tornam-se
mais susceptiveis ao estresse oxidativo, principalmente causado pelo
malondialdeido (MDA), subproduto da oxidacdo de lipideos. Um dos motivos
para este resultado seria a retirada da carnosina, um dos principais
antioxidantes responsaveis pela protecdo contra o acumulo de MDA e seus
efeitos deletérios, presente no plasma seminal. O objetivo do presente estudo é
identificar e quantificar carnosina no plasma seminal de garanhdes e comparar
as caracteristicas seminais em diferentes grupos de bons e maus
refrigeradores e congeladores, baseando-se na andlise da motilidade posterior
ao processo de refrigeracdo e congelacdo. Foram colhidos dois ejaculados de
quarenta garanhfes (idades entre 4 e 16 anos de idade). As variaveis
analisadas foram cinética espermatica pelo sistema CASA, avaliacdo funcional
(coloragéo de eosina-nigrosina para membranas, fast-green/rosa bengala para
acrossomos, coloracdo 3-3’diaminobenzidina para atividade mitocondrial e
SCSA™ para susceptibilidade a denaturagédo de cromatina) e avaliagdo do
indice de peroxidacdo lipidica (TBARS) do espermatozoide e do plasma
seminal. Também foram realizadas analises da integridade de membranas
plasmatica e acrossomal, e potencial de atividade mitocondrial pelas sondas
fluorescentes PIl, Hoescht 33342, FITC-PSA e JC-1 além da producdo de

(ROS) pelo espermatozoide com a sonda fluorescente CellRox. A carnosina do



plasma seminal foi mensurada utilizando kit de ELISA Biomatik® comercial.
Foram comparados os grupos bons e maus refrigeradores, e bons e maus
congeladores (p <0,05). Verificamos uma maior concentragéo de carnosina nos
bons refrigeradores em relacdo aos que refrigeraram mau. Isso pode ter
ocorrido pela maior concentracdo de TBARS no plasma seminal destes
animais, possivelmente por um efeito fisiologico de reacbes de oxidagcdo. Além
disto, os bons refrigeradores apresentaram porcentagens significativamente
maiores de células com alta atividade mitocondrial, acrossomo intacto e
membrana intacta sugerindo um efeito benéfico da carnosina. Em relacdo ao
efeito da congelagdo do sémen, ndo foi observada diferengca na concentracéo
de carnosina entre os que congelaram bem ou ndo. Este resultado era
esperado uma vez que, durante o processo de criopreservacdo do sémen
equino o plasma seminal é retirado. De fato, a maior porcentagem de células
com lesdo mitocondrial, de membrana e DNA lesado nos maus congeladores e
as correlagbes entre as lesbes e o0 estresse oxidativo pode indicar um
mecanismo mitocondrial de geracdo de estresse oxidativo e consequente lesdo
das estruturas celulares. Conclui-se que a carnosina apresentou efeito protetor
durante a refrigeracdo espermatica protegendo contra injarias causadas pela
mesma e consequentemente € um dos fatores que melhora a qualidade

espermatica apés 24 horas de refrigeracao.

Palavras-chave: Plasma seminal. Carnosina. Estresse oxidativo. Refrigeragéao.
Criopreservagao.



Abstract

ROCHA, C. C. Identification and quantification of carnosine in seminal
plasma, seminal characteristics and freezing of semen from stallions.
Identificacdo e quantificacdo da carnosina no plasma seminal, caracteristicas
seminais e congelabilidade do sémen de garanhGes.2017. 91f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
Universidade de S&o Paulo. Séo Paulo. 2017.

Equine breeding has been actively developing in Brazil, leading to increased
interest in reproductive biotechnology. However, there is a limitation due to a
tolerance of some stallions to cryopreservation, especially when compared to
other species. In this context, oxidative stress represents an obstacle due to its
deleterious effects on equine sperm. To counterattack such effect, seminal
plasma has antioxidants that play an important role in protecting the sperm.
However, during the cryopreservation process, the seminal plasma is
withdrawn. In a previous study we verified that, in the absence of seminal
plasma, equine spermatozoa are more susceptible to oxidative stress, mainly
caused by malondialdehyde (MDA), a product of lipid oxidation. One of the
reasons for this result would be the removal of carnosine present in the seminal
plasma, one of the main antioxidants responsible for protection against the
MDA accumulation and its deleterious effects. The objective of the present
study was to identify and quantify carnosine in the seminal plasma of stallions
and to compare the seminal characteristics in different groups of sperm
samples with high and low tolerance to the cryopreservation or cooling, based
on analysis of total motility after these processes. Two ejaculates of forty
stallions (N= 80; ages between 4 and 16 years old) were collected. Each
ejaculate was divided into two aliquots, one submitted to a 24h cooling and the
other submitted to cryopreservation. The variables analyzed were: Computer
Assisted Sperm Analysis (CASA system), functional evaluation (eosin-nigrosin
stain for membranes, fast-green/rose bengal for acrosomes, 3-
3'diaminobenzidine staining for mitochondrial activity and SCSA™ for
susceptibility to chromatin denaturation) and lipid peroxidation index (TBARS
assay) of sperm and seminal plasma. Furthermore, plasma and acrossomal
membranes integrities and mitochondrial membrane potential were also
analyzed using the fluorescence probes PIl, Hoescht 33342, FITC-PSA, JC-1



and ROS detection by CellRox fluorescent probes. Carnosine from the seminal
plasma was measured using commercial Biomatik® ELISA kit. Thus, samples
with high and low tolerance were compared (p<0.05). We found a higher
concentration of carnosine in good cooler compared to those showing low
motility. This may have occurred in response to the higher concentration of
TBARS in the seminal plasma of these animals, possibly due to a physiological
effect of oxidation reactions. In addition, good coolers presented significantly
higher percentages of cells with high mitochondrial activity, intact acrosome and
intact membrane suggesting a beneficial effect of carnosine. Regarding the
effect cryopreservation, no difference was observed between those with high
and low post-thaw motility. This result was expected since, during the
cryopreservation process of equine semen, the seminal plasma is removed. In
fact, the higher percentage of cells with mitochondrial lesions, damaged
membrane and fragmented DNA in bad freezers and the correlations between
lesions and oxidative stress may indicate a mitochondrial mechanism of
oxidative stress generation and consequent lesion of cellular structures. In
conclusion, carnosine had a protective effect during sperm cooling, protecting
against damages being probably one of the factors that improves sperm quality
after 24 hours of refrigeration.

Keywords: Seminal plasma. Carnosine. Oxidative stress. Cooling.

Cryopreservation
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1. INTRODUCAO

A equideocultura brasileira € um setor crescente da economia e tem gerado
640 mil empregos diretos, 200.000 indiretos e movimentado R$ 7,3 bilhdes por
ano (LIMA et al., 2006), atingido em 2015 um total de R$ 16 bilhdes de reais.
No Brasil, a populagdo de equideos é estimada atualmente em 7.986.023
cabecas, sendo 5.541.702 equinos, 1.130.795 asininos e 1.313.526 muares. A
populacdo nacional de equinos é a terceira maior do mundo, posicdo que se
manteve estavel na Ultima década (IBGE, 2015).

Com a alta demanda, as técnicas de reproducdo assistida, como a
inseminacao artificial (IA) e a transferéncia de embrides (TE), vém sendo
amplamente empregadas. A inseminacao artificial possui diversas vantagens
como: maximizar o melhoramento genético do rebanho permite inseminacées
em animais que estdo competindo ou que ja vieram a 6bito, proporciona bons
indices de fertilidade, além de ndo necessitar a presenca fisica do garanhao
selecionado, diminuindo o estresse induzido pelo transporte e possiveis
acidentes (WEISS et al., 2003; AVANZI et al., 2006).

Neste contexto, a refrigeracdo e a criopreservacdo espermatica, sao
biotécnicas chave na reproducdo assistida equina. No entanto, sabe-se que
estes procedimentos diminuem a viabilidade espermatica (BRINSKO;
VARNER, 1992). Este efeito deletério parece ser multifatorial, podendo ser
causado por choques térmico e osmotico, desidratacdo celular excessiva,
formacdo de cristais de gelo e alteracBes na permeabilidade da membrana
plasmatica (WATSON, 1995). No entanto, todos estes fatores podem levar,
direta ou indiretamente, a producao excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs), possivelmente por disfungdes mitocondriais que levariam a diminuigédo
da qualidade espermatica pos-refrigeracdo ou descongelacdo (BALL e
BAUMER, 2001).

As EROs possuem um papel fundamental na fisiologia espermaética,
guando se encontram em equilibrio com a capacidade antioxidante seminal,
atuando como gatilhos de processos biolégicos como a hiperativacdo e
capacitacdo espermaética, reacdo acrossomal, ligacdo entre o espermatozoide e

0 00cito e penetracdo espermatica através da zona pelicida (HOFFMANN et
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al., 1996). Contudo, a producao exacerbada das EROs acompanhada ou néo
pela diminuigdo excessiva da capacidade antioxidante, caracteriza o estresse
oxidativo seminal. Neste caso, as EROs podem ser extremamente deletérias
causando danos as estruturas espermaticas, proteinas, carboidratos e lipidios.
Além do efeito deletério das espécies reativas de oxigénio, os produtos da
peroxidacdo lipidica, como o malondialdeido (MDA), podem ser tdo nocivos
quanto as EROs por apresentarem meia vida mais longa (SHARMA;
AGARWAL, 1996).

Em concordancia a estas assertivas, estudos verificaram que o MDA
pode ser extremamente citotoxico aos espermatozoides, causando reducao da
motilidade, aumento nos danos de DNA e diminuicdo da ligacao
espermatozoide-o6cito, ocasionando a infertilidade (KO; SABANEGH,;
AGARWAL, 2014; AITKEN et al, 2015). Apesar dos antioxidantes
convencionais ndo serem capazes de debelar o MDA, algumas substancias
presentes no plasma seminal, como a proteina carnosina, possuem esta
funcdo (KANG, 2005). No entanto, estudos cientificos relacionando a funcéo da
carnosina do plasma seminal na homeostase oxidativa do espermatozoide séo
escassos. Investigacdes relacionadas a esta area seriam de grande valia para
a espécie equina, uma vez que, a retirada do plasma seminal é necesséria
para a aplicacdo de biotécnicas do sémen, como por exemplo, a
criopreservacdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Desta forma, ao quantificar
e avaliar o papel da carnosina na fisiologia esperméatica poderemos direcionar
terapias espermaticas utilizando esta proteina durante os processos de
refrigeracdo ou criopreservacéao, objetivando a prevencéo de danos oxidativos.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi quantificar e relacionar as
concentracbes de carnosina na funcionalidade e status oxidativo dos
espermatozoides equinos que possuem alta ou baixa tolerancia a refrigeracao

e criopreservacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Na presente revisdo, serdo abordados fatores relacionados aos
processos de refrigeracdo e criopreservacdo do sémen equino. Além disso,
discorreremos sobre a importancia do plasma seminal nestas biotecnologias,
inclusive o efeito da carnosina (proteina presente neste plasma) na prevencgao

do estresse oxidativo e remocao dos produtos da peroxidacéo lipidica.

2.1. Refrigeracdo seminal

O sémen refrigerado vém sendo utilizado de maneira rotineira na
indastria equina ha cerca de 20 anos. Estudos sobre a tecnologia de
refrigeracdo equina sao necessarios na tentativa de manter o potencial
fecundante do espermatozoide por varios dias e assim permitir maior
aplicabilidade desta técnica (PICKETT, 1995; BATELLIER et al., 2001). O
processo de refrigeracdo diminui a atividade metabdlica dos espermatozoides,
reduz o crescimento microbiano e subsequentemente, aumenta viabilidade do
sémen por maior periodo de tempo (KATILA, 1997). Desta forma, tal biotécnica
permite 0 uso de amostras seminais viaveis em técnicas de reproducdo
assistida por um periodo de 24 a 48 horas apés sua coleta. (JASKO et al.,
1992). Apesar da alta aplicabilidade da refrigeracdo seminal na reproducao
assistida equina, este procedimento pode causar efeitos deletérios ao
espermatozoide. Estes efeitos parecem ser mais evidentes em determinados
individuos da espécie equina, podendo ser inclusive da mesma raca.
(GRAHAM, 2011).

Assim, os garanhdes podem ser classificados como bons e maus
refrigeradores baseado na qualidade seminal apds o periodo de refrigeragéo.
Um dos principais fatores de grande variabilidade entre os garanhdes pode
estar relacionado principalmente a composi¢cado do plasma seminal (BRINSKO
et al., 2000, KATILA, 2008).
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Visto que amostras seminais de determinados garanhdes possuem
baixa resisténcia ao processo de refrigeracdo, possiveis alternativas para
conservar estas amostras e manter a viabilidade seminal seriam de extremo
interesse, principalmente em animais de elevado interesse zootécnico que
possuem baixa qualidade espermatica (BRINSKO et al., 2000). Ademais,
parece plausivel armazenar amostras destes animais durante um longo periodo
de tempo para maximizar seu desempenho reprodutivo e perpetuar suas
caracteristicas genéticas nos descendentes. Portanto, apesar da refrigeracéo
ser a técnica mais utilizada na reproducdo assistida equina e com melhores

7

resultados de fertilidade, a criopreservacdo espermatica é uma biotécnica
alternativa a refrigeracdo. A aplicacdo desta técnica de conservagdo vém
aumentando exponencialmente para a espécie equina e permite que 0Ss
espermatozoides figuem conservados durante longos periodos (JASKO et al.,

1992).

2.2. Criopreservacao espermatica

A criopreservacdo do sémen equino é de grande importancia para a
equinocultura. O espermatozoide do garanhdo, no entanto, apresenta alto grau
de variabilidade entre individuos em relacdo a qualidade espermética apés o
congelamento e descongelamento e as taxas de prenhez quando utilizadas na
inseminacao artificial (LOOMIS; GRAHAM, 2008). Individuos podem ser
classificados como bons congeladores e maus congeladores, e isso implica em
maior ou menor resisténcia ao processo de criopreservacao (VIDAMENT, et al.,
1997; WATSON, 2000).

Resultados de alguns estudos sugerem que aproximadamente 20 a 50%
dos garanhdes possuam congelabilidade inaceitavel. Foi estimado que
aproximadamente 20% de garanhfes produzem sémen com alta
congelabilidade, 60% que congelam razoavelmente e 20% com baixa
criotolerancia (KATILA et al., 2001). Tais diferencas podem ser de origem
genética, além disso, estudos evidenciam a importancia da composicao lipidica

do plasma seminal e da membrana plasmética na criotolerancia espermatica
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(VIDAMENT et al., 1997). Estes conceitos baseiam-se nas caracteristicas de
motilidade pds-descongelamento, incluindo percentagens de espermatozoides
progressivamente moveis e taxa de velocidade (HEAPE, 1987).

Resultados satisfatorios no processo de criopreservacdo Sao
dependentes da qualidade seminal, bem como das interacdes entre diluidores,
crioprotetores e velocidades de congelagdo e descongelacdo, com intuito de
minimizar os danos causados por este processo (PICKETT; AMANN, 1992).
Caso a criopreservacao seja realizada de maneira correta, € possivel minimizar
os efeitos deletérios ao espermatozoide, como o choque térmico, a formacéo
de cristais de gelo e a desidratac&o celular (JASKO, 1994).

Por outro lado, durante o processo de refrigeracdo espermética, etapa
crucial da criopreservacdo, mudancas estruturais e na qualidade do
espermatozoide equino tem sido relacionadas a alteracdes nas propriedades
da membrana plasmatica. Entre estas modificacbes pode se destacar a
composicado e translocacao de fosfolipides que impossibilitam a movimentagao
aleatéria dessas proteinas, resultando em aumento de permeabilidade da
membrana, alteracdes de osmolaridade e decréscimo da atividade metabdlica
(HAMMERSTEDT et al., 1990; MOORE et al.,, 2005, SIEME et al., 2008).
Ademais, estudos relatam que o0 processo de criopreservagao pode induzir
alteracdes semelhantes ao processo de capacitacdo espermatica, denominada
criocapacitacdo, causando reducdo na capacidade fecundante destes gametas
(LOOMIS; SQUIRES, 2005). Adicionalmente, estudos tem demonstrado que a
reducdo da qualidade espermatica poOs-criopreservacdo esta relacionada a
disfuncbes mitocondriais e consequente aumento exacerbado na producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), caracterizando o estresse oxidativo
seminal (AGARWAL et al., 2002).

2.3. Espécies Reativas de Oxigénio e o Espermatozoide: efeitos fisiol6gicos e

citotdxicos

Algumas substancias produzidas a partir do metabolismo de oxigénio

sdo chamadas de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Algumas dessas
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EROs podem ser chamadas de Radicais Livres por possuirem elétrons
desemparelhados em sua Ultima camada eletrbnica (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Desta forma, durante o metabolismo celular aerdbio, o
oxigénio molecular (O2), sofre uma redugdo tetravalente resultando na
formacédo de H20. Durante esse processo sao formados intermediarios reativos
(EROs) como: anion superoxido (O2), peréxido de hidrogénio (H202), radical
hidroxila (OH?) e oOxido nitrico (NO2) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997,
HALLIWELL, 1999).

As espécies reativas de oxigénio desempenham um papel importante na
fisiologia espermatica, sendo necesséarias para que ocorram 0S processos de
hiperativagcdo espermatica, capacitacdo espermatica, inducdo da reacdo
acrossomal, ligacdo entre espermatozoide e odcito e penetracdo através da
zona pelucida (DE LAMIRANDE et al., 1997).

Apesar das EROs exercerem esta funcdo, é necessario que haja um
equilibrio entre a quantidade de EROs gerada e a capacidade antioxidante de
uma determinada amostra espermatica. O plasma seminal, por sua vez,
contém uma série de antioxidantes enzimaticos como a superoéxido dismutase
(ALVAREZ et al., 1987), catalase (JEULIN et al., 1989) e o sistema glutationa
peroxidase/glutationa redutase (CHAUDIERE; WILHELMSEN; TAPPEL, 1984);
e ndo enzimaticos como o acido ascorbico e o a-tocoferol (AITKEN et al.,
2010). No entanto, caso a producdo de EROs sobrepuje a capacidade
antioxidante seminal, ocorrerd um desequilibrio oxidativo, denominado estresse
oxidativo. Neste caso, as EROs irdo causar danos a lipidios, carboidratos e as
estruturas espermaticas em geral, promovendo uma reducdo da viabilidade
celular (BALL, 2001).

O espermatozoide é uma célula particularmente susceptivel ao estresse
oxidativo por possuir um citoplasma extremamente reduzido, com consequente
concentracdo limitada de enzimas antioxidantes. Além disso, a membrana
espermatica é rica em &cidos graxos poliinsaturados, que tornam o0s
espermatozoides mais susceptiveis a peroxidacdo lipidica, uma vez que as
ligacdes duplas entre carbonos (insaturacdes) tornam as ligacbes carbono-
hidrogénio adjacentes mais susceptiveis a oxidacdo (VERNET,; AITKEN;
DREVET, 2004; NICHI et al., 2007). Além do efeito deletério das espécies

reativas de oxigénio, os produtos da peroxidacdo lipidica, como o
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malondialdeido (MDA, principal produto da peroxidacéo lipidica), podem ser tdo
nocivos quanto as EROs (SHARMA; AGARWAL, 1996).

O MDA apresenta alta reatividade e longevidade, além da capacidade
em atuar dentro e fora das células, interagindo com biomoléculas, tais como
acidos nucleicos e proteinas causando danos irreversiveis nos mecanismos
celulares (DEL RIO; STEWART, PELLEGRINI, 2005). Diversos estudos
relacionam o MDA como fator importante em diversos eventos patologicos. Por
ser um potente agente neurotoxico e apresentar meia vida maior do que as
EROs, seu acumulo é critico na patogénese do envelhecimento (NG et al.,
2005), isquemia cerebral, doenca de Alzheimer (LOVELL; MARKESBERY,
2007), doencga de Parkinson e esclerose amiotréfica (SMITH, et al., 2012).

Além disso, o malondialdeido pode ser extremamente citotoxico aos
espermatozoides, causando reducdo da motilidade, aumento nos danos de
DNA e diminuicdo da ligacdo espermatozoide-oo6cito, ocasionando a
infertilidade (KO; SABANEGH; AGARWAL, 2014; AITKEN et al.,, 2015).
Ademais, em um estudo realizado por nosso grupo, observamos que
espermatozoides equinos submetidos ao desafio com diferentes espécies
reativas de oxigénio e ao MDA, na presenca do plasma seminal, obtiveram alta
susceptibilidade ao radical hidroxil. No entanto, na auséncia do plasma
seminal, foram extremamente susceptiveis ao malondialdeido (GURGEL,
2014), indicando que alguma substancia no plasma seminal é capaz de inativar
os produtos da peroxidacdo lipidica, que podem ser tdo deletérios quanto as
EROs (BONNES-TAOUREL; GUERIN; TORREILLES, 1992). Apesar dos
antioxidantes tanto enzimaticos quanto ndo enzimaticos, ndo serem capazes
de debelar o MDA, algumas proteinas como a carnosina possuem esta funcao.
De fato, a carnosina foi identificada no sémen de algumas espécies como
suinos, ovinos (DUCCI et al., 2006) e garanhdes (DUCCI et al., 2005).

2.4. Carnosina

Carnosina (B-alanil-L-histidina, CAR), anserina (-alanil-3-metil-histidina,
ANS) e homocarnosina (y-aminobutiril-L-histidina, HCAR) s8o o0s trés



28

dipeptideos enddgenos mais representativos do grupo dos dipeptideos
histidinicos largamente distribuida em mamiferos, em quantidades diferentes,
dependendo da espécie e do tecido considerados (PETERS et al., 2011).

A carnosina (B-alanil-L-histidina) foi descoberta ha 100 anos. Carnosina
ou N-b-Alanil-L-histidina € um dipeptideo de ocorréncia natural, identificado
originalmente em 1900, na Russia, por Gulewitsch & Amiradzibi a partir de
extrato de carne bovina (GARIBALLA; SINCLAIR, 2000). Esse dipeptideo é
encontrado naturalmente no cérebro, rins e musculo esquelético de peixes,
aves e mamiferos em concentracdes, as vezes, tao alta quanto 100 mmol kg-1
de massa muscular seca (DUNNETT; HARRIS, 1997).

Diversos estudos atribuem a carnosina como um agente
antienvelhecimento (HIPKISS, 2009). O envelhecimento esta associado com a
alta producéao de radicais livres, bem como a glicacdo ndo enzimatica (Reacao
de Maillard) das proteinas (HIPKISS et al., 1998). Além disto, o envelhecimento
celular e a senescéncia sao frequentemente associados ao encurtamento de
telomeros. Segundo a teoria levantada por Hayflick, a cada divisdo celular
ocorre uma perda progressiva de teldbmeros, o que determina que cada célula
possui um numero finito de divisées (HAYFLICK, 1965). Shao e colaboradoes
(2004) relataram que a adicdo de 20mM de carnosina em fibroblastos de
camundongos resultou no declinio significativo do desgaste do comprimento
dos teldmeros, porém, o mecanismo responsavel por essa modificacdo nao foi
elucidado (HIPKISS; BAYE; DE COURTEN, 2016). Ademais, foi demonstrado
que quando o dipeptidio de ocorréncia natural, a carnosina, foi adicionada a
células de culturas de fibroblastos humanos, a vida util cronologica foi
aumentada, e o inicio da senescéncia foi efetivamente retardado nestas células
(MCFARLAND; HOLLIDAY,1994). Também observou-se um efeito
rejuvenescedor em células ja senescentes, por meio da adicdo de carnosina
(WANG et al.,, 2000). Além disso, um estudo revelou que a carnosina inibiu
seletivamente o crescimento de células cancerosas, pelo menos em cultura
(McFARLAND; HOLLIDAY, 1996).

A presengca macica de carnosina poderia ser atribuida a inumeras
funcdes, tais como tampéo fisiologico, promotor de cicatrizacdo de feridas,
agente ionbnico, especialmente para Cu e Zn, antioxidante e agente

antiglilante, sendo todos importantes em condic¢des fisiolégicas e patoldgicas
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(DECKER et al., 2000). A funcdo e o metabolismo da carnosina ndo foram
ainda totalmente elucidados. Sabe-se que este dipeptideo atua como
sequestrador de radicais hidroxila e possui acao antioxidante (BABIZHAYEV et
al., 1994; CHAN; DECKER, 1994; HIPKISS, 2009) por desempenhar um papel
regulador no volume intracelular de EROs (BOLDYREV et al., 1987) e proteger
a membrana mitocondrial de danos oxidativos. A funcao bioldgica da carnosina
pode ter uma correlagdo evolutiva com sua atividade antioxidante, uma vez
que, para a adaptacdo dos organismos a vida em um ambiente aerdbico, foi
necessario o desenvolvimento de mecanismos de defesa contra os danos
induzidos pelo oxigénio, especialmente pelas espécies reativas de oxigénio
(EROs). As espécies reativas de oxigénio podem interagir com DNA, RNA,
lipideos e proteinas e tém sido apontadas como a causa de senescéncia,
cancer e outras doencas (KOHEN et al., 1988; WANG et al., 2000).

Além de sua funcdo antioxidante, a carnosina elimina os produtos da
peroxidacdo de lipideos, principalmente o malondialdeido (MDA) (ALDINI et al.
2005; BOLDYREV, 2005; KYRIAZIS, 2010). A natureza hidrofilica da carnosina
permite a aderéncia da molécula as fissuras na bicamada lipidica das
membranas biol6gicas, atenuando de forma efetiva os produtos de peroxidacao
formado nas areas lesadas destas estruturas celulares (KOHEN et al., 1988).
Ademais, a carnosina se une aos aldeidos derivados da peroxidacao lipidica,
atuando como nucledfilos sacrificiais 'aldeido sequestrantes’, e macromoléculas
celulares, atenuando desta forma os danos e progressao do processo oxidativo
(BURCHAM et al.,, 2002). Boldyrev e colaboradores (2013) conduziram um
estudo utilizando ratos como modelo animal, onde induziram a peroxidacéo
lipidica por meio de xenobidticos, e observou uma reducdo da peroxidacao
lipidica ao administrar carnosina.

Apesar da carnosina ter sido identificada no sémen de suinos, ovinos
(DUCCI et al., 2006) e garanhdes (DUCCI et al., 2005); estudos semelhantes a
estes sdo escassos na literatura cientifica. Tampouco se sabe do efeito desta
proteina na funcdo espermética e sua eficiéncia na debelacdo de MDA
presente no plasma seminal. Esta informacao seria de grande importancia para
a espécie equina uma vez que, para as biotécnicas do sémen equino é
necessaria a retirada do plasma seminal, podendo reduzir a capacidade

antioxidante e consequentemente aumentar a producdo de MDA (FERREIRA;
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MATSUBARA, 1997). Desta forma, identificando a presenca e a funcédo da
carnosina no plasma seminal equino, futuramente podemos desenvolver
terapias espermaticas utilizando a carnosina, para compensar a perda desta
proteina nas biotécnicas do sémen e aumentar a viabilidade espermatica.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi quantificar e relacionar as
concentracbes de carnosina na funcionalidade e status oxidativo dos
espermatozoides equinos que possuem alta ou baixa tolerancia a refrigeracao

e criopreservacao.
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3. HIPOTESES

As hipoteses do presente experimento sao:

Existe uma variacao individual na concentracdo de carnosina no plasma
seminal. Ademais, equinos que possuem amostras espermaticas com maior
tolerancia aos processos de criopreservacao e refrigeracdo possuem maiores
concentracfes de carnosina no plasma seminal do que amostras seminais com

menor tolerancia.
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4. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo sao:

- Quantificar os niveis de carnosina no plasma seminal de garanhdes, pelo
método de ELISA,

- Relacionar os atributos espermaticos de amostras refrigeradas e
criopreservadas as concentracdes de carnosina na funcionalidade e status
oxidativo dos espermatozoides equinos que possuem alta ou baixa tolerancia a
refrigeracao e criopreservacao.

- Comparar os atributos espermaticos de garanhdes que possuem amostras

seminais com alta e baixa resisténcia a refrigeracdo e criopreservacao.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local

A primeira etapa do experimento consistiu na coleta, refrigeracdo e
criopreservacdo seminal. Esta etapa foi realizada nos seguintes locais: Haras
Santa Rita I, (Piracaia-SP); Haras ZCM Agropecuéria, (Joanopolis-SP), Haras
Trés Rios, (Itatiba-SP), Centro Hipico Hipocampo, (Amparo-SP) e na Pontificia
Catélica de Minas Gerais (PUC-MG, Pocos de Caldas-MG).

A segunda etapa que consistiu nas analises laboratoriais do sémen
criopreservado, refrigerado e do plasma seminal foi realizada no Laboratério de
Andrologia (LA), no Laboratério de Biologia do Espermatozoide (BioSPTZ) e no
Grupo de Estudos para Multiplicagdo de Aves (GEMA) do Departamento de
Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinario e Zootecnia (FMVZ)
da Universidade de Sao Paulo (USP) em Sao Paulo, SP. Além dos laboratérios
supracitados, o processamento do plasma seminal foi realizado no Laboratério
de Diagnostico Toxicolégico (LadTox) do Departamento de Patologia Animal
(VPT) da Faculdade de Medicina Veterindrio e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade de Sao Paulo (USP).

5.2. Animais

Foram utilizados ejaculados de 40 garanhdes coletados em duplicata (n=
80 ejaculados). Os animais possuiam idades variando entre 4 e 16 anos, sendo
25 garanhdes da raca Mangalarga Paulista, 05 da raca Mangalarga Marchador,
01 da ragca Campolina, 01 da raca Bretdo, 07 da raca Lusitano e 01 da raca
Quarto de Milha. Antes da avaliacdo e selecao dos reprodutores, foi realizado o
esgotamento das reservas espermaticas extragonadais dos animais. Para

tanto, os garanhfes foram submetidos a duas coletas de sémen em dias
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alternados antes do inicio do experimento. Os mesmos estavam alojados nos

respectivos haras sob manejo semi-intensivo.

5.3. Periodo experimental

As coletas de cada garanhdo foram realizadas com intervalo de uma
semana entre elas e deram-se no inicio da estacdo reprodutiva no més de

outubro com término no més de dezembro do ano de 2016.

5.4. Manejo alimentar

Os garanhfes eram mantidos em sistema semi-intensivo. Estes
recebiam sal mineral e agua ad libitum, feno, forrageira tifton e suplementacao
com concentrado para suprir as necessidades de mantenca de acordo com as

exigéncias estabelecidas pela National Research Council - NRC (2001).

5.5. Coleta e avaliacdo do sémen in natura

Previamente a coleta de sémen, o pénis foi higienizado com solucéo
salina aquecida (37°C) e seco com auxilio de uma compressa de algodéo. A
vagina artificial utilizada foi o modelo Botupharma®, composta por um tubo
rigido de fibra de vidro mucosa de latex e mucosa plastica descartavel,
acoplada a um copo coletor isotérmico contendo uma camisa sanitéria
descartavel, na temperatura de aproximadamente 45°C. Para realizacdo das
coletas, utilizou-se uma égua em estro devidamente contida fisicamente. Para
alguns animais, foi utilizado um manequim, onde foi colocado antes da coleta
urina de égua em estro, e algumas ocasides para auxiliar o procedimento, uma

€égua em estro era trazida proximo ao manequim.
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No momento da coleta, um filtro era colocado para separar
imediatamente o gel e sujidades do restante do ejaculado. Apés a obtencéo da
amostra, foram realizados os exames imediatos dos ejaculados: volume,
motilidade, vigor e concentracao.

O volume de cada ejaculado foi mensurado em tubo plastico graduado
em mililitros. A motilidade (0-100%) e o vigor (escala de 0 a 5) foram
observados em microscépio 6ptico em magnificacdo de 100X, utilizando uma
gota de sémen sobre uma lamina e laminula pré-aquecida a 37°C.

A concentracdo espermatica foi avaliada com o auxilio de uma camara
hematimétrica (Neubauer) utilizando uma diluicdo de 1:100 (10uL de sémen em
990uL de formol citrato tamponado). Essa avaliacdo foi realizada em
microscopio Optico, em magnificacdo de 400X.

Apés a coleta, uma aliquota de sémen in natura de cada ejaculado foi
armazenada para a avaliacdo do ensaio da estrutura da cromatina espermética
(SCSA™), avaliagdo da susceptibilidade a peroxidacdo lipidica (TBARS) e
dosagem de carnosina no plasma seminal.

Em seguida, os ejaculados foram pré-diluidos com meio a base de leite
em po6 desnatado, glicose, bicarbonato de sodio e amicacina (Botu-sémen® -
Botupharma Botucatu — Botucatu-SP) em proporcéo de 1:1 (diluente/sémen).
Imediatamente apdés este procedimento, realizou-se a concentracdo
espermatica, a fim de se obter 25 x 10¢ espermatozoide/mL em um volume fixo
de 40 mL, por meio de uma segunda dilui¢ao.

Apb6s a diluicdo e homogeneizacdo do meio junto a amostra, o volume
total foi fracionado em duas partes, destinando-se a primeira aliquota para o
processo de refrigeracdo e a segunda aliquota para a criopreservacao

espermatica imediata.

5.6. Processamento e refrigeracédo seminal

As aliquotas destinadas a refrigeracao foram envasadas em recipientes
de plastico (Bisnagas BOTU-IA®, Botupharma, Botucatu, SP, Brasil), retirando-

se o ar. Imediatamente apdés o0 envase as amostras foram identificadas e
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alocadas, cada uma em seu respectivo dispositivo de refrigeracdo Botuflex®
(Botupharma, Botucatu, SP, Brasil). As amostras foram refrigeradas a 5°C,
sendo colocados dois gelos reciclaveis para que estas atingissem a velocidade
de refrigeracdo de 0,09°C/min. As mesmas foram transportadas e analisadas

apos um periodo de 24 horas de refrigeracao.

5.7. Processamento e criopreservacédo seminal

As aliquotas destinadas ao processo de criopreservacdo foram
distribuidas em tubos plasticos com fundo cbnico de 15 mL e, posteriormente
centrifugadas (Centrifuga de bancada Baby® Modelo CENTRIBIO) a 400G
durante 10 minutos. Ao término da centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e foi estabelecida uma taxa de diluicdo de 1 mL de crioprotetor
(Botucrio® Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) e o0s sedimentos de
espermatozoides (pellets) foram ressuspendidos para a realizacdo de uma
nova concentragdo e diluichio a fim de obter-se 200 milhdes de
espermatozoides por mL. O sémen foi envasado em palhetas de 0,5mL e as
mesmas foram acondicionadas na maquina de criopreservacao automatizada
(TK3000® - Compacta, TK tecnologia em congelacdo, Uberaba, Brasil). As
amostras foram submetidas a uma velocidade de refrigeracédo de 0,25°C por
minuto até atingirem uma temperatura de 5°C. Apds obterem esta temperatura,
as amostras permaneceram na maquina a 5°C durante um periodo de 30
minutos e, posteriormente, submetidas a uma velocidade de congelacdo de
15°C por minuto até atingirem -120°C. Apds este procedimento, as palhetas
contendo as amostras foram imersas em nitrogénio liquido e armazenadas em

botijdo de nitrogénio (Figura 1).



Figura 1 - llustracdo esquematica dos procedimentos experimentais.

COLHEITA DOS EJACULADOS

40 GARANHOES
DUPLICATAS
N= 80

AVALIACAO DO SEMEN FRESCO

DILUICAO (1:1)

REFRIGERACAO 3 52C
(APOS 24 HORAS)

ADICAO DO CRIOPROTETOR

CONGELACAO (TK 3000%)

Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)
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As aliguotas do sémen in natura destinadas a retirada do plasma
seminal foram colocadas em um tubo plastico de 15 mL e foi centrifugada a
400G durante 10 minutos. O sobrenadante final foi distribuido e envasado em
trés criotubos identificados e, imediatamente armazenados em nitrogénio
liguido e posteriormente transferidos para freezer a -80°C, onde foram
mantidos até o processamento. Tais aliquotas foram destinadas a realizacdo
do ensaio TBARS, padronizacdo e mensuracgdo de carnosina (Figura 2).

Figura 2 - llustracdo esquematica dos procedimentos experimentais.

COLHEITA DOS EJACULADOS
40 GARANHOES
DUPLICATAS
N= 280

CENTRIFUGACAO 400G/min por 10min +
RETIRADA DO PLASMA SEMINAL;

ARMAZENAMENTO DO PLASMA SEMINAL + NITROGENIO
(CRIOTUBOS DE 2mL})

ANALISES:
- TBARS;
- PADRONIZACAO DA CARNOSINA (KIT ELISA);
- QUANTIFICACAO DA CARNOSINA (KIT ELISA);

Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)
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5.8. AvaliacOes espermaticas das amostras refrigeradas e criopreservadas

Tanto as amostras refrigeradas quanto as criopreservadas foram
submetidas as seguintes avaliagdes: avaliacdo da cinética espermatica,
avaliacdo da integridade das membranas plasmaticas (coloracdo Eosina-
nigrosina e sonda fluorescente lodeto de Propideo) e acrossomal (coloracao
fast green — rosa bengala e sonda fluorescente FITC-PSA), atividade
mitocondrial (Ensaio da 3’3 diaminobenzidina), potencial de membrana
mitocondrial (sonda fluorescente JC-1), susceptibilidade da cromatina a
denaturacdo 4acida (SCSA®, sonda fluorescente laranja de acridina),
susceptibilidade a peroxidacéo lipidica (Ensaio TBARS), deteccdo da producéo
de espécies reativas de oxigénio (sonda fluorescente CellRox) e mensuragao

dos niveis de carnosina.

5.8.1. Avaliacdo computadorizada da cinética esperméatica (CASA)

Os parametros da motilidade espermética das amostras refrigeradas e
criopreservadas foram analisados pelo Sistema Computadorizado de Analise
Espermatica (CASA - Computer Assisted Sperm Analysis; Hamilton Thorne
IVOS 12.3, USA). As configuracbes foram ajustadas para a espécie equina
conforme recomendacgdes do fabricante (Figura 03). Seis pL de cada amostra
espermatica foram inseridos em uma camara de contagem seja previamente
aguecida a 37°C e cinco campos foram selecionados aleatoriamente. O setup
utilizado foi adequado para a espécie e apresentava as seguintes
configuragdes: 40 molduras a uma taxa de 60 molduras/segundo; contraste
minimo de 80, tamanho minimo de célula de 3 pixels; tamanho de célula de 5
pixels e intensidade de 110 (menos de cinco células moveis); células
progressivas correspondendo a uma velocidade média de percurso (VAP)
maior que 50 /s e retilinearidade (STR) maior que 75%; espermatozoides com
VAP maior que 20 p/s foram considerados moveis; intensidade de células

estaticas minimo de 0,68 e maximo de 1,74; tamanho de células estéaticas
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minimo de 0,59 e maximo de 2,99; e alongamento de células estaticas minimo
de 12 e méaximo de 97.

Os seguintes parametros foram avaliados: Motilidade Total (%),
Motilidade Progressiva (%); Velocidade de Trajeto (VAP, um/s), Velocidade
Progressiva (VSL, pm/s), Velocidade Curvilinear (VCL, um/s), Amplitude do
Deslocamento Lateral da Cabeca (ALH, um), Frequéncia de Batimentos (BCF,
Hz), Retilinearidade (STR, %) e Linearidade (LIN, %). Adicionalmente, os
espermatozoides foram divididos em quatro grupos baseando-se na velocidade
de movimento, que consistiu: Rapidos (RAP, VAP > 50 um/s; %), Médios
(MED, 20 ym/s < VAP < 50 um/s; %) e Lentos (SLOW; VAP < 20 ym/s; %) e
espermatozoides imoveis (STATIC; %) (Figura 3).

Figura 3: Manual das andlises setup para equinos do CASA; Hamilton Thorne, Ceros 12.3.

Analysis Setup

Pindo | ¥ Acauee |7 marpn |7 oispiay | Prinue | Peauson |81~ £t |
BN swakcn2 (09) 002412006 15:15:40] 225

SETUPNo.1  [Standard rUuulp"uimpmﬂ

IMAGE CAPTURE CELL TRACK REFERENCE
I © = Cell pet lrame

I mns«.[m Hz -llo ‘ R LN\ f
i

No. of Frames | 40 - " -

CELL DETECTION PROGRESSIVE CELLS

! "‘
Minimum Contrast |80 « | o | | PamVelockyvAR) (500 wa| . |l & |
.. |

MamumColSas[3 pix| = | # gwsm w0 % [=]]

|
I
|
|
|

Siow Colls  ~ Motile  ~ Staiie

10080 |

VAP Cuoft[200 | - || #

VSLCuot[00 A

Fonte: (Manual CASA., 2017)
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5.8.2. Avaliacdo da funcdo espermética

5.8.2.1. Integridade da membrana plasmatica

Para a realizacdo dessa técnica, uma aliquota de sémen (5uL) foi
misturada ao corante Eosina/Nigrosina, na proporgéo de 1:1, e 30 segundos
apos este procedimento foram realizados esfregacos sobre laminas de
microscopia. Apos a secagem, as laminas foram analisadas em microscépio
convencional sob magnificacdo de 1000 vezes, em 6leo de imersao. As células
foram classificadas em integras (ndo coradas) e ndo-integras (coradas em

rosa).

5.8.2.2. Integridade de membrana acrossomal

Para a realizacdo desta técnica, uma aliquota de cada amostra (5 pL) foi
adicionada ao corante fast green — rosa bengala (5 pL), sendo a mistura
incubada durante 60 segundos em mesa aquecida a 37°C. Apos a incubacao,
foram feitos esfregacos sobre laminas de microscopia. Os esfregacos foram
analisados em microscépio convencional sob magnificagdo de 1000 vezes.
Foram contadas 100 células por lamina, classificadas como:

- Acrossomo Iintegro: regidio acrossomal de coloracdo lilas a roxa, levemente
mais escura que a regiao pés-acrossomal;
- Acrossomo Na&o-integro: regido acrossomal de coloracdo rosa, levemente

mais clara que a regiao pos-acrossomal.

5.8.2.3. Atividade mitocondrial

Segundo Hrudka (1987), a enzima Citocromo C-Oxidase (CCO) tem um

papel fundamental no processo de respiracao celular e metabolismo energético
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das células, aléem disso, é pré-requisito para as funcdes osmotica e sintética,
motilidade e manutencdo da estrutura celular. A técnica citoquimica
desenvolvida por este autor € baseada na oxidacdo da 3,3'-diaminobenzidina
(DAB) pelo Complexo Citocromo C, através de uma reacdo em cadeia na qual
0 reagente é polimerizado e se deposita nos locais onde ocorre a reacao, ou
seja, se restringe a mitocondria. Esta deposi¢cao pode ser identificada através
de microscopia convencional pela sua coloracdo marrom. Desta maneira, €
possivel descrever o declinio espontaneo da CCO ocasionado por tratamentos
fisicos e/ou quimicos aos que 0s espermatozoides sdo submetidos.

Para realizacdo desta técnica, uma aliquota de 20uL de amostra foi
incubada com 20uL de DAB (1mg/mL de PBS), a 37°C, por uma hora. Apos
incubacéo, foram feitos esfregacos em laminas de microscopia de vidro e estas
fixadas em formol a 10% por 10 minutos. As laminas foram entdo lavadas e
secas sob protecédo da luz. Desta maneira, as laminas foram observadas em
microscépio com contraste de fases, sob magnificacdo de 1000 vezes, sob 6leo
de imersdo. Foram contados 100 espermatozoides por lamina e classificados
de acordo com o grau de coloracdo da peca intermediaria em 4 classes:

- Classe |. espermatozoides com peca intermediaria totalmente corada
indicando alta atividade mitocondrial (DAB 1);

- Classe IlI: espermatozoides com mais de 50% dos segmentos corados (ativos)
indicando atividade mitocondrial intermediaria (DAB II);

- Classe lll: espermatozoides com menos de 50% dos segmentos corados
(ativos) indicando baixa atividade mitocondrial (DAB I11);

- Classe IV: espermatozoides com peca intermediaria ndo corada indicando

auséncia de atividade mitocondrial (DAB V).

5.8.2.4. Avaliacao por citometria de fluxo

Todos os testes laboratoriais de analise de sémen buscam a capacidade
fertilizante do espermatozoide. Dentre estes, a técnica que utiliza sondas
fluorescentes vem ganhando importancia por sua caracteristica de marcar

estruturas especificas das células e de detectar a integridade estrutural ou
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funcionalidade de forma clara (CELEGHINI et al., 2005), além de possibilitar a
avaliacdo de véarios compartimentos celulares ao mesmo tempo (CELEGHINI et
al., 2007).

As avaliacdes dos atributos espermaticos foram realizados por meio da
técnica de citometria de fluxo Guava EasyCyteTM Mini System (Guava®
Technologies, Hayward, CA, E.U.A.). Foram avaliadas a integridade das
membranas plasmatica e acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e

producado de Espécies Reativas de Oxigénios (EROS).

5.8.2.5. Integridade das membranas plasmatica e acrossomal

A integridade da membrana plasmética e a integridade do membrana
acrossomal foram avaliadas por iodeto de propidio (Pl) (50 pg/mL;P-4170,
Sigma-Aldrich) e aglutinina de Pisum sativum conjugada com isotiocianato de
fluoresceina (FITC-PSA) (G7462, Promega), respectivamente. Esta associacao
divide as populagbes de espermatozoides em quatro grupos: membrana intacta
e acrossoma intacto (IMIA), membrana intacta e acrossoma danificado (IMDA),
membrana danificada e acrosoma intacto (DMIA), membrana danificada e
acrosoma danificado (DMDA). O procedimento foi realizado com 200.000
células diluidas em SP-Talp, coradas com PI (0,5 mg / ml em NaCl 0,9%) e
FITCPSA (FITC-PSA L-0770, Sigma, 100 yg / mL em solugdo de azida de
sédio a 10% em DPBS). As amostras foram analisadas por citometria de fluxo
apos 10 min, excitadas a 488 nm e detectadas a 630-650 nm (PI) e 515-530
nm (FITC).

Foram classificadas em quatro classes: ALMI (acrossomo lesado e
membrana plasmatica integra), ALML (acrossomo lesado e membrana
plasmética lesada), AIML (acrossomo integro e membrana plasmatica lesada),

AIMI (acrossomo integro e membrana plasmatica integra).
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5.8.2.6. Potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado por meio da sonda
fluorescente metacromatica JC-1 (iodeto de 5,5, 6,6'-tetrachloro-1,1’, 3,3’
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina), (Invitrogen, Eugene, OR, USA). Emitem
fluorescéncia verde em baixo (LMP) e médio (MMP) poténcia mitocondrial ou
fluorescéncia vermelho-laranja em alto potencial (HMP). O procedimento foi
realizado com 200.000 células diluidas em SP-Talp e coradas com JC-1 (76,5
MM em DMSO). As amostras foram analisadas por citometria de fluxo apds 10
min, excitadas a 488 nm e detectadas a 590 nm.

Foram classificadas em trés classes: JCA (alto potencial de membrana
mitocondrial), JCB (baixo potencial de membrana mitocondrial), JCI (potencial

intermediario).

5.8.2.7. Avaliacdo do Status Oxidativo

A Cell-ROX verde (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) é uma sonda
fluorescente que penetra na célula e, quando oxidado por radicais livres
intracelulares, liga-se ao DNA, emitindo uma fluorescéncia verde mais intensa.
Para este ensaio, 187.500 células foram coradas com CellROX verde
(concentragao final de 5uM) durante 30 minutos a 37°C e, nos ultimos 10
minutos, adicionou-se Pl a uma concentracao final de 6uM. As amostras foram
analisadas por citometria de fluxo, excitadas a 488nm, e detectadas a 630-
650nm (PI) e 515-530nm (CellROX verde).

Foram classificadas em quatro classes: EOPMI (espécies reativas de
oxigénio positiva e integridade membrana plasmatica), EOPML (espécies
reativas de oxigénio positiva com alteracdo de membrana plasmatica), EONML
(espécies reativas de oxigénio negativa com alteracdo de membrana
plasmatica), EONMI (espécies reativas de oxigénio negativa com integridade

de membrana).
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5.8.2.8. Ensaio da estrutura da cromatina do espermatozoide (SCSA)

Para a avaliacdo do SCSA, foi utilizada metodologia proposta por
Evenson et al. (1999). O procedimento foi realizado com 200.000 células. As
amostras foram incubadas em banho-maria durante 30 segundos a 37°C foram
diluidas em tamp&o TNE (Tris-HCL 0,01mol/L, NaCl 0,15mol/L, EDTA 1 mmol/L
e agua destilada, pH 7,4) e detergente éacido (HCL 0,08mol/L, NaCL
0,015mol/L, Triton X-100 0,1% em agua destilada, pH 1,2). Depois de 30
segundos, a solucdo de Acridine Orange (158550, Sigma-Aldrich) (AO) foi
adicionada (acido citrico 0,1 mol/L; Na2HPO4 0,2mol/L; EDTA 0,001 mol/L;
NaCL 0,15mol/L, AO foi incubado com 6ug/mL em agua destilada pH 6,0), e
cada amostra foi analizada utilizando citometria de fluxo Guava EasyCyte®,
depois de 5 minutos de incubacdo a 37°C, com excitacdo de 488nm e
detectada em 630-650nm (vermelho) e 515-530nm (verde).

5.9. Avaliacdo da susceptibilidade a peroxidacgéao lipidica (TBARS)

A avaliacdo da susceptibilidade a peroxidacdo lipidica das amostras
refrigeradas e criopreservadas foi realizada pelo ensaio desenvolvido por
Ohkawa et al., (1979) e adaptado por Nichi et al.(2006), denominado Ensaio
TBARS. Nesta abordagem é realizada a inducdo do radical hidroxil juntamente
a amostra seminal, por meio da adicdo de sulfato de ferro e acido ascorbico
para avaliar a susceptibilidade destas amostras a peroxidacao lipidica.

Para realizar esta técnica, 200uL de cada amostra foi incubada junto a
50uL de acido ascérbico (20mM) e 50uL de sulfato de ferro durante 90 minutos
a 37°C. Apos a incubacéo, 600uL de acido tricloroacétio a 10% (TCA 10%) foi
adicionado a amostra, que foi centrifugada a 28000G durante 15 minutos a
5°C. ApOs este procedimento 800uL de acido tiobartitarico 1% (TBA 1%). Este
composto por sua vez foi incubado a 90°C durante 15 minutos para que ocorra
a reacdo entre o TBA e os produtos da peroxidacgéo lipidica. Imediatamente

apos esta incubacao a amostra foi imersa em gelo para inibir tal reacéo.
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Apoés ocorrer a peroxidacao lipidica das amostras decorrente de um
estresse oxidativo induzido, ocorrera a formagdo de alguns produtos que sdo
consequéncia desta peroxidacdo, sendo o malondealdeido o principal produto
formado (NICHI et al., 2006). Ao adicionar o TBA na amostra, este acido reage
com o malondealdeido formando coloracdo rosea. Esta coloracdo rosea das
amostras foi quantificada em um espectrofotometro (Ultrospec 3300 pro®,
Amersham Biosciences) com o comprimento de onda de 532 nandmetros.
Sendo assim a avaliacdo da susceptibilidade a peroxidacdo lipidica foi
expressa em nanogramas de TBARS/10° espermatozoides.

Este ensaio também foi utilizado para avaliar a peroxidacao lipidica do
plasma seminal. No entanto, o ensaio foi realizado na auséncia de indugéo da
peroxidacado lipidica. Portanto, foi mensurada a peroxidacao lipidica real do
plasma seminal de cada ejaculado e, os resultados foram expressos em

nanogramas (ng) de TBARS por mL.

5.10. Teste de ELISA

Uma das técnicas sorolégicas bastante utilizadas é o0 ensaio
imunoenzimatico (EIE) ou “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) que
possui um alto nivel de sensibilidade e reprodutibilidade e permite automacéo e
tornou-se um método de eleicdo para exame de um grande nuamero de
amostras. Tém-se varios tipos de ELISA, como o direto, indireto, duplo
sanduiche direto e o ELISA duplo sanduiche indireto. As vantagens do ELISA
sdo: estabilidade e o pequeno volume de reagentes possibilitam rapida
execucado diagnostica, apresenta baixo nivel de risco biol6gico (TIZARD,1998).
Uma das principais desvantagens desta técnica € o alto pelo custo de
aquisicdo de kit para realizacdo do ELISA, em virtude disto alguns laboratérios
produzem e padronizam seu proprio material (ESTEVES, 2007).

O ELISA duplo sanduiche é utilizado para detectar antigenos. Envolve
primeiramente o0 revestimento de placas de poliestireno com anticorpos de
captura. Acrescenta-se entdo a solucdo de antigenos, de forma que o antigeno

se conjugue com o0 anticorpo de captura. Isso € seguido, apds uma lavagem,
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pela adicdo de um anticorpo especifico, uma antiglobulina marcada com
enzima e um substrato. Neste teste, a intensidade da reacdo de cor se
relaciona diretamente com a quantidade de antigeno conjugado (TIZARD,
1998).

O termo validagdo vem do latim valere que significa “ter for¢ga”. Para um
meétodo “ter forga” o estudo de validagdo deve envolver a confiabilidade e a
relevancia do novo método (BALLS et al., 1990). Entretanto, o conceito de
validacdo é considerado confuso e, dependendo do contexto ou da
interpretacdo dos autores pode levar a diferentes conclusées (METZ et al.,
2002).

Um ensaio imunoquimico s6 pode ser considerado totalmente otimizado
apos minucioso estudo dos efeitos exercidos por alguns parametros fisico-
qguimicos sobre o seu funcionamento. O aspecto mais importante, € que estes
efeitos podem ser minimizados, ou eliminados, obtendo-se ensaios com 6étima
sensibilidade. Durante a padronizagdo do ELISA, foram seguidas as
determinacdes do fabricante com o intuito de realizar o controle de qualidade e
a replicabilidade do teste. No presente experimento foram realizados ensaios
com amostras de diferentes procedéncias sabidamente de garanhdes bons e
maus refrigeradores e congeladores. As amostras foram testadas em
duplicatas, sendo que os resultados foram expressos em nanogramas por mL
(ng/mL). Para validar o kit de ELISA para as amostras do plasma seminal de

equinos foi realizado o teste de paralelismo.

5.11. Padronizacao da carnosina pelo kit de ELISA

5.11.1. Teste de paralelismo

No teste de paralelismo avaliou-se a amostra do plasma seminal reage
da mesma forma com o anticorpo do padrédo do kit. O teste determina se as
amostras estdo diluidas ou ndo e possibilita saber com qual diluicdo trabalhar

nas amostras.
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Para a realizacdo desse teste utilizamos uma amostra altamente
concentrada, em seguida foram realizadas diluicbes seriadas para que fosse
possivel tracar uma curva paralela a curva padréo do kit para comparar com 0s
niveis conhecidos do padrédo do kit, as duas curvas (amostra e kit) precisam
estar paralelas dessa forma sabe-se que o anticorpo do plasma seminal equino
reage da mesma forma com a carnosina do padréo do kit, sem diferenca de
inclinacdo. O intuito era avaliar se ha ou ndo a interferéncia da matriz na

ligacdo antigeno — anticorpo.

5.11.2. Quantificacdo da carnosina pelo método de ELISA

As dosagens de carnosina foram realizadas por método ELISA utilizando
kits comerciais fornecidos pela Biomatik® contendo 96 pocos — (EKU02967)
Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Carnosine -
(http://www.biomatik.com/media/productdocs/EKU02967-PI.pdf). O
processamento das amostras analisadas por meio dos kits foi realizado as
instrucdes segundo a recomendacédo do fabricante.

As amostras do plasma seminal que estavam armazenadas a -80° graus
foram descongeladas em temperatura ambiente e em seguida foram
centrifugadas a 600G durante 10 minutos uma vez, para retirar qualquer
precipitado que houvesse na amostras trocando sempre o tubo, entdo foram

mensuradas. O método utilizado sera ELISA duplo sanduiche.

5.11.3. Preparacao dos reagentes do kit de ELISA

Todos os componentes do kit e amostras foram colocadas na bancada
em temperatura ambiente (18-25°C) antes do uso, para o preparo do padréo foi
pipetado 1,0 ml de diluente do padrdao em um tubo de ensaio, e mantido por 10
minutos em temperatura ambiente. A concentracdo do padrdo na solucao

estoque & 900ng/mL.
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Foram preparados cinco tubos contendo 0,6mL do diluente do padréao e
entdo foi realizada uma série de diluicbes sempre homogeneizando cada tubo
antes da proxima transferéncia, entdo foram realizados os cinco padrbes
diluidos em: 900ng/mL, 300ng/mL, 100ng/mL, 33.33ng/mL, 11.11ng/mL, e 0s
altimos tubos com diluente do padrdo que € o branco com Ong / mL.

As solucdes de deteccdo do reagente A e B foram centrifugadas antes
da utilizacdo das mesmas, em seguida foram diluidas até a concentracdo de
trabalho com diluente de ensaio A e B, respectivamente (1: 100).

Para o preparo da solucdo de lavagem, diluiu-se 20 mL da solucéo de
lavagem concentrada (30X) em uma proveta com 580 mL de &gua destilada
para preparar 600 mL da solucao de lavagem (1X).

O Substrato TMB foi aspirado na dosagem necessaria da solugcdo com

ponteiras esterilizadas.

5.11.4. Procedimento de ensaio

Foram determinados pocos para diluir o padrdo, o branco e a amostra.
Preparou-se 0s cinco po¢os para colocar os padrdes e um para o branco, entdo
foi adicionado 50uL de cada uma das diluicbes dos padrbes, do branco e das
amostras nos pocos, respectivamente. Em seguida foi adicionado 50uL de
deteccdo do reagente A em cada poco imediatamente, entdo foi agitada a
placa usando um agitador de micro placas e incubado durante uma hora a
37°C, apés esse tempo, a placa foi aspirada e lavada trés vezes cada pogos
com a solucdo de lavagem com 350uL usando a WELLWASH 4 MK 2
(THERMO ELECTRON CORPORATION®).

Apos esse procedimento foi adicionado 100 pL da solucdo do reagente
de deteccdo B em cada poco, a placa foi vedada com um adesivo de protecdo
e incubada por 30 minutos a 37°C. O processo de lavagem e aspiracao foi
repetido em um total de cinco vezes.

Apoés adicionou-se 90uL da solugao do substrato em cada pocgo e entédo
a placa foi protegida com estojo de vedacao para protecédo da luz e incubado

durante 15 minutos a 37°C. Observou-se que o liquido ficou azul pela adicdo
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da solucdo do substrato. Para a realizacédo da parada da reacao foi adicionado
50 pL da solucéo de parada de reacdo observando a coloragcdo mudar para
amarelo, imediatamente, o leitor de micro placas MILTISKAN EX (THERMO
ELECTRON CORPORATION®) realizou as medi¢des a 450 nm.

5.11.5. Delineamento experimental

No presente experimento, 40 ejaculados equinos obtidos em duplicata
(N=8). Cada amostra seminal foi dividida em duas aliquotas, uma destinada a
refrigeracdo espermatica e a remanescente submetida ao processo de
criopreservacao espermatica.

ApGs 24 horas, as amostras refrigeradas foram submetidas as analises
espermaticas e classificadas em alta e baixa tolerancia a refrigeracdo de
acordo com suas motilidades totais superiores ou inferiores a 50%,
respectivamente. Esta classificacdo foi adaptada de Brinsko e colaboradores
(2000). Da mesma forma, as amostras seminais criopreservadas foram
descongeladas, submetidas as analises espermaticas e classificadas em alta e
baixa tolerancia a criopreservacdo de acordo com suas motilidades totais
superiores ou inferiores a 30%, respectivamente, de acordo com o manual do
Colégio Brasileiro de Reproducéo Animal (CBRA, 1998).

Os grupos de alta e baixa tolerancia a refrigeracdo e criopreservacao
foram submetidas as analises de cinética espermatica, testes funcionais das
estruturas celulares, avaliacdo do status oxidativo e mensuracdo das
concentragdbes de carnosina no plasma seminal. Adicionalmente, dividimos as
amostras seminais quanto as suas concentracdes de carnosina em quatro

grupos: alta (1), média — alta (2), média — baixa (3) e baixa (4).
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5.12. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do programa SAS System for
Windows. Esta foi conduzida por meio do aplicativo Guided Data Analisys,
onde os dados foram testados quanto a normalidade dos residuos (distribuicdo
normal) e homogeneidade das variancias. Caso nao obedecam a estas
premissas, serdo transformados e, se a normalidade néo for obtida, empregar-
se-a entdo, uma analise ndo paramétrica (Teste de Wilcoxon). Para dados
paramétricos foi utilizado o teste de t Student. Além disso, a comparagdo entre
as concentracdes de carnosina foi realizada por meio de uma analise de
variancia (ANOVA), utilizando o teste LSD. O nivel de significancia utilizado
para rejeitar HO (hipotese de nulidade) sera de 5%, isto €, para um nivel de

significAncia menor que 0,05, considerar-se-a que houve um efeito significante.
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6. RESULTADOS

No presente experimento, foram comparadas as funcdes das estruturas
esperméticas, padrbes do movimento espermatico, status oxidativo e
concentracbes de carnosina entre amostras seminais com alta e baixa
tolerancia a refrigeracdo (bons ou maus refrigeradores) e criopreservacao
espermatica (bons ou maus congeladores). Além disso, dividimos as amostras
espermaticas quanto as suas respectivas concentracdes de carnosina (1 = alta,
2 = média - alta, 3= média — baixa e 4 = baixa) e avaliamos o efeito das
concentracbes de carnosina na funcionalidade e homeostase oxidativa
espermatica.

Em relagdo ao efeito da refrigerabilidade no status oxidativo e nas
concentragdes de carnosina, verificamos maiores concentragdes desta proteina
em amostras seminais com alta resisténcia a refrigeragdo e maior
concentracdo de malondialdeido no plasma seminal (TBARSPS; Figura 4).
Além disso, este mesmo grupo apresentou maior producdo de espécies
reativas de oxigénio e integridade de membrana (EOPMI). Além disso, a
carnosina apresentou correlacdo positiva com o aumento do status oxidativo do
plasma seminal TBARSPS (r= 0,59264; p= <0, 0001). Os niveis de MDA, por
sua vez, apresentou correlacdo negativa com a porcentagem de células
estaticas (r= -0,375; p= 0,0157) e correlacdo positiva com as células rapidas
(RAPID; r=0,30902; p= 0,0493).
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Figura 4 - Efeito da refrigeracdo (MR: ma refrigeracdo, BR: boa refrigeracéo) na deteccdo do
status oxidativo do plasma seminal (TBARSPS) e das concentra¢des de carnosina (CAR) do
plasma seminal — Sdo Paulo — 2017
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* Indica diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

Por outro lado, amostras seminais com baixa tolerancia a refrigeracéo
apresentaram reducdo na producdo de EROs e integridade de membrana
plasmatica (Figura 5). Além disso, as células com espécies reativas de oxigénio
e integridade de membrana (EOPMI) correlacionaram positivamente com as
células acrossomo integro e membrana integra (AIMI; r= 0,53064; p= 0,0006) e
alto potencial de membrana mitocondrial (JCA; r= 0,50619; p= 0,0009).

Figura 5 - Efeito da refrigeracdo (MR: ma refrigeracdo, BR: boa refrigeracdo) na deteccdo de
espécies reativas de oxigénio e na integridade de membrana plasmatica (EOPMI: espécies
reativas de oxigénio positiva e integridade de membrana; EOPML: espécies reativas de
oxigénio positiva e alteracdo de membrana; EONML: espécies reativas de oxigénio negativa e
alteracdo de membrana; EONMI: espécies reativas de oxigénio negativa e integridade de
membrana) — S&do Paulo — 2017
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* Indica diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)
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No que diz respeito as estruturas espermaticas, no grupo de amostras
seminais provenientes de garanhdes maus refrigeradores, observamos
aumento na porcentagem de células com alteracdo de permeabilidade de
membrana e lesdo acrossomal (ALML; Figura 6) e baixa atividade mitocondrial
(Figura 7). Adicionalmente, observamos correlacdo negativa entre alta
atividade mitocondrial (DABI) e acrossomo lesado e membrana lesada (ALML;
r=-0,39216; p= 0,0149). A variavel DABI, por sua vez, apresentou correlacédo
positiva com a motilidade total (MOTILE; r= 0,34102; p= 0,0291).

Figura 6 - Efeito da refrigeragdo (MR: ma refrigeracdo, BR: boa refrigeracdo) na integridade das
membranas plasmatica e acrossomal (ALMI: acrossomo lesado e membrana plasmatica
integra, ALML: acrossomo lesado e membrana plasmatica lesada, AIML: acrossomo integro e
membrana plasmatica lesada, AIMI: acrossomo integro e membrana plasmatica integra) — Séao
Paulo — 2017
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* Indica diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)
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Figura 7 - Efeito da refrigeracdo (MR: ma refrigeracdo, BR: boa refrigeracdo) nas atividades
mitocondrial alta (DABI), média (DABII), baixa (DABIII) e nula (DABIV) — Sao Paulo — 2017
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* Indica diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

Em relacdo ao efeito da congelabilidade nos atributos espermaticos e no
status oxidativo seminal, observamos no grupo de amostras seminais
pertencentes aos bons congeladores aumento na porcentagem de células com
membrana plasmética integra (Eosina-Nigrosina), alta atividade mitocondrial
(DABI, Figura 8) e alto potencial de membrana mitocondrial (JCA, Figura 9).
Ademais, a variavel alto potencial de membrana mitocondrial (JCA)
correlacionou-se positivamente com integridade de membrana plasmatica e
acrossomo integro (AIMI; r= 0,41736, p= 0,0102). Por outro lado, esta variavel
apresentou correlacdo negativa com a baixa atividade mitocondrial (DABIII; r= -
0,2806; p=0,0795).



60

Figura 8 - Efeito da congelacdo (MC: ma congelacédo, BC: boa congelacdo) nas atividades
mitocondrial alta (DABI), média (DABII), baixa (DABIII) e nula (DABIV) — Sao Paulo — 2017
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* Indica diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

Figura 9 - Efeito da congelacdo (MC: ma congelagéo, BC: boa congelac¢do) nos potenciais de
membrana mitocondrial alto (JCA), intermediario (JCI), baixo (JCB) - Sdo Paulo - 2017
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* Indica diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

Além disso, observamos neste grupo maior peroxidacédo lipidica do
plasma seminal (TBARSPS, Figura 10) e aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio e alteracdo de permeabilidade da membrana plasmatica
(EOPML, Figura 11). No grupo de amostras seminais de baixa congelabilidade,

a carnosina apresentou correlagéo positiva com o estresse oxidativo do plasma
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seminal (TBARSPS; r= 0,6091; p= <0,0001), este resultado sugere que, neste
grupo houve um maior indice de peroxidacao lipidica, provavelmente devido a
uma maior produgdo de EROs no plasma seminal e a carnosina nao foi
suficiente para combater os danos do estresse oxidativo. Por outro lado, a
baixa atividade mitocondrial (DABIII) apresentou correlacdo negativa com a
motilidade total (MOTILE; r=-0,566; p=0,0003).

Figura 10 - Efeito da congelacdo (MC: ma congelacdo, BC: boa congelacdo) na avaliacdo do
status oxidativo do plasma seminal (TBARSPS) — S&o Paulo — 2017
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Figura 11 - Efeito da congelacdo (MC: mé& congelacdo, BC: boa congelagéo) na deteccdo de
espécies reativas de oxigénio e na integridade de membrana plasmatica (EOPMI: espécies
reativas de oxigénio positiva e integridade de membrana; EOPML: espécies reativas de
oxigénio positiva e alteracdo de membrana; EONML: espécies reativas de oxigénio negativa e
alteracdo de membrana; EONMI: espécies reativas de oxigénio negativa e integridade de
membrana) — Sado Paulo — 2017
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Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)
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Amostras seminais de baixa congelabilidade apresentaram maior
susceptibilidade da cromatina a denaturagdo acida (SCSA, Figura 12), maior
porcentagem de células com baixo potencial de membrana mitocondrial (JCB,
Figura 13) e aumento na integridade de membrana plasmatica e leséao
acrossomal (ALMI, Figura 14). Além disso, a susceptibilidade da cromatina a
denaturagdo acida (SCSA) apresentou correlacdo positiva com baixa atividade
mitocondrial (DABIII; r= 0,5155; p= 0,0007). Ainda neste grupo, o TBARS
apresentou correlacdo positiva com o (SCSA; r= 0,3893; p= 0,0119), e
correlacdo negativa com a producdo de espécies reativas de oxigénio e
alteracdo de permeabilidade da membrana plasméatica (EOPML; r=-0,5604; p=
0,0003), alteracdo de membrana plasmatica e lesdo acrossomal (ALML; r= -
0,3777; p= 0,0163), motilidade total (MOTILE; r= -0,3321; p= 0,0317) e
motilidade progressiva (PROGRESSIVE; r=-0,3164; p= 0,0412).

Figura 12 - Efeito da congelacdo (MC: mé congelagéo, BC: boa congelagéo) na fragmentacdo
de DNA — S&o Paulo — 2017
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Figura 13 - Efeito da congelacédo (MC: méa congelacdo, BC: boa congela¢cdo) nos potenciais de
membrana mitocondrial alto (JCA), intermediario (JCI), baixo (JCB) - Sdo Paulo - 2017
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Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

Figura 14 - Efeito da congelacdo (MC: ma congelacéo, BC: boa congelacéo) na integridade das
membranas plasmética e acrossomal (ALMI: acrossomo lesado e membrana plasmética
integra, ALML: acrossomo lesado e membrana plasmatica lesada, AIML: acrossomo integro e

membrana plasmatica lesada, AIMI: acrossomo integro e membrana plasmatica integra) — Séao
Paulo — 2017
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Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)
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No que diz respeito ao efeito das concentracbes de carnosina na
refrigerabilidade seminal, amostras com concentracdo média — alta (2) desta
proteina apresentaram maior retilinearidade e linearidade em comparac¢ao aos
grupos que possuem alta (1) e baixa (4) concentracdes de carnosina (Figura
15).

Figura 15 - Efeito das concentragGes de carnosina alta (1); média alta (2); média baixa (3);
baixa (4) nas cinéticas espermaticas: retilinearidade (STR) e linearidade (LIN) apos 24 horas de
refrigeracdo — S&o Paulo — 2017
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a.b: gobrescritos indicam diferencas entre as concentracdes (p<o,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

Por outro lado, amostras seminais com baixas concentracdes de
carnosina apresentaram maior porcentagem de células méveis em comparacao

as que possuem altas concentracfes desta proteina (Figura 16).
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Figura 16 - Efeito das concentracdes de carnosina alta (1); média alta (2); média baixa (3);
baixa (4) na motilidade total (MOTILE) apds 24 horas de refrigeracdo — Sao Paulo - 2017
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ab: sobrescritos indicam diferencas entre as concentragdes (p<o,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

Em relacdo as velocidades esperméaticas, observamos maior
porcentagem de células com movimento meédio (MEDIUM) em amostras
esperméaticas com concentracbes média — alta de carnosina em comparagao
aos grupos média — baixa e baixa (Figura 17). Além disso, verificamos maior
quantidade de células lentas no grupo com concentracdo da proteina carnosina

média — baixa (Figura 18).
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Figura 17 - Efeito das concentracdes de carnosina alta (1); média alta (2); média baixa (3);
baixa (4) na velocidade média (MEDIUM) apds 24 horas de refrigeracdo — Sao Paulo — 2017
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a.b: gobrescritos indicam diferencas entre as concentracdes (p<o,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

Figura 18 - Efeito das concentragfes de carnosina alta (1); média alta (2); média baixa (3);
baixa (4) na velocidade lenta (SLOW) ap6s 24 horas de refrigeracdo — Sao Paulo — 2017
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a.b.c; sobrescritos indicam diferencas entre as concentragdes (p<0,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

Observamos que amostras seminais com maiores concentracbes de
carnosina apresentaram menores concentracdes de malondialdeido (MDA,

produto da peroxidacdo lipidica), sendo que as concentracbes de MDA
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apresentaram um efeito concentracdo dependente a medida que a

concentracéo de carnosina diminui (Figura 19).

Figura 19 - Efeito das concentracdes de carnosina alta (1); média alta (2); média baixa (3);
baixa (4) na avaliagdo do status oxidativo do plasma seminal apos 24 horas de refrigeracéo —
Séo Paulo — 2017
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a.b.¢; gobrescritos indicam diferencas entre as concentracdes (p<0,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

Por outro lado, amostras que possuiram menores concentracbes de
carnosina apresentaram menor producdo de EROs e maior quantidade de

células com membrana plasmatica intacta (Figura 20).
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Figura 20 - Efeito das concentracdes de carnosina alta (1); média alta (2); média baixa (3);
baixa (4) na deteccdo de espécies reativas de oxigénio e na integridade de membrana
plasmatica (EOPMI: espécies reativas de oxigénio positiva e integridade de membrana;
EOPML.: espécies reativas de oxigénio positiva e alteracdo de membrana; EONML: espécies
reativas de oxigénio negativa e alteracdo de membrana; EONMI: espécies reativas de oxigénio
negativa e integridade de membrana) apds 24 horas de refrigeracdo — Sao Paulo — 2017
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a.b: sobrescritos indicam diferencas entre as concentragdes (p<o0,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

N&o detectamos diferencas na porcentagem de células com membrana
plasmatica e acrossoma integros nas diferentes concentracdes de carnosina
(AIMI). No entanto, verificamos maior porcentagem destas estruturas
espermaticas lesadas (ALML) em amostras com concentracfes média — baixa

em comparacao ao grupo carnosina alta (Figura 21).
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Figura 21 - Efeito das concentracdes de carnosina alta (1); média alta (2); média baixa (3);
baixa (4) na integridade das membranas plasmatica e acrossomal (ALMI: acrossomo lesado e
membrana plasmatica integra, ALML: acrossomo lesado e membrana plasmatica lesada, AIML:
acrossomo integro e membrana plasmatica lesada, AIMI: acrossomo integro e membrana
plasmatica integra) apds 24 horas de refrigeracdo — S&o Paulo — 2017
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a.b: sobrescritos indicam diferencas entre as concentragdes (p<o,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)
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Em relacéo ao efeito das concentragdes de carnosina na congelabilidade
seminal, observamos maior velocidade média do percurso (VAP) no grupo

baixa carnosina em relacdo ao grupo média — baixa (Figura 22).

Figura 22 - Efeito das concentracdes de carnosina alta (1); média alta (2); média baixa (3);
baixa (4) na velocidade de trajeto (VAP) p6s descongelacdo — Sdo Paulo — 2017
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a,b: gobrescritos indicam diferencas entre as concentracdes (p<o,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)
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Ademais, 0 grupo de amostras que possuem baixas concentracfes de
carnosina maior porcentagem de células com auséncia de atividade

mitocondrial (DAB IV) e comparacg&o ao grupo alta carnosina (Figura 23).

Figura 23 - Efeito das concentracdes de carnosina alta (1); média alta (2); média baixa (3);
baixa (4) nas atividades mitocondrial alta (DABI), média (DABII), baixa (DABIII) e nula (DABIV)
pos descongelacédo — Sdo Paulo — 2017
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ab.¢; sobrescritos indicam diferencas entre as concentragdes (p<0,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

Por fim, verificamos maior populacdo de células com baixa producédo de
EROs e membrana lesada (EONML) (Figura 24) e baixo potencial de
membrana mitocondrial (JCB) em amostras seminais com concentracfes de
carnosina meédia — baixa (Figura 25).
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Figura 24 - Efeito das concentracdes de carnosina alta (1); média alta (2); média baixa (3);
baixa (4) na deteccdo de espécies reativas de oxigénio e na integridade de membrana
plasmatica (EOPMI: espécies reativas de oxigénio positiva e integridade de membrana;
EOPML.: espécies reativas de oxigénio positiva e alteracdo de membrana; EONML: espécies
reativas de oxigénio negativa e alteracdo de membrana; EONMI: espécies reativas de oxigénio
negativa e integridade de membrana) pés descongelacdo — Séo Paulo — 2017
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a.b: gobrescritos indicam diferencas entre as concentracdes (p<o,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)

Figura 25 - Efeito das concentracdes de carnosina alta (1); média alta (2); média baixa (3);
baixa (4) nos potenciais de membrana mitocondrial alto (JCA), intermediario (JCI), baixo (JCB)
p6s descongelacao — Sao Paulo — 2017
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a.b: sobrescritos indicam diferencas entre as concentragdes (p<0,05).
Fonte: (ROCHA, C. C., 2017)
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Figura 26 — Teste de paralelismo para a validacdo do kit de ELISA de carnosina no plasma
seminal de equinos.
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Fonte: (PEREIRA, R. J. G., 2017)
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7. DISCUSSAO

A refrigeracdo e a criopreservacdo espermatica sao biotécnicas chave
na reprodugdo assistida equina. No entanto, tais procedimentos causam
reducdo na viabilidade espermética (AMANN; PICKETT, 1987). Dentre as
principais causas desta reducdo, destacam-se a desidratacdo celular
excessiva, a formacéao de cristais de gelo, o desequilibrio osmdético e alteracdes
na permeabilidade das membranas (WATSON, 1995). No entanto, o
desequilibrio oxidativo espermatico causado pela producdo exacerbada das
espécies reativas de oxigénio (EROs) ou reducdo da capacidade antioxidante
local parece estar relacionado, direta ou indiretamente, a varias destas
alteracbes (BOLDYREV, 2005). Além do efeito deletério das EROs, os
produtos da peroxidacdo lipidica, podem ser extremamente deletérios ao
espermatozoide, e o malondialdeido (MDA) destaca-se (TAVILANI et al., 2005).
De fato, estudos demonstram que o malondialdeido pode ser extremamente
citotdéxico aos espermatozoides, ocasionando reducdo da motilidade, aumento
nos danos de DNA e diminuicdo da ligacdo espermatozoide-odcito,
ocasionando infertilidade (KO; SABANEGH; AGARWAL, 2014; AITKEN et al.,
2015).

Destarte a acdo dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos no
equilibrio oxidativo seminal, estes ndo sdo capazes de debelar o
malondialdeido. No entanto, sabe-se que algumas proteinas, como a
carnosina, sdo capazes de combater o MDA, evitando a progressao dos danos
oxidativos lipidicos (HOLT, 2000). De fato, a carnosina foi identificada no
sémen de equinos por Ducci e colaboradores (2005). Todavia, estudos
relacionados a esta area sdo escassos ha literatura cientifica e, tampouco se
conhece sobre o efeito desta proteina na fisiologia dos espermatozoides
equinos. Portanto, o presente estudo foi conduzido objetivando relacionar as
concentragbes de carnosina do plasma seminal a funcionalidade e status
oxidativo dos espermatozoides equinos com alta e baixa tolerancia aos
processos de refrigeracao e criopreservagao.

No processo de refrigeracdo espermatica, as amostras seminais foram

divididas em grupos de alta e baixa resisténcia a refrigeragédo de acordo com as
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motilidades totais superiores ou inferiores a 50%, respectivamente.
Observamos no grupo de amostras com alta tolerédncia a refrigeragdo uma
maior atividade mitocondrial. De fato, estudos demonstram que a fosforilagcao
oxidativa na espécie equina é a principal fonte de energia para o
espermatozoide equino (KANKOFER et al., 2005), oposto do observado em
algumas espécies, como os murinos (JEYENDRON et al.,, 1984), em que a
glicolise para ser a principal via de obtencdo de ATP. Neste mesmo grupo
observamos maior producdo de espécies reativas de oxigénio e maior
susceptibilidade a peroxidacao lipidica. Corroborando com tais resultados,
estudos relataram maiores taxas de oxidagdo fisiolégica em células
metabolicamente mais ativas (FRACZEK et al., 2001).

Contudo, vale ressaltar que as espécies reativas de oxigénio quando em
equilibrio com a capacidade antioxidante possuem efeito fisiolégico nos
processos de fecundacédo, tais como a hiperativagcdo espermatica, reacdo
acrossomal, ligacdo entre espermatozoide-o6cito e penetracdo espermatica
através da zona peliacida (SHARMA e AGARWALL, 1996). Assim,
hipotetizamos que as taxas de oxidacao observadas no grupo de alta tolerancia
a refrigeracdo sdo fisiolégicas, uma vez que este grupo possuia maior
porcentagem de células com membrana plasmatica e acrossomo intactos em
relacdo ao grupo de amostras seminais com baixa tolerancia a refrigeracao.
Ademais, 0 grupo com maior resisténcia a refrigeracdo apresentou maiores
concentracdes de carnosina, que possivelmente atuou debelando o excesso de
espécies reativas de oxigénio e malondialdeido, estabelecendo uma
homeostase oxidativa.

N&o obstante aos resultados de refrigeracdo, as amostras seminais
foram divididas quanto as suas concentra¢gfes de carnosina: 1 (alta), 2 (média
— alta), 3 (média — baixa) e 4 (baixa). Assim, verificamos que o grupo de
amostras espermaticas com maiores concentracdes de carnosina apresentou
menores concentragdes de MDA, comprovando a eficiéncia desta proteina em
combater produtos da peroxidagdo lipidica em equinos. Ainda, observamos
menor porcentagem de células com lesbes nas membranas plasmatica e
acrossomal, provavelmente devido a prevencédo da producdo exacerbada de
EROS e produtos da peroxidacgéo lipidica.
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Apesar do efeito protetor da carnosina nas estruturas espermaticas e no
equilibrio oxidativo, verificamos menor motilidade no grupo alta carnosina em
comparacao ao grupo de baixa carnosina. Neste contexto, as principais vias de
obtencéo de energia para o espermatozoide sao a via glicolitica e a fosforilacédo
oxidativa (SEIDLER, 2002). A fosforilagdo oxidativa parece ser a principal via
de obtencdo de energia para a motilidade dos espermatozoides equinos
(PENA, 2016). No entanto, alguns estudos tém demonstrado que a via
glicolitica parece ser tdo importante quanto a fosforilacdo oxidativa para a
espécie (FRACZEK et al., 2001). Além disso, o ATP produzido pelas
mitocdndrias na peca intermediaria parece ndo se difundir de forma eficiente
até as porcbes mais distais do flagelo (VIDAMENT, 2005). Portanto, a via
glicolitica atua de forma complementar para a fosforilacdo oxidativa para o
batimento flagelar. Ademais, o produto final da glicélise, o piruvato, é essencial
para o funcionamento mitocondrial (HOLT, 2000). Entdo, a carnosina pode
atuar como sequestradora de compostos intermediarios da glicolise e
consequentemente reduzir os niveis de piruvato, podendo alterar a producao
energética tanto pela glicélise quanto pela mitocondria. Desta forma, apesar
dos niveis de ATP ndo serem mensurados, a reducdo na motilidade do grupo
de amostras com altas concentracbes de carnosina nos sugere que, grandes
guantidades desta proteina, podem ter ocasionado alteracbes do metabolismo
energético dos espermatozoides e consequente reducdo da motilidade.
Adicionalmente, estes resultados nos sugerem que concentracoes
intermediarias de carnosina possam promover o equilibrio oxidativo sem causar
alteracdes metabdlicas.

Em relacdo ao processo de criopreservacao espermatica, as amostras
seminais foram divididas em grupos de alta e baixa tolerancia a este
procedimento, de acordo com as motilidades totais superiores ou inferiores a
30%, respectivamente. Assim, observamos no grupo de baixa tolerancia a
criopreservacdo menor atividade e potencial de membrana mitocondrial. Tal
fato jA havia sido observado em amostras seminais de equinos de baixa
congelabilidade que apresentaram disfuncdes mitocondriais (WATSON, 2000).
Ademais, pesquisas tem relatado que disrupcdes nesta organela possuem
correlagao positiva com estresse oxidativo e negativa com integridade de DNA

e desenvolvimento embrionario, parecendo formar um mecanismo patogénico
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anico (LOVE et al., 2002). Corroborando com estes trabalhos, além das
alteracdes mitocondriais, observamos maior producédo de espécies reativas de
oxigénio. Destarte o incremento fisiolégico da produ¢do de EROs no grupo de
amostras com alta resisténcia a refrigeracdo seminal, acreditamos que esta
maior producédo no grupo de baixa criotolerancia ndo seja fisiolégica uma vez
que foi acompanhado por uma maior porcentagem de células com membrana
lesada e com maior susceptibilidade da cromatina a denaturagéo acida.

Ainda, ndo foram observadas diferencas nas concentracdes de
carnosina entre os grupos de alta e baixa congelabilidade. Aparentemente, a
carnosina nao foi capaz de prevenir danos oxidativos dos espermatozoides
com baixa tolerancia a criopreservacdo. O fato desta proteina estar em maior
guantidade em amostras seminais de alta tolerancia a refrigeracdo nos sugere
gque a carnosina confere efeito protetor contra danos oxidativos ao
espermatozoide equino. No entanto, acreditamos que este efeito nao foi
observado na congelabilidade, pois esta proteina esta presente no plasma
seminal, que é removido para realizarmos o processo de criopreservacao.
Desta forma, terapias utilizando carnosina durante a criopreservacdo parece
ser uma opgao interessante na prevencao de danos oxidativos. Portanto, a
avaliacdo do efeito de diferentes concentragdes de carnosina na funcionalidade
e homeostase oxidativa dos espermatozoides equinos durante 0s processos de
refrigeracdo e criopreservacdo pode ser elucidativa na escolha da

concentracdo ideal da carnosina para futuras terapias espermaticas.
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8. CONCLUSAO

Considerando-se o0s resultados desta pesquisa, conclui-se que a
carnosina possui um efeito protetor durante a refrigeracdo seminal, podendo
ser um dos motivos para a maior resisténcia de alguns animais durante este
processo. No entanto, com a retirada do plasma seminal durante o processo de
criopreservacao, a carnosina do plasma seminal ndo parecer estar relacionada

a qualidade pés-descongelamento.
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ANEXOS

ANEXO A - Médias de quadrados minimos com respectivos erros padrdo das
variaveis analisadas da refrigeracdo apds 24 horas dos grupos de boa (BR) e ma (MR)

refrigeragao.
VARIAVEIS MR BR P
VAP (um/s) 70.20+5.13 95.63+3.59 0.0002
VSL (um/s) 41.86+2.89 68.86+2.62 <0.0001
VCL (um/s) 145.90+10.14 184.30+6.55 0.0022
ALH (um) 5.64+0.42 6.66+0.21 0.296
BCF (Hz) 38.85+1.94 42.31+0.55 0.5474
STR (%) 59.05+3.39 73.78+£1.67 0.0001
LIN (%) 30.36+£2.11 40.34+1.31 <0.0001
MOTILE (%) 27.82+2.41 65.93+1.79 <0.0001
PROGRESSIVE (%) 7.03+1.06 32.37+£2.39 <0.0001
RAPID (%) 16.54+2.03 50.24+2.22 <0.0001
MEDIUM (%) 11.31+1.44 15.71+1.66 0.0769
SLOW (%) 38.15+3.36 24.98+1.71 0.0008
STATIC (%) 33.95+5.03 9.02+1.55 <0.0001
EOSINA (%) 49.55+2.53 59.40+1.84 0.0022
POPE (%) 56.60+2.91 62.22+2.70 0.1611
DABI (%) 36.03+3.12 46.83+4.07 0.0417
DABII (%) 36.57+£2.07 35.41+2.11 0.6987
DABIII (%) 21.16+2.08 17.73+2.38 0.0175
DABIV (%) 9.03+1.39 7.51+1.26 0.1829
SCSA (%) 4.08+0.70 2.68+0.35 0.1312
TBARS (ng/105) 44.91+22.13 38.00+13.38 0.9871
TBARSPS (ng/mL) 131.92+12.25 193.23+18.22 0.0064
EOPMI (%) 18.33+1.84 26.40+1.49 0.001
EOPML (%) 6.17+0.85 6.71+£1.25 0.8565
EONML (%) 67.13+1.96 58.84+2.14 0.0045
EONMI (%) 8.38+1.15 8.06+0.95 0.75
JCA (%) 28.62+1.90 32.78+£1.72 0.1077
JCB (%) 55.79+1.78 51.49+1.94 0.1071
JCI (%) 15.60+1.22 15.91+1.21 0.5902
ALMI (%) 6.73+0.69 5.95+0.46 0.5002
ALML (%) 50.77+2.67 38.73+1.99 0.0005
AIML (%) 17.52+1.60 20.25+£1.59 0.1535
AIMI (%) 23.88+2.01 35.06+1.94 0.0002
CAR (ng/mL) 159.72+15.99 224.98+19.16 0.0056
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ANEXO B - Médias de quadrados minimos com respectivos erros padrdo das
variaveis analisadas da po6s descongelacdo dos grupos de boa (BC) e ma (MC)

congelacéo.
VARIAVEIS MC BC P
VAP (um/s) 50.12+2.44 62.43+1.54 <0.0001
VSL (um/s) 36.84+1.97 45.47+1.43 0.0003
VCL (um/s) 105.15+4.75 129.28+2.64 <0.0001
ALH (um) 6.41+0.30 6.59+0.10 0.68
BCF (Hz) 36.44+1.43 38.40+0.51 0.55
STR (%) 65.80+2.64 69.16+1.02 0.29
LIN (%) 33.98+1.51 35.32+0.80 0.72
MOTILE (%) 16.37+1.29 50.66+2.35 <0.0001
PROGRESSIVE (%) 5.10+0.66 19.37+1.51 <0.0001
RAPID (%) 7.07+0.82 29.34+2.04 <0.0001
MEDIUM (%) 9.32+0.72 21.34+1.04 <0.0001
SLOW (%) 30.20+£2.94 27.95+£1.92 0.59
STATIC (%) 53.29+3.44 21.39+1.87 <0.0001
EOSINA (%) 45.27+2.29 56.24+2.05 0.0007
POPE (%) 86.00+1.88 90.18+1.33 0.09
DABI (%) 37.08+£2.15 45.05+2.01 0.01
DABII (%) 21.58+1.71 18.66+1.80 0.13
DABIII (%) 15.98+1.47 11.74+0.96 0.07
DABIV (%) 25.38+2.62 25.53+1.70 0.59
SCSA (%) 1.94+0.32 1.02+0.11 0.004
TBARS (ng/105) 15.36+2.24 12.04+3.28 0.06
TBARSPS (ng/mL) 132.36+11.48 197.57+19.76 0.004
EOPMI (%) 5.77+£0.64 6.04+0.83 0.83
EOPML (%) 19.31+2.34 26.24+2.27 0.02
EONML (%) 68.39+1.83 63.07+£2.24 0.07
EONMI (%) 8.05+1.03 4.64+1.08 0.39
JCA (%) 23.14+2.10 30.04+1.85 0.01
JCB (%) 55.72+2.15 44.11+1.97 0.0002
JCI (%) 21.16+1.63 25.86+2.23 0.21
ALMI (%) 8.65+2.62 3.73+0.37 0.01
ALML (%) 47.94+1.29 44.31+1.46 0.06
AIML (%) 37.81+1.46 41.13+1.31 0.10
AIMI (%) 15.40+7.40 10.83+1.21 0.22
CAR (ng/mL) 188.32+17.08 193.74+20.16 0.92
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ANEXO C - Média dos grupos das concentragfes de carnosina 1 (alto), 2 (média alta),

3 (média baixa), 4 (baixa) nos espermatozoide de garanhdes refrigerados

VARIAVEIS 1 2 3 4
VAP (um/s) 84.00+6.47 81.59+6.41 84.58+6.45 82.77+8.23
VSL (um/s) 51.09+4.04 58.74+4.68 56.52+4.98 56.44+5.99
VCL (um/s) 168.93+12.59 158.25+11.41 170.03+11.60 165.12+15.35
ALH (um) 6.06+0.39 5.93+0.44 6.52+0.56 6.15+0.53
BCF (Hz) 43.54+0.90 41.44+1.01 41.77+0.87 42.13+0.75
STR (%) 61.80+4.61°  74.65+2.572  67.10+2.62% 62.85+5.32P
LIN (%) 32.35+2.75°  40.65+2.062  35.90+2.372 33.00+3.20°
MOTILE (%) 39.00+4.98°  49.40+5.713  46.90+4.223 54.10+5.592
PROGRESSIVE (%) 16.55+4.38 22.10+4.29 17.65+3.34 23.75+3.50
RAPID (%) 29.40+4.64 33.05+5.13 31.85+4.56 40.95+4.95
MEDIUM (%) 9.60+1.59P 16.40+2.812 15.30+1.962>  12.95+2.33ab
SLOW (%) 33.25+4.493>  26.10+3.20° 39.45+3.832 26.80+3.80°
STATIC (%) 27.80+6.02 24.25+6.55 13.55+3.63 19.10+6.58
EOSINA (%) 52.90+3.08 57.60+2.88 54.20+2.97 53.70+4.19
POPE (%) 54.88+4.34 63.65+3.31 56.63+3.99 62.78+4.19
DABI (%) 42.30+4.36 44.95+5.95 43.00+6.76 36.80+4.22
DABII (%) 30.00+2.24>  34.58+3.12b 44.47+3.062 35.15+2.55P
DABIII (%) 19.25+3.13 16.26+2.84 20.42+3.57 21.40+3.29
DABIV (%) 8.50+1.89 9.53+2.29 8.05+1.87 6.90+1.46
SCSA (%) 2.97+0.50 2.89+0.55 3.53+0.60 4.06+1.25
TBARS (ng/10°) 60.14+42.74  47.53+26.27 28.61+8.02 28.73+5.96
TBARSPS (ng/mL)  79.33+6.72° 140.45+11.70P 202.57+16.302 231.02+32.352
EOPMI (%) 24.85+3.10 21.45+2.21 20.97+2.10 22.89+2.53
EOPML (%) 7.12+1.31 6.47+1.45 5.46+1.24 6.77+2.07
EONML (%) 60.48+3.55 65.12+2.18 66.22+2.58 59.50+3.43
EONMI (%) 7.56+1.443 6.96+1.52b 7.36+1.1320 10.83+1.682
JCA (%) 31.42+2.55 32.10+2.16 28.03+2.84 31.22+2.86
JCB (%) 52.42+2.78 53.21+2.12 56.74+2.91 52.23+2.88
JCI (%) 16.54+2.18 14.68+1.45 15.24+1.81 16.55+1.33
ALMI (%) 5.60+0.46° 5.20+0.53P 5.99+0.67P 8.60+1.232
ALML (%) 39.13+4.00°  46.16+2.98%  50.68+3.462 41.95+3.512b
AIML (%) 21.96+2.252  19.18+2.16% 15.48+1.74b 19.24+2.75%
AIMI (%) 31.09+3.86 29.46+2.52 27.84+3.15 30.20+2.85

a b, ¢ Diferentes sobrescritos na mesma linha indicam diferencas estatisticas
(p<0.05).
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ANEXO D - Média dos grupos das concentragdes de carnosina 1 (alto), 2 (média alta),

3 (média baixa), 4 (baixa) nos espermatozoide de garanhdes congelados

VARIAVEIS 1 2 3 4

VAP (um/s) 54.60+2.492> 59.86+2.19%> 53.86+2.59P  60.97+2.752
VSL (um/s) 39.50+2.04  44.09+2.03  37.87+2.99  41.91+3.19
VCL (um/s) 114.94+3.99 124.36+3.56 113.50+4.86 125.71+5.18

ALH (um) 6.71+0.17 6.84+0.22 6.29+0.45 6.19+0.36
BCF (Hz) 37.74+0.85  37.88+0.74  38.62+0.80  39.12+0.74
STR (%) 69.20+1.28  69.15+1.68  69.63+1.95  68.63+1.50
LIN (%) 35.30+1.21  35.65+1.28  35.42+1.29  35.42+1.18
MOTILE (%) 34.35+4.63  33.00+4.53  29.40+4.83  34.10+4.79
PROGRESSIVE (%) 11.85+2.36  12.50+1.97  10.35+2.39 12.75+2.39
RAPID (%) 17.90+#3.37  18.50+3.15  14.80+3.27 19.40+3.42
MEDIUM (%) 16.35+1.73  14.60+1.80  14.70+2.11 14.70+1.73
SLOW (%) 27.35#2.91  28.05+3.31  28.60+4.08  31.85+3.86
STATIC (%) 38.25+4.66  38.80+5.07  42.00+6.04  33.95+5.73
EOSINA (%) 51.15+2.34  52.55+3.20  45.85+3.27  52.40+4.07
POPE (%) 86.55+2.72  88.95+2.59  88.15+2.09  87.65+2.15
DABI (%) 41.704#3.05  43.80+3.31  39.95+3.02  38.53+2.80
DABII (%) 24.35+2.44  19.30+2.38  19.70+2.35 17.79+2.70
DABIII (%) 14.10+#1.98  13.45+1.77  14.55+1.89 13.32+1.65
DABIV (%) 19.35+2.40P 25.05+2.63% 26.00+3.87%  30.95+3.022

SCSA (%) 1.20+0.16 1.38+0.25 1.52+0.27 1.35+0.19
TBARS (ng/10°) 16.44+45.40  12.23+3.13  11.07+2.30 13.33+3.59

TBARSPS (ng/mL)

151.66%£23.68 164.95+21.09 137.40+15.53 199.35+29.29

EOPMI (%) 5.67+0.66 6.49+1.09 5.59+1.15 5.71+1.24
EOPML (%) 23.92+2.62  2351#3.65 15.97+2.02  22.90+3.29
EONML (%) 62.65+2.58"  63.25+3.31°  72.49+2.60% 65.54+2.80%
EONMI (%) 7.75+2.02 6.23+1.66 5.97+0.99 5.86+1.33
JCA (%) 23.93+2.29  28.05+2.84  25.16+3.03  25.30£2.30
JCB (%) 51.15+2.40%  46.51+3.78°  55.34+3.07%  50.62+2.90%
JCI (%) 24.93+2.47  2550+2.90  19.52+2.60  24.09+2.86
ALMI (%) 5.51+0.67 9.5845.35 4.04+0.58 4.39:0.63
ALML (%) 45.31+1.81  45.72+1.93  46.63%2.36  46.74+1.82
AIML (%) 40.37£2.07  40.66+1.69  38.58+1.97  39.41+1.82
AIMI (%) 8.82+1.02 9.34+1.12  10.73+2.09  9.49+1.17

a, b, ¢: Diferentes sobrescritos na mesma linha indicam diferencas estatisticas

(p<0.05).



