Efeito da carnosina na criopreservacao de sémen
de garanhoes com baixa congelabilidade

Giulia Kiyomi Vechiato Kawai’, Joao Diego de Agostini Losano, Carolina Camargo Rocha, Andressa Dalmazzo, Maira Morales Brito,
Bruno Rogério Rui, Maria Augusta Alonso, Camilla Motta, Marcilio Nichi

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo (USP), Sdo Paulo, SP, Brasil

"Autor correspondente
e-mail: gkiyomi@usp.br

Resumo

As espécies reativas de oxigénio sdo fundamentais na fisiologia espermatica. No entanto, um desequilibrio
entre a producdo e a capacidade antioxidante caracteriza o estresse oxidativo. O espermatozoide é
extremamente suscetivel ao estresse oxidativo, dependendo fortemente de compostos presentes no
plasma seminal para a protecdo desta célula contra este evento. No entanto, durante a criopreservagdo do
sémen equino é necessaria a retirada quase total do plasma seminal. Em estudo recente, verificamos que
esta remocdo torna os espermatozoides sensiveis ao subproduto extremamente deletério da peroxidagao
lipidica, o malondialdeido (MDA). Dessa forma, a carnosina, dipeptideo quelante de aldeidos e que esta
presente no plasma seminal, pode ser uma alternativa para prote¢do contra o acimulo do MDA. Assim,
objetivamos avaliar o possivel efeito protetor da carnosina no processo de criopreservacdo espermatica em
amostras de garanhdes com baixa congelabilidade. Para isso, amostras seminais de baixa congelabilidade
(motilidade total pds-descongelagdo < 30%) foram colhidas em duplicata de sete garanhdes (N = 14) da
raca Mangalarga Paulista, com intervalo de sete dias entre colheitas. As amostras foram criopreservadas,
segundo protocolo ji estabelecido, com concentragdes crescentes de carnosina adicionadas ao diluidor
comercial de criopreservacdo (0, 1mM, 50mM e 100mM). Apds a descongelacdo, o padrdo de cinética
espermatica foi determinado pelo Sistema Computadorizado de Analise Espermatica (CASA) e as amostras
foram submetidas as andlises de citometria de fluxo para avaliar a integridade das membranas plasmatica
e acrossomal (Iodeto de Propidio-PI e Pisum sativum conjugada a Isotiocinato de fluoresceina-FITC-PSA),
potencial de membrana mitocondrial (JC-1) e a suscetibilidade da cromatina a denaturagdo acida (SCSA).
Além disso, avaliamos a susceptibilidade do espermatozoide a peroxidacdo lipidica pela mensuracdo das
substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS). Amostras criopreservadas com 50mM de carnosina
apresentaram maior nimero de células com elevado escore de potencial de membrana mitocondrial.
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Apesar de aparentemente ser um efeito positivo, esse escore apresenta uma correlagdo positiva com lesao
de membrana e acrossomo (r = 0,45; p = 0,04). Além disso, observamos também maior suscetibilidade
dos espermatozoides ao estresse oxidativo nestas amostras, a qual correlacionou-se negativamente com
integridade de membranas plasmatica, acrossomal (r = -0,50; p = 0,01) e DNA (r = -0,49; p = 0,02). Estes
resultados mostram que a carnosina 50mM pode ter gerado um possivel comprometimento mitocondrial,
levando ao aumento da susceptibilidade do espermatozoide a peroxidagao lipidica. Esta alteracdo no status
oxidativo torna-se um problema, especialmente pela maior susceptibilidade dos espermatozoides equinos
aos efeitos deletérios do malondialdeido. Um motivo para este efeito seria a afinidade da carnosina em reagir
com agucares intermediarios da glicdlise. Dessa forma, ocorreria uma diminuigdo na producao de piruvato,
importante substrato para o ciclo de Krebs e a fosforilagdo oxidativa. Tal evento poderia levar as disfunc¢oes
mitocondriais com consequente liberacdo de agentes pré-oxidativos. Além disso, a inibicdo da via glicolitica
pode afetar o ciclo das pentoses, levando a diminui¢do da atividade da glutationa peroxidase, importante
enzima antioxidante. Mais estudos sdo necessarios para verificar as causas dos resultados encontrados.
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