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Capitulo |
REVISAO DE LITERATURA

INSEMINACAO ARTIFICIAL DE SUINOS: PROCESSAMENTO DO SEMEN E
ACAO DE ANTIOXIDANTES USADOS NO DILUIDOR

Resumo

A qualidade do sémen é crucial para resultados aceitdveis durante o uso de
biotecnologias como a inseminacdo artificial. Na busca em predizer a capacidade
fecundante dos espermatozoides, pesquisadores tém buscado os melhores testes
laboratoriais e métodos de conservacdo. No tocante, a adicdo de substancias
antioxidante ao diluidor, de acordo com Vvérios estudos, tem demonstrado a finalidade
destas em proteger a célula espermatica contra o estresse oxidativo. A presente revisao
de literatura teve como objetivo abordar alguns pontos sobre a inseminacéo artificial de
suinos, incluindo os aspectos de manipulacdo, analise e conservacao do sémen, além das
vantagens que substancias antioxidantes, como o Trolox, Vitamina C e Glutationa,

podem oferecer durante o armazenamento do sémen.

Palavras-chave: andlise, armazenamento, antioxidantes, espermatozoides, suinos.

Abstract

Semen quality is crucial for acceptable results for the use of biotechnologies such as
artificial insemination. In the quest to predict the fertilizing capacity of sperm,
researchers have sought the best laboratory tests and conservation methods. Regarding
the addition of antioxidant substances to thinner, according to several studies, has
shown the purpose of these to protect sperm cells against oxidative stress. This literature
review aimed to address some points on the artificial insemination of pigs, including
aspects of manipulation, analysis and storage of semen and the benefits that
antioxidants, such as Trolox, Vitamin C and Glutathione can offer during the sperm

storage.

Keywords: analysis, storage, antioxidants, sperm, pigs.
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1. Introducéo
A previsdo da capacidade fecundante do sémen tem grande importancia
econdmica para reproducdo quando a inseminacdo artificial é usada, uma vez que
possibilita a selecdo de machos com bom desempenho reprodutivo. A técnica tem se
mostrado eficiente na difusdo do material genético e garantia do sémen de boa
qualidade em relacdo & monta natural (Bortolozzo et al., 2005). No entanto, Vvarios séo
os procedimentos que devem ser realizados para obtencdo de resultados satisfatorios,

dentre eles, destaca-se a escolha adequada do método de resfriamento a ser utilizado.

A diluicdo e conservacdo do sémen sob refrigeracdo a 15 °C é uma alternativa
que oferece maximizar a capacidade de reproducdo em suinos por diminuir o uso do
mesmo reprodutor, repetidas vezes, dentro de um menor periodo tempo. Para isto, existe
uma grande variedade de diluentes comerciais que séo utilizados nesta espécie, sendo o

BTS, o Androhep® e o0 MR-A® os mais comercializados no mundo (Johnson, 1998).

Conjuntamente ao resfriamento, outro procedimento que auxilia na melhora da
qualidade do sémen manipulado é a adicdo de antioxidantes, tais como: o trolox, a
vitamina C e a glutationa. Varias pesquisas com adi¢do destas substancias tém sido

realizadas com resultados positivos na melhora do indice reprodutivo (Mortimer, 2000).

Neste contexto, o trolox (analogo hidrossolivel da vitamina E), atua como
excelente protetor contra lipoperoxidacéo (Barclay et al., 1995). A vitamina C ou &cido
ascorbico apresenta funcdes basicas para reproducdo, sendo necessaria para sintese de
colageno, sintese de hormdnios e para prevenir ou reduzir a oxidacdo de biomoléculas
(Sebrell et al,. 1967). Ja a Glutationa desempenha um papel fundamental em muitos
processos bioldgicos, incluindo a sintese de proteinas e DNA, transporte de
aminoacidos, e estd envolvida na protecdo contra danos oxidativos nos gametas

masculino e feminino (Luberda, 2005).

As células espermaticas sdo particularmente sensiveis a danos induzidos pelo
excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs), no qual afeta sua qualidade, incluindo
perda irreversivel da motilidade, inibicdo da respiracédo, lesdes ao DNA espermatico e
mitocondrial e perda de enzimas intracelulares, interferindo na capacidade fecundante
(Valenca; Guerra, 2007). Desta forma, a presenga de substancias antioxidantes no
plasma seminal ou a adi¢do ao diluente utilizados no armazenamento do sémen poderia

diminuir os efeitos negativos ocasionados pelas EROs.

11
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Outro fator importante é a escolha do macho para reproducao, especialmente
para inseminacdo artificial, a qual requer a avaliacdo do potencial de sua fertilidade
através da realizacdo de exames clinicos e laboratoriais. Diversos sdo os testes de
avaliacdo seminal, como analise da motilidade e longevidade, concentracdo, morfologia,
viabilidade, integridade da membrana plasmatica e acrossomal. Diante disto, objetivou-
se com essa revisdo de literatura ressaltar alguns pontos sobre a inseminacéo artificial
de suinos, incluindo os aspectos de manipulacéo, anélise e conservagao do sémen, além
das vantagens que substancias antioxidantes, como o Trolox, Vitamina C e Glutationa,

podem oferecer durante o armazenamento do sémen.

2. Revisao de Literatura
2.1 Inseminacdo artificial na cadeia suinicola

A inseminacdo artificial (IA) na espécie suina foi realizada pela primeira vez por
Ivanow na Rdssia no inicio do século XX (lvanow, 1907; 1922). Na década de 1930, o
procedimento foi desenvolvido em granjas da Russia e nos anos seguintes, a pratica da
IA se espalhou para outros paises (EUA e Japdo). Na sequéncia dos estudos realizados
por Chris Polge (1956), a IA foi reintroduzida para a producdo de suinos no Reino
Unido. Somente a partir de 1975 a IA em suinos desenvolveu-se no Brasil, quando
houve um desenvolvimento efetivo com a criacdo de centrais de inseminagao na regido
sul do pais (Rodin e Lipatov 1935; Mckenzie, 1931; Ito et al., 1948).

A inseminacdo artificial é amplamente praticada em paises com producdo
intensiva de suinos. Na Europa Ocidental, mais de 90% das fémeas foram inseminadas
durante mais de duas décadas (Gerrits et al., 2005; Vyt, 2007). O plantel mundial utiliza
a IA como ferramenta de reproducdo com percentual do rebanho inseminado na
América do Norte com 60 a 70%, na América Latina com 30% e a Asia-Pacifica, na
regido da China, com 30 a 35% (Weitze, 2000).

Quando comparado com a monta natural, a A € uma ferramenta muito util para
introduzir genes superiores em rebanhos produtivos, com menor risco de doencas (Maes
et al., 2008). Os ganhos advindos da melhoria genética sdo de extrema importancia, por
adquirir, por exemplo, maior rendimento de carne e, consequentemente, 0 aumento na
bonificacdo da carcaca, melhoria na eficiéncia alimentar, maior ganho de peso e
otimizagcdo do uso das instalacbes, aumento na eficiéncia reprodutiva da granja,
manutencdo de um menor numero de machos, além de permitir que machos

geneticamente superiores produzam descendentes com até 200 matrizes por ano, em vez
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de apenas 20, normalmente servidas via monta natural (Castagna et al., 2001; Favero e
Figueiredo, 2009).

O resultado da IA depende muito da qualidade do sémen e do procedimento da
inseminacdo. O sémen € obtido a partir de reprodutores em granjas ou em centros
especializados em IA. Este ultimo oferece uma diversidade de racas e linhagens
genéticas e distribui sémen pronto para uso e doses de qualidade constante de diferentes
rebanhos. Ha trés aspectos importantes que devem ser considerados. Em primeiro lugar,
apenas sémen de reprodutores saudaveis devem ser usados, animais doentes podem
ejacular sémen contaminados com patdgenos, que poderia, portanto, levar a uma rapida
transmisséo e surtos de doengas em muitos rebanhos comerciais diferentes. O segundo
aspecto importante é a capacidade fecundante das doses de sémen produzidas. O
potencial fecundante de uma dose de sémen € inerentemente ligado a qualidade do
préprio espermatozoide (Tsakmakidis et al., 2010). O exame dos ejaculados é, portanto,
necessario. Um terceiro aspecto importante das centrais de inseminagdo é o processo de
tratamento do sémen (Waberski et al., 2008). Isto ndo sé é importante para garantir uma
presenca microbiana baixa, mais ainda para obter alta qualidade do sémen. O processo
de diluicdo e manuseio, as propriedades do extensor e 0 microambiente para as células
espermaticas podem influenciar a sobrevivéncia e longevidade dos espermatozoides
(Maes et al., 2011).

De acordo com a maioria das estimativas, cerca de 19 milhdes de inseminacgdes
por ano sdo realizadas em todo mundo, dos quais quase a totalidade (99%) ¢ realizada
utilizando sémen suino preservado a uma temperatura de 15-20 °C (Johnson et al.,
2000), mais de 85% destas inseminagOes sdo realizadas no dia seguinte ou no dia da
coleta do sémen. A manutencdo do sémen suino refrigerado tem se mostrado eficiente
para propagacdo do material genético, quando o sémen é adequadamente processado, é
possivel a obtencdo de altos resultados de prenhez e de prolificidade (Bortolozzo et al.,
2005). A maioria dos diluidores, no entanto, permite 0 armazenamento por no maximo
72 horas apés a coleta do sémen. Assim, linhas de pesquisa com diluidores tém sido
desenvolvidas, objetivando o prolongamento do tempo de estoque de sémen resfriado
de trés dias para cinco ou sete dias (Murgas et al., 2001).

Como a IA tem apresentado diversos beneficios para reproducédo de suinos, é
fundamental que pesquisas voltadas para essa biotecnologia em relacdo a diluentes que
possam garantir a conservacdo dos espermatozoides em condic¢des adequadas durante o

tempo de estocagem do sémen, e também a manutengdo da capacidade fecundante do

13
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mesmo apos sua utilizacdo, favorecendo uma fonte de energia, pH adequado e uma
pressdo osmatica ideal, aléem de prevenir o choque térmico e inibir o crescimento

bacteriano, podera favorecer o éxito na utilizagdo da técnica (Vyt et al., 2004).

2.2 Resfriamento da célula espermética suina

Atualmente cerca de 99% das inseminagdes sdo realizadas no mundo
empregando um método de conservagdo. O resfriamento, por exemplo, mantem o sémen
armazenado por um determinado periodo e as temperaturas de manutencdo variam de
acordo com a espécie estudada. O tempo em que o sémen devera ser utilizado apos a
refrigeracdo depende da qualidade espermatica inicial, da temperatura de conservacao
adequada para cada espécie e do diluente empregado (Silva et al., 2002; Severo, 2009).

O sémen resfriado permite maior flexibilidade de uso e mantem um namero de
espermatozoides vidveis por um periodo de tempo maior quando comparado com o
sémen fresco, porém o tempo de processamento € menor, comparado ao sémen
congelado, devido a viabilidade espermatica que comega a diminuir ap6s 72 horas de
armazenamento, independentemente do diluente utilizado (Severo, 2009).

A temperatura de armazenamento do sémen suino é um fator critico para
conseguir manter a qualidade do sémen ideal até sua utilizacdo. O espermatozoide suino
é uma das células mais sensiveis a flutuacfes de temperatura quando comparado aos de
outras espécies (Corréa et al., 2001). Vérios fatores podem estar envolvidos na
susceptibilidade desses espermatozoides ao choque térmico, merecendo énfase a forma
da cabeca, a composicdo quimica da membrana e a temperatura de fase de transicédo
(Watson e Plummer, 1985; Darin-Bennett et al., 1975; De Leeuw et al.,1990; Gadella,
1996).

Para manutencdo das doses inseminantes, a temperatura ideal para o sémen
suino varia entre 15° e 18 °C, sendo que queda de temperatura abaixo de 15 °C
normalmente causa choque térmico, que resulta em perda irreversivel da motilidade
espermatica e leses na estrutura das células, consequentemente causa impacto no poder
fecundante do mesmo (Watson, 1996).

Por outro lado, temperatura acima dos 18 °C sao deletérias por ndo reduzirem de
forma eficiente o metabolismo dos espermatozoides, facilitando a multiplicacdo de
bactérias, que tem uma acdo negativa sobre a qualidade do sémen (Scheid, 2003). O

armazenamento a 15 °C é o mais utilizado tanto em Centros de Inseminagédo Artificial e

14
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em granjas de suinos. No Instituto de Investigacdo Zootécnica experimentos tém sido
bem sucedidos usando o diluidor BTS, mantendo assim, espermatozoides viaveis a 17
°C durante 5 dias, com uma taxa de prenhez, em muitos casos superiores a 80%
(Fuentes, 2000).

Os principais danos celulares induzidos pela refrigeracdo incluem alteracdes
morfolégicas como ruptura da membrana plasmatica (principal estrutura afetada durante
a refrigeracdo), lesdes nas mitocondrias e degeneracdo acrossomal (De Leeuw et al.,
1990). Desta forma, qualquer dano ocorrido no acrossoma pode inibir a capacidade
fecundante da célula espermatica (Woelders, 1991), uma vez que, ejaculados suinos
com elevado percentual de acrossomas anormais tém mostrado reduzida fertilidade
(Pursel et al., 1972).

A perda das propriedades de seletividade da membrana permeavel é um dos
fatores que ocorre mais precocemente durante o processo de refrigeracdo (Quinn et al.,
1980), e esta associada com as fases de transicdo de lipideos da membrana devido ao
choque térmico (Watson, 1995; 1981a; Drobnis et al., 1993). Esta perda de seletividade
pode ser observada por coloracdo intracelular, incapaz de atravessar a membrana
quando esté intacta (Medeiros et al., 2002). No suino, os danos da membrana plasmatica
dos espermatozoides estdo associados a criopreservacao, atribuidas para o resfriamento
da célula para 5 °C, em vez do processo de congelagcdo-descongelacdo (Maxwell e
Johnson, 1997). No touro, a diluicdo e resfriamento a 5 °C causa edema no acrossoma
em 50% dos espermatozoides (Jones e Stewart, 1979). A atividade respiratoria do
espermatozoide diminui, assim como a glicélise, o que provoca uma reducdo nos niveis
de ATP e, portanto, a perda de motilidade. Além disso, o0 DNA é submetido a
degeneracdo. As alteragdes bioquimicas das células espermaticas sdo causadas,
principalmente, pela perda de seletividade da membrana e a perda de enzimas e
fosfolipidios (De Leeuw et al., 1990).

Hoje criadores de suinos devem ser eficientes para permanecer em um mercado
altamente competitivo. O sucesso depende da convergéncia entre dedicacao,
treinamento e observacdo rigorosa de todos os detalhes. O sucesso da aplicacdo da
inseminacdo artificial requer um elevado processamento do sémen de alto padréo, além
de determinar 0 momento adequado para a insemina¢do e um bom treinamento do
técnico. O sémen deve ser obtido, classificado, diluido e cuidadosamente armazenado.
A manipulacdo do sémen é crucial, desde sua coleta até a inseminagdo (Simm et al.,
1993).
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2.3 Diluidores

Os espermatozoides ndo sobrevivem por muito tempo no sémen in natura,
mesmo se conservados em temperaturas mais baixas. Por essa razdo adicionam-se 0s
diluidores, onde sdo definidos como uma solucdo aquosa utilizada para aumentar o
volume do ejaculado de modo a produzir o numero de doses desejado. Tal
procedimento precisa ser realizado enquanto as caracteristicas funcionais das células
espermaticas estdo preservadas, de modo a garantir adequada taxa de fertilidade das
fémeas que serdo inseminadas (Gadea, 2003).

A diluicdo e conservacdo do sémen em refrigeracdo é uma alternativa que
oferece maximizar a capacidade de reproducdo, sendo obtido desta forma um maior
namero de leitBes por reprodutor durante a vida produtiva. Para isso, o diluente deve
fornecer os nutrientes necessarios para a manutencdo da célula espermatica em relacao a
condicdo metabdlica (glicose), a protecdo contra o choque térmico (BSA), controlar o
pH do meio (bicarbonato, Tris, HEPES), pressdo osmotica (NaCl, KCI), inibicdo do
crescimento microbiano (antibiéticos), bem como proporcionar a estabilidade dos
sistemas enzimaticos e a integridade da membrana plasmatica (Rueda et al., 2009;
Picket e Amann 1987).

Existe uma grande variedade de diluentes comerciais para sémen suino.
Atualmente existem no mercado duas categorias de diluidores: os de longa duracdo, que
prolongam a vida dos espermatozoides por cinco ou mais dias e 0s de curta duracao, que
preservam a viabilidade espermatica por até trés dias (Bortolozzo et al., 2005). O BTS,
0 Androhep® e 0 MR-A® sdo os diluentes mais utilizados no mundo (Johnson, 1998).

Diluentes comerciais utilizados foram modificados a fim de obter alta
capacidade fecundante do sémen em processos de inseminacdo artificial. Caracteristicas
como volume total, concentracdo e motilidade sdo indicadores utilizados para avaliar a
qualidade do sémen e a sua resposta a manipulacéo (Acosta et al., 2008), em particular a
motilidade devido a sua associagdo com o numero total de leitdes nascidos (Gadea et al.,
2004).

Hernandez e Cruz (2004) e Paulenz et al., (2000) relataram perdas elevadas na
motilidade do ejaculado suino em resposta ao tempo de conservacdo em diluentes
Beltsville Thawing Solution (BTS) as 72 horas (19%). Del Toro et al (1996),
encontraram percentuais de paricdo de 75 e 80% em suinos que receberam a dose de
sémen preparado com diluente Kiev preservado por até 72 h. De acordo com Ochoa et

al (2008), a motilidade dos ejaculados suinos diluido com Androhep®, Bitschwiler,
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MRA® e Reading (Modena®) foi significativamente maior para os ejaculados

preservados no diluente Reading com relacéo ao tempo de conservagéo de 120 h.

2.4 Avaliacdo do sémen

Ao escolher um macho para reproducédo, especialmente para IA, é imperativo
avaliar o potencial de sua fertilidade através da realizagdo de exames clinicos e
laboratoriais. A avaliacdo in vitro do sémen, complementar ao exame clinico, é de alto
valor diagnostico para avaliacdo testicular e funcédo do epididimo, e/ou do trato genital
do macho, permitindo a eliminacdo de casos 6bvios de infertilidade, ou potencial de
subfertilidade (Martin Rillo et al., 1996; Rodriguez-Martinez 2003; Saacke 2008).

Da mesma forma, o grau de normalidade do sémen, antes de ser processado para
a IA pode ser analisado. A analise do sémen rotineiramente inclui uma avaliacdo
imediata do volume, aparéncia (isto €, cor, contaminacdo, etc.), concentracdo e
motilidade espermética, bem como a determinacéo posterior da morfologia espermatica
e a presenca de células estranhas. Além da viabilidade, integridade da membrana
plasmatica e acrossomal (Januskauskas et al., 1996; Martin Rillo et al, 1996; Correa et
al., 1997; Rodriguez-Martinez 2003).

2.4.1 Motilidade

A motilidade ¢é considerada o critério mais importante na avaliacdo da fertilidade
do reprodutor, o objeto de sua estimativa é determinar a propor¢do de espermatozoides
moveis em relacdo ao total de células de um determinado campo do microscopio
(Bortolozzo et al., 2005). A motilidade dos espermatozoides € um fator critico no
processo de interacdo dos gametas, uma diminuicdo na velocidade e na propor¢do de
células moveis progressiva reflete dano a célula, que pode reduzir as possibilidades de
fecundacdo. Motilidade e velocidade espermatica mostram dois aspectos distintos na
atividade flagelar, mas ambos dependem da fungdo do axonema, portanto, se espera
uma correlacdo entre estes parametros (Kjaestad et al., 1993).

A avaliacdo visual da motilidade com microscépio de luz continua sendo um
método aceitdvel e € preferido nos centros de IA em relacdo a outros métodos,
principalmente por razbes econdmicas. No entanto, a avaliacdo visual, embora
consistente, realizada pelo mesmo técnico (Vyt et al., 2004b), requer treinamento
especial e hd uma grande variabilidade entre técnicos (Rijsselaere et al., 2003; Vyt et al.,
2004b; Tejerina et al., 2008).
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Como espermatozoides de suinos mostram uma percentagem mais elevada de
movimento circular do que as de outras espécies, exceto garanhdes, recomenda-se
estimar as diferentes formas de motilidade, incluindo proporc¢des de espermatozoides
progressivos. Estimativas realizadas por microscopia de contraste de fase dentro de 20-
30 min de diluicdo ndo pode ser integrado facilmente em processos de producdo. O
sémen suino armazenado deve ser examinado regularmente e valores de motilidade

acima de 60% devem ser considerados satisfatérios (Johnson et al., 2000).

2.4.2 Volume e Concentracao

O volume é medido por pesagem rotineiramente ap6s a ejaculacéo considerando
1 grama igual a 1 mL. Doses prontas para usar na A sdo fornecidas em tubos de 80-100
mL contendo aproximadamente 3 x 10° espermatozoides (Martin-Rillo et al., 1996; Alm
et al., 2006). A variacdo na concentracdo entre racas e individuos é evidente e deve ser
considerado quando se prepara doses de sémen (Johnson et al., 2000; Kommisrud et al.,
2002).

O nlmero de espermatozoides deve ser adaptado de acordo com as
caracteristicas morfologicas ou motilidade e admite-se geralmente que uma dose fértil
deve conter, pelo menos, 2-3 x 10° espermatozoides (Martin-Rillo et al., 1996, Alm et
al., 2006) . No entanto, para maximizar a producéo de doses de sémen, centrais de IA
tendem a diluir os ejaculados, tanto quanto possivel para fins econémicos evidentes
(Vyt et al., 2007a). Pesquisas efetuadas durante os Gltimos anos tém centrado na
reducdo do nuimero de espermatozoides por dose, sem comprometer os resultados de
fertilidade. Usando inseminacdo intrauterina, os resultados aceitaveis de fertilidade
foram obtidos com doses de 1 x 10° espermatozoides (Roca et al., 2003; Roca et al.,
2011).

O hemocitdmetro tem sido referido como o "padréo ouro” para avaliar 0 numero
de espermatozoides (Christensen et al., 2005; Kuster 2005; Prathalingam et al., 2006).
No entanto, o equipamento é lento, e varias medidas de cada amostra sdo necessarias
para obter-se um resultado exato (Evenson et al., 1993; Prathalingam et al., 2006). A
utilizacdo de um espectrofotdmetro é provavelmente o método mais comum usado pelas
estacOes de 1A para a avaliacdo da concentracdo de espermatozoides (Woelders 1991;
Evenson et al., 1993).
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2.4.3 Morfologia e vitalidade

Anormalidades morfoldgicas dos espermatozoides podem ter um impacto
negativo sobre a fecundacgéo e desenvolvimento embrionario (Walters et al., 2005a;
Saacke 2008). Sémen de suinos com baixa incidéncia de espermatozoides
morfologicamente anormais resultara em menores taxas de prenhez e reducdo da
ninhada quando utilizado para inseminacéo (Almet al., 2006; Tsakmakidis et al., 2010)
e a morfologia deve, portanto, ser analisada para identificar subfertilidade do
reprodutor.

Defeitos morfoldgicos espermaticos sdo normalmente classificados como
maiores ou menores. O primeiro grupo compreende as anormalidades na forma da
cabeca as quais danificam o material genético ou anormalidades da mitocondria que
prejudica a funcdo dos flagelos, sendo relacionado com a infertilidade. As gotas
citoplasmaticas distais, anomalias morfoldgicas adquiridas por manuseio inadequado de
sémen (por exemplo, caudas enroladas) sdo consideradas como defeitos menores,
também pode causar infertilidade, mas é menos provavel, pode haver fertilizacéo.
Defeitos menores podem ser compensados com o0 aumento do numero de
espermatozoides por dose (Donadeu, 2004).

Um exame morfolégico completo é recomendado quando suinos sdo
introduzidos na estacdo de IA e durante exames de rotina regulares subsequentes
(Johnson et al., 2000; Al-Makhzoomi et al.,, 2008). A percentagem de goticulas
citoplasmaticas em ejaculados suinos utilizadas para IA ndo deve exceder 15%,
especialmente quando o sémen armazenado é usado. Além da incidéncia de goticulas
citoplasmatica, a percentagem de outras alteracbes morfoldgicas ndo deve exceder 20%
(Johnson et al., 2000).

A integridade da membrana é um indicador da vitalidade do sémen e €
necessaria para manter a funcdo espermatica. Muitos procedimentos de manuseio, como
diluicdo ou armazenamento em baixas temperaturas, tanto para armazenamento do
fluido e para criopreservacdo, pode danificar a membrana espermatica prejudicando a
fertilidade. Portanto, € imperativo avaliar este parametro para estimar os efeitos na
fertilidade e armazenamento do sémen suino (Leahy e Gadella, 2011; Waberski et al.,
2011a).

2.4.4 Integridade da membrana plasmatica
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A membrana espermatica é uma estrutura dinamica e participa do
reconhecimento e transporte de moléculas. Estas funcbes permitem o espermatozoide
adaptar o seu metabolismo para 0 meio circundante, fornecendo, assim, um sistema
molecular para o reconhecimento do oécito (Hammerstedt et al., 1990). A avaliacdo da
integridade da membrana é uma importante informacdo da fertilidade do macho. Além
disso, esta integridade ndo é s6 essencial para o metabolismo do espermatozoide, mas
também para adequada capacitacdo e reacdo acrossdmica (Jeyendran et al., 1984;
Yanagimachi, 1993).

O teste hiposmético (HOST) foi desenvolvido para avaliar a funcionalidade da
membrana de espermatozoides e é recomendado como um indicador adicional de
fertilidade por ser econémico e de facil manejo (Correa et al., 1994). O teste
hiposmético consiste em submeter o espermatozoide a uma pressdao osmotica inferior a
fisiolégica, fazendo com que uma entrada de agua na célula, numa tentativa de
equilibrar a pressdo osmotica interna para 0 ambiente externo. Para que essa resposta
ocorra, a membrana plasmatica deve estar integra e 0s mecanismos de troca de fluidos
funcionando corretamente. A entrada de agua para estas células provoca inchago e
enrolamento da cauda. As células com a membrana fisica ou funcionalmente danificada
ndo ocorrem mudancas na forma da cauda (Perez-Llano et al., 1999). Este teste foi
aplicado no sémen de homens (Zaneveld e Jeyendran 1990), touros (Correa et al.,
1997), cdes (Caiza et al., 1997), equinos (Perez-Llano et al., 1998) e suinos (Correa et
al., 1994). Em suinos, se a pressdo osmotica € demasiadamente baixa, a membrana
plasméatica se rompe e a cauda reaparece reta, o que seria confundido com um

espermatozoide ainda néo reagido (Correa et al., 1994).

2.4.5 Integridade do acrosoma

Um acrossoma intacto € necessario para a penetracdo do od6cito e, por
conseguinte, a sua integridade é considerado essencial para uma boa capacidade
fecundante. Durante o processo de diluigéo, resfriamento e congelamento a membrana
plasmética da cabeca dos espermatozoides é particularmente afetada, e também a
membrana das mitocondrias, do flagelo e do acrossoma (Hammerstedt et al., 1990).
Estes dados sdo significativos, considerando que acrossoma contém enzimas que
desenvolvem um papel crucial na penetracdo da zona pellcida e nos mecanismos
celulares (Bedford, 1970). A desintegracdo do acrossoma derivado da refrigeracdo e do

congelamento provavelmente é capaz de afetar a capacidade de fecundacdo do
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espermatozoide (Watson, 1975b). A reacdo do acrossoma ocorre apds a exposicdo a
condicbes ambientais do local da fecundagdo ou apds a ligacdo especifica do
espermatozoide a zona pellcida (DenDaas, 1992) de modo que a percentagem de
células com acrossoma intacto estejam aptas para exibir a reacdo acrossomal apds
estimulacdo adequada, sendo uma importante caracteristica seminal (De Leeuw et al.,
1991). Portanto, € necessério avaliar corretamente o0 estado acrossomal.

A integridade do acrossoma pode ser avaliada utilizando corantes vitais, como
Giemsa- Azul de Tripan e por meio de sondas fluorescentes, avaliado pelo padrao de
coloracéo das células espermaticas observadas por microscopia de fluorescéncia ou por
meio de citometria de fluxo. Uma técnica de marcagdo tripla que permite avaliar a
integridade da membrana e do acrossoma em conjunto com a fungdo mitocondrial foi
testado em sémen de suino com bons resultados (de Andrade et al., 2007). A
combinacdo com a coloracdo vital e citometria de fluxo permite contar um grande
namero de particulas, porém esta propenso a perder estimativas (Petrunkina e Harrison,
2010).

2.5 Efeito das Espécies Reativas ao Oxigénio (EROs) e estresse oxidativo sobre

0 sémen

As espécies reativas ao oxigénio (EROs), também conhecidos como oxidantes,
sdo radicais produzidos por sistemas bioldgicos aerdbicos. O oxigénio € o elemento
fundamental para sobrevivéncia das células em condicGes aerdbias, mas seus
metabdlitos como as EROs, podem modificar as funcbes celulares. Por isso, a EROs
deve ser continuamente inativada para que apenas uma pequena quantidade necessaria
mantenha a funcdo normal da célula (Jorddo Junior et al., 1998).

O estresse oxidativo surge como consequéncia do desequilibrio entre os
processos bioguimicos que conduzem a producdo excessiva de EROs e mecanismos de
defesa antioxidante com deficiéncia (Sayre et al., 2008). Propde-se que 0 estresse
oxidativo ocasiona uma série de patologias que, atualmente, possam afligir a funcéo
reprodutiva (Sharma e Agarwal, 1996). A geracdo de EROs tornou-se uma preocupacao
real por causa de seus potenciais efeitos tdxicos em niveis elevados de qualidade e
fungéo espermatica.

A ideia de que quantidades limitadas de EROs pode intervir de uma forma

fisiologica na regulacéo de algumas funcgdes do sémen foi evocada pela primeira vez em
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um estudo realizado por Aitken et al., (1994). Esses pesquisadores descobriram que
baixos niveis de EROs pode melhorar a capacidade dos espermatozoides humanos se
ligarem a zona pelucida, um efeito que foi revertido pelo uso da vitamina E. Outros
estudos relataram que a incubacdo de espermatozoides com baixa concentracdo de
peréxido de hidrogénio (H202) estimula a capacitacdo espermatica, hiperativacao,
reacdo acrossomal e fusdo com odcito (de Lamirande, 1993). Outras espécies reativas
de oxigénio, exceto o H202, tais como o radical hidroxila (OH") e radical anion
superdxido (O,) também mostrou promover a capacitacdo do espermatozoide e reagédo
acrossomal (Zine et al., 1996).

As células espermaticas sdo particularmente sensiveis a danos induzidos pelo
estresse oxidativo devido as suas membranas plasmaticas conterem grandes quantidades
de &cidos graxos polinsaturados e o seu citoplasma contém baixas concentracdes de
enzimas de defesa (Cerolini et al., 2000; Sikka, 2004). Isto tem sido relatado no
congelamento de espermatozoide humano (Alvarez e Storey, 1995), touro (O'Flaherty et
al., 1997) e do rato (Mazur et al., 2000) que esta associado ao nivel de EROs e estresse
oxidativo. Além disso, no processo de congelamento e descongelamento de sémen
bovino a formacdo de EROs pode gerar danos no DNA, alteracbes do citoesqueleto,
inibicdo da fusdo espermatozoide-odcito, além de afetar o axonema, o qual influencia na
motilidade dos espermatozoides (Chatterjee et al., 2001; Lopes 1998; Hinshaw et al.,
1986; Aitken et al., 1989).

Estudos relatados por Macleod (1943) resultou em toxicidade ao sémen humano
apos exposicao a elevada concentracdo de oxigénio, com perda da motilidade devido a
ocorréncia da peroxidacao lipidica. Os efeitos desta reacdo incluem perda irreversivel da
motilidade, inibicdo da respiracdo e lesdes no DNA espermatico, e perda de enzimas
intracelulares, interferindo na capacidade fecundante do espermatozoide (White, 1993;
Valenga; Guerra, 2007).

2.6 Antioxidantes

Com objetivo de contrariar um possivel dano significativo a célula devido a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), os antioxidantes regulam a
formagdo ou controlam a acdo das EROs, permitindo atingir um equilibrio entre
formacéo de oxidantes benéficos e estresse oxidativo prejudicial (Kefer et al., 2009).
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Por definicdo, os antioxidantes sdo substancias formadas por vitaminas,
minerais, enzimas, pigmentos naturais e outros compostos vegetais, cuja principal
funcdo ¢é inibir a oxidagao de outras substancias (Stedman, 2003). Existem dois sistemas
de defesa, os antioxidantes enzimaticos, conhecidos como 0s naturais, que agem na
prevencdo dos danos as estruturas celulares constituidos por superoxido dismutase
(SOD); catalase (CAT), peroxirredoxinas (Prx), glutationa (GSH), glutationa redutase
(GR) e glutationa peroxidase (GPx). Os antioxidantes ndo enzimaticos, conhecidos
como sintéticos ou suplementos da dieta, participam bloqueando a acdo dos radicais
livres. Faz parte do sistema um grande numero de compostos de baixo peso molecular,
incluindo o &cido ascérbico, o tocoferol, diferentes compostos de selénio, ubiquinonas
(coenzima Q), acido urico, acido oa-lipoico, albumina, taurinas, hipotaurinas, (Maia,
2006; Nordberg e Arnér, 2001; Lima-Verde et al., 2007; Tatone et al., 2010).

O espermatozoide apresenta naturalmente um sistema de antioxidante intra e
extracelulares, responsaveis por combater o estresse oxidativo e a lipoperoxidacao,
importantes em preservar a motilidade e a habilidade dos espermatozoides de sofrerem
capacitacdo e reacdo do acrossoma (Guerra et al., 2004). Durante o periodo de
maturacdo, o espermatozoide perde a maior parte de seu citoplasma, sendo desta forma
privado de uma fragdo de antioxidantes endogenos, tornando-o vulneravel a acéo das
EROs, assim ficam dependendo da protecdo do plasma seminal, o qual contem também
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, que confere a forma de protecdo mais
utilizada pelos espermatozoides contra as EROs (Carvalho et al., 2002; Saleh e
Agarwal, 2002; Sikka, 2004).

Contudo, durante o processamento do sémen destinado ao armazenamento,
ocorre um comprometimento da capacidade protetora a partir da reducdo da
concentracdo de antioxidantes presentes no ejaculado apés a diluicdo ou remocdo do
plasma seminal (Sarlos et al., 2002; Guerra et al., 2004). A fim de melhorar a qualidade
do sémen, diversas pesquisas com adicdo de antioxidantes aos diluidores de preparacéo,
manutencdo e criopreservacdo tém sido desenvolvidas em diferentes espécies com

objetivo de amenizar o estresse oxidativo do sémen (Mortimer, 2000).

2.6.1 Trolox
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As vitaminas foram classificadas de acordo com a solubilidade, sendo
lipossollveis (vitaminas A, D, E, K) e hidrossolUveis (vitaminas presentes no complexo
B e vitamina C) (Feltre, 2005). A vitamina E € um grupo de tocoferois e tocotriendis
derivados de componentes presentes nos vegetais, sendo que apenas oito moléculas
naturais revelam atividade antioxidante, quatro tocoferois (a, B, vy, 0) e quatro
tocotrienois (a, P, v, 8) (Brigelius-flohé & Traber, 1999; Halliwell & Gutteridge, 1999).

A vitamina E atua em lipidios e proteinas de baixa densidade presentes na
membrana plasmatica, conferindo protecdo estrutural @ membrana da acdo dos
oxidantes (Kagan et al.,1992). Considerando a localizagdo do a-tocoferol nas
membranas subcelulares, acredita-se que ela remova principalmente o anion superoxido,
gerado por enzimas ligadoras de membrana que participam na oxidacdo bioldgica
(Nishikimi e Machlin, 1975). Conhecida também como principal antioxidante lipofilico
que protege os acidos graxos polisaturados dos tecidos contra a peroxidacdo (Halliwell
& Gutteridge, 1999).

Diversos estudos com adi¢do de vitamina E na alimentacdo de humanos e
animais tem sido realizados com resultados positivos na melhora do indice reprodutivo.
Devido aos efeitos benéficos da suplementacdo com esta vitamina, surge o interesse em
adicionar tal composto ao diluente na preservacdo de espermatozoides, porém a
natureza lipidica deste antioxidante dificultava sua dissolucdo em meios aquosos
comumente utilizados. Assim foi desenvolvido o Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil
croman-2-acido carboxilico), andlogo hidrossolivel da Vitamina E, sintetizado por
Scott e sua equipe em 1974 e indicado como antioxidante para a preservacao de 6leos e
gorduras tanto animal quanto vegetal, apresentando sua acéo antioxidante mais elevada
que a do a e y- tocoferol ( Scott et al., 1974; Cort et al., 1975).

Sua estrutura ¢ composta por um nucleo ‘“croman”, semelhante ao do a-

tocoferol, e um grupo acido carboxilico no carbono 2 ( figural).

CHy CH,
HO CH, GCH;  CH, HO
: oy . COOH
H4C on CH; HyC CH
CH, 3 CH, 3
Vitamin E Trolox

Figura 1: Estrutura molecular da Vitamina E e do Trolox. Fonte: Rezk et al., (2004)
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Segundo Barclay et al., (1995) o Trolox apresenta vantagem em relagao a outros
antioxidantes que s&o apenas lipossoluveis, como a - tocoferol. Devido a sua estrutura
cromanol que Ihe d& atividade antioxidante e ao grupo carboxila, que tem moderado
efeito hidrossoluvel, o Trolox é distribuido em ambas as fases da bicamada de lipidios
das biomembranas, tornando-se um excelente protetor contra a lipoperoxidacéo. Apesar
disso, o trolox pode ser adicionado diretamente a membrana lipidica (sistema intacto)
sem a necessidade de solventes ou outros méetodos de extracdo. Isto o torna conveniente
para estudos em sistemas biologicos naturais.

Portanto, a acdo desse antioxidante sobre a qualidade espermatica vem sendo
analisado em varias pesquisas. Experimentos realizados por Pefia et al. (2003) avaliando
a adicdo de Trolox a fracGes rica e pobre de ejaculados de reprodutores suinos, obteve
aumento significativo na motilidade e velocidade espermatica, reducao de células com
movimento circular e desvio lateral de cabeca, aumento no nimero de espermatozoides
com elevada atividade mitocondrial e efeitos preventivos maiores nas fragdes pobres em
espermatozoides. Isto pode ter ocorrido tanto pela variagdo da composi¢do do plasma

seminal entre as duas fracdes quanto pela variacdo da populacdo espermatica.

2.6.2 VitaminaC

A vitamina C, também denominada de &cido ascérbico ou ascorbato é uma
vitamina hidrossoltvel encontrado no liquido extracelular com acdo antioxidante

(Eichner, 1994). Possui formula quimica CSHSO6 (Figura 2).

H
HO D 0

HO OH

Figura 2: Estrutura molecular do acido ascérbico. Fonte: Fiorucci, (2003).

O é&cido ascorbico é um componente essencial na dieta dos seres humanos e de
uma pequena gama de outros mamiferos. Tem sido associado com a fertilidade durante
muitos anos e pode ter significado evolutivo (Millar, 1992), mas o seu papel fisioldgico

preciso na reproducdo tem sido incerto. Dados recentes sugerem que o acido ascérbico
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tem funcdes definidas na secrecdo do hormonio, protecdo de gametas e remodelagéo do
tecido gonadal. Seus efeitos podem ser, portanto, explicados por mecanismos celulares
e bioquimicos analogos aos aplicaveis em outros tecidos. Esta analise sugere que o
acido ascorbico deve ser considerado como um bioguimico essencial no processo de
reproducdo e como um fator potencialmente importante na fertilidade (Davis et al.,
1991; Franceschi et al., 1992).

O 4cido ascorbico tem trés acOes bioldgicas de particular relevancia para a
reproducdo, cada uma dependente de seu papel como agente redutor: € necessario para a
biossintese de colageno, para a biossintese de esteroides e horménios peptidicos, e para
prevenir ou reduzir a oxidagao de biomoléculas. As propriedades antioxidantes do acido
ascorbico que protegem os tecidos de espécies reativas de oxigénio sdao O,, OH", H,O,,
0O,, OCI’, NO, e complexos metalicos de oxigénio. Estes radicais podem ser prejudiciais
para DNA, proteinas, carboidratos, lipidios, membranas bioldgicas e, por vezes, com

consequéncias patoldgicas (Sebrell et al., 1967).

Os primeiros estudos relataram efeitos diretos da deficiéncia de &cido ascorbico
na fertilidade masculina, em animais de laboratdrio e em espécies domésticas. Baixos
niveis de acido ascérbico no sémen bovino foram associados com o0 mau desempenho
reprodutivo, enquanto cobaias sofreram degeneracdo do epitélio germinativo testicular
(Luck, 1994). Em coelhos, verificaram que este antioxidante reduziu significativamente
as concentracdes de radicais livres e aumentou a atividade de enzimas antioxidantes
(GST, SOD e CAT) em comparagdo com animais ndo tratados. Estes estudos sugerem
que o acido ascorbico afeta tanto a integridade da estrutura quanto a funcionalidade
espermatica (Yousef et al., 2007).

ConcentragOes baixas ou deficientes de ascorbato tém sido associadas com baixa
contagem espermatica, aumento do nimero de espermatozoides anormais, redugdo da
motilidade e aglutinacdo (Dawson et al., 1990). A adicdo de acido ascorbico para o
meio crioprotetor reduz o estresse oxidativo e aumenta a motilidade dos

espermatozoides (Hua et al., 2010).

2.6.3 Glutationa

A Glutationa (y-glutamylcysteinylglycine) é o mais abundante tiol ndo proteico

distribuido nas celulas, conferindo protecdo contra as toxinas exdgenas e enddgenas,
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incluindo as espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio
(ERNs). O nucleo do residuo cistenilglicina da Glutationa esta envolvido na sua fungéo
como antioxidante, mais especificamente como um redutor intracelular, sendo capaz,
por exemplo, de reagir com um elétron ndo pareado de um radical livre. Esta substancia
¢ habil em inativar diretamente EROs como O, e OH" (Jorddo Junior et al., 1998),
exercendo um importante papel na desintoxicacdo e antioxidagdo dos compostos
enddgenos, bem como na manutencdo do status redox intracelular (Luberda, 2005).

Por ser um tripeptideo linear, a Glutationa (Figura 3) € constituida por
aminoacidos como o &cido glutamico, cisteina e glicina, sendo o grupo tiol da cisteina o
local ativo responsavel pelas suas propriedades bioquimicas. A GSH é a forma reduzida
da glutationa, sendo o grupo sulfidrila (SH), um nucleéfilo forte, responsavel pela

protecao da célula contra o estresse oxidativo (Luberda, 2005).

ligagc&do peptidica -y
k

[
1

90’2 "

.S . H 9
HSNWN\H\NACDE
H
© SH
GSH

Figura 3: Estrutura da Glutationa

A GSH esta distribuida em todo organismo animal, presente na maioria das
celulas em concentragdes de 1 a 8 mM, geralmente, em sua maior quantidade no figado.
Desempenha um papel fundamental em muitos processos bioldgicos, incluindo a sintese
de proteinas e DNA e o transporte de aminoacidos, exerce protecdo das células contra a
oxidacdo. Nas células germinativas participa dos eventos de maturacdo do odcito,
fertilizacdo e pré-implantacdo do embrido. A Glutationa esta envolvida na protecéo
contra danos oxidativos nos gametas masculino e feminino (Luberda, 2005).

A distribuicdo da glutationa no sistema reprodutor masculino é diferenciada de
acordo com a espécie estudada. No espermatozoide, é encontrada em maiores
concentracdes na peca intermediaria e pouca quantidade no plasma seminal (Knapen et
al., 1999). No entanto, o processo de criopreservacao estabelece significante reducdo da

Glutationa no sémen de diversas espécies (Gadea et al., 2007). Segundo Raijmakers et
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al., (2003), a concentracdo da Glutationa no plasma seminal € determinante para a
fertilidade, uma vez que a diminuicdo das concentracdes deste tiol estad associada a

subfertilidade ou mesmo a infertilidade masculina.

3. Consideragdes finais

A escolha do macho, um manejo adequado, diluentes de boa qualidade e
métodos eficazes de andlise da viabilidade de células espermaéticas sdo de fundamental
importancia para oferecer doses de sémen viaveis para 0 uso posterior na inseminagao
artificial em granjas suinicolas e melhorar a rentabilidade. Por conseguinte, torna-se
necessaria a realizagdo de estudos aprofundados com a adicdo de substancias
antioxidantes ao meio diluidor, para que haja consenso no tipo e dosagem a ser utilizado
a fim de oferecer protecdo a ceélula e prolongar a capacidade fecundante do
espermatozoide durante os dias de conservacao, fator este limitante para aplicacdo da

técnica em maior escala.
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Capitulo 11

VIABILIDADE DO SEMEN SUINO RESFRIADO A 15 °C ADICIONADO DE
ANTIOXIDANTES

Resumo

Os antioxidantes sdo importantes para preservar as células contra danos oxidativos.
Diante disto, objetivou-se avaliar as caracteristicas do sémen suino resfriado a 15°C
adicionado de antioxidantes: Vitamina C, Trolox e Gluationa ao diluente. O sémen de
seis reprodutores foi coletado por meio da técnica da mdo enluvada utilizando
manequim fixo. Foi acrescentado ao diluidor MR- A®: 200 uM/mL de Vitamina C, 200
puM/mL de Trolox e 2,5 mM/mL de Glutationa e um grupo controle, totalizando quatro
tratamentos iniciais. No laboratério as amostras foram submetidas aos testes de
motilidade e vigor, teste de eosina-nigrosina, teste de reagcdo acrossomal Giemsa-Azul
de tripan e teste hiposmético (HOST) durante o periodo de conservacdo (DO a D3).
Apbs 30 h de armazenamento, cada tratamento foi dividido, sendo adicionado mais uma
concentracdo de Vitamina C, Trolox e Glutationa, no respectivo tratamento, totalizando
sete tratamentos finais. Dos antioxidantes testados observou-se que a Glutationa
apresentou melhor reposta a partir das primeiras 24 h em relacdo ao grupo controle
sobre a motilidade espermatica, porém ndo houve diferenca (p>0,05) entre os
tratamentos quanto ao vigor espermatico. Para o teste eosina-nigrosina, ndo houve
diferenca (p>0,05) entre tratamentos dentro de tempo. Sobre o teste HOST, a adicéo de
antioxidantes ao diluidor ndo influenciou a integridade da membrana plasmatica.
Quanto ao teste Giemsa/Azul de trypan, o tratamento com a Glutationa apresentou
maior nimero de espermatozoides vivos com a preservacdo do acrossoma em relagdo ao
grupo controle. Apos receberem a segunda dose de antioxidante a Vitamina C, o Trolox
e a Glutationa foram comparados aos tratamentos que nédo receberam a dose adicional,
em relagdo a motilidade houve diferenca (p<0,05) no terceiro dia (D2), a ndo adicdo
apresentou melhor resposta. Aos demais testes, ndo houve efeito de adicionar ou néo
uma segunda dose de antioxidantes. Desta forma, a adi¢do dos antioxidantes ao diluente
ndo apresentou resultados significativos sobre os parametros analisados, exceto sobre a

motilidade espermatica e integridade do acrossoma, em que o tratamento utilizando a
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Glutationa apresentou melhor resposta. A adicdo da segunda dose de antioxidantes

mostrou-se inviavel em todos os parametros avaliados.

Palavras-chave: resfriamento, antioxidantes, espermatozoides, varréo.

Abstract

Antioxidants are important to protect cells against oxidative damage. Given this, aimed
to evaluate the semen characteristics swine cooled to 15 ° C by adding antioxidants
Vitamin C, Trolox and Gluathione the diluent. Semen was collected six players from the
gloved hand technique and use of fixed dummy. Was added to the extender MR-A®:
200 pM/mL of vitamin C, 200 uM/mL of Trolox and 2.5 mM/ml of Glutathione and a
control group, a total of four initial treatments. In the laboratory the samples were
submitted to motility and vigor tests, eosin-nigrosine test, acrosome reaction test
Giemsa- trypan blue and hiposmotic test (HOST) during the retention period (DO to
D3). After 30 h storage was added over a concentration of vitamin C, Trolox and
Glutathione final total of seven treatments. Antioxidants tested was observed that
glutathione showed better response from the first 24 h in the control group on sperm
motility, however there was no difference (p> 0.05) between treatments on the sperm
vigor. For the eosin-nigrosine test, there was no difference (p> 0.05) between treatments
in time. On the HOST test, the addition of antioxidants to the extender did not affect the
integrity of the plasma membrane. As the Giemsa/trypan blue test was no effect in
treatment of stroke, treatment with glutathione had a higher number of live sperm with
the preservation of the acrosome in the control group. After receiving the second dose
of antioxidant vitamin C, glutathione, and Trolox were compared to treatments without
additional dose motility relative difference (p <0.05) on the third day (D2), adding the
non-had a better response. The other tests, no effect of adding or not a second dose of
antioxidants. Thus, the addition of antioxidants to the diluent showed no significant
results on the analyzed parameters, except on sperm motility and acrosome integrity,
wherein the treatment using glutathione showed a better response. The addition of the

second dose of antioxidants was not viable in all parameters.

Keywords: cooling, antioxidants, sperm, boar.
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1. Introducéo

A inseminacdo artificial é a técnica da reproducdo mais utilizada na suinocultura
moderna por trazer diversas vantagens, entre elas, os ganhos advindos da melhoria
genética como sendo a de maior relevancia. A manutencdo do sémen suino refrigerado
tem se mostrado eficiente para propagacdo do material genético, porém seu uso fica
normalmente restrito por um periodo médio de 3 dias de armazenamento (Castagna et
al., 2001; Bortolozzo et al., 2005).

O tempo de armazenamento e as baixas temperaturas em que 0s espermatozoides
ficam submetidos causam alteracdes as células que determinam a reducao da fertilidade.
Durante a manipulacéo, 0 sémen € exposto ao oxigénio e pode promover o0 aumento da
producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) que quando em excesso induzem a
peroxidacdo lipidica, causando queda irreversivel na motilidade espermatica e
alteracdes de proteinas e acidos nucleicos destas células, além de estimular a morte
celular (Maia, 2003; Mahadevan et al., 1997; Erenpreiss et al., 2006).

O sémen suino é um dos mais sensiveis a flutuacBes de temperatura,
principalmente quando o sémen in natura € resfriado rapidamente. O ideal para o
armazenamento das doses inseminantes ¢ em torno de 15° a 18° C, sendo que
temperaturas inferiores a 15 °C causam choque térmico, havendo significativa reducéao
da motilidade, e temperaturas superiores a 18 °C reduzem o metabolismo dos
espermatozoides favorecendo a multiplicacdo de bactérias, que afeta negativamente na
qualidade do sémen. (Corréa et al., 2001; Scheid, 2003).

A possibilidade de usar o sémen por tempo superior a 48 h e manter sua
qualidade é fundamental para o sistema produtivo. Por essa razdo, pesquisas com
diversas substancias adicionadas aos diluidores tém sido desenvolvidas, com o objetivo
de amenizar o efeito negativo da temperatura durante o resfriamento do sémen e

prolongar o tempo de estoque de trés dias para cinco ou sete dias (Murgas et al., 2001).

Dentre essas substancias estdo os antioxidantes, formados por enzimas,
vitaminas, minerais e outros compostos vegetais, capazes de proteger 0s sistemas
bioldgicos, retardando a oxidacdo de macromoléculas ou estruturas celulares. A adigdo
dessas substancias ao diluidor objetiva auxiliar na capacidade de atuar como inibidores
de radicais livres protegendo os espermatozoides contra os efeitos das EROs (Stedman,
2003; Pietta, 2000; Jord&o Junior et al., 1998; Agarwal e Prabakaran, 2005).
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O espermatozoide apresenta naturalmente um sistema antioxidante, intra e
extracelular, constituido de um sistema de defesa enzimatico e ndo enzimatico
responsavel por combater o estresse oxidativo e a lipoperoxidagdo. Pertencendo ao
grupo dos enzimaticos estdo o superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPX). Em adicdo, o sémen contém uma variedade de
antioxidantes ndo enzimaticos como a vitamina E, vitamina C, urato, piruvato, taurina e
hipotaurina. (Sanocka e Kurpisz, 2004, Silva et al., 2011; Aitken,1995; Agarwal e Saleh
2002).

Contudo, durante o processamento do sémen destinado ao armazenamento,
ocorre um comprometimento da capacidade protetora a partir da reducdo da
concentracdo de antioxidantes presentes no ejaculado ap6s a diluicdo ou remoc¢édo do
plasma seminal (Sarlés et al., 2002; Guerra et al., 2004). Desta maneira, a fim de
melhorar a qualidade seminal, objetivou-se avaliar caracteristicas do sémen suino
resfriado a 15° C adicionado dos antioxidantes Vitamina C, Trolox e Glutationa ao
diluente.

2. Material e Métodos
2.1 Local
O experimento foi realizado, primeiramente, na suinocultura comercial—-
AGROLUSA, localizada no municipio de Sao Luis — MA (2°35'S; 44°12'W) para coleta
e analises iniciais. Apds execucdo da primeira etapa, o sémen foi levado ao laboratério
de Reproducdo Animal do curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do

Maranhdo - UEMA para a realizacdo dos testes funcionais.

2.2 Animais e Coleta

O sémen de seis reprodutores mesticos (Landrace x Large White), com idades
entre 2 e 4 anos, mantidos em sistema de confinamento, foi coletado em um periodo de
10 semanas alternadas por meio da técnica da méo enluvada e utilizagdo de manequim.
A colheita foi realizada em um recipiente plastico com capacidade de 500 mL,
previamente aquecido a 37 °C, a fim de evitar choque-térmico e alteragdes das
caracteristicas do sémen. Apos separacdo da fracdo gelatinosa do ejaculado e para

controle efetivo do sémen utilizado, foram avaliados o aspecto fisico (volume —mL, em
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balanga) e microscopico (concentracdo — espemiodensimetro, motilidade espermatica -
%, e vigor — 0 a 5), segundo CBRA (1998).

A motilidade e vigor foram avaliados subjetivamente, na qual se observou a
porcentagem de espermatozoides em movimento. Esta avaliacdo foi realizada em
microscopio 6ptico com aumento de 100 vezes. Para tal, colocou-se uma gota de sémen
(10pL) entre lamina e laminula, previamente aquecidas, avaliando-se o percentual de
células mdveis, enquanto que o vigor, o qual determina a velocidade que as células
atravessam o campo, foi classificado em escalas 0 a 5, sendo 0 a intensidade fracae 5 a

intensidade maxima.

A morfologia espermaética foi realizada através da amostra diluida, conservada em
solucdo de formol-salina. Estimou-se o percentual de células normais e patoldgicas sob
microscopia de contraste de fase (Microscépio Nikon Eclipse 50i), com aumento de

1000x, contando-se 100 células.

2.3 Diluicéo

A diluicdo foi realizada no laboratério da empresa suinicola em banho-maria a
temperatura de 37° C, utilizando o diluidor comercial MR-A®, atingindo uma
concentracdo de 30 x 10° sptzs/mL, para que tanto 0 sémen quanto os diluidores
estivessem na mesma temperatura. Foi obtida uma amostra de 40 mL de sémen diluido,
dividido em quatro tubos de ensaio, identificados quanto ao tipo de antioxidante a ser

adicionado e o animal coletado, totalizando quatro tratamentos iniciais.

Apo6s avaliacdo da motilidade espermatica, o sémen foi transportado até o
Laboratorio de Reproducdo Animal da Universidade Estadual do Maranhdo em
embalagem isotérmica. No laboratorio, foram adicionados aos tubos 200 puM/mL de
Vitamina C, 200 pM/mL de Trolox e 2,5 mM/mL de Glutationa, e um tubo sem
antioxidante (controle). As amostras foram mantidas a 15 °C em uma caixa térmica
dentro do refrigerador, com um termoémetro digital acoplado para melhor controle da
temperatura. As amostras foram avaliadas nos dias DO, D1, D2 e D3, sendo o primeiro

dia da coleta considerado o dia zero (DO0) e o ultimo, D3.

Apos 30 horas de armazenamento, foram adicionados mais uma concentragédo de
Vitamina C, Trolox e Glutationa aos tubos de cada tratamento, totalizando sete

tratamentos finais, apresentando o seguinte desenho experimental:
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Do

T2 T3 T4
200 uM/mL de Vitamina C 200 uM/mL de Trolox 2,5 mM/mL de Glutationa
T1
Controle D2
T5 T6 T7
400 uM/mL de Vitamina C 400 uM/mL de Trolox 5 mM/mL de Glutationa

2.4 Andlise do sémen

Todos os animais passaram pelo teste de motilidade e vigor, teste de eosina
nigrosina, teste de reacdo acrossomal (Giemsa-Azul de tripan), teste da integridade da

membrana plasmatica - teste hiposmotico (HOST).

O teste de motilidade e vigor consistiu em avaliar 0 sémen no momento da
diluicdo e ap6s o periodo de estabilizagdo no tempo zero de cada dia de avaliagdo (DO a
D3). Para tal, seguiu-se os critérios estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (1998).

A quantidade de vivos e mortos foi determinada através da combinacdo dos
corantes eosina-nigrosina em esfregago com o sémen (10 pL) na proporgéo 1:1. Por se
tratar de um corante vital, apenas as células mortas sdo coradas, sendo tingidas de rosa
enquanto as células vivas ficam sem coloracdo, brancas. A nigrosina é responsavel pelo
contraste mais escuro de fundo da lamina, permitindo a visualizagdo dos
espermatozoides ndo corados. Para a realizacdo do teste, uma contagem de 100
espermatozoides foi realizada em microscéopio de luz, sob aumento de 100x de forma a
diferenciar as células vivas (ndo coradas) das mortas (coradas).

O teste de integridade do acrossoma e diferenciacdo de espermatozoides viaveis
foram feitos por meio de uma coloracdo dupla (Giemsa e Azul de Tripan). A avaliacédo
consistiu em adicionar 200uL de sémen diluido de cada tratamento em 200uL de azul
de tripan (0,2%) ficando em banho-maria a 37 °C por 10 minutos, ap6s esse periodo
adicionaram-se aos tubos 2mL de DPBS (Dulbecco'sPhosphate-Buffered Saline), os
quais foram levados a centrifuga em uma rotacdo de 600g por 6 minutos. A cada
centrifugacdo descartou-se 0 sobrenadante e homogeneizou-se o pelete com a solugéo

tampéo a fim de obter uma solugdo com coloracdo azul claro para realizar o esfregaco.

Feito o esfregaco, 0 mesmo foi fixado com metanol e incubado por 6 horas em
uma solucdo de Giemsa a 4%. ApoOs esse periodo lavaram-se as laminas com agua

corrente, deixando-as secar para realizar as leituras. Usou-se microscopia de contraste
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de fase (Microscopio Nikon Eclipse 50i), com aumento de 100x, contando-se 100
células e classificando-as em: vivo com acrossoma (VC); morto com acrossoma (MC);

vivo sem acrossoma (VS) e morto sem acrossoma (MS).

O teste hiposmatico consistiu da adi¢ao de 100 pLL de sémen diluido em 2mL de
solucéo hiposmotica (citrato de sédio + frutose a 150mOsm ) e mantidos por 15 minutos
em banho-maria a 37 °C. Apds o periodo de incubagdo, em 1mL da solucdo, foram
adicionado 1 mL de formol salino. Dessa nova solugdo, retirou-se uma aliquota de
10uL, colocando-a em uma lamina, recoberta por uma laminula, para realizacdo da
contagem total de 100 células sob microscopia de contraste de fase com aumento de
100x. Os espermatozoides com caudas retas indicavam ruptura de membrana, 0s que
permaneceram com membrana integra apresentaram cauda dobrada e/ou enrolada. O
resultado foi determinado em porcentagem, apos a diferenca entre a porcentagem de
espermatozoides reativos ao HOST e porcentagem de espermatozoides que
apresentaram patologias de cauda, durante o exame de morfologia espermaética, segundo
Melo e Henry (1999).

2.5 Anélise Estatistica

O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso com parcelas subdivididas,
onde cada animal representou um bloco e cada dia de analise uma parcela. Utilizou-se o
programa BioEstat 5.0 para comparacdo das médias encontradas. As varidveis
paramétricas foram avaliadas pela ANOVA, comparando-se as médias pelo teste de
Tukey, e as varidveis ndo paramétricas foram analisadas pelo teste de Friedman com
significancia de 5%. Todas as variaveis passaram pelos testes de normalidade de
Shapiro-Wilk e Lilliefors.

3. Resultados e Discusséo
A concentracdo média e o volume do ejaculado entre os reprodutores foram de
485 x 10°sptz/mL e 304 mL, respectivamente. O sémen in natura apresentou uma
motilidade média de 88%z4,47 e vigor 4,1+0,22. Estes valores se mantiveram dentro

dos parametros estipulados pela metodologia para utilizacdo do ejaculado.

A motilidade esperméatica € um dos critérios utilizados para selecdo de

reprodutores para os processos de preservacdo do sémen, em que segundo Roca et
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al.(2006), o percentual de motilidade espermatica para criopreservacao do sémen suino
deve estar entre 70% e 90%, em seus experimentos estes autores trabalharam com uma
média de 76% da motilidade dos espermatozoides, conseguindo bons resultados.
Contudo, outros autores preferem selecionar apenas aquelas amostras que estdo acima
de 80% de motilidade do sémen fresco (Cordova et al, 2004). O mesmo ocorreu com 0
presente estudo, utilizando sémen de reprodutores com média de 88% de motilidade.

Em relagdo a morfologia espermatica, os principais defeitos encontrados foram
de cauda fortemente dobrada ou enrolada, patologia de peca intermediaria e gota
citoplasmatica proximal. A média geral de defeitos maiores, menores e totais nédo
ultrapassou os valores normais para suinos preconizados pelo CBRA (1998),
classificados como aptos a reproducao.

Quanto a avaliacdo da motilidade e vigor espermaticos, ndo houve diferenca
dentro de tratamento por tempo do teste de termo resisténcia lento (TTL) (0, 10, 20 e
30’) (p>0,05). Desta maneira, os dados foram agrupados por tratamento para serem
comparados entre os dias (DO, D1, D2 e D3) de avaliacdo e entre cada um dos
tratamentos (Controle, Vitamina C, Trolox e Glutationa). Houve diferenca (p<0,05)
dentro dos dias de avaliacdo dentro de tratamento. No entanto, tal resposta ja era

esperada, uma vez que o tempo de armazenamento tem acédo direta sobre tal variavel.

Houve diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos dentre os dias, mas ndo
dentro de dia (p>0,05) quanto a variavel motilidade (Tabela 1). O vigor espermatico ndo
apresentou diferenca estatistica (p>0,05) (Tabela 2). A partir das primeiras 24 horas de
observacdo a glutationa se destacou apresentando diferenca estatistica (p<0,05) frente
ao grupo controle.

Tabela 1. Média e desvio padréo do teste de motilidade dos antioxidantes, avaliados nos
dias DO a D3.

Dias Tratamentos

Controle Vitamina C Trolox Glutationa
DO 60+13,35 61,66+12,99 57,92+17,06 63,45+16,69
D1 23,08+17,66°  23,87+17,07*  28,16+19,71*  32,41+175°
D2 17,16+13,14°  13,70+14,01®  15,79+14,88%®° 25 75+16,61°
D3 11,70+11,19°  8,16+8,92%* 10,62+10,83*  18,75+12,99°

Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste Friedman (p<0,05).

46



1664
1665

1666
1667
1668

1669
1670
1671
1672
1673
1674
1675
1676
1677
1678
1679
1680
1681
1682
1683
1684
1685
1686
1687
1688
1689

1690
1691
1692
1693

Tabela 2: Média e desvio padrdo do teste de vigor dos antioxidantes, avaliados nos dias
D0 a D3.

Dias Tratamentos

Controle Vitamina C Trolox Glutationa
DO 2,41+0,58 2,45+0,65 2,41+0,65 2,5+0,64
D1 0,95+0,95 0,83+0,96 1,08+1,10 1,37+0,87
D2 0,75+0,73 0,5+0,72 0,70+0,75 1,04+0,69
D3 0,70+0,80 0,33+0,56 0,58+0,71 0,87+0,79

N&o houve diferenca (p>0,05) pelo teste de Friedman.

Por ser extremamente sensivel a reducdo de temperatura, 0 sémen suino sofre
queda dréastica e rapida na motilidade, normalmente é armazenado em temperaturas
entre 15 e 18 °C apo0s a diluicdo. Neste estudo foi avaliado o sémen armazenado em
temperatura a 15 °C, ocorrendo oscilagdes de temperatura (15— 12 °C), assim observou-
se uma elevada reducdo da motilidade e vigor espermaticos ao longo dos dias de
conservacao.

A adicdo de Vitamina C e Trolox em todos os experimentos ndo melhoraram a
motilidade progressiva e vigor em relacdo ao grupo controle (sem adicdo de
antioxidantes) discordando dos resultados de Pefia et al (2003), ao sugerirem que a
adicdo de trolox (100 a 200 uM) na congelacdo de sémen suino houve um aumento
significativo na motilidade e velocidade espermatica. Da mesma forma, Grossfeld
(2007) relatou que a adicdo de antioxidantes ao diluidor do sémen suino melhora
significativamente a motilidade espermatica.

A glutationa também ndo apresentou melhora sobre o vigor em todos os
experimentos, porém a partir das primeiras 24h apresentou melhor resposta em relacdo
ao grupo controle sobre a motilidade espermaética, ainda sim ndo se enquadrando as
exigéncias minimas recomendada pelo CBRA(1998). Por ser o principal composto de
tiol ndo proteico, a glutationa participa de inumeras funcbes celulares, incluindo
transporte de aminoacidos, DNA e sintese de proteinas, a redugdo de pontes dissulfetos
e protecdo contra o estresse oxidativo. Os grupos sulfidrilicos de GSH conferem

protecdo contra danos celulares por oxidantes e radicais livres (Irvine,1996).

Segundo os estudos de Gadea (2004) a criopreservacdo do sémen suino esta
associada com reducdo na motilidade e viabilidade esperméatica. Em contraste, o autor
observando a adigdo 5mM de GSH na preservacdo do sémen suino a 15° C observou

que ndo resultou na diminuicdo da viabilidade esperméatica. O mesmo ndo foi
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apresentado nos resultados de Whitaker et al., (2008) os quais afirmaram que
completando 5,0 mM de glutationa (GSH) para descongelamento nos meios de cultura
diminuiu significativamente a motilidade progressiva do espermatozoide suino. No
entanto, os resultados obtidos sobre os antioxidantes devem ser confirmados em estudos
futuros onde a motilidade espermatica devem ser monitoradas por analise assistida por
computador (CASA).

A quantidade de células espermaticas vivas e mortas determinadas pelo corante
vital, Eosina-Nigrosina, foi comparada entre si dentro e entre os periodos de tempo. Néo
houve diferenca (p>0,05) entre tratamentos dentro de tempo comparando-se as médias

pelo teste de Tukey (Tabela 3).

Para o grupo controle houve diferenca (p<0,05) entre 0 momento do DiaO e o
Dia 3. Resultados similares foram apresentados pelos tratamentos com Vitamina C e
glutationa. Contudo, o Trolox apresentou diferenca entre os dias DO, D2 e D3. Isto
demonstrou que este reagente ndo conseguiu manter a viabilidade até o ultimo dia sem
perda significante. Os dados apresentados divergiram dos encontrados por Pefia et al.,
(2003), que concluiram que o Trolox tem um efeito protetor no espermatozoide e que
isso influencia a fracdo do ejaculado. Estes autores relataram que este efeito pode ser
relacionado com as diferentes composicdes de plasma seminal entre fracbes, que pode
determinar uma sensibilidade inferior a danos oxidativos no teor do sémen na primeira
fragdo do ejaculado. No entanto, no presente experimento segue-se que o0 antioxidante

por si s6 ndo exerceu efeitos protetores necessarios.

Tabela 3: Média e desvio padrdo do teste de eosina-nigrosina dos antioxidantes,
avaliados nos dias D0 a D3.

Dias Tratamentos

Controle Vitamina C Trolox Glutationa
DO 84+13,92° 84,83+11,06°  84+10,73° 84,83+9,86°
D1 63,16+16,90*  67,66+15,06®  62,83+20,36*° 65,83+20,70%"
D2 54,83+31,33®  59,83+31,95®  56,5+21,65" 57,16+30,82%
D3 46,16+14,95°  49,66+11,41°  49,33+7,25° 51,66+19,49°

Letras distintas na mesma coluna diferem (p>0,05) pelo teste de Tukey.

Na tabela 4 estdo apresentados os resultados da integridade da membrana
espermatica avaliada pelo teste hiposmotico (HOST).
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Tabela 4: Média e desvio padrdo do teste hiposmético (%) das células espermaticas
submetidas aos antioxidantes, avaliados nos dias DO a D3.

Dias Tratamentos

Controle Vitamina C Trolox Glutationa
DO 34,16+9,28 30+11,64 34+15,28 29,33+11,29
D1 23,5+12,80 17,66+11,03 26,33+10,93 22,5+11,92
D2 22,66+3,93 23,16+12,54 24,5+7,09 36,16+25,43
D3 29,83+21,23 26,16+11,19 26+13,02 29,5+16,59

N&o houve diferenca estatistica (p>0,05) entre tratamentos e nem dentro de tempo, médias
comparadas pelo teste de Tukey.

A adicdo de antioxidantes ao diluidor ndo influenciou a integridade da
membrana plasmatica, ndo havendo diferenca nem dentro de tempo nem entre
tratamentos (p>0,05), apenas entre animais (Tabela 4). Estes resultados sdo reafirmados
pelas declaragdes feitas por Boe-Hansen (2004), o qual informa que alguns reprodutores
podem ter melhores caracteristicas em seu plasma seminal que outros, mesmo com

variagdo entre ragas.

Estes resultados sdo muito importantes para o0 estudo, uma vez que a
funcionalidade da membrana estd correlacionada com a capacidade fecundante dos
espermatozoides, quando dado a reacdo do acrossoma, fendmeno de grande importancia
biolégica, com consequéncias importantes em conformidade com o desnudamento do

odcito e penetracdo da zona pelucida (Esteves et al., 2000)

Quanto ao teste Giemsa/Azul de trypan ndo houve efeito de tratamento dentro de
tempo, mas houve efeito dentro de tratamento entre tempos, em que o tratamento com a
Glutationa apresentou maior nimero de espermatozoides vivos com a preservacao do

acrossoma no D0, D2 e D3 em relacgdo ao grupo controle (Tabela 5).

Tabela 5: Média e desvio padrdo das células espermaticas vivas com acrossoma
submetidas aos antioxidantes, avaliados nos dias DO a D3.

Dias Tratamentos

Controle Vitamina C Trolox Glutationa
DO 45,5+17,54° 58+17,81° 51,5+23,27° 67,5+19,27°
D1 42,16+18,01 39,16+24,59 42,33+17,13 48,66+25,03
D2 22,5+14,12° 36+23,13° 36,16+21,93% 39,33+30,34°
D3 19+12,83° 34,33+18,88° 26,66+14,14° 34,33+19,07°

Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Além da glutationa, os tratamentos com Vitamina C e Trolox apresentaram
diferencas significativas ao grupo controle, mostrando maior porcentagem de
espermatozoides ndo corados pelo corante vital. Diferente dos resultados encontrados
neste estudo, Araujo et al. (2012) encontraram que a adicdo de trolox (1000, 2000 e
3000 uM) ao diluente LPD, ndo produziu efeito sobre o percentual de espermatozoides
com acrossoma intacto, apresentando-se semelhante entre os tratamentos durante cinco
dias de conservagdo do sémen suino. O mesmo ocorreu com a adicdo de vitamina C
(2,5, 5 e 10 mM) ao diluidor BTS, em que ndo apresentou diferenca significativa na
viabilidade e nos parametros de integridade acrossdmica do sémen suino (Breininger et
al., 2014).

Frente as variaveis analisadas: vivo com acrossoma, vivo sem acrossoma, morto
com acrossoma e morto sem acrossoma, destacou-se apenas 0s Vivos com acrossoma,
uma vez (ue esses espermatozoides vivos com acrossoma intacto sdo os Unicos
potencialmente aptos ao processo de fecundagdo (Parrish et al., 1988; Hossepian de
Lima, 2005). A reacdo acrossomal segue a capacitacdo do espermatozoide, processo
complexo que modifica a composi¢cdo da membrana plasmatica, sensibilizando as
células espermaticas para induzir fisiologicamente a reacdo acrossomal, evento
necessario para a fecundacdo de Ovulos (Siciliano et al.,, 2008). Desta maneira,
esperando-se aumentar o nimero de células ndo reativas adicionou-se uma segunda
dose de antioxidante a cada tratamento com o intuito de sobre por o periodo de oxidacéo
que tais reagentes pudessem ser expostos.

Assim, a Vitamina C, o Trolox e a Glutationa apds receberem a segunda dose de
antioxidante no terceiro dia (D2) foram observadas por mais 48 horas, sendo
comparadas com as amostras que ndo receberam a dose adicional. Estes tratamentos ndo
apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) dentro de tempo, quanto a motilidade e

vigor (Tabela 6 e 7).

Tabela 6: Meédia e desvio padréo do teste de motilidade espermaética apos dose adicional
dos antioxidantes, avaliados nos dias D2 e D3

Dias Tratamento com adi¢ao
Vitamina C Trolox Glutationa

D2 4,45+4,10 8,08+6,49 16,29+9,07

D3 5,3318,74 8,79+11,47 18,5+12,3

N&o houve diferenca (p>0,05) pelo teste de Friedman.
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Tabela 7: Média e desvio padrdo do teste de vigor espermatico apds dose adicional dos
antioxidantes, avaliados nos dias D2 e D3

Dias Tratamento com adi¢ao

Vitamina C Trolox Glutationa
D2 0,37+0,76 0,62+0,76 0,87+0,74
D3 0,2+0,5 0,5+0,65 140,72

N&o houve diferenca (p>0,05) pelo teste de Friedman.

O uso de antioxidantes adicionado ap6s 30 h de armazenamento mostrou-se
invidvel no experimento, uma vez que resultou em baixos ou quase nulos valores nos
parametros de motilidade e vigor espermaticos.

Como néo houve diferenca entre os tratamentos que receberam a segunda adi¢éo
de antioxidantes, realizou-se a comparacdo entre os tratamentos que nao receberam
adicdo dos antioxidantes. Quanto a varidvel motilidade, houve diferenca (p<0,05) no
terceiro dia (D2), a ndo adicdo apresentou melhor resposta, sendo a glutationa sem
adicdo o melhor dentre os tratamentos. No quarto dia (D3) houve diferenca (p<0,05) em
relacdo a Vitamina C, sendo que a ndo adicdo também apresentou melhor resposta. Nao
houve diferenca (p>0,05) entre os que receberam e 0S que ndo receberam a
complementacdo do Trolox e da Glutationa (Tabela 8).

Tabela 8: Média e desvio padrdo do teste de motilidade dos antioxidantes, avaliados nos
dias D2 e D3.

Dias Tratamentos sem adi¢cao

Vitamina C Trolox Glutationa
D2 13,70+14,01° 15,79+14,88% 25,75+16,6%
D3 8,16+8,92° 10,62+10,83" 18,75+12,99°

Tratamentos com adi¢cao

Dias Vitamina C Trolox Glutationa
D2 4,45+4,10° 8,08+6,49" 16,29+9,07°
D3 5,33+8,74° 8,79+11,47° 18,5+12,3"

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste de
Friedman.

Quanto ao teste Eosina-nigrosina compararam-se 0s tratamentos entre os dias de
avaliacdo, os quais ndo apresentaram efeito do tratamento de dose adicional nos dias D2
e D3 (Tabela 9).
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Tabela 9: Média e desvio padrdo do teste de eosina-nigrosina nas doses adicionais dos
antioxidantes, avaliados nos dias D2 e D3.

Dias Tratamentos sem adi¢cao

Vitamina C Trolox Glutationa
D2 59,83+31,95 56,5+21,65 57,16+30,82
D3 49,66+11,41 49,33+7,25 51,66+19,49
Dias Tratamentos com adi¢cao

Vitamina C Trolox Glutationa
D2 55,5+28,87 46+25,41 50,83+30,3
D3 46+13,22 41,83+19,5 52+20,57

N&o houve diferenca (p>0,05) pelo teste de Tukey.

Na tabela 10 estdo apresentados os resultados da integridade da membrana
espermatica avaliada pelo HOST. N&o houve efeito de adicionar ou ndo o antioxidante
no terceiro e quarto dia de avaliagdo em cima da integridade da membrana plasmatica.

Tabela 10: Média e desvio padrdo do teste hiposmético (%) das células espermaticas
submetidas aos antioxidantes adicionais, avaliados nos dias D2 e D3

Dias Tratamentos sem adicao

Vitamina C Trolox Glutationa
D2 30+11,64 34+15,28 29,33+11,29
D3 17,66+11,03 26,33+£10,93 22,5+11,92
Dias Tratamentos com adigao

Vitamina C Trolox Glutationa
D2 28,16+19,38 24+8,87 25,83+14,07
D3 26,83+25,26 20,83+18,55 23,5+14,37

N&o houve diferenga (p>0,05) pelo teste de Tukey.

Em relacdo ao teste Giemsa/Azul de trypan, ndo houve diferenca estatistica entre
os tratamentos sem e com adigéo de antioxidante no D2 e D3 (Tabela 11).

Tabela 11: Média e desvio padrdo das células espermaticas vivas com acrossoma
submetidas aos antioxidantes, avaliados nos dias D2 e D3.

Dias Tratamentos sem adi¢cdo

Vitamina C Trolox Glutationa
D2 30+11,64 34+15,28 29,33+11,29
D3 17,66+11,03 26,33+£10,93 22,5+11,92
Dias Tratamentos com adi¢do

Vitamina C Trolox Glutationa
D2 28,16+19,38 24+8,87 25,83+14,07
D3 26,83+25,26 20,83+18,55 23,5+14,37

N&o houve diferenca (p>0,05) pelo teste de Friedman.
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Esperava-se que a adicdo das substancias antioxidantes apds 30h de
armazenamento melhorassem a qualidade de alguns pardmetros seminais das amostras
resfriadas, levando-se em consideracdo o tempo de incubacdo, uma vez que, durante o
processo de maturacdo, 0s espermatozoides perdem a maior parte de seu citoplasma,
limitando a defesa contra o estresse oxidativo e tornando-se dependentes dos
antioxidantes presentes no plasma seminal (Baumber et al., 2005), evidenciando a
importancia da utilizagéo dessas substancias ao meio diluidor.

N&o ha& consenso na literatura para o efeito preventivo de substancias
antioxidantes adicionados aos diluentes. Alguns estudos citam efeitos positivos,
enquanto outros afirmam que ndo h& nenhum beneficio em adicionar tais substancias
(Ball et al., 2001; Baumber et al., 2005; Gadea et al., 2007; Maia e Bicudo, 2009; Silva
et al., 2009; Oliveira et al., 2013). Divergéncias dentro da espécie pode ser devido a
variacdes na idade, raca animal, componentes diluentes, procedimentos de conservacéao
de sémen, e combinac6es de doses dos antioxidantes. No entanto, estudos adicionais séo
necessarios para avaliar e determinar uma concentragdo ideal, bem como mais
experiéncias sdo necessarias para provar o efeito benéfico destes antioxidantes na
melhoria das taxas de fertilidade de fémeas inseminadas artificialmente com o sémen

resfriado.

Concluséo

Neste experimento a adicdo dos antioxidantes ao diluente ndo apresentou
resultados significativos sobre os pardmetros analisados, exceto sobre a motilidade
espermatica e integridade do acrossoma, em que o tratamento utilizando a Glutationa
apresentou melhor resposta.

A adicdo da segunda dose de antioxidantes mostrou-se inviavel em todos o0s

parametros avaliados.
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ANEXO

Figura 1: Teste Eosina-nigrosina:
a) espermatozoides vivos
b) espermatozoide morto

Figura 2: Teste Azul de Tripan/Giemsa:

a)
b)
c)
d)

Vivos com acrossoma(VC)
Vivo sem acrossoma (VS)
Morto com acrossoma (MC)
Morto sem acrossoma (MS)
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