el Akieacad, 2701 D310, 2017

ADICAO DE TROLOX AO DILUENTE LEITE EM PO DESNATADO,
DURANTE A CONSERVACAO DO SEMEN SUINO A 10°C
fAddition of Trolax inro skimmed milk powder extender
during the boar semen storage at 10 °C)

Ricardo Tomotlil; Luciena de Souza Teniollil; Lina Raguel Santos Amujol; Aline
Viana Dias?; Tatvane Bandeia Barros-: Daianny Barboza Guimaries:
Ludymila Furtado Cantanhede”

I aboraideio de Reproducio Suma ¢ Tecnologia de S&men (Labsuis) - FAVET/UECE; “Programa de
Pos-Grmduncio cm Cidncins Vetenuirias — FPGCY (UECE; Av, Silos Munguba, [7T00, Compus lager,
Formleca-Ce, CEP; . 740-0:00,

RESUMO

Os antioxidantes sao capazes de proteger as células do estresse oxidativo, podendo ser
utilizados em diluentes de refrigeragio, a fim de aumentar a viabilidade do sémen. O
presente estudo teve como objetrvo verificar os efeitos da adigio de diferentes
concentragdes de trolox sobre espermatozoides suinos diluidos e conservados em leite
em po desmatado (LPD) a 10 *C. Foram wiihzados 63 ejaculados, submetndos a 4
tratamentos: TI = LPD (controle); T2 = LPD425.000upg de trolox/I00mL; T3 =
LPD450.000pg de trolox/100mL; & T4 = LPD+73.000ug de trolox/100mL. Foram
realizadas analises didrias (D0 a D4) de vigor e motilidade e nos D0 ¢ D4 fon realizado o
teste hiposmotico, vitalidade espermética e integridade acrossomal. As médias de vigor
e mdilidade do T1 foram seperiores em relagho aos demais tratamentos, embora ndo
diferentes do T2 e T3 (DD a D2). O T4 apresentou as piores medias de vigor e
motilidade, nio diferindo do T3. O percentual de espermatosmdes vivos ¢ integridade
de membranas plasmatica e acrossomal, ndo loram diferentes entre os tralamentos, fanto
ne DO guanto no D4, A adigho de trolox ao dilvente LPD nio promoveu efeitos
beneficos sobre a conservagio do sémen. Elevadas concentragbes de trolox
prejudicaram a qualidade espermatica, ndo sendo aplicaveis na preparagio de doses
inseminantes. A auséncia de efeitos . positivos sugere uma possivel interferencia do
diluente LI'D sobre a agio antioxidante do trolox. Malores estudos 580 necessanos, a
fim de se poder evidenciar a aciho do rolox: bem como sua possivel mleracio com o
diluente do sémen.

Palavras-chave: sémen suino, leite em po desnatado, roloX, antioxidanie.

ABSTRACT

Antioxidants are able to protect cells from oxdative stress and may be used in
refngeration extenders (o increase the sperm viability. The present study mmed to
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detenmine the effects of adding different concentrations of trolox on boar spermatozoa
diluted and stored in skimmed mulk powder (LPDY) at 10 °C, In 63 ejaculates were used
and subjected to four treatments: T1 = LPD (control), T2 = LPD+25.000ug of
trolox/ 100mL; T3 = LPD+530.000pg of woloa/ 100mL; and T4 = LPD=T75.000pg of
trolox/100mL. Analyees of vigor and sperm motility were performed daily (DO to D4).
Al D0 and D4 hiposmotic, sperm vitality and acrosomal integnty tests were performed.
The mean vigowr and motility of T1 were higher compared to the other treatments,
although not different from T2 and T3 (D0 to D2). The T4 had the worst average vigour
and motility, not differng from T3, The percentages of live sperm and integrity of
plasma and acrosomal membranes were not different between treatments, both D0 and
in D4, The addition of the trolox in LPD diluent did not promote beneficial effects on
the preservation of semen. High concentrations of trolox impaired sperm quality, not
being an applicable option m the prepamation of msemination doses. The sbsence of
positive effects suggests a possible interference of LPD on the antiexidant acuvity of
trolox, Further studies are necessary (o demonsirate the anboxidant activity of trolox, as
well its possible interaction with the semen extender.

Keywords: boar semen, skimmed milk powder, trolox. anuoxidant

INTRODUCAOD

O sémen suino difere em varios
aspectos do semen de outros animais
domesticos, sendo mais vulnerivel ao
choque térmico, apos sua  coleta,
Usuplmente, a sua (emperatura  de
conservagio vana entre 15 a 20 °C
(JOHNSOMN er o, 2000); entretanto, ji
for  wverificado que essa  fama  de
femperatura € impropria a preservagao do
semen  por penodos  prolongados  de
tempe (BRAGA, 2007),

O Trolox (6-hidroxi-2,5,7.8-
tetrametil eroman-2-acido carboxilico) €
um analogoe ldrossoluvel do e-tocoterol,
que foi sintetizado por Scott & sua equipe
em 1974 ¢ indicado por suas propnedades

antoidantes no uso, vizando a

preservacio de oleos e gordums. A agdo
desta substincia ¢ eficaz, tanto em
gordura animal quanto vegetal (SCOTT
ef ol 1974) Os antioxidantes =io
mibidores de radicais  livres, que
supnmem &  fommagio  de  especies
reativas a0 OXIgEmo o'ou suas agpdes. A
sus adicio ao diluente de semen tem sido
avaliada quanto & capacidade de proteger
o espermatozoide do efeite toxico dos
metabolitos reativos do oxigénio { MALA,
2006). Estudos tém mostrade Qque a
vitamina E (o-tocoferol) foi capas de
com  radicans
1992},

eslresse

mteragr  diretamente
oxidamtes (GIULIVI e o,
protegenda  as
oxidativo (TIRADO ¢ BROWN, 2005) ¢
minmmizando o5 possivers  danos  d@s

celulns  do

membranas plasmatca ¢ acrossomal

Cidmeda Antmal 27010, 2017



(MATA, 2006); bem como ao DNA
(DONNELLY er al.. 1999). Ela pode ser
utilizada em diluenies de refnigeragio, a
fim de aumentar o tempo da viabilidade
espermatica no sémen dilmdo (BORBA
NETO e al, 2010) possibilitando
melhora da matilidade dos
espermatozoides { MALA, 2006).

Sabe-se que a escolha do
diluente interfere diretamente sobre os
resultados de fertilidade. A Iiteramura
apresentou o leite desnatade como um
diluente altermative para 0 sémen de
diversas especies de mamiferos. Utilizado
como diluente de sémen, foi de uso
pritico e eletive na protecio  do
espermatozoide,  quando  estocade 4
baixas temperaturas (4 °C) (GARCIA e
GRAHAN, |987; MEIRELLES ef ai.,
1998), sendo mesmo capas de melhor
preservar a motilidade espermdtica, do
que outros diluentes (KULAKSIZ er af.,
2012). Provavelmente, sua acko benéfica
para o gameta foi devido ao fate de
possuir componentes (BARTELLIER et
al, 19983, como a casema [(LUSIGNAN
et af., 2011) lipoproteinas e lecitinas, que
promovem a  protegio  da célula
espermatica contra © chogue termico,
quando adicionadas ao sémen, antes do
resfnamento {FOOTE, 1974; MEMON &
OTT. 1981}

O presente estudo teve como

objetivo verticar os efeitos da adicio de

diferentes concentracies de Trolox sobre
espermatosmides  suinos  diluidos e

copservados a temperatura de 10 *C.

MATERIAL E METODOS

01. Animais ¢ colheita do sémen

O sémen de sete reprodutores
sumos, em sistema rolineirs de trabatho,
foi colhido uma vez por semana, durante
9 semanas consecutivas (n = 63), por
mew da técnica da mdo enluvada, em
recipiente coberto por filtro e protegido
por copo térmico. Foi utilizado o
ejaculado total, apos a separagio da parte
gelatinosa retida em filtro (HANCOCK e
HOVELL, 1939). utilizados

amimas com idade vanando entre 12 & 36

Foram

meses, provenientes do Laboratono de
Reproducdo Suma e Tecnologia do
Sémen — FAVET/UECE. Os  ankmans
eram alojados em  balas  individuais,
arragoades uma vez ao dia com 2.5 Kg de
ragdo de reprodugio e agua 4 vonlade.

O presente estudo atenden sos
critérios solicitados pela CEUA-UECE,
com o projeto de pesquisa (processo n®
11223066-0/48). aprovado pelo Comiré
de Etea da Universidade Estadual do
Ceara, em 29 de setembiro de 2001 .

82 Avaliacio dos ejacalados in nafara

A qualidade do ejaculado in
mafura  fol  avaliada  pelas  seguinies

caractenslicas; concentragio espermatica

5
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{x10fsple/mL), volume (mL) total de
espermatozoides  (x 107 spiz), vigor
espermatico (notas de 00a 5){TONIOLLL
1996) ¢ motilidade espermatica (valores
de 0 a 100%) (MARTIN-RILLO eral,
199G). Apenas os ejaculados  que
apreseptaram vigor =3.5 ¢ motilidade

=§3% foram uiilizados no expenmento.

03, Diluigio do sémen & tratamentos

experimentais

Foi separado, de cada gjaculado,
um total de 2, 1x10%spiz, distnibuido enire
quatro Iratamentos a4 UMA ConCceniragio
de 335 x10%ptz'ml., com um volume final
de 15 mL
tratamento. Este volume fo repartido em

{sémen+diluente) por

cinco mbos de ensalo por tratamento (3
mL = 105 x10%ptetubo) O dia da
colhema for considerado dia zero (D), &
o sémen foi conservado até quatro dias
apos colheita (D), com amilises didnas
no DO, DI, D2, D3 e D4 O mewn de
dilumgaoiconservagao lestado nesle
experimento fol o leite em po desnatado
(LPD), preparado em agua destilada nas
seguinies proporghes: 10g de LPD +
0,194z ghcose +100mL de agea destilada
+ sulfate de gentamicina (B0mg/'1 00mL).
Os  tratamenios experimentais testados

foram o8 seguintes: 011 o LPD, como
tratamento controle (T1) 02) o LPD +
25,000 pg de Trolox/ 100 mL {1000uM)
(T2); 03} o LPD+ 50.000 pg de
Troloa/ 100 mL (2000uM ) (T3); 04) o
LPD + 73.000 pg de Trolox/ 100 mL
(3000pM) (T4). A composigio do leme
utilizade  no

expenmento encontra-se na Tab. 1 ¢ o

desnatado presente
nivel de vitamina E incluso no produto
I desconsiderada { L8 mg em 10 gl
O=  diluentes  foram  sempre
preparados o dia da colheita e mantidos
a 30 °C; em seguida 4 entrada do sémen
no laboraloro & respectivas analises, de
cada  ejaculado, retirou-se  gquatro
amosteas de sdmen in ot Qe Srum
colocadas em banho-mana a 30 °C por 10
nununos, Apos esse lempo, cada amostra
foi diluida com o diluente correspondente
d cada tratamenio, até atngr o volume
final/tratamento (15 mL). Esse volume
fin fracionado em 5 bos, sendo cada um
deles comrespondente a wm dia de anahise.
Apds a diluicio a 30 "C, as amostras
foram colocadas em geladeira a 17 °C,
onde permaneceram por mais uma hora,
antes de serem tmnsfendas 4 temperatura

de 10 °C {conservagdo).
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Tabela 1. Composicho do leie em pd desnatado utilizade para compor um dos

trafamentos do experimento,

Compaosicio Duantidade em 10 g
Carboidratos 5600 me
Proteinas 2100 mg

Sodio 30 mg

Caleio 200 mg

Ferro 1.7 mg
Vilanuna A 56,4 pg
Witanuna T 0.6 pg
YVitaming E 1.8 mg
Vitamina C 02 mg

Acido folico 48 g

04, Conservagio e analises do semen Visando a  avalingio da

apos dilulcio

0 SEMmen diluido fo
conservado durante 5 dias (D¥, D1, D2,
D3 e D4). A cada dia de anghse, foram
retirados o5 tubos de  cada
ejaculado ratamento, incubados a 37 °C
por [0 mumutos, para, em segmda, a
realizacio das devidas andlises. Foram
venficadas as seguintes carscteristicas;
Vigor espermanico, motihidade
cspermatica  (percentagem  de  células
M ens); mtegndade acrossomal.
vilalidade espermanca (células vivas) e
espermalozowdes  realivos  ao  lesle

hiposmotico.

4.1, Vigor espermilico ¢ motilidade
espermatica (% celulas maveds)

qualidade espermitica. foram analisados
o vigor espermatico (F a 5)
(TONIOLLL 1996) e a porcentagem de
células moveis (0 a 100%) (MARTIN-
RILLO er af, 1996) em mucroscopia
optica, colocando-s2 uma gota de sémen
de 15mL. entre lanunma e lamimula, com
avaliagdo em Irés  campos  do
MICTOSCOpo, em aumento de 200 veses,
As analises destas caracteristicas foram
realizadas diarmmente, durante tode o
perindo de conservagdo (DO, D1, D2,

D3 e D),

4.2, Morfologia
vitalidade espernwitica (% otlolas

vivas)

acrossomal i

As amositras para  avaliagio

destas caraciensiicas foram

T
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processadas, visando as analises em T4
(=6 horas apos colheita e diluigio -
Exame 1} e oo D4 {apdzs 10 minuics de
reaquectmente a 37 “C - Exame 2},
avaliandio-se as duas caracleristicas em
uma mesma ldmina. Foram feitos
esfregacos de semen. comdos pelo azul
de bromofenol, contando-se 200
células/laming em microscopia Optica
com lenie de imersao (1000x) A
solugiio corante foi composta de:  asul
de bromofenol (0.1g); citmto de sodio
(04g)  dpua  destilada  (1OmL),
separando-se celulas vivas de mortas
(MEDEIROS er of, 20061, Juntoy-se
uma gola de sémen (15 pl) com outra
de corante {15 pL), sendo. em seguida,
homozeneizada. Apos 30 segundos,
procedeu-se a0 esfregaco, sendo secado
i lemperaura ambiente (25 °C). Para
esta analise, 08 espenmatozoides foram
classificados em quatto categonas: 1)
Vives, com acrossoma  intacto; 2)
Vivos, com acrossoma damficado: 3)
Mortos, com acrossoma  infacto; 4
Moros, com acrossoma  damificado
(BORTOLOZIO et al.. 2005).

4.3, Teste hiposmotico

Este teste tambem fol realizado
nos dias DO e D4, visando a avaliacho
da funcionabilidade da membrana

espermatic, atraves de uma prova de
resistiéncia ap choque osmotico. A
Eenica consistiu da adicdo de 0,5 mL de
semen dilvido em 7.5 mL de agua
destilada, mantidos por 15 minutos ¢m
bapho-mana a 37 °C (solugio A). Apos
este periodo de meubacio, em | mL da
soligdo A, for adicionado 0,5 ml. de
formol salino a 1% (solucdo B) Da
solugdo B, foi retrada uma aliguota de
15ul, colocada em wuma [anuna,
recoberia por laminula e, em seguda,
levada a0 mucroscoplo Gplco, OO wm
aumento de 400x, sendo contado um
total de 200 celulas/laming (GEAHAM
e MOCE, 2005). Um espermatozoide
com cauda reta era indicative de perda
de funcdo da membrana e 05 que
permancceram com membrana integra
(células reativas) apresentaram
diferentes niveis de enrolamento e/ou
dobramento da couda. Considerou-se
um bom sémen, aquele que apresentou,
com pesultado do teste, po  mIMITO
50f0 de cspermatozoides com couda
enrolada e'ou dobrada (BARIL er al.,
1903},

03 Analise estabistica

) delineamento expenmental

uilizado f o de Blocos ao Acaso, onde
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cada ejaculado o considerado uma celulas. Usou-s¢ o

repetigdo (r=63), sendo submetido aos

contagem  de
Programa Statiiew (versiao 5.0.1; SAS
Institute’ Inc, 1992-1998) com nivel de
significancia de 5% (p<0,05).

4 tratamentos, Aplicaram-se os testes
Mann-Whitney, para a comparagio de
meédias entre grupos ¢ Qui-quadmdo,
para 08
percentagem. em gque se realizou

resultados expressos  em

Tabela 2. Analise do vigor espermatico do sémen suino conservado em LPD a 10 °C,

adicionado de Trolox em diferentes concentragibes.

Tratamentos Dias de Conservagio
(M) (11 1] D2 D3 D4
0 2.9:1.1° 27100 2.5:0.9¢ 208" |60 8
1M 2.9+ (P 261, 1% 2.3+0,9¢ 2 040.8° 1,240, 7"
2000 274100 251" 22:009%  17:06 11205
3000 275100 230,10 19:08% 15107 102050

g, b - leteas diferentes na mesma coluna indicam diferercas significativas (p=0008 ) — Teste

de Mann- Whimey

Resultados  semelhantes  tomam
obbidos com concentragies intermedianas
de Trolox {500, 1000 e 1500 pM/100mL)
em LPD, ndo sendo observado efeito do

refende produto ne melhoria ou na

manutengio o vigor  espermaEtico,
dupante o periode de conservagio
(FREITAS e al, 2011} Em

contrapartida, adigio de [000pM  de
Trolox a0 dilvente Beltsvile Thawing
Soluon  (BTS) for  benéfica, na
CONSETY BCA0 do men Suinag,
dapresentando melhores resultados medios
de wvigor espermatico, em relagio ao
tralamente controle (TOMIOLLL ef ol

2011). Come foi venficado, este efeito

nio se repelu quando se ulthzou o LPD
COmo melo de Conservagio para o Semen
suino, com  este  diluente parecendo
mascarar ou impedir a agio antioxidante
do Trolox. Aparentemente. 8 agio do
mesmo pode estar na dependéncia do tipo
de diluente de sémen utihzado.
Concentragdes mais baxas de
vilamina E (100, 200, 300 ¢ 400 pg'ml),
adicionadas ao dilvente BTS, ndo
promoveram efeilos posilivos sobré vigor
iMENDEZ,

Ainda exisie  unki

gEpematice  cm  suines
2001}
varishilidade nas respostas da qualidade

gspermidtica, gquando adicionado o

grinde

antioxdante Trolox so mew de dilwigio,

9
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senddo, desta forma, necessanos estudos
adicionais, no sentide de se  poder
determunar se realmente  existe uma
influéncia posiiva desta substincia sobre
0 Vigor espermatico do sémen conservado
e qual a melhor concentragdo para que
esies resultados sejam obiidos,

03 resultados de percentagem de
ctlulas moveis (Tab. 3) apresentaram a
mesma tendéncia, ohservada com vigor
espermanco, com ¢ tratamento controle
apresentando as maiores medias para essa
caracteristica. Entretanto, o ratamento

conlrole ndo foi estatisticamente diferente
das amostras tratadas com 1000pM de
Trolox, durante fodo o periodo de
conservagio. As amostras tratadas com
2000 e A000pM ndo foram diferentes
estatisticamente do DO ao D4, Mas uma
vez, as amostras com 3000uM de Trolox
apresentaram  resultados  medios  mais
motilidade,

obtidos  com O

baixos  para
comparados  aos
tratamento sem adicio do antioxidante
aqui avaliado (p=10,05),

quando

Tabela 3. Analise da motihdade espermatica do semen suno conservado em LPD a
100, adicionado de Trolox em diferentes concentraghes.

Tratamentos Mas de conservacio
(M) D D1 D2 D3 D4
1] 64.4£24. 7"  SB4£226"  50.5£20,8" 3B 3£2006" 29121907
JELLIL 6402300 524+24.8% 4652215 349:191% 230:18000
2000 59,1£23,6®  50,0+£22,3"  40,5£19,0% 30,9:16,5"  209:14,6"
3000 55,5247 46,8+23,6" 353:194°  28.5:163" 189156

f, b ¢ - [etns diferemes na meama coluss indicam diferencas significativas (p<0.05] - Tese

de Mann- Whitney

Traballos recentes, inclusive
com o mesmd  men de conservacio
(LPD)), tambéem ndo demonstraram
efeitos positivos da adigio de Trolox
{500, 1000 e 1500pM) sobre a
maotilidade espermatica do sémen suino,
conservado a 17 °C (FREITAS & al.
201 1), Concentragies baixas { 100, 200,
300 e 400 pgmly de vitamina E,

adicionadas a0 BTS, também nio

PIINOVETam efeitos benéticos
(MENDEZ, 2011) No semen bumanc,
o Trolox, mesmo utilizado em baixas
copcentractes (20, 40 e o60ub),
apresentou um efeito prejudicial sobre a
motilidade

espermatica  em  meio

Biggers, Whikten and  Wiktinghari
{BWW), apesar de fer apresentado uma

redugio de espécies reativas ao

10
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oxigémo (EROs) pelos espermatosoides
(DONMELLY er al., 1999).

Embora o estresse oxidativo
tenha sido muto malor apo: a
cnopresenvagao  do sémen  (MAILA,
2006), aacho do Trolox mmbeém nio fiol
notoria, na manutengio da motlidade
apos descongelacio do sémen ovino,
conservado em meio Tos (IMALA, 2006)
e gema de ovo (RODELLO, 2010). Em
discordineila com  esles  estudos, a
adigio de 1000uM de Trolox ao
diluente BTS for  benéfica na
CONZETVaHn o sEImen Suino,
apreseniands melhores  resultados
medios de motilidade espermatica, em
relagho Ao fralamento sem essa
substancia (TONIOLLI ¢ TONIOLLL
20010, Dessa forma, fanofe o meio
ulihzado  como  diluente, quanto a
especie animal em questio, pareceram
ter influéncia schre a agdio antioxidante
do produto sobre as celulas

espermaticas, proporcionando,  assun,
esta diversidade de resultados.,

Devido 8 natureza hpidica da
vitamuna E (o-tocofercl) e de sews
analogos, ¢ possivel gue esta possa
afetar a composicho da  membrana,
elevadas
guantidades, interferindo nas trocas

quando  presente  em

ionicas ¢, conscquentements, 0o
metabolismo  espermitico ( MENDEZ,
20011} dessa forma. prejudicando a
motilidade espenmatica.

Conforme apresentado na Tab.
4, o total de espermatozoides vivos em
D0 e D4 nao diferiv entre os diferentes
tratamentos {p=0,05). Da mesma forma,
g adicio de Trolox so diluente ndo
produan cheito sobre o percenfual de
pspermatosoides com  ACTOSSOMA
intacto, apresentando-se  semelhante
entre o8 tratamentos (Tab. 5}, durante
todo o penodo de conservagio do
sémen (p<0.03).

Tabela 4. Analise do total de espermatozoides vivos (vitalidade - %) do sémen suino.
conservado durante 5 dias oo diluente LPD a [0 °C, adicionade de Trolox

em diferentes concentracies.

Tratamentos Dias de conservagio
(M) D4
0 67.2+19.7° 25 8+16.1°
1000 65.4+20,1" 25,3=17.0°
2000 65, 8+19,1" 23.0=17.6"
J0an 62 3+24 20 17.6=13.7°

# - |eras aguans na anesma coduna mdicam diferencas pio sigmificahvas {pe=0,05 ) —

Tesne CQui-(peadea iy
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Tabela 5. Andlise do total de espermatozoides com acrossoms ntacto (%) do sémen
suino, conservado durante 3 dias no diluente LPD a 10 °C, adicionado de
Trolox em diferentes concentrages.

Tratamentos DMias de conservacin
(uM) D4
0 94, 025,3" 91,3+7.0°
1000 03,6+5.68 86,8=16.3¢
2000 93,045 5* 00,08 8
3000 94, 325,00 BB.6EB, 5

A - lewras iguads on mesma cofund indicam diferens as oo significaiavas (pe=0,05)

Teste Qui-quindeado

Diferente  dos  resultados
encontrados neste estudo, em relacho a
estas duas caractenisticas, a adi¢ao de
Trolox em diluentes TRIS ou BTS foi
benefica. Quando se utilizou BTS como
diluente adicionado de Trolox (400uhd),
observou-s¢  mmor  percentagem  de
espermatozordes vivos, com acrossoma
mtacto, durame o periodo de
conmservacio do sémen suinp (DM =
62.9% & D4 = 62.6%), mdicando melhor
agio protetora da substincia nesta
concentragdo, que se manteve estavel
enire o primeiroc e altimo dia de
copservacko. CQuando se wiilizou uma
concentragdo  mawr do  antoxidante
(600uM), obteve-se maior percentual de
células vivas (72,6%) (GUIMARAES e
TONIOLLL 2010), Entrefanto, npo
presente  estudo, concentragoes amda
mais elevadas de Trolox (1000, 2000 e
30(uM) néo proporcionaram aumento

desta acio profetora, que poderia ser

iraduzida por melhores

médios desias caractensicas, durante o

resuliados

conservagio do sémen. Mas uma vez, o
resultados  indicam uma  possivel
interagiio entre o Trolox ¢ o dilvente do
sémen utilizado.

Em estudo utilizando 200
pg/mL da vitanuna E no diluente BTS,
manteve-s¢ um malor percentual de
celulas wvivas, durante cinco dias de
estocagemn a 19 “C, em relagio ao
dilvente sem vitamina E (CEROLINI er
all, 20001 Ela estava presente, tanto na
membrana celular, quanto no plasma
serpunal  (SIEA,  2004),  sendo &
alimentache dos ammais capaz  de
influenciar esse parametro (MORAES e
al,, 2010). A concentracio de vitamina E
na membrana ¢ muito baixa, geralmente
1gual ou infenor a 0,05-0,1 nmol'mg de
proteina. Por outre lado, a 1axa de
geragio de mdicais na  membrana
hpidica pode ser muto elevado, sob
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detenminadas (SIKA,
2004),  Portanto, &  adigio  de
antoxidantes traria bensficios, uma ves

cHeunsiincas

que o sistema antioxidante celular ndo é
polente o bastante para prevenir o
peroxidagio  hpidica,
durante a estocagem in vifre, quando a
produgio de radicais livies pode ser
resultante de mudangas metabolicas,

principalmente

Além desse aspecto, a vitamina
E disponibilizada via diluente, devido as
suas propniedades lipofilicas, pode ser
meorporada 4 membrana espermatica,
aumentando  sua resisténcia 4
peroxidacio lipidica (CEROLINI er af.,

MDY, Com a% caraclensiicas
bioguinucas melboradas, 0%
espermatozoides manliveram a

integndade de membrana, durante todo o
penodo de smmazenamento (cinco diask;
0 gue, Mals uma vez, Sugeriy a
existéncias de interferéncia do diluente
utiheado no presente estudo sobre a
auséncia de efeitos benétficos.

A adigio do o-tocoferol no
diluente de sémen caprino teve efeilo
imtegridade  da

membrana plasmatica do espermatozonds

positive  sobre  a

congelado, sendo a concentragdo de
4000 ppml a melhor pam  essa
finalidade (WAHIUNINGSIH e
EACHMAWATI,  2012). Resultados
positivos também foram obtidos com

semen ovino descongelado, onde o

Trolox aprésentou wm efeito bendfico
sobre 8 manutengdo da mtegridade da
membrana acrossomal de
espermatozoides, em relagio ao controle
(MALIA.  2006)

Entretanio, em meo  Trs-gema, @

em  diluente  Tns

Vitamina E, mesmo em associagdo com
outros antioxidanies, pio proporcionou
maror integridade acrossomal no sémen
oving  (SOARES & af, 2010L
Possivelmente, o meio 4 base de LPD,
por ja exercer agdo protetora sobre a
celula  espermitica (FOOTE, 1974
MEMON e OTT, 1981; LUSIGNAN e
al,, 201 la), nio possibilitou o aumento
dessa resposta, ¢uande da adigio do
produto antioxidante,

Em relacic ao tesie
hiposmotico { Tab. 6}, os ratamentos nao
apresentaram  diferencas  significativas
entre 51 (p=0,05), ou sej, o Trolox, nas
diferentes concentraghes estudadas, ndo
produzm  efeitos  beneficos sobre a
integridade de  membrana.  Estes
resultados  assemelham-se aos obtidos
por oulros  pesquisadores, quando  se
adictonou a vitanuna Eoao diluente de
ressuspensdc do sémen  descongelado
(SOARES et af, 20000 Em estudo com
sémen caprine, concentragoes de 25, 50
g 100uM ndo afetaram o percentual de
espermatosordes  reativos  ap  lesle
hiposmotico, ou seja, a adigio de
vitamina E ndo melborou a
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funcionabilidade da inemihrans
espermatica (PENITENTE  FILHO.
a1,

Por outro lado, os antioxidantes
sao nibidores de rodicas livees que
supnmem a formagio de especies
realivas a0 oxigénio &'ou suds acbes,
Estudos tém mostrado que a vitamina E
{o-tocoferol) foi capaz de proteger as

células de estresse oxidativo (TIRADO &

BROW?, ¢ de danos das
membranas  plasmatica e acrossomal
(MALA, 2006), podendo ser utilisado em

diluentes de refrigeragiio, & fim de

2005)

aumentar o  viabilidade do sémen
(BOEBA NETO eral., 2010). Tais
beneficios  nio  foram  obzervados,

quando se utilizou Trolox em leite em po
desnatado, como  diluente pam sémen

spino, acondicionado a [0 °C.

Tabela 6. Analise do total de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico (%) do
sémen suino, conservado durante 5 dias no dilvente LPD a 10 °C,
adicionado de Trolox em diferentes concentragies.

Tratamentos D¥ias de conservagdio
(uM) 4
0 57,7199 244=11 8
100 35.3+20.9" 24.5x11.2°
2000 55,0+19,5" 242+11.7*
3000 52,7420.1° 21,8=10,5"

A - leiras igoais on mesma coluna indicam diferengas nio significativas (pe-0,05) -

Teste Qm-gueadrada

Essa auséncia de efeito Trolox
pode ter sie devido a presenga  de
caseim, a-lactalbumima, [-lactoglobuling
(LUSIGNAN er al., 201 1a), lipoproteinas
e lecitinas do lede, que segundo FOOTE
(1974) e MEMON e OTT (1981),
protecio da  célula
espermalica contra o choque lérmico,
quando adicionadas ae sémen antes do

resfriamento ¢

promoveram &

que,  possivelmente,
MASCATATAN 508 acio antioxidante,
alias

Efeitos  pegativos de

concentragdes de vitamina E

(=6000ug/mL) também foram observados
por WAHJUNENGSIH e
RACHMAWATI(20(2), quando

adicionaram ao diluente de sémen caprino
criopreservado.  Efewtos  negatives  de
antioxidantes fenolicos sobre a integnidade
da membrana plazsmatica poderam ser
devidos ao estresse pelo fno e a9 elevadas
concenlragdes, que fomam  sus  acho
antioxidante neficaz, podendo alterar sua
funcio e causando mais danos aos acidos
pgraxos insaturmados da membrana, Essa
acelerou  amda

situagio mais a
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perosidacho membrans

plasmatica dos  espermatosoides,  com

hpidica da

perda de alguns dcidos graxes insaturados
essencials que compdem a membrana
{(NUR er al.,, 2005),

A wvitamma E foi capa: de
refardar o curso das reacdes de
peroxidagio, por causa da sua capacidade
pam capturar radicais livies e guebrar a
reagio de peroxidacio. A reacio em
cadera de peroxidaciio bipidica continua
pode afetar a integndade da membrana,
porque o5 radicass livees puderam reagir
com 08 componentes  estnoturais da
membrana, (a5 como as profeinas, de
modo que o dano ocorreu, ndo s6 na
membrana  extema, como lambém no
mierior da célula (FONSECA et al,
2005).

CONCLUSAO

A adicdo de Trolox ao diluente
leite em po desnatado ndo promoveu
efaitos  benéficos sobre a qualidade
espermatica  do  sémen  conservado.
Elevadas concentragdes desta substncia
prejudicaram a quabdade ssperminca das
amostras, ndo  seéndo  apliciveis na
preparagdao de doses mseminantes, onde a
motilidade e o wigor sdo essencials. A
auséncia de efeios positivos frenfe @
adigio de Trolox sugere uma possivel

mterferéneia do diluente leite em pd

desnatado (LPD)  sobre a acho
anioxidante desta substancia.  Malores
esfudos =0 necessanos, a fim de se poder
evidenciar a acio antioxidante do Trolox,
bem como sua possivel mteracio com o
diluente do sémen.
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