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RESUMO

A adenosina foi reportada na medicina humana causando melhorias na peroxidacéo lipidica
das células, assim a adicdo deste nucleosideo ao sémen resfriado de ovinos poderia trazer
efeitos positivos durante o resfriamento. Portanto, o estudo objetivou avaliar o potencial da
adicdo da adenosina, bem como o melhor nivel deste nucleosideo sobre a viabilidade
espermatica de ovinos em diferentes tempos de incubacdo a 5 °C. Foram utilizados seis
carneiros adultos da raca Santa Inés, dos quais foram coletados seis ejaculados, totalizando 36
repeticdes de cada tratamento. O delineamento foi em blocos e esquema fatorial 5 x 4, (5
niveis de adi¢do de adenosina e 4 tempos de resfriamento) e, efeito do animal e de coleta.
Apos o exame fisico do sémen, realizou-se a diluicdo com o diluidor Andromed® (controle),
Andromed® + 0,5 % adenosina, Andromed® + 0,75 % adenosina, Andromed® + 1 % de
adenosina, Andromed® + 1,5 % de adenosina. As amostras foram retiradas do resfriamento
apos 4, 8, 12 e 16 horas e avaliadas pela motilidade, vigor espermatico e integridade estrutural
da membrana plasmatica dos espermatozoides obtida pelo teste supravital (SV). Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia com posterior diferenca de médias pelo teste
de Tukey e andlise de regressdo, a nivel de 5 % de probalilidade. Verificou-se o efeito da
interacdo dos fatores niveis de adenosina e tempos de resfriamento para a variavel motilidade
progressiva retilinea. Apds 8 horas de resfriamento todos os niveis de adenosina mostraram-se
médias superiores (P<0,05) da motilidade em relacdo ao controle, estando somente o nivel de
0,75 % do nucleosideo, dentro deste tempo de resfriamento, de acordo com padrbes
preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal. A analise de regressdo
demonstrou efeito quadratico da motilidade retilinea progressiva em funcdo dos niveis de
adenosina para cada tempo de resfriamento estudado, com concentragdes recomendadas de
0,81 e 1,04 % de adenosina com 4 horas 8 horas, respectivamente. A adenosina também
promoveu efeito protetivo até 16 horas de resfriamento sobre a integridade estrutural da

membrana plasmatica com a adi¢do das concentracées 0,5 e 0,75 %.

Palavras-chave: Reprodugdo animal. Estresse oxidativo. Nucleosideo purinérgico.



ABSTRACT

Adenosine has been reported in human medicine causing improvements in the lipid
peroxidation of cells, so the addition of this nucleoside to the cooled semen of sheep could
bring positive effects during cooling. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
potential of adenosine addition as well as the best level of this nucleoside on the sperm
viability of sheep at different incubation times at 5 ° C. Six adult sheep of the Santa Inés
breed were used, from which six ejaculates were collected, totaling 36 replicates of each
treatment. The design was in blocks and factorial scheme 5 x 4, (5 levels of addition of
adenosine and 4 cooling times), and animal and collection effect. After the physical
examination of the semen, dilution with the diluent Andromed® (control), Andromed® +
0.5% adenosine, Andromed® + 0.75% adenosine, Andromed® + 1% adenosine, Andromed®
+ 1.5% adenosine. The samples were withdrawn from the cooling after 4, 8, 12 and 16 hours
and evaluated by motility, spermatic vigor and structural integrity of sperm plasma membrane
by Supravital test (SV). The data were submitted to analysis of variance with Tukey test and
regression analysis, at a level of 5% of probabilities. The effect of the interaction of factors
adenosine levels and cooling times on the variable rectilinear progressive motility was
verified. After 8 hours of cooling, all adenosine levels were higher (P<0.05) to the motility in
relation to the control, being only the level of 0.75 % of the nucleoside, within this cooling
time, according to standards advocated by the Brazilian College of Animal Reproduction. The
regression analysis showed a quadratic effect of progressive rectilinear motility in function of
adenosine levels for each cooling time studied, with recommended concentrations of 0.81 %
1.04 % of adenosine at 4 hours and 8 hours, respectively. Adenosine also promoted a
protective effect up to 16 hours of cooling on the structural integrity of the plasma membrane

with the addition of 0.5 and 0.75% concentrations.

Keywords: Animal reproduction. Oxidative stress. Purinergic nucleoside.
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1. CONTEXTUALIZACAO

Dentre as biotécnicas reprodutivas realizadas em ovinos, a inseminacdo artificial
destaca-se por promover menores custos e melhores resultados (BICUDO et al., 2003), além
de contribuir para o melhoramento genético do rebanho e facilitar o controle do manejo
reprodutivo (ALLAI et al., 2015).

O sémen resfriado é utilizado na inseminacdo artificial de ovinos nas diferentes vias
como, transcervical (KING et al., 2004), cervical (PALACIN et al. 2012; FORNAZARI et al.,
2018) e laparoscopica (AKE-VILLANUEVA et al., 2017; SILVA-MEIRELLES et al. 2017).
No entanto, o processo de resfriamento do sémen ocasiona decréscimo da qualidade e
diminuicdo da sobrevivéncia do espermatozoide no trato reprodutivo da fémea, o0 que pode
estar relacionado a um aumento da perda embrionaria, decrescendo a taxa de prenhez
(O’HARA et al., 2010).

Adicionalmente, o processo oxidativo, que é a liberacdo de intermediarios quimicos
reativos oriundos do metabolismo do oxigénio (MAIA e BICUDO, 2009), provoca lesdo na
membrana plasmatica dos espermatozoides e pode ser agravada pelo resfriamento do sémen
(ZALATA e DEPUYDT, 1998). Estes metabdlitos sdo chamados de espécies reativas ao
oxigénio (ROS- Reactive Oxygen Species) (MAXWELL e WATSON, 1996).

A literatura descreve nucleotideos e nucleosideos como participantes das funcdes do
sistema genital masculino, e prop8e a presenca de receptores de purinas na superficie celular
deste sistema. Estas funcGes estariam relacionadas com o controle da fertilidade e reproducéo
(BURNSTOCK, 1978; FREDHOLM et al. 1994; 1996).

Portanto, o uso de um nucleosideo purinérgico poderia agir de forma benéfica na
conservacdo seminal, por resfriamento, para a manutencdo e prolongamento da qualidade
seminal, visando maior flexibilidade no momento da inseminacdo artificial, bem como
aumento na taxa de prenhez. Da mesma forma, esta substancia poderia atuar diminuindo as
lesGes espermaticas em decorréncia da acdo dos radicais livres provenientes do metabolismo
normal das células e do processo de criopreservacao.

Deste modo, a melhoria da viabilidade espermatica podera subsidiar ndo somente 0s
programas de inseminacdo artificial, mas também, os de transferéncia de embrides, producéao

in vitro de embrides e outras biotécnicas da reproducgdo animal.
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1.1.0Objetivo
Verificar o potencial da adicdo de diferentes concentragdes de adenosina sob a

viabilidade do sémen resfriado de ovinos, em diferentes tempos de resfriamento a 5 °C.

1.2.Resfriamento do sémen

Resfriamento do sémen é o processo que compreende desde o intervalo de temperatura
ambiente até 5 °C (WATSON, 2000), com reducdo gradativa de temperatura para preservar a
viabilidade dos espermatozoides e evitar danos as células (WATSON, 2000). Com este
processo ocorre o fendmeno de transicdo da membrana plasmatica do estado liquido para o
estado gel (WATSON, 2000).

O decréscimo da qualidade do sémen segue juntamente com a diminuicdo da
sobrevivéncia do espermatozoide no trato reprodutivo da fémea e podem estar relacionados a
um aumento da perda embrionéaria; logo, a taxa de prenhez apds a inseminacgdo artificial
decresce (O’HARA et al. 2010). O processo de resfriamento também pode reduzir a
capacidade de migracdo de espermatozoides através da cérvix e a motilidade destes com
deslocamento linear na tuba uterina da fémea ovina (DRUART et al., 2009).

Os resultados obtidos na inseminacdo artificial com sémen resfriado ou fresco sdo
superiores aos obtidos com sémen congelado, tanto com o emprego da IA transcervical
(SALAMON & MAXWELL, 1995), quanto com a utilizacdo de IA por laparoscopia
(DONOVAN et al., 2004). E ainda, quando a inseminacdo é realizada no local, 0 sémen
refrigerado é pratico em relagdo ao manejo, e destaca-se em relacdo ao sémen congelado, haja
vista que o ultimo utiliza ferramentas onerosas e evasivas por envolvem, na maioria das
vezes, a via laparoscopica, além de requerer pessoal mais treinado para a realizacdo da técnica
(FALCHI et al. 2018).

Adicionalmente, as baixas temperaturas que o sémen resfriado é submetido, quando
conservado com diluente, mantem a viabilidade dos espermatozoides por um maior periodo
em relacdo ao sémen fresco, em virtude da reducdo do metabolismo dos espermatozoides e
diminuicdo crescimento microbiano (KATILA, 1997).

Contudo, o processo de resfriamento do sémen possui suas limitagdes, como: queda da
producéo de energia dos espermatozoides, reducdo da motilidade, aumento da permeabilidade
da membrana plasmatica, com perda de ions e de moléculas intracelulares, bem como

aumento do numero de espermatozoides com movimento circular (SIQUEIRA, 2006).
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Outro fator a ser considerado é o choque térmico durante o resfriamento, que pode
danificar as células a diferentes niveis estruturais (SUCCU et al. 2011); além disso, o
aumento do tempo de armazenamento pode agravar esses danos. Deste modo, estes
acontecimentos acabam deteriorando a qualidade espermatica, além de provocar modificacdes
severas na morfologia e em estruturas funcionais, comprometendo a fertilidade reprodutiva
(FALCHI et al. 2018).

Para prevenir a perda excessiva de dgua e a formacdo de cristais durante o processo de
criopreservacao do sémen, 0s espermatozoides necessitam de um resfriamento lento. Neste
processo o intervalo de temperatura entre 15 e 5 °C é considerado critico em virtude do
choque térmico (WATSON 2000).

O resfriamento do sémen também provoca mudancas na conformacdo da membrana
plasmatica dos espermatozoides, ocasionando rearranjos anormais dos fosfolipidios e
proteinas (AMANN e PICKETT, 1987; SANTOS, 2003). Uma categoria desses fosfolipidios,
que assumem uma forma conica com base hidrofobica, sdo os acidos graxos poli-insaturados.
Por causa da forma conica, esses fosfolipidios formam uma micela invertida, ou forma
“hexagonal II” (PARKS e GRAHAM, 1992; VALLE e SILVA FILHO, 2001).

Este rearranjo ndo afeta a membrana plasmatica dos espermatozoides em baixas
temperaturas, no entanto, quando h& o processo de reaquecimento, os fosfolipidios poli-
insaturados formadores de micela invertida agregados podem desestabilizar a membrana e
permitir a ocorréncia da forma “hexagonal II”. Este evento levaria a perda da integridade da
membrana, em virtude da perturbacdo desta, além de promover a formacdo de canais
hidrofilicos na membrana que permitiria a passagem de ions e pequenas moléculas,
ocasionando a perda do controle osmético (PARKS e GRAHAM, 1992; PARKS, 1997;
VALLE e SILVA FILHO, 2001).

A sensibilidade dos espermatozoides submetidos ao resfriamento com longos periodos
de estocagem esta relacionado ao aumento da relagdo de acidos graxos insaturados/saturados
na composicdo de fosfolipidios da membrana citoplasmatica, fato este que contribui para as
perdas de colesterol e provoca diminui¢do da estabilidade e resisténcia ao estresse (WHITE,
1993).

O sémen resfriado tem sido objeto de estudo em diversas espécies, como: bovina
(MURPHY et al. 2018), equina (TRENTIN et al. 2017; AFFONSO et. al. 2017), caprina
(PEIXOTO et al. 2017), suina (VAKANJAC et al. 2017), asinina (CARVALHO et al. 2017) e
ovina (KASIMANICKAM et al. 2011; GHELLER et al. 2018; FALCH et al. 2018). Estes
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estudos visam, principalmente, encontrar técnicas para manutengdo da qualidade espermatica
para o sucesso da fertilidade na realizacdo da inseminagé&o artificial.

Neste contexto, o foco destes trabalhos tem sido meios para aumentar o tempo de
armazenamento, aplicacdo de substancias com potencial antioxidantes e com outras
propriedades aos meios diluentes, verificagdo de melhores temperaturas de resfriamento,
melhor concentracdo espermatica por dose, e analises de diferentes diluentes.

Pretendendo verificar o efeito do armazenamento do sémen de ovinos por 96 horas,
Falchi et al. (2018) concluiram que a estocagem a 4 °C diminui progressivamente a qualidade
dos parametros seminais preditivos, e isso ocorre a partir de 24 horas em diante, sem
comprometer a integridade do DNA.

Para minimizar os danos advindos da acdo da curva de resfriamento lento que esta
entre 19 a 8 °C, alguns autores tém testado a acdo de diferentes diluentes no resfriamento
seminal como aqueles a base de lipidios (gema de ovo), lipoproteinas (leite) (GRAHAM,
1996), bem como substancias adicionadas a esses diluentes.

Deste modo, adicionando gelatina a um diluidor a base de leite para o resfriamento do
sémen ovino a 5°C, Gheller et al. (2018) concluiram que esta substancia melhorou a
motilidade e integridade acrossomal de espermatozoides ovinos por um periodo de 72 horas.

Avaliado o efeito de diferentes diluidores no sémen resfriado ovino, Kasimanickam et
al. (2011) verificaram que o diluidor a base de soja demonstrou ser mais apropriado para
substituir outros preparados com fontes de origem animal, uma vez que existe uma
preocupacdo envolvendo a contaminacdo microbiana dos produtos utilizados como: leite,

gema de ovo.

1.3.Metabolitos reativos do Oxigénio (ROS) e efeito nos espermatozoides

O metabolismo normal das células promove a liberacdo de metabolitos chamados de
espécies reativas ao oxigénio (ROS- Reactive Oxygen Species). Este processo é conhecido
como estresse oxidativo (MAXWELL e WATSON, 1996) e acaba lesionando a membrana
plasmatica (ZALATA e DEPUYDT, 1998). Os ROS sdo intermediarios quimicos reativos
oriundos do metabolismo do oxigénio, sendo aqueles mais comuns gerados pelo
espermatozoide: o radical superéxido (O2), o radical hidroxila (OH") e, o peroxido de
hidrogénio (H,0,) (MAIA e BICUDO, 2009).

Este metabolismo celular aerébico ocorre de forma normal quando o oxigénio

molecular (O,) sofre redugdo tetravalente promovendo a adesdo de quatro elétrons formando
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H,O, com formacdo de varios metabdlitos durante este processo (MAIA e BICUDO, 2009)
(Figura 1).

Dentre as principais espécies reativas ao oxigénio, o anion superéxido (O,) pode ser
caracterizado como um radical livre que tem sua formacéo, gerada de forma espontanea na
membrana mitocondrial, pelo oxigénio molecular, com a adicdo de um elétron. Ele age
somente onde € produzido, ndo tendo capacidade de penetrar nas camadas lipidicas
(NORDBERG e ARNER, 2001). Por outro lado, o radical hidroxila (OH*) é considerado 0
mais reativo, capaz de causar mais danos dentre os ROS. Sua formacao se da por meio do
peroxido de hidrogénio com reacdo catalisada por ions metais (Fe++ ou Cu+), a qual é
denominada de reacdo de Fenton (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG e ARNER, 2001). Ja o peroxido de hidrogénio (H,0,)
ndo é um radical livre, todavia é destrutivo por ser um intermediario na rea¢do que promove a
formagdo do radical OHe (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; NORDBERG e ARNER,
2001).

O (00)
|
ko

HOB)HO2 = * 02 (:0:0-)

.
20 Ly
e )

*

H, O, (H:0:0: H)

"
e
H,O

oH' (—(_';_'v;H)

H,O (H:O: H)

Figura 1 — Redugdo tetravalente do oxigénio molecular (O2) na mitocondria até a formacdo de agua
(H,0). Vérias espécies reativas de O, sdo formadas no processo. (Adaptado de Cohen, 1989).

Existem dois mecanismos independentes que promovem a producdo de ROS. O
primeiro esta relacionado com um sistema enzimatico presente na membrana plasmatica dos
espermatozoides, o qual utiliza como substrato NAD(P)H oxidase. O segundo é o principal
gerador de metabdlitos e envolve a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, haja vista
que a mitocondria é a principal fonte de estresse oxidativo, sendo o superoxido [O;]

produzido continuamente em decorréncia da respiracdo (DA SILVA, et al. 2011).
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O estresse oxidativo estd ligado a diversos fatores que comprometem a qualidade
seminal, tais quais: reducdo na motilidade dos espermatozoides (AITKEN et al. 2004),
diminuicdo da fluidez e integridade da membrana plasmatica (BAUMBER et al. 2000),
mudancgas nas fungbes mitocontriais (DA SILVA et al. 2011), alteracbes na cromatina
(BURNAUGH et al. 2007), danos no sistema enzimatico antioxidante (GRIVEAU et al.
1995) e na membrana acrossomal (MARQUES et al. 2002). Em virtude destes
acontecimentos, a fertilidade é afetada, pois os espermatozoides ficam impossibilitados de
fertilizar o ovocito (DU PLESSIS et al. 2010; RAO e GANGADHARAN, 2008), resultando
em baixos indices reprodutivos.

Apesar de altas producdes de ROS serem prejudiciais aos espermatozoides, esses
metabolitos em niveis fisioldgicos sdo essenciais para a capacitacdo, hiperativacédo e reacdo de
acrossoma, devendo haver um equilibrio entre a producdo e 0s mecanismos de eliminacao
para uma adequada capacidade fertilizante (FALCHI et al., 2018).

Em gametas humanos (DE LAMIRANDE e GAGNON, 1993; AITKEN, 1995),
bovino (O’FLAHERTY et al., 2003) e equino (BAUMBER et al., 2003) foi constatada a
necessidade de pequenas quantidades do anion superédxido e de perdxido de hidrogénio para o
processo de capacitacdo espermatica, hiperativacdo da motilidade, reacdo acrossomal e fuséo
dos gametas.

O espermatozoide possui um sistema enzimatico de defesa antioxidante. Deste sistema
fazem parte superdéxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GR) e ainda, &cido ascorbico e o-tocoferol, os quais sdo antioxidantes néo
enzimaticos (AITKEN, 1995a).

O plasma seminal se encarrega de proteger o espermatozoide no meio extracelular
contra danos causados pelas ROS proveniente dele préprio e por fagocitos presentes no
ejaculado (AITKEN, 1995). Este plasma contém redutores de ROS, sendo estes enzimaticos e
ndo enzimaticos, dentre os quais estdo: acido ascorbico, acido urico, albumina e outras
proteinas, catalase, SOD, glutationa e outros tiois, taurina, hipotaurina e vitamina E (JOZWIK
etal., 1997; OVERVELD et al., 2000; ZINI et al., 2000).

Normalmente, os danos nas células ocorrem pelo desequilibrio entre a quantidade de
ROS gerada e a retirada pelo sistema antioxidante, provocando o estresse oxidativo da célula,
pois o sistema ndo consegue eliminar o excesso de ROS (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999). Os ROS provenientes de danos nas mitocéndrias promovem a liberacdo de proteinas

pré-apoptoticas como citocromo C, necessarias para o transporte de elétrons. Entretanto,
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quando em excesso, 0s metabdlitos aumentam a quantidade de citocromo C, o qual passa a
funcionar como ativador de morte celular (MISHRA e SHANA, 2005).

Os espermatozoides passam por este fendbmeno durante o longo armazenamento no
resfriamento e criopreservacao, uma vez que sua membrana é sensivel pela presenca de acidos
graxos poli-insaturados (VISHWANATH e SHANNON, 1997; ZALATA e DEPUYDT,
1998; BANSAL e BILASPURI, 2010). A membrana plasmética de espermatozoides ovinos
acaba sofrendo ainda mais a esse estresse, quando comparado com outras espéecies, pois sdo
mais sensiveis a peroxidacdo fosfolipidica de membrana com grande producdo de ROS
(MUINO-BLANCO et al., 2008).

A diluicdo do sémen feita antes da criopreservacao também € outro fator que agrava a
produgdo de ROS’s, pois o sémen acaba perdendo qualidade, uma vez que o plasma seminal
gue conteria 0s componentes necessarios para a protecdo dos espermatozoides, como
antioxidantes, passaria a estar em menor quantidade com a diluicdo (PENA et al., 2009).
Espermatozoides morfologicamente anormais e danificados pelo processo de criopreservacao
estariam mais propensos ao estresse oxidativo, pela maior producdo de ROS (BALL e VO,
2001).

1.4.Diluidores e Crioprotetores

Um bom diluidor para o sémen ovino deve possuir caracteristicas como, fornecer
nutrientes necessarios para 0s espermatozoides; ter capacidade tampdo; promover um
ambiente isotdnico (300 mOsm/L), com pequena variacdo na tonicidade do diluidor,
mantendo esta igual a do plasma seminal; proporcionar protecdo aos espermatozoides contra
choque térmico durante o resfriamento; proteger a membrana plasmatica dos espermatozoides
durante a congelacdo e descongelacdo; agir contra a acdo microbiana e; proteger 0s
espermatozoides para que este preserve ao maximo sua capacidade fertilizante (MAIA, 2010).

Dentre os compostos utilizados na conservacao seminal esta a glicose e frutose (fonte
de energia); meio Tris, citrato de sodio ou tampdo fosfato (componente tampao); gema de ovo
ou leite (protetores contra choque térmico); glicerol (crioprotetor) e os antibioticos (agentes
antimicrobianos) (MAIA, 2010).

Os crioprotetores tem a finalidade de proteger os espermatozoides na congelacdo e
descongelacéo, devendo ser adicionados aos diluentes (AMANN & PICKET, 1987). Quando

a acdo crioprotetora ocorre dentro da célula, a atuacdo € de crioprotetores penetrantes. Por
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outro lado, a atividade de crioprotecdo fora da célula ou em sua superficie é realizada por
crioprotetores ndo penetrantes (BITTENCOURT et al. 2013).

A protecdo contra o choque frio, proveniente do resfriamento, e injurias na membrana
plasmatica dos espermatozoides, causada pelo processo de congelacdo/descongelacdo, é
realizada por crioprotetores ndo penetrantes, dos quais fazem parte acucares, lipoproteinas,
lipoproteinas de baixa densidade e fosfolipidios, presentes na gema do ovo e leite
(SALAMON e MAXWELL, 2000; STORNELLI et al., 2005; BITTENCOURT, 2013).

Na prevencéo de cristais de gelo, com protecédo de estruturas celulares tanto intra como
extracelular, atuam o0s crioprotetores penetrantes, como o glicerol. No entanto, a pesar do
glicerol ser utilizado na criopreservagdo do sémen ovino, alguns estudiosos apontam para
efeitos prejudiciais desta substancia, tais quais, estresse osmotico, mudancas na organizacéo,
fluidez, permeabilidade e desorganizacdo da composicdo lipidica da membrana plasmatica,
gerando problemas na viabilidade e fertilidade apds descongelamento (BITTENCOURT et
al., 2013).

Alguns crioprotetores tém sido citados na literatura como protetores contra os efeitos
deletérios do resfriamento do sémen ovino. Como, por exemplo, os a base de gema de ovo,
que além de proteger contra o choque térmico, atua também na protecdo durante o
congelamento e descongelamento. Assim como o leite integral, desnatado e constituido que
em virtude de sua fracdo proteina pode agir como tampédo contra mudancas de pH e como um
agente quelante contra qualquer metal pesado (SALAMON e MAXWELL, 2000).

Estudos tém sido feitos com o sémen resfriado testando diferentes diluentes, como por
exemplo, os a base de gema de ovo, leite, lecitina de soja, glicina, citrato e tris
(MILCZEWSKI et al., 2000; KASIMANICKAM et al. 2011). Bem como, a adicdo de
substancias com potencial antioxidante ao sémen resfriado de diversas espécies
(CAMPUZANO et al., 2014; AFFONSO et al. 2017; COSTA et al. 2017).

1.5. Adenosina

A adenosina é um nucleosideo purinérgico presente tanto no meio intra como no meio
extracelular e desempenha um papel fundamental como neuromodulador e no controle da
homeostase (CUNHA, 2001). Este nucleosideo e formado por uma ligagdo glicosidica entre
uma base purica adenina e uma D-ribose (POLOSA, 2002; POLOSA e HOLGATE, 2006).
Esta é gerada a partir do metabolismo do trifosfato de adenosina (ATP) pela acdo de enzimas

da familia das ecto-nucleotidases, amplamente distribuidas pelo organismo e expressas em
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muitas células incluindo plaquetas, células epiteliais, endoteliais e leucocitos (ELTZSCHIG,
2009).

A adenosina tem sido amplamente estudada no campo da medicina humana, no
entanto, alguns estudos ja tém sido desenvolvidos no campo da experimentacdo animal. Na
espécie caprina, Rodrigues (2001) caracterizou a adenosina desaminase (ADA) e suas
isoenzimas e quantificou sua atividade no soro sanguineo e liquido sinovial de caprinos com
artrite encefalite caprina (CAE), observando que a atividade da ADA foi detectada no figado,
coracdo, duodeno, baco e pulméo, tendo como substrato a adenosina. E ainda, que no soro de
animais com manifestacdo clinica de CAE, a atividade da ADA mostrou-se elevada e
diferente estatisticamente em relag&o aos animais normais.

Uma vez que os 6rgdos do sistema reprodutor masculino séo controlados pelo sistema
nervoso autdnomo, em que o ATP ¢é liberado pelos nervos que controlam o sistema reprodutor
no processo definido como co-transmissdo purinérgica; nucleotideos e seus co-produtos,
como por exemplo, nucleosideos, sdo envolvidos no controle do sistema reprodutor
(ANDERSSON e WAGNER, 1995; BURNSTOCK, 2014; GORODESKI, 2015).

Nucleotideos e nucleosideos celulares séo descritos na literatura como moduladores
das funcbes do sistema genital masculino, no controle da fertilidade e consequentemente na
reproducdo, pois estes atuariam nos receptores da superficie celular, denominados de
receptores de purinas (BURNSTOCK, 1978; FREDHOLM et al. 1994, 1996).

Existem dois tipos de receptores de purina P2 e P1. Os receptores P1 ocorrem em
varios subtipos, ao passo que 0s receptores P2 sdo denominados em Al, Aza, Agg € A3. Estes
receptores séo classificados em inibitdrios (Al e A3), que inibem a enzima Adenil ciclase que
degrada ATP em adenosina 3’5 — monofosfato ciclico (AMPc) e os estimulantes (Aza € Azg),
que facilitam e estimulam a Adenil ciclase (FREDHOLM et al, 2011).

Receptores de adenosina foram encontrados dentro dos tabulos seminiferos, sugerindo
uma relacdo da adenosina com espematdcitos (MURPHY et al., 1983). Estes receptores
também foram encontrados em tdbulos seminiferos imaturos de 10 dias de idade presente em
ratos, podendo a adenosina estar envolvida com a regulacdo do equilibrio energético das
células dos tabulos seminiferos (CLERMONT e PEREY, 1957).

A adenosina tem um importante papel na capacitacdo dos espermatozoides, haja vista
que foram encontrados receptores A, estimulantes em espermatozoides (MONKS e FRASER,
1988; FRASER, 1990; FRASER e DUNCAN, 1993; FENICHEL et al., 1996) e, que

agonistas destes receptores poderiam estimular a producdo de AMP ciclico em
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espermatozoides ndo capacitados de humanos, acelerar a capacitacdo sem induzir a reacdo de
acrossoma ou mudancas de motilidade (BELLEZZA e MINELLI, 2017).

Receptores Al de classe inibitéria foram encontrados em espermatozoides de
mamiferos sendo estes estdo envolvidos com a mobilizacdo de calcio. Esta acdo é essencial
para a regulacdo das funcGes espermaticas (BELLEZZA e MINELLI, 2017). A estimulacéo
da capacitacdo de espermatozoides de humanos foi observada, ao se utilizar um agonista
altamente seletivo de receptores Al de adenosina, 0 que seria comum em todas as espécies
mamiferas (OSYCKA-SALUT et al., 2014).

A adenosina presente no trato reprodutivo da fémea e, receptores de adenosina, mais

especificamente receptores Al, podem representar um mecanismo regulatério, presente no

espermatozoide e regular a resposta fisiologica do espermatozoide para prevenir reacao
espontanea de acrossoma (Figura 2) (BELLEZZA e MINELLLI, 2017).

RA espontanea
Né&o capacitado
) s A 7 RA adequada
+

Capacitado

+ Adenosina
AdoRA1

Figura 2 - Papel da Adenosina e seus receptores na capacidade fertilizante dos espermatozoides. Os
espermatozoides séo preparados para se tornar competentes em fertilizaco, como por exemplo, capacitados, no
trato reprodutivo da fémea, onde a adenosina estd presente em altas concentragbes micromolares.
Espermatozoides capacitados sofrem reacdo de acrossoma, um processo exocitoticopelo no qual os
espermatozoides se fundem com a membrana plasmatica do 6vulo, permitindo a transferéncia do material
genético masculino para o évulo. A reacdo de acrossoma deve ser estritamente controlada e ocorre ha presenca
do 6vulo. De fato, o espermatozoide perde sua capacidade fertilizante quando a reacdo de acrossoma ocorre no
trato reprodutivo da fémea, longe do dvulo. A adenosina e receptores Al (AdoRA1) provavelmente representam
um mecanismo pelo qual espermatozoides capacitados sdo impedidos de terem reagdo de acrossoma (RA)
espontanea e perdem o acrossoma somente nas proximidades no 6vulo (Adaptado de BELLEZZA e MINELLI,
2017).

Na espécie ovina, Borges et al. (2015) avaliaram a ag@o antioxidante do nucleosideo

purinérgico sobre as caracteristicas fisicas do sémen in natura, verificando que a adi¢éo deste
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aditivo € viavel para a manutengdo espermatica principalmente nas concentracdes 0,5 e 1,5 %,
no entanto ndo contribuiu com a melhoria dos parametros fisicos avaliados.

Corroborando com estes resultados Borges (2018), ao estudar a adicdo da adenosina
sobre os parametros fisicos do sémen de ovinos ap6s o resfriamento por 4 horas (tempo de
equilibrio) concluiu que o nucleosideo néo teve efeito no sémen quanto a motilidade e vigor
espermatico. No entanto, Nascimento (2018), encontrou resultados benéficos quanto a
motilidade, vigor e integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides, ao avaliar a
qualidade do sémen in natura diluido e p6s-congelacdo com a adi¢do da adenosina ao meio
diluente.

A adenosina poderia atuar também como um potencial antioxidante, haja vista que
muitos autores tém demonstrado que a adenosina é liberada em diferentes tecidos sob estresse
oxidativo (REGO et al., 1997; MASINO et al. 1999; CHEN et al. 2001); e ainda, quando estes
tecidos séo tratados com adenosina e/ou com agonista de seus receptores ocorre uma melhora
significativa da peroxidacao lipidica (YAVUZ et al., 1997; MAGGIRWAR et al., 1994), alem
da recuperacdo do dano celular (ALMEIDA et al., 2003; MASINO et al., 1999). O importante
papel regulatorio deste nucleosideo na inflamacdo e imunidade também tem sido descrito
(GARCIA SORIANO et al., 2001; MABLEY et al., 2003; HASKO e CRONSTEIN, 2004).

Ao conseguir bloquear receptores Al de adenosina pela liberacdo deste nucleosideo no
sistema nervoso de ratos com lesdo induzida por espécies reativas de oxigénio em fatias de
hipocampo, ALMEIDA et al., 2003 observaram que a liberacdo da adenosina promoveu a

restauracéo neural.
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Research

Resumo

A adenosina tem sido demonstrada como uma
substancia capaz de promover melhoria em processos de
peroxidacdo lipidica. Desta forma, a adicdo deste nucleosideo
ao sémen ovino poderia trazer efeitos positivos durante o
resfriamento do sémen. Portanto, objetivou-se avaliar o
potencial da adicdo de concentracdes de adenosina sobre a
viabilidade espermética de ovinos em diferentes tempos de
incubacéo a 5 °C. Foram utilizados seis carneiros adultos, dos
quais foram coletados seis ejaculados, totalizando 36 amostras.
O delineamento foi em blocos com fatorial 5 x 4 (5 niveis de
adenosina e 4 tempos de resfriamento) e efeito do animal e da
coleta. Realizou-se a diluicdo com o diluidor Andromed®
(controle), Andromed® + 0,5 % adenosina, Andromed® + 0,75

% adenosina, Andromed® + 1 % de adenosina, Andromed® +
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15 % de adenosina. As amostras foram retiradas do
resfriamento ap6s 4, 8, 12 e 16 horas e avaliadas pela
motilidade espermatica retilinea progressiva, vigor esperméatico
e realizacdo do teste supravital. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia com posterior diferenga de
médias pelo teste de Tukey e posterior anélise de regressao, a
nivel de 5 % de probalilidade. Verificou-se o efeito da
interacdo dos fatores para a varidvel motilidade progressiva
retilinea. Ap6s 8 horas de resfriamento todos os niveis de
adenosina mostraram-se médias superiores (P<0,05) da
motilidade em relacdo ao controle, estando somente o nivel de
0,75 % do nucleosideo, dentro deste tempo de resfriamento, de
acordo com padrdes preconizados pelo CBRA. Verificou-se
efeito quadratico da motilidade retilinea progressiva em funcao
dos niveis de adenosina para cada tempo de resfriamento
estudado, com as maximas concentracbes recomendadas de
0,81 e 1,04 % de adenosina com 4 e 8 horas, respectivamente.
A adenosina também promoveu efeito protetivo até 16 horas de
resfriamento sobre a integridade estrutural da membrana
plasmética com a adicdo das concentracGes 0,5 e 0,75 %.
Keywords:  Reprodugdo animal.  Estresse  oxidativo.
Nucleosideo purinérgico.
Introducéo

A inseminacdo artificial com sémen resfriado apresenta

vantagens quanto ao Seu uso nos programas reprodutivos, pois



51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

30

0 processo de resfriamento permite que os espermatozoides
mantenham-se Vvidveis por mais tempo em relacdo ao sémen
fresco em virtude da reducdo metabodlica (Allai et al., 2015;
Falchi et al. 2018).

Entretanto, o metabolismo normal das células
espermaticas promove a liberacdo de metabdlitos denominados
de espécies reativas ao oxigénio (Reactive Oxygen Species —
ROS), processo conhecido como estresse oxidativo (Maxwell e
Watson, 1996), que é agravado pelo processo de resfriamento,
lesionando a membrana plasmética dos espermatozoides
(Zalata e Depuydt, 1998).

Portanto, no intuito de combater o estresse oxidativo
provocado pelo resfriamento do sémen, alguns estudos tém sido
realizados em diferentes espécies animais testando substancias
com potencial antioxidante (Campuzano et al., 2014; Affonso
et al., 2017), almejando a manutencdo da qualidade espermatica
em um meio diluente por mais tempo.

A adenosina é um nucleosideo purinérgico formado por
uma ligagdo glicosidica entre uma base purica adenina e uma
D-ribose (Polosa, 2002; Polosa e Holgate, 2006). Nucleotideos
e nucleosideos séo participantes das funcdes do sistema genital
masculino, e este sistema possui receptores de purinas na
superficie celular. Estas fungdes estariam relacionadas com o

controle da fertilidade e reproducdo (Burnstock, 1978;
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Fredholm et al., 1996; Rodrigues, 2000; Bellezza e Minelli,
2017).

Estudos envolvendo a adicdo da adenosina como um
aditivo em meio diluente para 0 sémen animal sdo escassos,
portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial deste
nucleosideo em diferentes concentra¢fes sobre a viabilidade do
sémen resfriado de ovinos.

Material e Métodos
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Todos o0s procedimentos seguiram as normas do
CONCEA e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural da Amazonia
— UFRA, Brasil — Protocolo n°037/2017 (CEUA) e
23084.011913/2017-21 (UFRA).

Local do experimento

O experimento foi conduzido no Centro de Pesquisas
em Caprinos e Ovinos do Pard (CPCOP), localizado na
Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA/Campus
Belém), mesorregido do estado do Pard, cujas coordenadas
geogréficas correspondem a 1°27°15” Sul e 48°26°50” Oeste,
com uma altitude de 14 m. Este estudo foi realizado no periodo
de dezembro de 2017 a margo de 2018.

O clima da regido é caracterizado como Af (Tropical
umido) de acordo com a classificagdo climéatica de Koppen-

Geiger, com temperatura média anual de 25,9 °C e maxima e
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minima de 31,4 e 21,9 °C, respectivamente. Além disso, 0
clima local é caracterizado pela alta precipitagdo pluviométrica,
onde a média anual é de aproximadamente 3.000 mm,
concentrando-se de dezembro a maio. A regido apresenta uma
umidade relativa do ar média anual de 84 % e radiacdo solar
média anual de 2.338,3 horas.

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi em blocos
com esquema fatorial 5 x 4, sendo cinco niveis de adenosina e
quatro tempos de resfriamento com efeito do animal e da
coleta. Foram utilizados seis carneiros adultos, da raca Santa
Inés, higidos e apresentando bom escore de condi¢do corporal.

Os reprodutores foram criados em sistema semi-
intensivo, soltos no inicio da manha para pastejo em capim
Brachiaria humidicola e presos no final da tarde, quando
recebiam volumoso (Pennisetum purpureum) triturado e ragéo.
O fornecimento de agua e suplemento mineral foram ad
libitum.

Antes do inicio do experimento, os animais foram
submetidos ao exame androldgico por meio da vagina artificial
(42 a 44 °C) e tiveram suas reservas extragonadicas esgotadas.
Somente 0s animais aptos a reproducédo fizeram parte do grupo
experimental, em que 0s parametros reprodutivos foram
baseados nos valores preconizados pelo Colégio Brasileiro de

Reprodugdo Animal — CBRA (2013).
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As coletas de sémen foram realizadas a cada trés dias,
obtendo-se um total de seis ejaculados viaveis de cada
reprodutor, totalizando 36 repetices.

Antes das coletas de sémen, realizou-se a
higienizacao/antissepsia do prepucio de cada animal com
solucao de Kilol® a 1 %. As coletas foram feitas com auxilio
de fémeas manequins estrogenizadas com 1 mg de cipionato de
estradiol (E.C.P — Zoetis ®) e contidas apropriadamente para a
espécie ovina. Ap6s a coleta do sémen, as amostras foram
acondicionadas em banho maria a 37 °C para analise e
processamento.

Analise fisica do sémen e morfoldgica dos espermatozoides

Na avaliacdo fisica do sémen fresco, foram analisados
0S seguintes aspectos: volume (ml), aspecto (aquoso,
opalescente, leitoso e cremoso), turbilhonamento (0-5),
motilidade espermaética progressiva retilinea (%), vigor (0-5) e
concentracdo espermatica (sptz/ml). Uma gota de sémen de
cada ejaculado foi colocada em uma lamina previamente
aquecida a 37 °C. Em aumento microscdpio de 100 X, foi
avaliado o turbilhonamento (movimento espermatico em
massa). Posteriormente, colocou-se uma laminula previamente
aquecida a 37 °C sobre a gota de sémen, e em aumento de 400
X, foram avaliados a motilidade espermatica progressiva
retilinea e o vigor espermatico de acordo com o CBRA (2013).

A concentracdo espermatica (Sptz/ml) foi calculada pela
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espectrofotometria (Spectrum Lab 22 PC®), adicionando-se 20
pl de sémen in natura em 8 ml de solucdo de concentracdo
ovina em um tubo de ensaio.

Em tubo pléstico de 1,5 ml contendo 1 ml de formol-
salino tamponado (Hancock, 1957), foram acondicionados
aliquotas do sémen suficiente para turvar a solucdo, para
analise morfoldgica dos espermatozoides por meio de
preparacdo Umida e com auxilio de microscopia em aumento de
1000 X. Foram contabilizadas 200 células por ejaculado e
mensurados em percentagem os defeitos espermaticos segundo
Blomm (1973) e preconizados pelo CBRA (2013).

Para avaliacdo da integridade estrutural da membrana
plasmética da cabeca dos espermatozoides, foi realizado o teste
supravital, classificando-os em vivos (% néo corados) e mortos
(% corados de rosa ou vermelho) (Smith e Murry, 1997). Para
isso, uma aliquota de 10 puL do sémen foi homogeneizada na
proporcao de 1:1 com solucdo de eosina-nigrosina em lamina
previamente aquecida a 37 °C. Posteriormente, foi feito o
esfregaco e avaliado a percentagem de espermatozoides vivos
(ndo-corados), apés 60 segundos de confeccdo da lamina
(Mayer et al., 1951; Swanson e Bearden, 1951).

Foram considerados ejaculados ideais para este estudo,
aqueles que apresentarem padrdes fisicos minimos de volume
total de 0,5 ml, vigor espermatico 3 e motilidade espermatica

minima de 80 % .



175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

35

Diluicao, resfriamento e avaliacdo do sémen

A partir do célculo da concentragdo do sémen in natura,
as diluices de cada tratamento foram realizadas para manter
uma concentragdo de 50 milhOes de espermatozoides por
palheta de 0,25 mL. Procedeu-se a diluicdo do sémen com o
extensor comercial Andromed (Minitube®) (controle),
Andromed + 0,5 % de Adenosina (Sigma®), Andromed + 0,75
% de Adenosina, Andromed + 1 % de Adenosina, Andromed +
1,5 % de Adenosina.

Antes do resfriamento, as amostras foram devidamente
identificadas e colocadas na maquina de congelamento de
sémen (3000 — TK®) até a etapa do resfriamento, realizado
com o Protocolo Ovino, de acordo com as recomendagfes do
fabricante para sémen de ovinos.

Apo6s 4, 8, 12 e 16 horas de resfriamento, as amostras
acondicionadas em banho maria a 37 °C e avaliadas quanto a
motilidade espermatica progressiva retilinea, vigor espermatico
e integridade estrutural da membrana plasméatica dos
espermatozoides obtida pelo teste supravital.

Anélises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
D’Agostino para analise de normalidade. Todas as variaveis
dependentes tiveram distribuicdo normal sendo submetidas a
analise de variancia com posterior diferenca de médias pelo

teste de Tukey e posterior andlise de regressdao. A seguir,
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realizou-se a correlagdo de Pearson para verificar relagdo das
variaveis de carater subjetivo (anélise de motilidade e vigor
espermatico) com o teste complementar de supravital, segundo
parametros estabelecidos por Santos (2007).

O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:
Yijkm =ut Blocl1k + Bloc2, + AD; + TRj + (AD*TR)ij + €iju

Y= valor para a variavel em estudo;

u = efeito da média geral;

Blocly= primeiro bloco, efeito da coleta;

Bloc2,= segundo bloco, efeito do animal;

AD; = primeiro fator, efeito dos niveis de adenosina;

TR; = Segundo fator, efeito dos tempos de resfriamento;

(AD*TR);; = efeito da interagcdo do do i-ésimo nivel do
primeiro fator com o j-ésimo nivel segundo fator;

eijkm = €rro associado a cada observacao.

Todas as anélises foram realizadas a nivel de 5 % de
probalilidade com o auxilio do programa estatistico R Core
Team (versdo 3.5.0) e, os graficos criados com a ferramenta de
anélise VBA do Excel.

Resultados

Para 0o sémen in natura, todos os parametros fisicos
estavam de acordo com os valores preconizados pelo CBRA
(2013) para ejaculados de ovinos coletados por meio da vagina

artificial (Tabela 1).
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224  Tabela 1 — Valores médios e desvios-padrdo dos parametros fisicos do

225 sémen e morfoldgicos dos espermatozoides in natura de ovinos Santa Inés.

Parametros Valores
Volume (ml) 1,01+0,17
Aspecto* 3,44 +£0,44
Turbilhamento (0-5) 3,97 +£0,40
Motilidade espermatica progressiva retilinea (%) 82,78 £ 3,07
Vigor espermatico (0-5) 4,08 + 0,40
Teste supravital (%) 85,06 + 6,27
Concentragao espermatica (x10%sptz/ml) 3,85+ 0,58
Defeitos esperméticos maiores (%) 9,94 + 14,43
Defeitos espermaticos menores (%) 15,82 £ 12,15
Defeitos espermaticos totais (%) 25,76 + 18,65
Espermatozoides normais (%) 74,24 + 18,65
226 *(1-aquoso, 2- opalescente, 3- leitoso, 4- cremoso).
227 Na Tabela 2 estdo representados os valores médios de

228 motilidade progressiva retilinea, verificando-se efeito da
229 interacdo dos fatores niveis de adenosina e tempos de
230 resfriamento. Apds o resfriamento por 4 horas, as
231 concentracdes de 0,5 e 0,75 e 1% de adenosina apresentaram
232 valores superiores (P<0,05) de motilidade espermética em
233  relacdo aos demais tratamentos. Ao final de 8 horas de
234  resfriamento, todos os tratamentos contendo a adenosina
235  mostraram-se superiores (P<0,05) ao controle. Com 12 e 16
236 horas de incubagdo a 5 °C, valores superiores (P<0,05) da
237  motilidade espermatica foram observados nos tratamentos que

238  receberam a adigdo de 0,5 e 0,75 de adenosina.
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239 Comparando os diferentes periodos de resfriamento, no
240 tratamento controle, houve um decréscimo significativo da
241  motilidade espermética de 4 a 12 horas. Porém, ndo houve
242  diferenga (P>0,05) da motilidade espermaética entre os tempos
243 de 12 e 16 horas de resfriamento. Nos tratamentos com
244  concentragdo de 0,5 e 1 % de adenosina, houve um decréscimo
245  (P<0,05) dos valores meédios de motilidade espermatica a
246  medida que se aumentava o periodo de incubacdo a 5 °C. No
247  tratamento contendo 0,75 % do nucleosideo, observaram-se
248  valores superiores (P<0,05) com 4 horas de resfriamento,
249  porém, ndo houve diferenca significativa entre as incubagdes de
250 8 e 12 horas. Ao ser adicionado 1,5 % de adenosina,
251  registraram-se médias superiores (P<0,05), tanto com 4 como
252 com 8 horas de resfriamento (Tabela 2).
253 Tabela 2 — Valores médios e desvios-padrdo da motilidade espermatica
254 progressiva retilinea do sémen resfriado de ovinos de acordo com a
255 concentracdo de adenosina e tempo de resfriamento a 5 °C.
Tempo de Nivel de adenosina
resfriamento (°C) 0% 0,5% 0,75% 1% 1,5%
4 horas 59,6 £ 9,08  69,3+854™ 71,0+787" 66,8+803™ 63,1896
8 horas 50,9 +8,18®  588+1260° 61,2+13,48° 582+1270® 59,3+11,39*"
12 horas 40,9+ 12,40 51,6+1256™ 56,6+9,76®® 48,7 +11,96*C 434 +1599°"
16 horas 34,6+13,83 383+9,85"° 434+10,03°° 34,0+1230°® 335+13,55"
256 Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha entre si (P<0,05) pelo teste de
257 Tukey.
258 Médias seguidas de letras maitisculas diferentes na mesma coluna, entre si (P<0,05) pelo teste
259 de Tukey.
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A motilidade espermatica progressiva retilinea em
fungdo da concentragdo de adenosina demonstrou efeito
quadratico (P<0,05) nos quatro tempos de resfriamento
estudados, com ponto méximo referente & adi¢do de adenosina
de 0,81, 1,04, 0,77 e 0,67 % para os tempos de resfriamento de

4, 8, 12 e 16 horas, respectivamente (Figura 3).

90
80

H4 =-15.10x* + 24.25x + 60.03  H8 =-852x* + 17.74x + 51.27  H12 = -20.09x + 31.10x + 41.23
R2=0.20 R2=0.11 R2=0.20

S 70 H16 = -9.39x% + 12.658x + 34.91
> R2=0.10
2 60
g 50 AHora 4 (H4)
% /\ x Hora 8 (H8)
= 40 1 Hora 12 (H12)

30 Hora 16 (H16)

20 T T T T T T 1

0 0,5 0,75 1 15

Concentracao de adenosina (%0)

Figura 3 — Motilidade progressiva retilinea em cada tempo de resfriamento

em funcéo das concentragfes de adenosina.

Em todos os tratamentos, observou-se um efeito linear
negativo (P<0,05) da motilidade espermatica progressiva
retilinea em funcdo dos tempos de resfriamento. As
concentracdes 0,5 e 0,75 % de adenosina apresentaram uma

menor declinacdo em relacdo aos demais (Figura 4).
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90 - T1=-2.12x +67.70 T2 -2.51x + 79.54 T3 =-2.18x +79.84
80 - Rz =0.46 R2=0.60 Rz =0.52
= 70 T4 =-2.70x + 78.92 T5 = -2.60x + 75.89
S 60 R2=0.60 R2=0.54
-;5; 50 A0 % (controle) - T1
2 40 %x0,5% -T2
S 30 - = x0,75%-T3
= 20 + 1%-T4
10 - 1,5%-T5
0 T T 1
4 8 12 16
Tempo de resfriamento (h
273 p (h)
Figura 4 — Motilidade progressiva retilinea de cada nivel de adenosina em
fungdo do tempo de resfriamento.
274 Ndo foi verificada interacdo significativa entre o0s

275  fatores de adicdo de adenosina e tempo de resfriamento para o
276  vigor espermatico e teste supravital. Diante disto, estudou-se o
277  efeito de cada fator separadamente.

278 Para o vigor espermatico e teste supravital, registraram-
279  se valores superiores (P<0,05) nos tratamentos contendo 0,5 %
280 (2,7£0,67; 55,2+15,12, respectivamente) e 0,75 % (2,8+0,62;
281  58,2+14,18, respectivamente) de adenosina em relacdo aos

282  demais e iguais entre si (P>0,05) (Tabela 3).

Parametro Concentracao de adenosina

0% 0,5% 0,75 % 1% 15%

Vigor espermético 2,42 +242b  2,72+272a 281+28la 2,49+249% 2,36+2,36b

Teste Supravital 47,47 + 14,13c 55,17 + 15,12a 58,15 + 14,17a 50,96 + 14,69b 51,17 + 15,18a

283
284 O vigor espermatico e teste supravital diminuiram

285  (P<0,05) a cada tempo de resfriamento estudado. Os valores
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286  encontrados para o primeiro e segundo parametro estdo
287  representados na Tabela 4.

288 Tabela 4 — Valores médios e desvios-padrdo do vigor
289  espermatico e teste supravital do sémen resfriado de ovinos de

290 acordo com o tempo de resfriamento a 5 °C.

Parametro Tempo de resfriamento (h)

4 8 12 16

Vigor espermatico 3,19 +0,45a 2,82 +0,42b 2,36 +0,54c 1,86 +0,52d

Teste Supraviltal 66,36 + 9,59a 58,46 +9,58b 48,01 + 12,76¢ 35,97 + 11,06d

291

292 O teste supravital e 0 vigor espermatico apresentaram
293  efeito quadratico, demonstrando nivel 6timo de adenosina de
294 0,82 e 0,67, respectivamente (Figura 5). Por outro lado, estas
295  variaveis mostraram efeito linear negativo ao decorrer dos

296  tempos de resfriamento (Figura 6).

80 - 45

70 1 SV =-11.58x2 + 19.01x + 47.97 | 4
~ 60 - R2=0.04 F35 <
S a
< /**M 3 <
g 50 5///\< 25 @ X Teste Supravital
B 40 T s (V)
g VIG =-056x2+0.75x+245 | , 3
D 3 R2=0.05 =
2 - 15 © mVigor
(<5} (o) sae
= 20 - ; espermatico

12 (e
10 - - 05
0 T T T T 0
0 05 0,75 1 15
297 Concentracéo de adenosina (%)

Figura 5 — Teste supravital e vigor espermatico em funcdo das

concentragdes de adenosina.
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4 8 12 16
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299 Figura 6 - Teste supravital e vigor espermatico em funcdo do tempo de

300 resfriamento.

301 A andlise de correlagdo mostrou que houve relacdo
302  positiva, significativa e alta da motilidade retilinea progressiva
303 com o vigor espermatico (r=0,87) e com o teste supravital
304 (r=0,86), bem como do vigor com o teste supravital (r=0,76).
305  Discusséo

306 Para 0 sémen in natura, os valores médios dos
307 parametros estudados foram similares aos observados por
308  Frazdo Sobrinho et al. (2014) e Maia et al. (2011) para ovinos
309 daraga Santa Inés.

310 O CBRA (2013) recomenda que o sémen resfriado
311  tenha motilidade espermatica igual ou maior que 60 % e vigor
312 igual ou maior que 3. Assim, os resultados encontrados com o
313  sémen resfriado até oito horas e 0,75 % do nucleosideo
314  purinérgico encontra-se dentro dos padrdes recomendados pelo
315  colégio, quanto a motilidade espermatica retilinea progressiva.
316 A correlacdo alta positiva e significativa identificada

317 entre as variaveis avaliadas de forma subjetiva (motilidade
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progressiva retilinea e vigor espermatico) com o teste
complementar supravital mostraram relagdo dos dados obtidos
no presente estudo.

A proteina quinase ativada por adenosina monofosfato
(AMPK) esta localizada em toda regido acrossémica, na zona
equatorial e no flagelo do espermatozoide (Zhendong Zhu et
al.,, 2018), e a sua presenca promove a refosforilagdo da
adenosina, formando adenosina monofosfato  (AMP)
(Rodrigues et al., 2000). Em virtude disto, a adenosina
adicionada ao meio diluidor nas concentragcdes de 0,5 a 1 %,
pode ter favorecido a formagdo de AMP, com consequente
producdo de energia, observado pelo aumento da motilidade e
vigor espermatico nos diferentes tempos de resfriamento
estudados. O aumento dos valores destas varidveis devem
proporcionar um incremento na taxa de fertilizacdo, visto que a
capacitacdio e a hiperativacdo espermatica dependem
intimamente da producdo de adenosina trifosfato (ATP) pela
peca intermediaria do espermatozoide. Zhendong Zhu et al.
(2018), estudando a utilizacdo de acadesina (andlogo do AMP)
em meios diluidores de sémen caprino, observaram um
aumento na producdo de ATP e motilidade dos
espermatozoides, bem como uma melhoria na integridade da
membrana e na reacdo acrossomica. Da mesma forma, Vadnais

et al. (2014) constataram que o0 AMP produzido pelo adenosina
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quinase tem efeitos sobre a motilidade espermética de
camundongos.

O efeito benéfico da adenosina na manutencdo da
qualidade do sémen resfriado dos ovinos pode estar também
relacionado com a presenca de receptores A, de adenosina no
espermatozoide, evidenciados por Monks e Fraser (1988),
Fraser (1990), Fraser e Duncan, (1993) e Fénichel et al. (1996).

Agonistas de receptores A, deste nucleosideo poderiam
estimular a producdo de AMP ciclico em espermatozoides ndo
capacitados de humanos (Liguori et al., 2005) e ratos (Fraser e
Duncan., 1993). Este AMP ciclico espermatico estaria
profundamente envolvido no controle das fungfes espermaticas
(Hoskins et al., 1975; Garbers e KOPF., 1980; Tash e Means.,
1988), como no controle da motilidade e na obtencdo da
capacidade fertilizante (Harrison, 2003). Shen et al., (1993)
observaram aumento da motilidade espermatica em humanos
apo6s a administracdo de um agonista especifico de receptores
A,. Deste modo, é possivel que a adicdo do nucleosideo
purinérgico funcione como um agonista A, que contribui para a
formacdo de ATP e aumentando a motilidade e vigor
espermatico até 16 horas de resfriamento em comparacdo com
o tratamento controle. Da mesma forma, a presenca da
adenosina, principalmente na concentracdo de 0,5 e 0,75 %,
prolongou a viabilidade dos espermatozoides submetidos ao

resfriamento de até 16 horas. Por outro lado, quando a
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adenosina foi adicionada em uma proporg¢do maior (1,5 %), nos
tempos 4, 12 e 16 horas de resfriamento, pode ter ocorrido um
efeito refratario ao metabolismo destas células espermatica.

A interacdo dos fatores estudados (nivel de adenosina x
tempo de resfriamento), para a caracteristica motilidade
espermatica retilinea progressiva, revelou que existe uma
concentragcdo adequada de adenosina para a obtengdo de uma
melhor motilidade em cada tempo de resfriamento (4, 8, 12 e
16 horas), demonstrado pelo efeito quadratico encontrado da
motilidade em fungdo das concentracfes do nucleosideo
(Figura 3).

Observou-se um efeito protetivo da adenosina sobre a
integridade  estrutural da membrana plasmatica dos
espermatozoides, evidenciado pelo teste supravital. Este achado
corrobora com Masino et al. (1999) e Almeida et al. (2003). De
acordo com Almeida et al. (2003), a adenosina também
promove recuperacdao neural de lesBes induzidas por espécies
reativas de oxigénio (ROS). Sendo assim, a adicdo deste
nucleosideo purinérgico pode ter funcionado como um
potencial antioxidante, melhorando a qualidade espermatica.

Alguns autores (Aitken, 1995; Ball et al, 2001) afirmam
que espermatozoides morfoldgica ou funcionalmente anormais
sdo os principais geradores de ROS, em relagdo aos normais.
Apesar dos valores registrados neste estudo (25,76 % de

espermatozoides anormais) estarem proximos aos limites
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maximos preconizados pelo CBRA (2013), sugere-se que esta
proporcdo pode ter contribuido para o aumento da producao
dos ROS. Desta forma, o tratamento controle (sem adenosina)
apresentou menor viabilidade ao longo dos tempos de
resfriamento, pela possivel auséncia da acdo antioxidante deste
nucleosideo. Silva (2013) registrou baixa proporcdo de células
anormais e ndo observou a acgdo antioxidante significativa com
0 uso do &cido ascorbico adicionado ao sémen de ovinos.

A diminuicdo dos valores medios das varidveis
estudadas ao longo dos tempos de resfriamento pode estar
relacionada com o0 esgotamento das reservas energéticas e
nutricionais presentes no plasma seminal e diluente, bem como
pela diminuicdo do estoque de adenosina. Adicionalmente o
glicerol presente no diluidor base (Andromed ®) pode ter sido
toxico com a prolongada exposicdo dos espermatozoides ao
resfriamento. Esta substancia é classificada como um
crioprotetor penetrante e apesar de promover a protecdo das
estruturas celulares, pode ocasiona efeitos deletérios como
estresse osmdtico, mudangas na organizacdo, fluidez e
permeabilidade da membrana plasmatica e desorganizacdo da
sua composicdo lipidica (Watson, 1995). No intuito de diminuir
os efeitos toxicos do glicerol, alguns autores preferem adicionar
essa substancia apos a solucéo atingir 5 °C, ou seja, diluicdo em

duas etapas (Gil et al., 2003).
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O maior tempo de resfriamento pode ter contribuido
para a formacao de micelas invertidas, denominacéo atribuida a
forma conica que certos fosfolipidios da membrana plasmaética
dos espermatozoides assumem, com base hidrofobica externa e
hidrofilica interna. No momento do aquecimento, este rearranjo
provoca a desestabilizagdo, perturbacdo localizada e perda da
integridade da membrana (Parks e Graham, 1992; Parks, 1997,
Valle e Silva Filho, 2001).

Concluséo

A adenosina contribuiu para a melhoria da integridade
estrutural da membrana dos espermatozoides, bem como
melhorou os pardmetros fisicos do sémen resfriado de ovinos,
principalmente nas concentracdes 0,5 e 0,75 %.

Com relacdo & motilidade dos espermatozoides, 0s
niveis recomendados (maximos) para 0 uso in vitro da
adenosina no sémen resfriado de ovinos, de acordo com a
andlise de regressdo, foram de 0,81 e 1,04 % com 4 horas e 8
horas de resfriamento, respectivamente.

Dentre os tempos de resfriamentos estudados,
recomenda-se o resfriamento até 8 horas a 5 °C,
principalmente, com a adigdo de 0,75 % de adenosina ao
diluente.

Financiamento
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa, intitulado “A¢do de um nucleosideo
purinérgico sobre a motilidade e vigor espermatico em ovinos Santa Inés”, protocolo
n2 037/2017 (CEUA) e 23084.011913/2017-21 (UFRA), sob a responsabilidade do Prof.
Dr. Luiz Fernando de Souza Rodrigues — que envolve a producdo, manuten¢io e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao Filo Chordata, Subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de PESQUISA — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n?
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da
Universidade Federal Rural da Amazénia, em reunido de 29/09/2017.

Vigéncia do projeto 29 de setembro 2017 a 01 de abril de 2018
Espécie/linhagem Ovis aries (ovinos) / Santa Inés

Numero de animais 7 (sete)

Peso/Idade 30a35kg/2a3anos

Sexo 6 machos e 1 fémea

Origem Centro de Pesquisa em Caprinos e Ovinos — CPCOP / UFRA

Belém, 02 de outubro de 2017.

Coordenadora CEUA/UFRA

Av. Tancredo Neves, n2 2501, Bairro Montese, Belém — PA. CEP: 66.077-901 /
Contatos: (1)3210-5165 ceua@ufra.edu.br www.comissao.ufra.edu.br/ceua \:@;@i/
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